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RESUMO

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, a primeira linha de defesa contra patdégenos
e ainda funciona como uma barreira fisico-quimica. Apesar de a pele funcionar como
uma barreira protetora contra agentes externos, alguns microrganismos,
especialmente bactérias, conseguem romper essa barreira e causar doencas. Esse
conjunto de doengas é conhecido como infecgdes de pele e tecidos moles (SSTls) e
sdo recorrentemente encontradas em ambientes ambulatoriais e hospitalares. A
incidéncia de SSTIs tem aumentado nas ultimas duas décadas e ha varias condi¢oes
patolégicas que potencializam essas infecgdes, como ocorre no diabetes mellitus. O
S. aureus é considerado um dos principais causadores de SSTls. Por possuir uma
extensa gama de fatores de viruléncia como proteases, lipases, DNAse, toxinas,
superantigenos, S. aureus consegue se adaptar a diversas situacbes frente ao
sistema imune e muitas vezes persistem como infecgao crénica. Um mecanismo muito
importante para o sistema imunoldgico é a produgao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), no entanto o S. aureus possui a habilidade de sobrevive mesmo em ambientes
ricos em ROS, como por exemplo em feridas de pacientes diabéticos e obesos.
Baseando-se nesse contexto, o objetivo do trabalho é avaliar o efeito de espécies
reativas de oxigénio (ROS) na viruléncia de S. aureus em modelos de infecgdo tanto
in vivo como in vitro. Nossos dados demonstraram que a expressao de alfa-toxina é
influenciada pelo ambiente rico em ROS do fagossomo. Além disso, macrofagos
provenientes de animais deficientes para Gp91phox apresentam maior clearance de
bactérias em comparagao com animais WT. Nossos dados in vivo mostram que a
prevencdo da producdo de ROS por apocinina ou em animais deficientes para
Gp91phox tem como consequéncia redugao das feridas e maior depuragao de S.
aureus. Além disso, o tratamento com apocinina antecipou o processo de cicatrizagao
da ferida. Concluindo, nossos dados mostram que ROS provenientes de NOX

exercem papel essencial no aumento da viruléncia de S. aureus.

Palavras-chave: microbiologia; espécies reativas de oxigénio; Staphylococcus aureus;

fatores de viruléncia.



ABSTRACT

The skin is the largest organ in the human body and is the first line of defense against
pathogens, functioning as a physical-chemical barrier. Although the skin acts as a
protective barrier against external agents, some microorganisms, especially bacteria,
can breach this barrier and cause diseases. This collection of diseases is known as
skin and soft tissue infections (SSTls) and is commonly encountered in both outpatient
and hospital settings. The incidence of SSTls has increased over the last two decades,
and there are several pathological conditions that predispose individuals to these
infections, such as diabetes mellitus. S. aureus is considered one of the primary
causes of SSTls due to its extensive range of virulence factors, including proteases,
lipases, DNase, toxins, and superantigens. S. aureus can adapt to various situations
in the presence of the immune system and often persists as a chronic infection.
Reactive oxygen species (ROS) production is a crucial mechanism of the immune
system. However, S. aureus has the ability to survive even in environments rich in
ROS, such as wounds in diabetic and obese patients. In light of this, the objective of
this study was to evaluate the effect of ROS on the virulence of S. aureus in infection
models both in vivo and in vitro. Our results demonstrate that alpha-toxin expression
is influenced by the ROS-rich environment within the phagosome. Furthermore,
macrophages from animals deficient in Gp91phox showed higher bacterial killing
compared to wild-type animals. Additionally, our in vivo data indicate that inhibiting
ROS production using apocynin or in Gp91phox-deficient mice leads to reduced
wounds and increased clearance of S. aureus. Moreover, treatment with apocynin
accelerated the wound healing process. In conclusion, our data suggest that ROS from

NOX play an essential role in inducing S. aureus virulence.

Keywords: microbiology; reactive oxygen species; Staphylococcus aureus; virulence
factors.
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1 INTRODUGAO
1.1 A pele e o sistema imune

A pele é considerada o maior 6rgao do organismo e possui varias fungoes,
como regular a perda de agua e proteinas para o meio externo, a temperatura, além
de exercer papel essencial na protegdo contra microrganismo patogénicos e outros
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Figura 1 - Estruturas da pele: A ilustragdo apresenta as camadas da epiderme e da derme,
destacando estruturas como foliculos capilares, glandulas sudoriparas e sebaceas. Mostra-se
também capilares, ductos linfaticos, e, subjacente a derme, tecido adiposo perfundido por capilares.
Na epiderme, destaca-se a formagédo de jungdes estreitas abaixo do estrato cérneo, no estrato
granuloso, e a residéncia de trés tipos de células imunes — células de Langerhans, células T v, e
células T de memdria residente — entre os queratindcitos. Fonte: Kabashima et al. (2019).

agentes externos (Mistry, 2013). A pele da maioria dos mamiferos (incluindo de seres
humanos) possui trés camadas, a epiderme (tecido epitelial) é o tecido mais externo,
logo abaixo se encontra a derme (tecido conjuntivo) e a hipoderme (também chamado
de tecido subcuténeo). A epiderme possui estratificacdes (Fig.1) e € subdividida em
camadas basal, espinhosa, granulosa e cérnea (Matsui; Amagai, 2015). Na camada
basal sdo produzidos os queratinécitos que migram de forma progressiva para as
camadas sobrejacentes. Na camada espinhosa, localizada acima da camada basal,
ocorre o fortalecimento da epiderme através da formagéao de ligagbes desmossdmicas
entre os queratindcitos. Sobrejacente a camada espinhosa, na camada granulosa, os
queratinécitos comegam a acumular queratina em seu interior o que leva a morte
dessas células. Isso resulta no preenchimento do interior dessas células com
queratina formando assim a camada cornea, a mais externa da epiderme (Kabashima

et al., 2019; Nguyen; Soulika, 2019).
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A derme é caracterizada pela presencga de uma rica matriz extracelular (MEC),
que é secretada por fibroblastos, as células mais abundantes desse tecido. Essa
matriz € permeada por um reticulo de vasos sanguineos, linfaticos e terminacdes
nervosas (Shirshin et al, 2017). Ja a hipoderme, tecido subcutaneo, é
predominantemente formada por adipdcitos e atua como reservatorio energético,
produgao hormonal e de citocinas, como TNF, IL-6, estrogénio, resistina, leptina e
adiponectina, além de ter um papel essencial na regulagéo térmica (Woodley, 2016;
Wong et al., 2016).

Varios tipos celulares sao importantes na resposta do organismo a estimulos
externos, como queratinécitos, células de Langherans e macrofagos. Os
queratinécitos da camada granulosa desempenham um papel fundamental nas
respostas imunolégicas no tecido cutaneo (Coates et al., 2018; Wong et al., 2016),
pois quando essas células sao rompidas por algum estimulo lesivo elas liberam seu
estoque de IL-1a que funciona ativando e amplificando a resposta inflamatéria (Jiang
et al., 2020; Miller, 2008; Kupper et al, 2004). Além disso, os queratindcitos
expressam receptores de reconhecimento de padrées moleculares (PRRs), tais como
os receptores do tipo TOLL (TLRs), receptores do tipo NOD (NLRs), receptores do
tipo RIG-I (RLRs) e receptores de lectinas do tipo C (CRLs) (Jiang et al., 2020). Esses
receptores sado responsaveis por reconhecerem padrdes associados a
microrganismos (MAMPs) e padrdes associados a dano (DAMPs) (Nguyen; Soulika,
2019). A ligacado de MAMPs e DAMPs a esses receptores no queratindcitos induzem
a producéo e secreg¢ao de uma variedade de citocinas e quimiocinas, incluindo IL-10,
IL-18, TNF, IL-6, IL-8, CXCL1 e CCL20. Essas citocinas e quimiocinas medeiam a
resposta inflamatdria através da ativagao e indugao da migracao de células do sistema
imune (Jiang et al., 2020). Em adicao, a ligacdo desses padroes moleculares em seus
receptores presentes nos queratinécitos induzem a producdo de peptideos
antimicrobianos (Clausen; Agner, 2016).

As células de Langherans, localizadas na epiderme, também estdo envolvidas
nas respostas primarias a estimulos nocivos externos. Essas células estendem seus
dendritos entres os queratindcitos para captarem antigenos na superficie da epiderme
(Kabashima et al., 2019). Destacam-se também, na epiderme, a presencga das células

T de memoria residentes (Trm), que se localizam principalmente em torno dos foliculos
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capilares, onde elas possuem um papel essencial no contexto de reinfeccéo (Nguyen;
Soulika, 2019; Kabashima et al., 2019).

A derme possui uma comunidade diversa de células imunes, incluindo células
dendriticas, macrofagos, mastocitos, células T yd e células linfoides inatas (ILCs).
Além disso, essa camada € envolvida por uma complexa rede de vasos sanguineos e
linfaticos, que facilita o recrutamento de leucdcitos para o tecido cutaneo (Nguyen;
Soulika, 2019). Ademais, no tecido adiposo subcutédneo, abaixo da derme, ha a
presenca de varios leucocitos, incluindo células T, células B e macréfagos (Richmond;
Harris, 2014).

1.2 Microbiota cutanea

A microbiota cutanea constitui uma rede de interagdes complexas com o
hospedeiro e é essencial para as fungdes imunoldgicas da pele (Gimblet, 2017), além
de ser crucial para manutencao da homeostase no hospedeiro tanto local, no tecido
cuténeo, quanto sistémica (Labens et al., 2023; Lin et al., 2022; El-sayed et al., 2021).
Essa microbiota & essencial para a protecdo do organismo contra infecgdes
provocadas por microrganismos patogénicos e para uma modulagdo adequada da
imunidade (Byrd et al., 2018).

A microbiota cutdnea € constituida por microrganismos diversos como
bactérias, virus e eucariontes. Dentre as bactérias que colonizam a pele, destacam-
se 0s géneros Corynebacterium, Propionibacterium, Streptococcus, Staphylococcus,
Acinetobacter e Moraxella (Byrd et al., 2018). A distribuicdo desses géneros é
heterogénea pelo tecido cutdneo. Nos Ilocais sebaceos predominam
Propionibacterium e areas umidas sao colonizadas principalmente pelos géneros
Corynebacterium e Staphylococcus (Lee; Kim, 2022; Grice et al., 2009). Dentro desse
contexto, algumas espécies merecem destaque por exercerem papeéis chaves, como
Staphylococcus epidermidis que é essencial na indugéo da expressao de interleucina-
1a (IL-1a) e na promogao de mediadores imunoldgicos como o interferon-gama (IFNy)
e o Cutibacterium acnes que metaboliza lipidios sebaceos levando a producgao de
acidos graxos que inibem o crescimento de patégenos (Chen et al. 2018; Yamazaki
et al.,, 2017). Além disso, é importante destacar que esse ecossistema microbiano

pode ser moldado por inumeros fatores, e varia de individuo para individuo. Dentre os
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fatores que podem interferir na composi¢cao da microbiota estdo habitos de higiene
pessoal, condicdes ambientais, estado emocional, padrbes de sono e interagdes
sociais (Sinha et al., 2021).

1.3 Infecgdes de pele e tecidos moles

Representando os tipos de infecgbes mais frequentes em ambientes
hospitalares e clinicos, as infec¢des de pele e tecidos moles (SSTIs) variam quanto a
sua gravidade. Elas podem abranger um espectro que se inicia em infecgdes leves de
carater superficial até infeccbes profundas que demandam hospitalizacdo ou
intervencgao cirurgica e que podem evoluir para uma possivel bacteremia (Singh et al.,
2016; Suaya et al. 2013). Além disso, € importante destacar que doengas de base,

tais como diabetes e obesidade levam a maior gravidade em SSTIs (Polk et al., 2020).
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Figura 2 - Estrutura das camadas da pele e infeccoes de pele e tecidos moles causadas por S.
aureus: A pele é composta por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme. O S. aureus pode infectar
todas as camadas e causar diferentes doengas, como por exemplo, impetigo, abscessos e foliculites.
Modificado de OLANIYI et al., 2016.

As SSTls sao categorizadas conforme sua localizagdo anatbmica e
manifestacdes clinicas especificas. Dentre os principais tipos de SSTIs destacam-se
a foliculite, o hordéolo, a hidradenite supurativa, os abcessos e o impetigo (Silverberg,
2021; Esposito et al., 2017). O principal agente associado as SSTIs é o S. aureus e

as infecgdes causadas por esse microrganismo podem ser superficiais ou profundas
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(Fig.2) (Santos et al., 2007). Em contexto epidemioldgico, um estudo realizado por
Oliveira et al. (2019) em amostras de tecido cutdneo de pacientes com dermatite
atépica no Brasil revelou que 92% das amostras eram positivas para S. aureus. Em
outro estudo, uma analise transversal retrospectiva realizada no norte de Minas Gerais
constatou que 21% dos casos de SSTIs foram causados por S. aureus (Souza e
colaboradores, 2016). Além disso, foi demonstrado, em estudo realizado por Vecchia
e colaboradores, que as S. aureus recuperadas em 58% das amostras de SSTIs de
pacientes de Mildo, Italia, entre 2017 e 2021, eram de linhagens resistentes a

antimicrobianos, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

1.4 Staphylococcus aureus

Identificado por Alexander Ogston em 1880 e categorizado por Friedrich Julius
Rosenbach em 1884, Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva com
formato de cocos que se agrupam em conjuntos formando cachos (Koneman, 2001)
(Fig. 3). A formacdo de colbnia ocorre em um intervalo de 18 a 24h, exibindo
inicialmente uma cor acinzentada, mas que pode evoluir para uma tonalidade
amarelo-ouro com incubacdo prolongada (Santos et al., 2007). Um marcador
diferencial para sua identificagdo em cultura é a metabolizagdo do manitol. O S. aureus
através dessa metabolizagdo acidifica o meio agar hiperténico manitol que passa
exibir uma coloragdo amarelada (Koneman, 2001). Além disso, o S. aureus possui
enzimas e cofatores, como catalase, coagulase e DNAase, que funcionam como
chaves para sua identificacdo (Kloos; Bannerman, 1995).

Esse microrganismo demonstra uma notavel capacidade de sobreviver sob
amplas variagdes ambientais (Howden et al. 2023). Esta capacidade inclui a
persisténcia em uma vasta gama de pH, variando de 4.2 a 9.3, com preferéncia por
valores entre 7.0 e 7.5, e a habilidade de tolerar temperaturas que oscilam de 6°C a
48°C, sendo 37°C considerada a temperatura ideal para sua multiplicacéo (Santos et
al., 2007). Além disso, € resistente a presenca de NaCl, mantendo viabilidade em
concentragdes salinas de até 25%, com uma faixa 6tima de sobrevivéncia entre 7% e
10% (Turner et al. 2019 e Miller et al. 2012). Além disso, S. aureus possui capacidade

de persisténcia em condigdes de dessecagdo, com certas linhagens mantendo
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viabilidade por extensos periodos em superficies variadas (Rountree, 1963; Noble,
1962).

O S. aureus faz parte da microbiota comensal na pele e nas fossas nasais de
grande parte da populagdao (Cheung et al. (2021). Entretanto, esse microrganismo

pode atuar como oportunista, provocando um amplo espectro de infec¢des, como
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Figura 3 — Staphylococcus aureus sob microscopia ética: Medindo de 0.5 a 1.5 micrometros
(Mm) os cocos se organizam em estruturas com formato de cachos. Fonte: Taylor, (2023).

abordado anteriormente (Boldock et al., 2018). Essas infecgbes podem ser causadas
por linhagens resistentes a antimicrobianos, o que torna mais complexo o manejo e

tratamento dos pacientes infectados (Tong et al., 2015).

1.4.1 Fatores de viruléncia em S. aureus

O S. aureus possui um vasto repertério de fatores de viruléncia, que confere a
ele a capacidade de invadir e infectar diversas camadas da pele (Cheung et al., 2021).
Esse arsenal de viruléncia (Fig. 4) inclui varios tipos de toxinas formadoras de poros,
tais como leucocidinas, hemolisinas e modulinas soluveis em fenol (PSMs), que
possui a capacidade de comprometer a integridade celular (Dinges et al., 2000). Além
disso, enzimas que degradam componentes da matriz extracelular, como lipases,
proteases e hialuronidase, ajudam na disseminagdo do patdgeno (Jenul; Horswill,
2018). Fatores como SAK (cinase ativadora de estafilococos) e COA (coagulase)

promovem a ativagao de processos enzimaticos, levando a conversao de fibrinogénio
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em fibrina, essencial para a coagulacao (Cheung et al., 2021). Ja os superantigenos
interagem com receptores de células T (TCR), induzindo um estado de anergia

imunologica (Gerardi, 2023; Tam; Torres, 2019).
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Figura 4 - Fatores de patogenicidade produzidos por S. aureus: Durante a infeccdo, S. aureus
pode produzir toxinas que levam a lise de leucdcitos através da formagao de poros. Superantigenos
levam a expansédo de células T e B resultando em uma produgcdo massiva de citocinas. Co-fatores
levam a ativacdo do sistema de coagulacdo com formacao de coagulos. Enzimas sado capazes de
degradar proteinas e lipidios do hospedeiro. Fonte: Tam; Torres, (2019).

Dentre os fatores de viruléncia de S. aureus, a alfa toxina se destaca como um
agente critico na patogénese de SSTls provocadas por esse microrganismo. A alfa
toxina é classificada como uma exotoxina formadora de poros. Ela é toxica para um
amplo espectro de células, podendo ser neurotéxica, dermonecrotica e hemolitica
(Cheung et al., 2021; Monecke et al., 2014; Dinges et al., 2000). Sendo uma proteina
soluvel em agua, ela é capaz de formar canais ibnicos em bicamadas lipidicas por
insercao de um poro B anfipatico, o que causa alteragdes fisioldgicas celulares, como
no equilibrio idnico e no potencial da membrana plasmatica, levando a ativagdo da
p38 MAP quinase, que pode desencadear uma resposta inflamatéria (Fig. 5) (Eiffler et
al., 2016).
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Figura 5 - Papel da toxina a na infecgao por S. aureus: A alfa toxina, o principal agente téxico de
Staphylococcus aureus, exerce sua acdo por meio de dois mecanismos fundamentais, ambos
requerendo a interagdo com o receptor ADAM10, que se caracteriza pela presenga de dominios de
metaloprotease e desintegrina. Inicialmente, ela promove a formacdo de poros nas membranas de
varias células-alvo, formando estruturas heptaméricas porosas. Subsequentemente, provoca danos ao
epitélio e ao endotélio, desestabilizando as jun¢des aderentes e afetando adversamente a integridade
do citoesqueleto. Fonte: Gordon et al. (2021).

A Compromisation
11 of the cytoskeleton

A alfa-toxina funciona ligando-se a metaloproteinase ADAM-10 (von Hoven et
al., 2018), que é ativada destruindo os contatos célula-célula através da clivagem de
caderinas, o que contribui para disseminagao de S. aureus nos tecidos subjacentes.
Além disso, a ligagao da alfa-toxina em ADAM-10 promove a formagao dos poros na
membrana celular (Cheung et al., 2021; Gordon et al., 2021; Monecke et al., 2014).

Em adicao, um estudo realizado por Cohen et al. (2018) demonstra que a alfa-
toxina € importante para S. aureus subverter a capacidade de macréfagos em realizar
0 killing. Esse estudo demonstra que apdés a formacdo de poros na membrana
plasmatica mediados por alfa-toxina, ocorre a ativacéo do inflamassoma NLRP3 por
consequéncia do fluxo de potassio através dos poros. Além disso, € demonstrado que
a alfa toxina também induz a ativagao do inflamassoma NLRP3 ao inibir o trafico de
mitocdndrias para proximo ao fagolisossoma, facilitando que as mitocondrias
interajam com o NLRP3, levando a formag¢ao do complexo inflamassoma com ativagao
robusta de caspase-1 e formacdo de IL1-B. A auséncia de alfa toxina ou do
componente do inflamassoma NLRP3 reverte o trafico mitocondrial, levando a um
aumento de ROS mitocondrial, ativacédo local da caspase-1 e inicio da acidificacao

endossomal, aumentando assim a capacidade bactericida dos macréfagos e,
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consequentemente, levando a uma maior sobrevida do animal. Além disso, um
trabalho realizado por Yang et al. (2023), demonstra que a alfa-toxina prejudica varias
funcdes essenciais em neutréfilos como a produgao de leucotrieno B4 (LTB4), que é

prejudicada por consequéncia de alteragcées nas concentragdes de calcio intracelular.

1.5 A interacao entre S. aureus e o hospedeiro

1.5.1 Imunidade inata nas infecgbes cutaneas por S. aureus

No contexto de infec¢do por S. aureus, os queratinécitos sao fundamentais na
linha de frente da imunidade da pele, sendo frequentemente os primeiros a
estabelecer contato com o agente patogénico (Fournier et al., 2005; Molne et al.,
2000). Os PRRs nessas células sao vitais para a detec¢gao dos MAMPs caracteristicos
do S. aureus (Fournier et al., 2005). Estudos recentes tém demonstrado que a
resposta imune frente a infec¢ao por S. aureus ¢é iniciada pela ativagado da sinalizagao
autécrina de IL-1a em queratindcitos, juntamente com a produgdo de IL-1

(Pasparakis et al., 2014) (Fig. 6). A IL-1a € pré-armazenada nos queratinécitos, por
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Figura 6 — Liberagdo de IL1-a em queratinécitos durante a infecgao por S. aureus:(A) Os
queratindcitos presentes na epiderme armazenam interleucina-1a (IL-1a) constitutivamente, as quais
sdo prontamente secretadas em reagdo a danos, processos inflamatérios ou infecgdes. (B) Em
queratinécitos, a presenca de Staphylococcus aureus desencadeia uma cadeia de sinalizagao
autécrina, orquestrada pela IL-1a e seu receptor IL-1R1, resultando na sintese acelerada e
sustentada de quimiocinas que recrutam neutrdfilos, incluindo o ligante 1 de quimiocina CXC
(CXCL1), CXCL2 e CXCLS8. Fonte: Miller e Cho (2011).

outro lado a sintese de IL-13 é condicionada primeiramente a ativagcao de PRRs, como
o TLR2, que desencadeia a transcricao de pré-IL-18 por meio do fator de transcricao
NF-kB e em seguida a produgdo de pro-IL-1B.  Um estimulo adicional, como efluxo

de potassio, disrupcado lisossomal ou ativacdo do receptor P2X7, ativa o
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inflamassoma, que, entédo, promove a ativagao da caspase-1. Esta, por sua vez, cliva
a pro-IL-1p liberando IL-18 em sua forma ativa e secretavel (Figura 7) (Bitschar et al.,
2017; Wang et al.,2017; Miller; Cho, 2011; Hruz et al., 2009; Lizzul et al., 2005; Kupper
et al., 2004).

A ativagcdo dos inflamassomas, seguida pela liberacdo de IL-1B e a
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Figura 7 - Produgdo de IL-1B pelo inflamassoma durante infeccbes dérmicas causadas por
Staphylococcus aureus sao essenciais para a resposta imune inicial: Durante infec¢gbes cutaneas
por S. aureus, a sintese e liberagdo de IL-13 requerem dois sinais criticos. O primeiro envolve a
transcricdo de pré-IL-13, desencadeada por reconhecedores de padrdes moleculares, como TLRs e
NOD2, e a agao de citocinas inflamatdrias, como TNF. O segundo sinal, ativa o inflamassoma NLRP3,
levando a oligomerizagao da proteina ASC e a ativagdo de caspase-1, que processa IL-13 para sua
forma ativa. Esse mecanismo é essencial para desencadear respostas imunes e pode ser iniciado pela
acao de toxinas bacterianas e pela ativagao do receptor P2X7. Fonte: Liu et al., (2018).

subsequente inducdo da producdo de IL-6 e IL-23 via NF-kB, desencadeia uma
mobilizagcdo coordenada de células imunes na derme e epiderme, propiciando uma
resposta imunoldgica sinérgica e robusta contra as infecgbes por S. aureus (Hatlen;
Miller, 2021; Pasparakis et al., 2014). Esse mecanismo envolve uma série de células
efetoras, tais como macréfagos, células T yd, natural killer (NK), células T de memaria
residentes nos tecidos (TRM) e células T helper 17 (TH17). As células TH17, iniciam
a secregao de IL-17A e IL-17F (Ishigame et al., 2009), que por sua vez ativam os
receptores especificos de IL-17 em queratindcitos, resultando na sintese de peptideos

antimicrobianos, vitais para a defesa contra agentes patogénicos (Harper et al., 2009).
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Além disso, os queratindcitos elevam a producdo de citocinas pro-inflamatérias e
quimiocinas, como IL-1f3, IL-6, IL-18, TNF, CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL8, CCL20
além de moléculas de adesdo, incluindo P-selectina, E-selectina e ICAM1 no
endotélio, bem como L-selectina e LFA1 em neutréfilos, essenciais para migragéo

desses leucdcitos para o sitio de infecgao (Hedrick et al., 2021) (Fig.8).
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Figura 8 - A resposta imune cutanea contra S. aureus: Varias células sao responsaveis pela produgao
de mediadores inflamatérios e peptideos antimicrobianos. Os queratindcitos, as células dendriticas e
macrofagos residentes sao as primeiras células ativadas pela presencga de S.aureus e liberam citocinas
como IL-1a, IL-1R, IL-6 e IL23. Essas citocinas ativam as células T yd, presentes na epiderme, e células
TH17, células natural killer (NK) e células NKT localizadas na derme. Essas células sdo ativadas pela
ligacdo de MAMPs ao receptor Toll-like 2 (TLR2) e produzem IL-17. Essas interleucinas estimulam os
queratindcitos a produzir peptideos antimicrobianos, como (-defensinas e catelicidinas, que tém
atividade bacteriostatica e bactericida contra Staphylococcus aureus. Além disso, a produgao de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias pelas células residentes da pele promove a expresséo de
moléculas de adesdo no endotélio e em neutrofilos que facilitam o recrutamento dessas para a pele. Os
neutréfilos formam abscessos, que sao cruciais para conter a infecgdo e promover a eliminagao
bacteriana. A sinalizagdo envolve também a produgdo de GM-CSF e G-CSF, que estimulam a
granulopoiese de neutrofilos, essencial para a resposta imune eficaz. Fonte: Miller e Cho (2011).

Os macréfagos residentes destacam-se na fagocitose e no killing de S. aureus
(Van Belleghem; Bollyky, 2018). Em condi¢des basais, esses macrofagos produzem
mediadores pro-inflamatdrios constitutivos, mas essa producéo € aumentada apos
estimulos como citocinas inflamatdrias liberadas por queratindcitos, componentes de

parede celular bacteriana e DAMPs (Koh; DiPietro, 2011). Esses estimulos direcionam
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os macréfagos para um fendtipo pro-inflamatorio de "ativagao classica", que é
caracterizado pela elevada liberagdao de mediadores como IL-1, IL-6, IL-12, TNF e
aumento na expressao de oOxido nitrico sintase induzivel (INOS) (Feuerstein et al.,
2017). Além disso, essas ceélulas produzem quimiocinas esséncias para o
recrutamento de outras células imunes para o local de inflamacgao ou lesao (Abtin et
al., 2014). Os macrofagos realizam o clearance de bactérias, por meio da fagocitose,
producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, peptideos antimicrobianos e
proteinas quelantes que sequestram nutrientes essenciais para a sobrevivéncia
bacteriana (Pidwill et al., 2021; Yanez et al., 2017; Pasparakis et al., 2014; Molne et
al., 2000).

Os neutrofilos sdo frequentemente as primeiras células imunes a migrar para o
local de uma infeccdo (Marzano et al., 2019; Molne et al., 2000). Assim como 0s
macrofagos, eles desempenham mecanismos efetores como a fagocitose, onde o
neutréfilo engloba a bactéria, desencadeando a produgao de espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio, como radicais superéxidos, peréxido de hidrogénio, 6xido nitrico
e acido hipocloroso (Burn et al., 2021), que sao importantes para o controle bacteriano
(Miller; Cho, 2011). Além disso, os neutréfilos podem também realizam degranulagao
para o controle do S. aureus (Burn et al., 2021), esse processo envolve a liberagao de
granulos contendo moléculas antimicrobianas, tais como defensinas, azurocidina,
catepsina, lactoferrina, lisozima, protease-3 e elastase (Marzano et al., 2019). Outro
mecanismo efetor importante nos neutréfilos sdo as armadilhas extracelulares de
neutrofilos (NETs), que sdo compostas por redes intrincadas de cromatina, histonas,
DNA, proteases e peptideos antimicrobianos (AMPs), e que desempenham um papel
de destaque na captura de bactérias, constituindo um componente essencial da
resposta imunoldgica a infecgbes (Papayannopoulos, 2018).

Além disso, durante a fase inflamatéria em lesées de pele, onde acontece um
intenso influxo de neutrdfilos, também ocorre um influxo de mondcitos que
rapidamente se diferenciam em macrofagos pré-inflamatérios, e que podem passar
por alteragdes fenotipicas conforme a progressdo da lesédo, se diferenciando em
macrofagos com fenotipo de reparagao tecidual quando a infecgéo é contida e inicia-
se o processo de resolugao (Boniakowski et al. 2017, Koh; DiPietro, 2011).

Embora haja uma dindmica em relagéo a resposta imune cutdnea mediante a

infeccéo por S. aureus, doengas de base, como diabetes e obesidade, podem alterar
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a capacidade de sistema imune cutaneo na eliminagcdo do S. aureus. Nesses
pacientes ocorre mudangas no ambiente da lesdo cutanea (Gehrke et al., 2023). Esse
ambiente tem a angiogénese e fungéo dos fagocitos prejudicadas, produgéo continua
de citocinas inflamatérias e producédo de espécies reativas de oxigénio aumentada
(Wei et al., 2022; Dunyach-Remy et al., 2016). Esse ambiente favorece o crescimento
de microrganismos com versatilidade metabdlica, como o S. aureus, que € um
problema recorrente em SSTIs em pacientes diabéticos e obesos (Pascaline et al.,
2023).

1.5.2 Papel de ROS na infecgdo por S. aureus

O oxigénio atmosférico desempenha um papel fundamental para a sustentagao
da vida em organismos aerobicos, com cerca de 95% do oxigénio consumido durante
a respiragdo sendo convertido em agua (Hsia et al., 2013). Os 5% restantes,
participam na geracado de metabdlitos reativos, denominados espécies reativas de
oxigénio (ROS), que incluem superoxido, peréxido de hidrogénio, radical hidroxila, e
oxigénio singleto, além de espécies reativas de nitrogénio como o 6xido nitrico (Li et
al.,, 2015; Herb; Schramm, 2021). O estresse oxidativo surge quando ocorre um
desbalanco entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes do organismo.
Nesse contexto, ha um aumento na producao de ROS, que pode ser tanto na atividade
mitocondrial, comum a todas as células durante o transporte de elétrons, quanto nas
NADPH oxidases (NOX), (Pizzino et al, 2017), e ineficiéncia das enzimas
antioxidantes, como SOD, catalase e GHS, em remover todo o excesso de ROS
produzido (Shadel; Horvath, 2015; Nakai; Tsuruta, 2021).

Inicialmente descobertas em fagdécitos por seu papel essencial na geracao de
burst respiratério e eliminacédo bacteriana, as NADPH oxidases compreendem sete
variantes (NOX1-NOX5, Duox1 e Duox2), cada uma com distingbes estruturais,
variacdes nos niveis de expressao tecidual e mecanismos de ativacdo especificos
(Yang; Lian, 2020). Notavelmente, o nucleo catalitico de NOX2, um tipo classico de
NADPH oxidase fagocitica, € composto pelas subunidades gp91phox e p22phox,
formando o complexo flavocitocromo b558, que € importante na mediacao da resposta
imune (Mittal et al., 2012; Andrés et al., 2022). A subunidade catalitica gp91phox da

NADPH oxidase NOX2 é composta por um dominio transmembranar que inclui dois
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citocromos B e uma subunidade p22 acoplada, além de um dominio citoplasmatico
que contém FAD. A ativacao de fagécitos inicia fosforilagdes que atraem subunidades
reguladoras para o dominio citoplasmatico, ativando enzimaticamente a NOX2. Essa
ativagdo permite a transferéncia de elétrons ao oxigénio, formando ROS como o
superoxido, através de um sistema heme do FAD, com a redugao subsequente por
NADPH. O NADP+ é convertido de volta para NADPH através da via das pentoses
fosfato (Winterbourn et al., 2016). Além disso, o superoxido pode se combinar
rapidamente com o 6xido nitrico (NO), formando espécies reativas de nitrogénio
(RNS) como o peroxinitrito, em um processo até quatro vezes mais agil do que sua
dismutacao pela superoxido dismutase (SOD), intensificando o estresse nitrosativo e
a carga pro-inflamatéria das ROS (Herb; Schramm, 2021; Mittal et al., 2012; Chen et
al., 2022).

Ja foi demonstrado que algumas morbidades, como diabetes e obesidade,
interferem no processo de cicatrizagdo de feridas, além disso o S. aureus é
recuperado com frequéncia nas feridas desses pacientes, embora a produgao de ROS
nessas lesdes esteja aumentada (Rowe et al., 2020). Esses estudos sugerem que S.
aureus pode agir empregando estratégias adaptativas que confere protegao contra o
estresse oxidativo (Campbell et al., 2023). Sob condigdes de hipdxia e elevada
presenca de ROS, o S. aureus ajusta sua expressao génica para priorizar vias
metabdlicas como a glicélise e a fermentacdo, um ajuste mediado pelo regulador
SrrAB, o que potencializa sua resisténcia a estresses oxidativos (Campbell et al.,
2023). No entanto, nao esta claro quais fatores de viruléncia em S. aureus induzidos
por ROS sao importantes para sua manutencdo em feridas. Dessa forma, é
necessario compreender como fatores de viruléncia de S. aureus podem ser

regulados no ambiente de alta produgdo de ROS e o papel da NOX nesse contexto.
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2 JUSTIFICATIVA

As infecgbes de pele e tecidos moles, especialmente as causadas por S.
aureus, sao um problema global. Muitos estudos realizados nas ultimas décadas
elucidaram mecanismos de patogenicidade e resposta do hospedeiro frente a essas
infeccdes. No entanto, as SSTIs continuam sendo um problema, especialmente em
pacientes com doenca de base, como hiperglicémicos e obesos. As lesdes cutaneas
sdo caracterizadas por serem ambientes ricos em ROS, que s&o componentes
essenciais para o killing microbiano. Todavia, S. aureus consegue se estabelecer em
lesdes cutaneas e amplificar o dano tecidual da pele. Sendo assim, acreditamos que
embora as ROS contribuam para morte bacteriana, de forma a preservar a integridade
do tecido cutaneo, ela também pode induzir fatores de viruléncia em S. aureus que
favorece a disseminagao desse microrganismo no tecido infectado. Dessa forma, a
elucidacao dos fatores de viruléncia induzidos por ROS e suas consequéncias para a
progressdo e manutencédo de feridas pode estabelecer novos alvos terapéuticos e

antimicrobianos para o tratamento de infecgbes por S. aureus em SSTis.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de espécies reativas de oxigénio (ROS) provenientes de
NADPH oxidase na viruléncia de S. aureus em modelos de infeccido cutanea in vivo e
in vitro.

3.2 Objetivos especificos

° Padronizar um modelo de ulceras cutaneas em camundongos C57BL/6

induzidas pela infecgao subcutédnea de Staphylococcus aureus;

° Avaliar o papel de NOX2 no clearence bacteriano e progressao da cicatrizagéo
das feridas;
° Avaliar o papel de NOX2 na fagocitose e killing de S. aureus em macréfagos

derivados da medula éssea (BMDMs);

° Avaliar a expressao de alfa-toxina de S. aureus apoés fagocitose BMDMs.
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4 METODOLOGIA

4.1 Comité de ética

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG. Protocolo 297/2023.

4.2 Animais

Para esse trabalho foram utilizados camundongos C57BL/6, fémeas, com 6 a
8 semanas que foram adquiridos do Biotério Central da UFMG (Belo Horizonte, Minas
Gerais) e camundongos Gp971rhox/- (fémeas, 6-8 semanas) gentilmente cedidos pela
professora Leda Quercia Vieira do Departamento de Bioquimica e Imunologia do
ICB/UFMG. Todos os animais foram mantidos no biotério NB2 do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas durante a experimentagdo, em
condigdes controladas de temperatura (28°C a 30°C), umidade (50%), ventilagdo e

ciclos de luz (12h claro-escuro) e com agua e ragao sem restrigao.

4.3 Bactérias

Foi utilizada a linhagem ATCC 6538 - Staphylococcus aureus subsp. aureus
Rosenbach para todos os experimentos no presente projeto. As aliquotas foram
cedidas pelo professor Flavio Amaral do Laboratério de Imunofarmacologia,
departamento de Bioquimica e Imunologia, UFMG. A bactéria foi cultivada em caldo
infusdo de coracéo e cérebro (BHI) e armazenada em aliquotas de 100 uL com 20%
de glicerol a -80°C. Para a inoculagao, uma aliquota foi semeada em placa com agar
BHI com tempo de cultivo de 24 horas a 37°C. Em seguida, uma colbnia foi cultivada
em caldo BHI por 24 horas a 37°C. A cultura foi centrifugada e ressuspendida em PBS
para preparagao do inoculo. O indculo foi preparado através da medida da

absorbancia em espectrofotometro a 600 nm.
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4.4 Padronizagao de modelo de infec¢ao cutanea por S. Aureus in vivo

Para padronizar o modelo experimental, animais C57BL6 foram anestesiados
com 80 mg/kg de Cetamina e 15 mg/kg de Xilazina (ip), submetidos a depilagao
manual do dorso e em seguida infectados com trés indculos diferentes de
Staphylococcus aureus: 10°%, 107, e 108 unidades formadoras de coldnia (UFC) no
tecido subcutaneo dorsal, em uma distancia de 0,5 cm da calda. Os animais infectados
foram submetidos a eutanasia nos dias 2 e 8 apos a infecgéo (Figura 9).

As lesdes foram fotografadas a cada dois dias para documentacgao visual, e a
area das lesdes foi medida com um paquimetro, aplicando a férmula: altura x
comprimento = area da lesdo em mm?2. Nos dias estipulados (2 e 8), além da pesagem
dos animais, procedeu-se a eutanasia por deslocamento cervical, apds anestesia
intraperitoneal seguindo o protocolo inicial. De cada animal, foi coletada uma amostra
de tecido cutaneo utilizando um PUNCH dermatoldgico descartavel de 8 mm. Essas
amostras foram submetidas a analise bacteriana quantitativa e avaliacdo da atividade

de mieloperoxidase.

4.5 Infecgdo cutdnea em camundongos C57BL/6 GP91FHOX-ou WT tratados com

apocinina

Para investigar o papel das espécies reativas de oxigénio (ROS) na infecgéo
cutanea, animais C57BL/6 tratados com apocinina ou animais GP91 phox -/- foram
infectados com um inéculo de 107 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de S.
aureus. A infecgao foi realizada seguindo o protocolo estabelecido na padronizagéo
do modelo in vivo, com os animais sendo eutanasiados nos dias 2 e 8 pds-infecgao.
O tecido cutaneo foi coletado para analises subsequentes, incluindo avaliagao
histopatolégica, quantificagao bacteriana, ensaios de ELISA e quantificagdo da
atividade de mieloperoxidase (MPO).

Os animais tratados com apocinina receberam uma dose de 20 mg/kg diluida
em DMSO a 2,5%, administrada um dia antes da infeccdo. O tratamento com
apocinina foi dado a cada 24horas durante todo perido experimental (Figura 9).
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Figura 9 — Desenho experimental para a indugao de infecgao cutanea em camundongos C57BL/6
e GP91phox -/-: Animais WT (C57BL/6) e GP91phox” foram depilados, infectados e eutanasiados em
2 ou 8 dias ap6s a indugao da infeccao cutanea no dorso do animal. Nos experimentos com tratamento
com apocinina utilizamos camundongos C57BL/6 que foram tratados com apocinina 20 mg/kg ou
veiculo (DMSO 2,5% em solugéo salina). O tratamento foi realizado diariamente a partir do dia -1 e os
animais foram eutanasiados em 2 ou 8 dias apés a indugao da infec¢do cutdnea no dorso dos animais.

4.6 Recuperacgao de bactérias

A lesao foi delimitada e cortada através de PUNCH dermatolégico de 8 mm. A
amostra foi pesada e macerada utilizando cadinho e pistilo. Para quantificacdo de
UFCs, foram realizadas diluigdes seriadas (1:10), e posteriormente o plaqueamento
em agar manitol hiperténico. As placas foram incubadas a 37°C por vinte e quatro
horas. Apos esse periodo, as colénias foram contadas e o resultado foi expresso em
UFC/mg de tecido.

4.7 Quantificagdo da atividade de mieloperoxidase (MPO)

Inicialmente, fragmentos de tecido cutdneo foram coletados, pesados e
homogeneizados em solugado salina contendo EDTA (na proporgcao de 100 mg de

tecido por 1 mL de solugao), seguido de centrifugagdo a 3000 g por 15 minutos. O
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sobrenadante foi descartado, e o pellet resultante foi ressuspendido em uma mistura
de NaCl 0,2% p/v e NaCl 1,6% p/v com glicose 5% p/v, ambas as solu¢des preparadas
em agua gelada e adicionadas em volumes iguais.

Apd6s uma nova centrifugagdo nas mesmas condigdes, o sobrenadante foi
novamente descartado, e o pellet foi ressuspendido em tampao fosfato contendo
HTAB (Hexadecyltrimethylammonium bromide) a 5% p/v. Essa suspensao foi
homogeneizada por 30 segundos. Para garantir a completa lise celular e a liberagao
de MPO, as amostras foram submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento
trés vezes utilizando nitrogénio liquido, seguidas de uma ultima centrifugacao, apds a
qual o sobrenadante foi coletado para analise.

A atividade enzimatica da MPO no sobrenadante foi determinada por um ensaio
colorimétrico, utilizando um leitor de ELISA na leitura de 450 nm, empregando
tetrametilbenzidina (1,6 mM) e perdéxido de hidrogénio (H,O,, 0,5 mM) como
substratos. As amostras de tecido foram diluidas 20x antes da realizagdo do ensaio.
Os resultados foram expressos em unidades relativas de atividade de MPO,
baseando-se na densidade 6ptica (O.D.) das amostras, indicando uma medida indireta

do influxo de neutréfilos para o tecido lesado.

4.8 Coloracao de H&E para avaliagao histopatoldgica

Apds a eutanasia dos camundongos, amostras de pele das lesdes foram
coletadas e imediatamente fixadas em formalina tamponada neutra a 10%, com pH
ajustado para 7,2, por um periodo minimo de 48 horas, assegurando a preservagao
do tecido para anadlises histolégicas. Subsequentemente, os tecidos foram
processados, emblocados em parafina e cortados em se¢des de 5 ym de espessura.
Estas se¢des foram entdo coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina (H&E) para
permitir a visualizacdo detalhada da morfologia tecidual. A captura de imagens foi
realizada utilizando uma microcamera Q-Color5 acoplada a um microscépio Olympus
BX53, operado pelo software Q-Capture Pro 7.0, o que facilitou a analise detalhada
das caracteristicas histologicas. A avaliagdo da reacgao inflamatdria nas lesdes seguiu
um protocolo semiquantitativo, focando na identificacdo e quantificagao de leucdcitos
infiltrados na derme e hipoderme.

Para quantificar o infiltrado inflamatério, adotou-se um sistema de pontuagcao
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adaptado, sendo: 0 para auséncia de inflamagao; 1 para inflamacao leve; 2 para
inflamacao moderada, caracterizada por um infiltrado difuso ou focal, incluindo areas
na derme profunda ou hipoderme; 3 para inflamacéo intensa, com infiltrado intenso ao
redor de vasos sanguineos, glandulas e foliculos pilosos na derme profunda e/ou
hipoderme; e 4 para inflamagao muito intensa, indicando um infiltrado generalizado
pela derme. A presenga de areas necroticas foi igualmente avaliada, com pontuagoes
variando de 0 (auséncia) a 3 (necrose grave). Além disso, a analise morfolégica da
epiderme incluiu a avaliagdo de acantose, disqueratose, papilomatose, exocitose e
hiperqueratose, com cada parametro sendo classificado como ausente (0) ou presente
(1). A pontuacéo total possivel variou de 0 a 14. Essas avaliagbes histopatoldgicas

foram realizadas de forma cega, garantindo objetividade e precisdo nos resultados.

4.9 Modelo experimental in vitro

4.9.1 Extragao e cultura de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs)

Camundongos C57BL/6 ou Gp91rhox - foram eutanasiados por sobredose de
anestésico seguido por deslocamento cervical. O fémur e a tibia foram removidos,
limpos e colocados em placas de Petri, devidamente identificadas e sobre o gelo. Apds
a retirada de todos os 0sso0s, as epifises foram cortadas (sem quebrar os 0ssos). Com
a agulha acoplada a seringa, foram inseridos 5 mL de PBS 1X em cada osso, pelas
duas extremidades, fazendo leve e simultanea friccdo. O PBS que passa pelo osso foi
coletado em um tubo de 50 mL (Falcon). Esta solucao foi centrifugada a 1200 rpm 10
minutos a 4 °C e ressuspendida com o meio DMEM completo. As células foram
mantidas em cultura durante 7 dias em placas de petri de 100mm para a diferenciacao
com suplementagédo do meio de cultura com sobrenadante de células L929 a fim de
se obter uma confluéncia de 100%. Apds a diferenciacao, as células foram contadas
em camara de Neuba e foi realizado um calculo para obter-se uma concentragao de
1x10° células/pogo. Em seguida, 1x10° macréfagos foram adicionados por pogo em
placas de 96 pocos em DMEM sem presenca de antibidtico para realizagdo dos

experimentos de fagocitose e Killing.
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4.9.2 Ensaio de fagocitose

Os pocos contendo 10° de BMDMs foram infectados com indculos de (MOI)
1:10; 1:30 e 1: 100 (célula: bactéria). Trinta minutos apos infecgéo, as células foram
incubadas com gentamicina por 15 minutos na concentragdo de 100 pg/mL para
eliminar as bactérias que nao foram fagocitadas. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado, os pogos foram lavados com PBS duas vezes e entdo adicionado 200 pl
de TRITON 0,1% para lisar os macrofagos. A seguir foi realizada a diluigdo seriada
com lisado de células e feito o plaqueamento por microgotas em agar BHI para

contagem de UFCs.

4.9.3 Ensaio de Killing

Para o ensaio de killing as células submetidas ao ensaio de fagocitose por 30
minutos com o MOI de 1:30 (célula: bactéria) foram mantidas a 37°C por 30 ou 60
minutos. A seguir, foi realizado o plaqgueamento em diluicdo seriadas das células
lisadas por microgotas em agar BHI para contagem de UFCs. O killing foi verificado
pela diferenga entre a quantidade de bactérias fagocitadas e quantidade recuperada

apods 30 e 60 minutos pds-tratamento com gentamicina.

4.10 Avaliagao da expressao de alfa-toxina em S. Aureus recuperados de

macrofagos

Para determinar a expressao de alfa-toxina por S. aureus, 1X 10’ BMDMs
foram plagueadas em placas de Petri (100mm) e infectadas com S. aureus no (MOI)
de 1:100 (célula:bactéria). Apds 30 minutos de infecgdo as células do grupo infectado
foram tratadas com gentamicina (100 pg/mL) para eliminar as bactérias externas nao
fagocitadas, seguida de uma incubagao adicional de 15 minutos. Em seguida, foi
removido o sobrenadante da placa e realizada a lavagem com PBS por trés vezes.
Para promover a lise celular, adicionou-se 4 mL de TRITON-X 0,1% as placas de petri.
Em seguida, o material lisado foi coletado em tubos Falcon de 15 mL e acrescentou-
se 4 mL de salina. Em seguida, o lisado foi submetido a centrifugagdes seriais para

isolar as bactérias: inicialmente a 300xg por 5 minutos a 4°C, no qual foi coletado o
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sobrenadante e esse foi submetido a uma centrifugacado a 5800xg por 20 minutos.
Como controle, realizamos a lise dos macréfagos com 4 mL de TRITON-X 0,1%. Em
seguida, adicionamos o microrganismo juntamente com o lisado de células e
incubamos o conteudo por 30 min de forma semelhante a incubacéao realizada para o
grupo infectado. Em seguida, os conteudos das placas foram submetidos as
centrifugacdes seriais para isolar as bactérias: inicialmente a 300xg por 5 minutos a
4°C, no qual foi coletado o sobrenadante e esse foi submetido a uma centrifugacéo a
5800xg por 20 minutos. O pellet resultante da ultima centrifugagao foi ressuspendido
em 1 mL de solugao salina para a realizagao de diluigdes seriadas e o plaqueamento
em agar BHI. As colénias foram contadas (UFC/mL) apds 24 horas. Para avaliar a
expressao génica, o sedimento bacteriano foi ressuspendido em 1 mL, transferido
para tubos de 2 mL e centrifugado a 10.000 RPM a 4°C por 10 minutos. Com a
remogao do sobrenadante, os tubos foram imediatamente congelados em nitrogénio

liquido e armazenados a -80°C para analises posteriores.

4.11 Extragdo de RNA

Inicialmente, as amostras de bactérias (extraidas como descrito no item
anterior) foram homogeneizadas em 500 pyL de tampao TE 10:1, e acrescidas de 10
ML de lisostafina (2 mg/mL) e levadas ao voértex. As amostras foram entdo incubadas
a 37°C em banho-maria por 40 minutos, com inversdes periddicas dos tubos para
garantir uma incubacao uniforme. Apds essa etapa, as amostras foram centrifugadas
a 14.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi removido, e 500 uL de trizol
(Invitrogen, Brasil) foram adicionados para prosseguir com a lise celular, seguido pela
homogeneizagdo com uma pipeta automatica.

Adicionou-se 100 uL de cloroférmio refrigerado a cada amostra, incubando-as
por 3 minutos a temperatura ambiente. Subsequentemente, 250 uL de isopropanol
foram incorporados a aproximadamente 300 uL do sobrenadante transferido para
outro tubo, seguido por uma centrifugacédo a 14.000 rpm por 15 minutos. Para a
precipitacdo do RNA, a suspensao foi mantida a -80°C por 2 horas, seguida de uma
centrifugagao por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado, e os tubos foram
colocados sobre papel absorvente com a boca para baixo, seguido pela adi¢ao de 200

ML de etanol 75% para lavar o precipitado de RNA. Ap6s uma centrifugagao rapida de
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2 minutos, o etanol foi cuidadosamente removido, repetindo-se este passo para
assegurar uma limpeza eficaz do RNA.

Finalmente, o RNA precipitado foi ressuspendido em agua tratada com DEPC
e armazenado a -80°C. A quantificagdo e analise da pureza do RNA total foram
realizadas utilizando-se um espectrofotdbmetro (Ultrospec 2100 pro) na absorbancia
de 260 nm, com um fator de diluicdo de 1:500, garantindo assim a qualidade e a

integridade do RNA extraido para posteriores analises moleculares.

4.12 Analise da expressao das toxinas em S. Aureus

A sintese do cDNA foi realizada por meio de transcricao reversa. Este processo
envolveu a adicao de 2 pL de iScript Reverse Transcription Supermix a uma solugao
previamente tratada com DNase (utilizando o iScript cDNA Synthesis Kit da BIO-RAD).
O conjunto da reacéao foi entao incubado em um termociclador conforme o protocolo
especificado: inicialmente por 5 minutos a 25°C, seguido por 20 minutos a 46°C, e
finalmente 1 minuto a 95°C, periodo durante o qual a transcricdo reversa do mRNA foi
completada. Apds a conclusao da reagao, o cDNA resultante foi armazenado a -20°C
para preservagao.

Para as etapas de amplificacao subsequentes, utilizou-se 2 yL das amostras
de cDNA preparadas. A reacdo de PCR foi conduzida em um volume total de 10 uL,
incluindo 5 pL de Power SYBR Green PCR Master Mix 2X (da Applied Biosystems,
localizada em Foster City, CA, EUA), 1 yL de primer forward com concentragao de 5
MM, 1 pL de primer reverse também a 5 uyM, e 1 uL de agua ultra-pura Milli-Q. Esta
reacdo de PCR foi executada seguindo o protocolo especifico para SYBR Green
disponivel no sistema de termociclador StepOne (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA).

4 .13 Analises estatisticas

Um teste de normalidade foi aplicado para avaliar se as amostras seguiram
uma distribuicdo Gaussiana. As analises estatisticas entre diversos grupos foram
realizadas utilizando ANOVA "one way" e o pés-teste de Tukey. Quando foi necessario
comparar apenas dois grupos, recorreu-se ao teste “t”. Os dados foram exibidos como
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média £ erro padrao. Adotou-se um nivel de significancia de P<0,05. Para a realizagao
de todas as analises, foi utilizado o software GraphPad PRISM, GraphPad software

Inc.
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5 RESULTADOS

5.1 Ainfecgéo por S. Aureus induz lesdo cutdnea em camundongos C57BL/6

Para padronizacdo de um modelo experimental de lesdo cutanea,
camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados com S. aureus nos inéculos 108,
107 e 108 UFC e foi avaliado macroscopicamente o processo de formagao de feridas
até sua completa cicatrizagdo. Nossos resultados demonstraram que nao houve a
formacédo de lesbes ulcerativas nos animais NI ou infectados com o indculo de 108
UFC (Fig. 10A-B). No entanto, nos grupos infectados com os indculos de 107 e 108
UFC houve formacgao de feridas a partir do segundo dia apds a infecgao (Fig. 10A-B).
A formacao das lesbes cutaneas foram indculo dependente, visto que o indculos de
108 induziram maiores lesdes cutaneas que as causadas pelo indculos de 107. Além
disso, a cicatrizagdo nas lesdes dos camundongos infectados com 107 UFC ocorreu
aproximadamente no 13° dia, enquanto, nos infectados com 108 UFC, ocorreu por
volta do 18° dia, evidenciando uma recuperacao mais lenta nos animais infectados
com 108 UFC. Além disso, no grupo infectado com 108 UFC houve uma letalidade de

33,33% dos animais.
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Figura 10 - Progressao da ulcera cutanea e variagdo de peso corporal em camundongos
C57BL/6 infectados subcutaneamente com S. aureus: (A) Sequéncia temporal de fotografias
capturadas a cada dois dias, ilustrando a evolugdo da ulcera cutanea até sua completa
cicatrizagdo. (B) Quantificagdo das dimensbdes das lesdes, utilizando um paquimetro para medir
dois eixos (x e y), com os resultados multiplicados para obter uma area expressa em milimetros
guadrados (mm?). Diferenca significativa 107, 108 em relag&o ao grupo NI *, Diferenca significativa
entre os grupos 107 e 108#. Dados representam a média £ DP, n=6 por grupo. *p < 0.05, conforme
TWO way ANOVA seguido por teste post hoc de Tukey.
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5.2 A lesdo cutanea induzida por S. Aureus levou a uma proliferacédo bacteriana e

influxo de neutréfilos na area lesionada

Para avaliar a proliferagcao bacteriana e influxo de neutréfilos para a area da
ferida, foi realizada uma analise nas feridas coletadas nos dias 2 e 8 dpi. Nossos
resultados mostraram que houve recuperagédo de S. aureus em todos os inéculos
avaliados. No indculo de 10% UFC houve recuperagdo bacteriana no segundo dpi
semelhante a carga bacteriana aplicada. Ja nos indculos de 107 e 108 houve uma alta
recuperacao bacteriana (Fig. 11A). No oitavo dpi houve redugao significativa na
recuperacao bacteriana para todos os indculos utilizados (Fig. 11A). De forma
interessante, os animais infectados com todos os inéculos apresentaram aumento no
influxo de neutrdfilos para o local da lesdo no segundo dia apds a infecgdo em relagao
ao grupo NI (Fig. 11B). Os grupos infectados com os inéculos de 108 e 10
apresentaram reduc¢ao no MPO 8 dpi em comparagao a 2 dpi, no entanto, o grupo
infectado com o inéculo de 108 manteve as concentragdes elevadas de MPO em 8 dpi
(Fig. 11B). Como com o inoculo de 107 UFC observou-se um a formagéo de ferida

local sem letalidade associada, esse inéculo foi escolhido para as demais analises.
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Figura 11 - Avaliagao da carga bacteriana e atividade de mieloperoxidase em modelo de infecgao
subcutianea em camundongos C57BL6: (A) O eixo X representa os inéculos utilizados e o tempo
onde foram aplicados (dois dias e oito dias), enquanto o eixo Y a recuperacéo bacteriana (Unidades
Formadoras de Colbnia por grama de tecido). (B) Atividade da mieloperoxidase (MPO). Camundongos
foram infectados subcutaneamente com indculos de S. aureus nas concentragdes de 108, 107, e 108. A
quantificagdo bacteriana foi realizada utilizando meio agar manitol hipertébnico apés 48 horas de
crescimento. Dados representam a média + DP, n=3 a 6 por grupo. *p < 0.05, conforme ANOVA seguido

por teste post hoc de Tukey. # indica diferenga entre os grupos ligados.
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Apos a escolha do inéculo de 107 UFC, também avaliamos as caracteristicas
histopatolégicas das lesdes. Nossos resultados demonstraram a formagdo de
ulceragao a partir do 2° dia pds-infecgao (dpi) com um escore histopatoldégico maximo
nesse tempo experimental. No 8° dpi houve menor lesdo cutanea comparado a lesao
observada no 2° dpi, conforme evidenciado pelo menor escore histopatolégico
considerando parametros como ancatose, disqueratose, hiperqueratose,
papilomatose, ulceracao, infiltrado inflamatério na derme, infiltrado inflamatério no

adventicio e necrose (Fig. 12A — D).

| S.a. 2dpi
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Figura 12 - Imagens histolégicas de tecidos cutidneos corados com HE e grafico de escore
histopatolégico. (A) Tecido cutdneo nado infectado representando todas as camadas da pele
(epiderme, derme, hipoderme), além de tecido muscular (musculo liso) e tecido adventicio. (B) Tecido
cuténeo infectado apos 2 dias de infecgao, mostrando ulceragao (perca total da epiderme) e infiltrado
inflamatdrio intenso. (C) Tecido cutaneo infectado apos 8 dias de infecgao, com infiltragédo inflamatéria,
e ulceracdo. (D) Grafico representando o escore histopatolégico das les6es nos dias 2 e 8 apds a
inducdo da infecgdo, destacando as diferengas significativas entre os tempos analisados. Dados
representam a média + DP, n= 6 a 8 por grupo. *p < 0.05, conforme ANOVA seguido por teste post
hoc de Tukey. # aponta diferenga estatistica entre os grupos 2dpi e 8dpi.

5.3 Auséncia de ROS esta associada ao menor tamanho de ferida e menor
recuperacao bacteriana induzida pela infeccao por S. Aureus

Para avaliar o impacto de NADPH oxidase e, consequentemente, de ROS na
evolucéo e cicatrizacdo da ferida induzida por S. aureus in vivo, animais C57BL/6
tratados com apocinina ou seus controles, animais C57BL/6 tratados com veiculo,
foram infectados com o inéculo de 107 UFC de S. aureus e 2 dias apds infecgdo o
tamanho da ferida foi mensurado, os animais foram eutanasiados e o tecido cutaneo
retirado para quantificagdo da carga bacteriana. Os animais tratados com apocinina,
infectados com S. aureus apresentaram menor area de ferida em comparagao aos
animais tratados com veiculo infectados com S. aureus (Fig. 13 A, B). Além disso, a
recuperacao bacteriana proveniente da extracao da lesédo foi menor nos tratados com
apocinina em comparagao com os animais tratados com veiculo (Fig. 13 C). Para
avaliar se a auséncia da atividade de NOX2 interfere na lesao cutanea e clearance de
S. aureus, utilizamos animais deficientes na subunidade GP91phox infectados com

um indculo de 107 UFC de S. aureus. Corroborando nossos resultados com inibicao
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Figura 13 - Avaliagdo da area da ferida e recuperagao bacteriana em modelos de infecgdo cutanea:
(A) Representacao visual das Ulceras cutdneas em grupos tratados com veiculo (Sa + Vei) e tratados com
apocinina (Sa + Apo), capturadas 2 dias apds a infecgao, destacando o efeito dos tratamentos nas lesées.
(B) Gréfico ilustrando as dimensdes das lesdes nos grupos nao infectados (NI), infectados e tratados com
veiculo (Sa), e infectados e tratados com apocinina (Sa+Ap). O tamanho da ferida é expresso em
milimetros quadrados (mm?). (C) Distribuicao da carga bacteriana nos mesmos grupos do painel B, com a
carga expressa em LOG10 por 100 mg de tecido cutaneo, enfatizando as variagbes resultantes dos
tratamentos. Dados representam a média + DP, n= 3 a 6 por grupo. *p < 0.05, conforme ANOVA seguido
por teste post hoc de Tukey em (A), (B). # aponta diferenca estatistica entre Sa+ap e Sa+tvei.

de NOX por apocinina, animais deficientes em GP91phox apresentaram uma area de
ferida significativamente menor em comparacéo aos animais WT (Fig. 14A).

Adicionalmente, a quantidade de bactérias recuperadas das lesdes foi inferior

nos animais GP91phox em relacao aos animais WT (Fig. 14B).
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Figura 14 - Avaliagdo da area da ferida e recuperacdo bacteriana em modelos de infeccédo
cutanea: (A) Comparagdo do tamanho das lesées entre camundongos do tipo selvagem (WT) e
Gp91phox’- (GP) infectados com S. aureus, os resultados foram expressos em mm2. (B) Avaliagédo da
carga bacteriana nos grupos de camundongos selvagens (WT) e GP91phox”- os resultados foram
expressos em UFC por 100 mg de tecido. Dados representam a média £ DP, n= 3 a 5 por grupo. *p <
0.05, conforme ANOVA seguido por teste post hoc de Tukey em (A), (B).
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5.4 Animais tratados com apocinina exibem menor influxo de neutréfilos e resolugao
mais rapida da ferida comparado a animais tratados com veiculo apds infecgdo com

S. Aureus

A analise histopatologica da lesdo cutanea no segundo dpi demonstrou que o
S. aureus induziu lesdo cutdnea semelhante no grupo veiculo e no tratado com
apocinina (Fig. 15A-C e 15F), que foi associada a um aumento de neutrofilo em
comparagao ao grupo NI e foi semelhante nos dois grupos infectados (Fig. 15G). No
entanto, no oitavo dia apds a infec¢ao, foi observada uma diminui¢cao na lesao cutanea
nos animais tratados com apocinina em comparagdo aos animais tratados com
veiculo, conforme quantificado pelo escore histopatolégico (Fig. 15D-E). Essa menor
lesdo cutanea observada no 8dpi no grupo tratado com apocinina foi associada a uma
diminuicao no influxo de neutréfilos em comparagao ao grupo infectado tratado com
veiculo (Fig. 15. G). Esses resultados demonstram que a inibigdo da NADPH oxidase
contribui para uma cicatrizagdo mais rapida comparado ao grupo infectado tratado

com veiculo.
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Figura 15 - Andlise Comparativa da Estrutura Cutidnea e Resposta Inflamatéria em
Camundongos C57BL/6: Impacto da Apocinina na Infecgdo por S. aureus. (A, B, C, D, E) As
laminas histologicas coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E), apresentam seg¢des transversais do
tecido cutdneo dorsal de camundongos C57BL/6 sob diferentes condigdes experimentais. (A) Na
auséncia de qualquer lesao, é notavel a estrutura intacta das diversas camadas cutaneas - epiderme,
derme e hipoderme - assim como a presenga de tecido muscular liso e tecido adventicio subjacentes.
Esta imagem serve como um controle, evidenciando a organizagdo normal dos tecidos. (B) Nos animais
tratados com o veiculo no 2° dia apos a infecgdo (2 dpi), observa-se uma significativa ulceragao do
tecido cutaneo, caracterizada pela destruigéo total da epiderme e consequente exposigdo da derme.
Estao presentes grandes areas de necrose tecidual, acompanhadas de um denso infiltrado inflamatério.
(C) Em animais que receberam tratamento com apocinina até o 2° dia apés a infecgéo (2 dpi) ndo foram
observadas diferengas com o grupo veiculo. (D) Nos animais tratados com o veiculo no 8° dia apés a
infeccao (8 dpi), observa-se uma significativa ulceragdo do tecido cutaneo, caracterizada pela
destruicdo total da epiderme como nos animais tratados e ndo tratados até (2dpi). Estdo presentes
grandes areas de necrose tecidual, acompanhadas de um denso infiltrado inflamatoério. (E) Em animais
que receberam tratamento com apocinina até o 8° dia pds-infecgdo, sédo visiveis lesdes leves na
epiderme, com um infiltrado inflamatério moderado tanto na derme quanto na adventicia, além da
formacgao de tecido cicatricial. (F) Este grafico apresenta a comparagao da ativagdo de MPO entre os
grupos tratados com apocinina (Sa+Ap), tratados com veiculo (Sa) e nao infectados (NI). A atividade
da MPO, um marcador chave da resposta inflamatéria, € medida para avaliar a extensao da inflamagéao
induzida pela infecgao por S. aureus e o efeito modulador da apocinina. (G) Este grafico representa
diferengas no escore histopatolégico entre os grupos tratados com com apocinina (Apo), tratados com
veiculo (Vei) e ndo infectados. O Escore histopatolégico pontua de 1 a 14 levando em consideragao
parametros como: acantose, disqueratose, papilomatose, exocitose, hiperqueratose, infiltrado
inflamatério e necrose. Dados representam a média £ DP, n= 4 ou 5 por grupo. *p < 0.05, conforme
ANOVA seguido por teste post hoc de Tukey em (A) e (B). Em (C) *p < 0.05, conforme Mann-Whitney
test. # aponta diferenga estatistica entre Apo 8dpi e Vei 8dpi.
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5.5 Espécies reativas de oxigénio provenientes de NADPH oxidase aumentam a
viruléncia da S. Aureus e contribuem para uma infecgdo mais grave e maior lesao

tecidual

Nosso proximo passo foi avaliar se a auséncia de NADPH oxidase poderia
interferir na fagocitose e killing de S. aureus em BMDMs. Para isso, foram
diferenciados macrofagos provenientes de animais deficientes para Gp91phox, um
componente da NADPH oxidase 2, ou provenientes de animais WT e realizada a
fagocitose por 30 minutos e killing por 30 e 60 minutos. Nossos dados mostram que
houve recuperagao em ambos os grupos apés 30 minutos de fagocitose (Fig. 16A),
no entanto ndo houve diferenca na recuperagcdo bacteriana entre macrofagos
provenientes de animais Gp971phox-/- quando comparado aos macréfagos derivados
de animais WT (Fig. 16A). Ao avaliar o killing 30 e 60 minutos apés a fagocitose em
BMDMs de animais WT foi observado que 30 minutos de killing apds a fagocitose
havia uma recuperacédo bacteriana menor que a recuperada na fagocitose, o que
mostra que houve killing bacteriano. No entanto, com 60 minutos de killing apos a
fagocitose, a quantidade de S. aureus recuperada é maior que a recuperada no Killing
de 30 minutos (Fig. 16A), o que mostra que o S. aureus foi capaz de proliferar dentro
do macréfago, o que corrobora que o ambiente do fagossomo pode induzir fatores de
viruléncia no S. aureus. De forma interessante, houve menor recuperacao bacteriana
em BMDM provenientes de animais Gp91phox- tanto aos 30 quanto aos 60 minutos
de killing quando comparados aos macrofagos derivados de animais WT, o que

mostra que houve maior killing bacteriano na auséncia de NOX2 (Fig. 16B)
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Figura 16 - Anadlise da eficiéncia de fagocitose e eliminagao bacteriana por macréfagos
GP91phox-/- e selvagens (WT): (A) O eixo X representa os grupos de tratamento, enquanto o eixo Y
quantifica o percentual de fagocitose e o nivel de eliminagdo bacteriana (log10 UFC). Macrofagos
Gp91phox-/- ndo demonstram diferengas significativas na fagocitose. (B) Macrofagos Gp91phox-/-)
demonstram maior kKilling bacteriano em comparagédo com os macrofagos WT aos 30 e 60 minutos pés-
infecgdo. Dados representam a média + DP, n= 3 ou 4 por grupo. *p < 0.05, conforme ANOVA seguido
por teste post hoc de Tukey.

Nosso proximo passo foi avaliar se o fagossomo, que € um ambiente rico em
espécies reativas de oxigénio, em especial, proveniente de NADPH oxidase, em
macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs) poderia alterar a expresséao de alfa-
toxina em S. aureus. Nossos resultados demonstraram que as bactérias que néao
foram fagocitadas apresentam niveis baixos de expressao de alfa-toxina, no entanto
essa expressao aumenta de forma significativa em bactérias recuperadas do

fagossomo de BMDMs ap6s 30 minutos de fagocitose (Fig. 17A).
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Figura 17 - Comparacgao da expressao de alfa-toxina em Staphylococcus aureus incubados em
diferentes concentragées de peroxido de hidrogénio, Staphylococcus aureus fagocitados e
nao-Fagocitados por macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDMs): Na figura (A) o eixo X do
grafico representa os dois grupos experimentais distintos: S. aureus fagocitados (S.A fag) e S. aureus
néo fagocitados (S.A nf), refletindo as condigbes do microrganismo. O eixo Y quantifica a expressao
de alfa-toxina, medida através de reagado em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR). O S. aureus
(S.A fag) demonstrou aumento significante na expresséo de alfa-toxina em comparagédo com S. aureus
(S.A nf). Dados representam a média + DP, n=4 por grupo. *p < 0.05, conforme Mann-Whitney test.
(B) O eixo X representa as concentragdes de perdxido de hidrogénio testadas, enquanto o eixo Y
quantifica a expresséo de alfa-toxina, medida através de reagdo em cadeia da polimerase quantitativa
(gqPCR). As bactérias incubadas em uma concentracao de 20 yM por 30 min demonstraram expressar
maior quantidade do gene hla. Dados representam a média = DP, n=4 por grupo. *p < 0.05, conforme
Mann-Whitney test.

ApOs isso realizamos um experimento com S. aureus crescidos overnight em
caldo BHI, testando essas bactérias em duas concentracbes de peroxido de
hidrogénio (10 uM e 20 uM). Para isso, incubamos 1x10” UFC em placa de 96 pogos,
distribuindo um volume final de 100 pL por poco, e adicionando concentragdes de 10
MM e 20 pM aos pogos. Apds 30 min, as bactérias foram congeladas com nitrogénio
liquido e consequentemente estocadas em — 80°C, para posterior analise por gPCR.
Nossos resultados demonstraram, que as bactérias que foram incubadas com maior
concentragdo de peroxido (20 pM), apresentam maior expressdo do gene hla
(Fig.17B), o que demonstra que concentracbes mais elevadas de peroxido de

hidrogénio podem elevar a expressao de fatores de viruléncia em S. aureus.
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5 DISCUSSAO

As infecgdes de pele e tecidos moles (SSTls) representam uma questdo de
saude publica significativa, com o Staphylococcus aureus emergindo como um dos
patdgenos prevalentes nessas infecgdes (Singh et al., 2016). Curiosamente, apesar
da ferida ser um ambiente rico em ROS, como nas feridas em pacientes diabéticos e
obesos, o S. aureus possui uma alta incidéncia nessas lesdes cutaneas (Gehrke et
al., 2023; Dunyach-Remy et al., 2016). De forma interessante, nosso modelo
experimental demonstrou que a infecgao subcutanea por S. aureus é capaz de induzir
lesdo cutanea e essa lesao € indculo dependente, sendo mais extensa e com maior
tempo para cicatrizagdo nos indculos maiores.

Nossos resultados também demonstraram que para indéculos maiores,
especificamente 107 e 108, S. aureus conseguiu proliferar na ferida. No entanto, para
o indculo de 10° essa proliferagdo ndo foi observada. Este resultado indica que a
capacidade do sistema imunoldgico de eliminar S. aureus e promover a cicatrizagao
da ferida diminui a medida que o indculo bacteriano aumenta. Matsumoto e
colaboradores (2021), desenvolveram um modelo experimental similar. Os resultados
desse estudo revelaram que a gravidade da ulceragao estava diretamente relacionada
a carga bacteriana do inéculo, e o pico da resposta inflamatoéria foi registrado no
segundo dia apds a infecgcdo. Essas observagdes estdo em consonancia com os
achados de nossa pesquisa, reforcando a consisténcia entre os estudos.

Ja esta bem estabelecido que os neutrdéfilos exercem um papel essencial no
clearance bacteriano (Matsumoto e colaboradores, 2021). Em nossas condi¢des
experimentais, a infecgdo por S. aureus provocou um aumento no influxo de
neutréfilos, avaliado pela atividade da mieloperoxidase (MPO), para a ferida nos
tempos iniciais (2 dpi), com redugéo nos tempos mais tardios (8dp), exceto 108, o que
foi associado com a maior lesdo observada no segundo dpi, com reducéo da carga
bacteriana e lesdao no oitavo dpi. Isso demonstra que o clearence bacteriano é
precedido por um influxo de neutréfilos, sugerindo que o recrutamento dessas células
para o sitio infeccioso é essencial para morte bacteriana. Além disso, nossos dados
estdo em acordo com trabalho publicado por Mdlne e colaboradores (2000)
demostrando que os neutréfilos sdo essenciais para o clearance de S. aureus, visto

que animais submetidos a deplecdo de neutrdfilos apresentam um aumento na
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gravidade das lesdes cutaneas. Além disso, Matsumoto e colaboradores evidenciaram
que a eliminagao de S. aureus € influenciada pela presengca de um infiltrado
inflamatdrio. Nesse estudo, os autores demonstram que os neutrofilos sdo essenciais
para eliminagcdo de S. aureus nas infec¢des intradérmicas, uma vez que quando
ocorre deplegédo de neutrofilos aumenta a carga bacteriana na ferida e o tamanho da
lesao.

Ap0s o estabelecimento do modelo, verificamos o impacto das ROS nas ulceras
cutaneas. Nossos resultados mostraram que a inibicdo de NOX pelo tratamento com
apocinina ou a auséncia de Gp91phox, um componente da NOX2, resultou em
reducdo no tamanho das lesdes cutaneas e na carga bacteriana ja no segundo dia
apos a infecgao. Além disso, o tratamento com apocinina reduziu de forma importante
os tamanhos das lesbes cutdneas, evidenciada por uma reducdo no infiltrado
inflamatorio e necrose tecidual pontuados no score histolégico, mostrando que nas
infeccbes cutaneas por S. aureus o aumento nas ROS provenientes de NOX2
prejudica o clerance bacteriano, a resolugao e cicatrizagdo das feridas. Um trabalho
realizado por Barbieri e colaboradores (2004) demonstra que a inibigado de NOX2 por
apocinina tem como consequéncia a inibigao da expressao de ciclooxigenase-2 (COX-
2) o que pode justificar um ambiente inflamatério mais moderado em animais tratados
com apocinina.

Nossa proxima etapa foi avaliar se a inibicdo de ROS proveniente de NADPH
oxidase poderia interferir na fagocitose e killing de S. aureus. Estudos anteriores,
como o de Spooner e Yilmaz (2011), destacaram a funcdo critica das espécies
reativas de oxigénio (ROS) como mecanismo de eliminagdo bacteriana dentro do
fagossomo. No entanto, outros estudos, como de Hodgson e colaboradores (2015),
descreveram que mesmo com amplificacdo das ROS em fagdcitos de pacientes
diabéticos, as lesdes desses pacientes tém carater crénico e ha um comprometimento
na depuracao bacteriana. Isso mostra que a exacerbagao na produgao de ROS além
de agir promovendo lesdo tecidual direta e através da ativacao de vias inflamatérias
no hospedeiro, agem também induzindo mecanismos de viruléncia em S. aureus que
podem exacerbar a resposta inflamatéria e lesdo tecidual no hospedeiro.
Corroborando os dados desses estudos, nossos resultados indicam que macréfagos
de camundongos WT tem uma menor eficacia no killing bacteriano que os macréfagos

Gp91phox-/-. Considerando que a NOX2 é uma das principais vias de producao de
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ROS no fagossomo, nossa hipotese é que a alta concentragdo de ROS no fagossomo
induz aumento da expressao do gene hla em S. aureus facilitando o escape de S.
aureus do fagossomo.

A partir dos nossos resultados in vitro de fagocitose e killing, avaliamos se a
expressao de alfa toxina, um importante fator de viruléncia expresso por S. aureus,
era induzido por ROS presente no fagossomo. Nossos dados revelam que S. aureus,
uma vez fagocitado, exibe uma expresséo do gene hla significativamente maior em
comparagao aqueles nao fagocitadas, o que evidencia que o ambiente rico em ROS
no fagossomo induz a expressdao de fatores viruléncia. Além disso, maiores
concentracdes de peroxido de hidrogénio estimularam a uma maior expressao de
alpha-toxina em S. aureus em nossas condicdes experimentais. Esses resultados
alinham-se aos dados publicados por Jarry e colaboradores que demonstraram que a
expressao de genes de viruléncia, como hla por S. aureus facilitam a fuga do patégeno
do fagossomo através da formacdo de poros na membrana do fagossomo.
Adicionalmente, Matsumoto e colaboradores (2021) identificaram que os neutrdfilos
induzem aumento da expressao de alfa-toxina em S. aureus, uma vez que quando a
infeccdo ocorre na epiderme essas bactérias s6 conseguem alcangar a derme na
presenca de neutrofilos e isso foi associado a maior expressao de alfa toxina em S.
aureus na presenca de neutrofilos.

Além disso, pesquisa conduzida por Cohen e colaboradores (2018) indicou que
a alfa-toxina ativa o inflamassoma NLRP3, sugerindo uma ligagdo direta entre o
aumento da expressao desta toxina e a exacerbacao das lesdes teciduais. Kennedy
e colaboradores (2010) enfatizaram a importancia fundamental da alpha-toxina (Hla)
em infecgbes cutaneas, visto que as linhagens de S. aureus deficientes no gene hla
sao incapazes de provocar ulceras dermonecroticas em murinos. Em outro estudo, Le
e colaboradores (2016) observaram que a neutralizagdo da Hla por anticorpos
conduziu a uma redugao no tamanho das lesées em tecidos cutaneos de coelhos da
Nova Zelandia. Adicionalmente, uma pesquisa conduzida por Lépez de Armentia e
colaboradores revelou que a alfa-toxina estimula a formagao de autofagossomos via
ADAM10, que servem de refugio para as bactérias no citoplasma, além de facilitar o
prolongamento das membranas fagossdmicas, o que compromete a eficacia da
eliminagdo bacteriana nesses compartimentos. Esses achados sugerem uma

correlacdo entre a expressao elevada de alpha-toxina e o aumento na prevaléncia
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bacteriana, resultando em feridas maiores com infiltrado inflamatdrio intensificado.
Dessa forma, nossos dados sugerem que o estresse oxidativo exacerbado presente
nos fagoécitos em feridas pode induzir a expressao de alfa-toxina de S. aureus. A alfa-
toxina confere a S. aureus a capacidade de provocar poros no fagossomo e na
membrana plasmatica dos fagécitos permitindo o escape e proliferagcao bacteriana na
ferida e exacerbacéo da inflamacgéao, ativando o inflamassoma NLRP3 (Gordon et al.,
2021) e levando a ativacao de vias pro-inflamatérias. Nossos dados mostram que um
equilibrio na produgdo de ROS pode ser fundamental para otimizar a eficacia da
eliminagao bacteriana, evitando simultaneamente mecanismos de escape bacteriano

mediados pela expressao de genes de viruléncia como o hla.
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