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RESUMO 

 

O conceito de imunidade treinada se baseia em uma resposta aprimorada e não específica contra 

um estímulo após a exposição primária a certos componentes microbianos ou não microbianos, 

que resulta na reprogramação epigenética e metabólica na célula treinada. Os mecanismos de 

imunidade treinada foram elucidados em células imunes inatas clássicas, mas o estudo desse 

evento em células sinoviais residentes e como isso poderia ser responsável pelo aumento da 

inflamação articular ainda são escassos.  Utilizamos um modelo artrite de dupla estimulação, 

sendo o LPS como estímulo inflamatório primário e a infecção por Staphylococcus aureus 

como estímulo secundário e analisamos se sinoviócitos desenvolveriam o fenótipo de 

imunidade treinada e suas consequências para o agravamento da artrite. Nossos resultados 

mostram que a dupla estimulação (LPS + S. aureus) aumenta os marcadores de inflamação nas 

populações de sinoviócitos e promove dano tecidual e aumento da resposta nociceptiva quando 

comparado aos camundongos que recebem injeção única de S. aureus. Entretanto, o aumento 

da inflamação não resultou no clearance do S. aureus. O duplo estímulo LPS - S. aureus 

aumentou a população de macrófagos sinoviais, incluindo uma população mais específica que 

expressa CX3CR1, que por sua vez apresentou aumento dos principais componentes da via de 

sinalização intracelular do mTOR (p-mTOR e HIF1α) e do marcador epigenético de metilação 

da histona H3. De maneira importante, o tratamento com inibidor de mTOR, Rapamicina, 

causou uma redução do fenótipo da imunidade treinada, com redução da inflamação articular e 

do dano ósseo. Em conclusão, o fenótipo de imunidade treinada apresentado em macrófagos 

sinoviais CX3CR1+ sugere uma possibilidade de explicar o que acontece com as células 

sinoviais durante a infecção por S. aureus, que parece ser responsável pela inflamação e dano 

tecidual exacerbado pelo S. aureus.  

 

PALAVRAS CHAVES: Imunidade Treinada; Artrite infecciosa; S. aureus; Inflamação. 
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ABSTRACT 

 
The concept of trained immunity is based on an enhanced, non-specific response against a 

stimulus after primary exposure to certain microbial and non-microbial components, which 

results in epigenetic and metabolic reprogramming in the trained cell. The trained immunity 

mechanisms have been elucidated on classical innate immune cells, but the study of this event 

in resident synovial cells and how it could be responsible for the increase in joint inflammation 

is still scarce.  We used a dual stimulation model, with LPS as the primary inflammatory 

stimulus and the induction of inflammatory arthritis by S. aureus as the secondary stimulus, 

and analyzed whether and which synoviocytes would develop a trained immunity phenotype 

that could result in increased joint inflammation after secondary joint infection. Our results 

show that double stimulation (LPS – S. aureus) increases inflammation markers in synoviocyte 

populations and promotes tissue damage and increased nociceptive response when compared 

to mice receiving a single injection of S. aureus. However, increased inflammation did not 

result in S. aureus clearance. LPS - S. aureus group increased the population of synovial 

macrophages, including a more specific population of CX3CR1+, showed an increased 

component of the mTOR pathway (p-mTOR and HIF1α) and the epigenetic marker H3K4me3. 

Treatment with mTOR inhibitor promoted a reduction in trained immunity phenotype, with a 

reduction in joint inflammation and bone damage. In conclusion, the trained immunity 

phenotype presented in CX3CR1+ synovial macrophages suggest a possibility to explain what 

happens to synovial cells during S. aureus infection, which seems to be responsible for 

inflammation and increased tissue damage by S. aureus.  

 

KEYWORDS: Trained Immunity; Infectious Arthritis; S. aureus; Inflammation. 
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
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mTOR: alvo mamífero da Rapamicina 
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MyD88 (gene de resposta primária de diferenciação mielóide 88),  

TIRAP (proteína adaptadora contendo domínio TIR, semelhante a adaptador MyD88)  
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1.INTRODUÇÃO 

1.1 Imunidade treinada  
 

A imunidade treinada descreve o processo imunológico pelo qual as células imunes 

inatas adquirem uma memória imunológica após a exposição primária de certos estímulos. Com 

isso, as células imunes inatas ajustam a sua resposta aos estímulos subsequentes, resultando em 

uma resposta aprimorada contra agentes infecciosos (Netea et al., 2011; Hajishengallis et al., 

2023; M. M. Jeljeli & Adamopoulos, 2023; Ochando et al., 2023) (Figura 1). Este conceito foi 

inicialmente demonstrado em 2012 através dos efeitos protetores não específicos da vacina 

Bacillus Calmette-Guérin (BCG). Através da vacinação de indivíduos saudáveis, foram 

isolados monócitos circulantes e em seguida infectados com Candida albicans. Em resposta a 

infecção, houve aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ, TNF e IL-

1β, e aumento da expressão de marcadores de ativação, como CD11b e receptor Toll-like 4. 

Além disso, a vacinação com BCG induziu proteção independente da resposta de células T e B 

em camundongos SCID (camundongos imunodeficientes em células T e B) e protegeu contra 

a infecção sistêmica por Candida albicans (100% de sobrevivência em camundongos vacinados 

com BCG vs. 30% em camundongos controle). Esses efeitos do treinamento foram induzidos 

através do receptor NOD2 e mediados pelo aumento da trimetilação da lisina 4 da histona H3 

(H3K4me3) (Kleinnijenhuis et al., 2012).  

  



 14 

 
 

Figura 1:Panorama geral da imunidade treinada.  
Estímulos primários, como β-glucano, LPS e ox-LDL são capazes de se ligar a receptores de reconhecimento de 
padrões moleculares e induzem alterações metabólicas e epigenéticas duráveis em células imunes inatas. A 
reprogramação epigenética da célula permite a rápida acessibilidade dos fatores de transcrição às regiões 
promotoras e potencializadoras de genes pró-inflamatórios após a reestimulação, facilitando a expressão gênica. 
O aumento da atividade metabólica da célula proporciona rápido fornecimento de energia e metabólitos 
necessários para montar uma resposta imune robusta. Após o estímulo secundário, com a combinação dos efeitos 
epigenéticos e metabólicos promovidos pela estimulação primária, ocorre uma maior responsividade à uma 
estimulação secundária com o mesmo ligante ou um ligante diferente e pode até mesmo proteger contra uma 
infecção subsequente (Adaptado de Joseph, 2022). 
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A indução da imunidade treinada é baseada em dois pontos principais: a reprogramação 

epigenética e alterações metabólicas de células imunes inatas. Após a estimulação com certos 

ligantes, como β-glucanos (Ciarlo et al., 2020; Dominguez-Andres & Netea, 2019; Keating et 

al., 2007), ox-LDL (Christ et al., 2018) e LPS (lipopolissacarídeo) (de Laval et al., 2020; Owen 

et al., 2022), essas células imunes sofrem mudanças de reprogramação funcional que permitem 

maior capacidade de resposta sob estimulação subsequente (Arts et al., 2016; de Laval et al., 

2020; Netea et al., 2011; Saeed et al., 2014). 

O LPS é um potente estimulador da imunidade inata do hospedeiro e seu 

reconhecimento por células hospedeiras ocorre através dos receptores TLR4 (toll like receptor 

4) (Lu et al., 2008). O TLR4 é um tipo de receptor expresso por células do sistema imunológico 

inato que pode ser estimulado por moléculas presentes bactérias, vírus e fungos conhecidos 

como padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) (Akira et al., 2006; Janeway & 

Medzhitov, 2002). O eixo LPS – TLR4 sofre oligomerização e recruta seus adaptadores através 

de interações com os domínios TIR (receptor Toll-interleucina-1). Os domínios TIR contêm 

três regiões altamente conservadas, que medeiam as interações proteína-proteína entre o TLR4 

e as proteínas adaptadoras de transdução de sinal. Existem cinco proteínas adaptadoras 

contendo domínio TIR: MyD88 (gene de resposta primária de diferenciação mielóide 88), 

TIRAP (proteína adaptadora contendo domínio TIR, semelhante ao adaptador MyD88) e TRIF 

(adaptador contendo domínio TIR induzido do IFN-β) (O’Neill & Bowie, 2007). 

Consequentemente, o MyD88 recruta e ativa a proteína quinase IRAK-4 (quinase-4 associada 

ao receptor IL-1), que medeia a transmissão de sinais e a indução de citocinas pró-inflamatórias, 

além de desempenhar um papel na estabilidade do mRNA de certas citocinas e quimiocinas, 

como TNFα e CXCL1 (Kim et al., 2007). Após a ativação de IRAK-4, ocorre a ativação de 

TRAF6 (fator 6 associado ao receptor TNF), que por sua vez, ativa TAK1 (transformador da 

quinase ativada por fator de crescimento 1 β) que desempenha a ativação das proteínas IKK 

(IκB quinase) e MAPK (proteína quinase ativada por mitógeno) (Gohda et al., 2004; Keating 

et al., 2007; Kim et al., 2007). Essas proteínas, por sua vez, promovem a ativação e translocação 

do fator de transcrição NF-κB, que exerce importante controle da expressão de citocinas pró-

inflamatórias, como as citocinas IL-6 e IL-1β (Page et al., 2022; Park et al., 2009; Tan & Kagan, 

2014) (Figura 2). Como exemplo, a estimulação de monócitos e macrófagos com LPS induz a 

imunidade treinada, provocando reprogramação epigenética duradoura nos promotores de 

genes inflamatórios e mudanças metabólicas significativas, além de promover o aumento da 

resposta inflamatória após a segunda estimulação (M. Jeljeli et al., 2019; Lundahl et al., 2022; 

Owen et al., 2022).  
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Figura 2: Desenho esquemático da sinalização intracelular mediada por LPS. 
O eixo LPS - TLR4 ativa a via dependente de MyD88, que por sua vez promove o recrutamento e ativação das 
proteínas IRAKs/TRAF6, bem como o fator de transcrição NF-κB. Esse fator de transcrição induz a expressão de 
genes que transcrevem citocinas pró-inflamatórias (Adaptado de Lu et al., 2008). 
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1.1.2 Reprogramação epigenética e sua relação com a imunidade treinada 
 

O genoma humano contém ~3 bilhões de pares de bases (pb), dividido em 46 

cromossomos em células diploides que ocupam territórios discretos no núcleo. Dentro desses 

territórios, ~147 pb de DNA cromossômico são enrolados em torno de octâmeros de histonas 

que consistem em dois dímeros de variantes de histona H3-H4 e H2A-H2B. Essas histonas 

ligadas ao DNA, ou nucleossomas, podem ser reconhecidas por proteínas que abrigam 

domínios de ligação à histona que podem “ler”, “escrever” ou “apagar” marcadores 

epigenéticos nas caudas que se estendem para fora dos octâmeros das histonas (Zhang et al., 

2015).  

A estimulação de células imunes inatas envolve a ativação de diversas vias 

intracelulares que resultam na regulação da transcrição de genes pró-inflamatórios e na 

produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (Liu et al., 2017). Para isso, a maquinaria 

celular deve ser capaz de acessar regiões do genoma que contêm os elementos reguladores dos 

genes envolvidos nesses processos. Isso é orquestrado através de várias modificações 

epigenéticas estáveis e duráveis, que desdobram a cromatina e expõem regiões promotoras e 

potenciadoras que regulam os genes relacionados a resposta imune, tornando-os acessíveis aos 

fatores de transcrição (Klemm et al., 2019). Dois grupos de proteínas catalisam as modificações 

epigenéticas na cromatina, que são as proteínas do grupo Trithorax (Trx) e Polycomb (PcG). 

Especificamente, o complexo Trx catalisa a deposição da trimetilação da lisina 4 da histona H3 

(H3K4me3), que é uma marca de cromatina promotora ativa. Em contraste, as proteínas PcG 

catalisam a metilação da lisina 27 da histona H3 (H3K27me1), que induz o silenciamento de 

genes (Geisler & Paro, 2015). 

A imunidade aumentada observada em monócitos treinados é acompanhada pelo 

acúmulo estável de marcadores epigenéticos em dezenas de genes imune-inatos e de elementos 

potenciadores. Especificamente, há o acúmulo do marcador H3K4me3 nos promotores de genes 

imunes e a alteração dos marcadores epigenéticos H3K4me1 e H3K27Ac nos potenciadores 

(Novakovic et al., 2016; Quintin et al., 2012). Os níveis de H3K4me3 estão diretamente 

correlacionados à robustez transcricional, com níveis mais altos do promotor H3K4me3 

associados a fortes respostas transcricionais que são uniformes entre as populações celulares 

(Lauberth et al., 2013). O treinamento de células com β-glucano promove a reprogramação 

epigenética com a deposição do marcador H3K4me3, que, por sua vez, medeia a transcrição de 

genes de forma mais forte e robusta (Quintin et al., 2012) (Figura 3).  
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Figura 3:Desenho esquemático do processo de remodelação da cromatina durante o processo de 
treinamento imunológico de células imune inatas.  
As células imunes inatas em estado estacionário possuem alta condensação da cromatina, com pouca expressão 
gênica e altos níveis de metilação do DNA. Diante de um estímulo primário agudo, ocorre a abertura da cromatina 
devido à deposição de marcadores epigenéticos, como a trimetilação da lisina 4 (H3K4me3) e acetilação da lisina 
27 (H3K27ac) da histona H3. Após o período de resolução da inflamação, as células imunes inatas treinadas entram 
em um estado de repouso, com a cromatina pouco condensada e com a deposição do marcador epigenético 
H3K4me1. Durante a reestimulação, o processo inflamatório promove a abertura da cromatina, com a deposição 
dos marcadores H3K4me3, H3K27ac e H3K4me1, que resulta no aumento da expressão gênica e produção de 
citocinas pro-inflamatórias (Adaptado de Netea et al., 2020).   
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1.1.3 Alterações metabólicas envolvidas na imunidade treinada 
 

As células imunes em estado estacionário possuem baixa atividade biossintética e suas 

necessidades energéticas são predominantemente atendidas por meio da fosforilação oxidativa 

(OXPHOS) e da oxidação de ácidos graxos (FAO). Após a ativação celular, a demanda 

energética das células imunes inatas promove o aumento da glicólise aeróbica, da 

glutaminólise, do metabolismo do colesterol e da síntese de ácidos graxos, Intermediários 

metabólicos, como acetil-CoA, fumarato, succinato, nicotinamida adenina dinucleotídeo 

(NAD+) e mevalonato são produzidos como resultado das alterações metabólicas e servem 

como substratos para a regulação epigenética (Dai et al., 2020; Fanucchi et al., 2021). 

O treinamento imunológico promove alterações metabólicas em macrófagos treinados, 

o que inclui o aumento na glicólise aeróbica em comparação a macrófagos não treinados, que 

é dependente da ativação do alvo mamífero da rapamicina (mTOR) através da via dectina-1-

AKT-hipóxia-induzível pelo fator 1α (HIF-1α) (Cheng et al., 2014; Horng, 2015; Tannahill et 

al., 2013). O mTOR detecta níveis celulares de nutrientes, oxigênio e energia e, em seguida, 

ativa reguladores transcricionais (HIF1α, proteína repressora transcricional YY1 e co-ativador 

do receptor proliferador de peroxissoma -γ 1-α (PCG1α)), que estimulam a glicólise e o 

metabolismo oxidativo mitocondrial (Cheng et al., 2014; Laplante & Sabatini, 2012; Nagao et 

al., 2019; Tannahill et al., 2013; YANG et al., 2021) (Figura 4). 
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Figura 4: Desenho esquemático das alterações metabólicas promovidas pelo treinamento imunológico em 
células imune-inatas.  
As células imune-inatas em estado de repouso apresentam baixa atividade metabólica, com maior atividade da 
fosforilação oxidativa para obtenção de energia. Além disso, essas células apresentam cromatina condensada e 
baixa expressão gênica. As células treinadas, diante de um estímulo secundário, desencadeiam uma série de 
sinalizações intracelulares que levam ao aumento da atividade de diferentes vias metabólicas, como a glicólise, o 
ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) e o metabolismo de ácidos graxos. Essa condição proporciona a abertura da 
cromatina e aumento da expressão gênica, resultando na transcrição de genes que levam a produção de citocinas 
pró-inflamatórias (Adaptado de Netea et al., 2020). 
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Diferentes trabalhos mostram a importante conexão entre a indução de imunidade 

treinada e as consequentes alterações no metabolismo celular. Em um modelo experimental de 

imunidade treinada induzida por β-glucano, monócitos treinados com β-glucano e 

reestimulados com diferentes estímulos secundários (LPS, Pam3Cys, S. aureus e E. coli) 

apresentaram alto consumo de glicose, alta produção de lactato e alta concentração de 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+). As alterações observadas foram devidas ao 

aumento na via da glicólise que é dependente da ativação do alvo mamífero da rapamicina 

(mTOR) através da via de sinalização dectina-1-AKT-mTOR-HIF1α (fator induzível por 

hipóxia-1α). A inibição de AKT, mTOR ou HIF-1α, com diferentes inibidores, bloqueou os 

efeitos de monócitos treinados. Além disso, camundongos deficientes na produção de HIF1α 

foram incapazes de montar imunidade treinada em um modelo de sepse bacteriana (Cheng et 

al., 2014).  

Outro trabalho mostrou que a indução de imunidade treinada por BCG associado à 

lipoproteína bacteriana (BLP) protegeu camundongos neonatais contra a sepse polimicrobiana 

induzida por peritonite fecal, e essa proteção estava associada ao aumento na produção de 

citocinas pró-inflamatórias circulantes, aumento do recrutamento de neutrófilos e eliminação 

bacteriana acelerada. A estimulação in vitro de macrófagos murinos neonatais com o duplo 

estímulo BCG+BLP promoveu aumento da resposta inflamatória e da atividade antimicrobiana. 

Notavelmente, a estimulação BCG+BLP resultou em modificações epigenéticas caracterizadas 

pelo aumento de H3K4me3 e H3K27Ac nos promotores dos genes inflamatórios e aumento da 

glicólise, que por sua vez é necessário para a subsequente reprogramação epigenética (Zhou et 

al., 2022).  

Estudos sobre imunidade treinada são comumente centrados na exposição sistêmica de 

componentes que promovem o treinamento celular via medula óssea e na circulação sanguínea 

por meio da vacinação ou por estímulos infecciosos. Em contrapartida, estudos relatam que a 

indução de imunidade treinada pode ser independente de uma estimulação sistêmica e se 

desenvolver em células residentes via inflamação local. No pulmão,	a vacinação subcutânea 

com BCG induziu imunidade treinada em macrófagos alveolares residentes no pulmão e foi 

independente da presença de monócitos circulantes. O processo de treinamento foi dependente 

de alterações no eixo intestino-pulmão, que incluiu a translocação micobacteriana, aumento da 

disbiose e permeabilidade intestinal e alterações nos metabólitos locais e sistêmicos. Após 5 

semanas do treinamento, essas células foram reestimuladas com M. tuberculosis e observado 

aumento da inflamação e alterações metabólicas que sustentaram o perfil inflamatório alterado 

(Jeyanathan et al., 2022). Em outro estudo, a indução de treinamento por infecção via 
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subcutânea com S. aureus promoveu modificações em macrófagos dérmicos residentes de 

maneira independentemente dos monócitos oriundos da medula óssea, levando a um aumento 

da resistência diante a uma segunda infecção com o mesmo ou diferentes patógenos (Feuerstein 

et al., 2020).  

Entretanto, estudos com doenças que acometem as articulações e promovem uma 

inflamação acentuada e persistente, como no caso das artrites, ainda são escassos. Apesar disso, 

o entendimento dos mecanismos que levam a persistência de uma resposta inflamatória que 

acomete as articulações ainda não são claras. Assim, é importante avaliar se uma inflamação 

prévia de uma articulação pode promover alterações em células residentes e seus efeitos diante 

de um segundo estímulo. Nesse sentido, estudos mostram que a resposta inflamatória envolvida 

durante uma infecção nas articulações, denominada artrite infecciosa, ocorre de maneira mais 

exacerbada em pacientes que sofrem de alguma doença reumática, como artrite reumatóide e 

osteoartrite (Favero et al., 2008; Goldenberg, 1989). Porém, ainda não é claro se esse efeito está 

relacionado com o desenvolvimento de imunidade treinada em células que compõem o tecido 

articular ou se é devido a outros fatores, como a idade dos pacientes ou maior uso de 

procedimentos articulares, como farmacológicos ou cirúrgicos.  

1.2 Articulação sinovial 
 

As articulações sinoviais são conexões móveis e conservadas entre elementos 

esqueléticos cobertos de cartilagem que permitem a locomoção. A presença de uma cápsula 

fibrosa externa atua como proteção estrutural e mecânica, enquanto a presença de um tecido 

sinovial especializado forma uma camada interna adicional dentro dessa cápsula e isola 

completamente o espaço articular preenchido por líquido e a cavidade sinovial do ambiente 

exterior. O líquido sinovial (líquido viscoso rico em ácido hialurônico e outros 

glicosaminoglicanos) preenche o espaço articular e fornece nutrição, lubrificação e proteção 

contra choques mecânicos (Culemann et al., 2019).  

A parte interna da cápsula articular abriga o tecido sinovial, uma estrutura organizada 

rica em células, inervação, vasos sanguíneos e linfáticos que desempenham papel fundamental 

na homeostase da articulação sinovial (N. Li et al., 2020; Pacifici et al., 2005) (Figura 5). 

Entretanto, essas células residentes denominadas sinoviócitos são altamente responsivas a 

estímulos endógenos e exógenos, com participação direta na inflamação articular, na dor e na 

perda da integridade das estruturas circunvizinhas, como cartilagem e ossos (N. Li et al., 2020; 

Pacifici et al., 2005). Este tecido é composto por duas camadas: uma camada íntima constituída 
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por macrófagos e fibroblastos sinoviais de revestimento e outra camada sub-íntima intersticial, 

composta por macrófagos e fibroblastos sinoviais intersticiais, adipócitos e uma grande rede de 

vasos sanguíneos e linfáticos. Embora outras células imunes, como linfócitos e mastócitos, 

possam ser encontradas dentro do tecido sinovial intersticial, os macrófagos são o tipo celular 

mais abundante (Orr et al., 2017).  

As articulações sinoviais apresentam mudanças em sua microarquitetura imunológica e 

composição celular diante de uma inflamação. Em pacientes com artrite reumatoide (AR) 

ocorre a expansão da população de fibroblastos sinoviais ativados e a proliferação de 

macrófagos sinoviais. Estes, por sua vez, medeiam a invasão e a destruição da cartilagem e do 

osso articular através da produção de variados agentes, como diferentes metaloproteinases e 

citocinas pró-inflamatórias (Croft et al., 2019; McInnes & Schett, 2017). Ainda, participam 

diretamente da diferenciação de osteoclastos, que estão envolvidos no processo de reabsorção 

óssea, mediado pela expressão de RANKL. Esse processo é acentuado pela produção de 

citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), a interleucina-1β (IL-

1β) e a IL-17 (Maruotti et al., 2011). 
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Figura 5: Desenho esquemático da arquitetura da cavidade sinovial.  
A articulação tibiofemoral é constituída por uma cápsula fibrosa externa serve como proteção estrutural e 
mecânica, enquanto o tecido sinovial forma uma camada interna adicional dentro da cápsula e isola completamente 
o espaço articular (que é preenchido por líquido) e a cavidade sinovial do exterior. Este tecido sinovial pode ser 
subdividido em uma camada de revestimento sinovial íntimo, composto por macrófagos e fibroblastos de 
revestimento sinovial e camada sinovial intersticial sub-íntima, que abriga os macrófagos e fibroblastos 
intersticiais, adipócitos e uma grande rede de vasos sanguíneos e linfáticos (Adaptado de Culemann, 2019).  
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Os macrófagos sinoviais presentes na camada íntima expressam o receptor de 

quimiocinas CX3CR1, receptor comumente encontrado em fagócitos mononucleares e seus 

precursores (Culemann et al., 2019). Sua função está relacionada com a formação de uma 

barreira imunológica interna do revestimento sinovial que isola fisicamente a articulação 

(Culemann et al., 2019). Esses macrófagos apresentam características típicas de células 

epiteliais, incluindo a expressão de tight junctions e desmossomos definidos, juntamente com 

genes de polaridade celular como Vangl2 e Fat4, tendo como objetivo de formar uma barreira 

que isola as estruturas articulares internas do exterior e pode, adicionalmente, controlar a 

tonicidade e a composição molecular do líquido sinovial (Culemann et al., 2019). A população 

de macrófagos sinoviais CX3CR1+ são constantemente reabastecidos a partir de um pool de 

macrófagos intersticiais residentes que expressam MHCII+ e que são CX3CR1 negativos 

(Culemann et al., 2019) (Figura 6). 

O papel protetor dos macrófagos sinoviais CX3CR1+ é descrito como importante no 

controle da inflamação articular. Foi demonstrado que a indução da destruição das tight 

junctions por complexos imunes contendo autoanticorpos ativa esses macrófagos sinoviais e 

resultaram no influxo espontâneo de células mieloides inflamatórias nas estruturas articulares 

internas. Ainda, a depleção desses macrófagos sinoviais CX3CR1+ ou a ruptura forçada dessas 

tight junctions também resultou na perda da função de barreira, promovendo o desenvolvimento 

de inflamação articular e início precoce e exacerbado da artrite experimental em modelo de 

transferência de soro (K/BxN) (Culemann et al., 2019). Diante do importante papel dos 

sinoviócitos no processo inflamatório, avaliamos se essas células são permissíveis a 

modificações promovidas pelo treinamento imunológico e as consequências promovidas pela 

indução de uma artrite infecciosa por S. aureus.   
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Figura 6: Desenho esquemático da dinâmica das populações de macrófagos sinoviais no tecido sinovial.  
Os macrófagos sinoviais que expressam CX3CR1 contidos na camada íntima do tecido sinovial exibem 
características típicas de células epiteliais, como a expressão de tight junctions e desmossomos, formando uma 
barreira que isola as estruturas articulares internas, além de controlar a tonicidade e a composição molecular do 
líquido sinovial. Os macrófagos sinoviais intersticiais contidos na camada sub-íntima do tecido sinovial formam 
uma população homogênea que serve como fonte de reabastecimento dos macrófagos sinoviais CX3CR1+ 
(Adaptado de Culeman et al., 2019).  
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1.3 Artrite infecciosa induzida por Staphylococcus aureus 
 

A artrite infecciosa é um distúrbio inflamatório causado por agentes infecciosos, como 

bactérias, vírus, fungos e protozoários, que afeta principalmente as articulações sinoviais 

(Dunlop et al., 2003; Firestein & McInnes, 2017). O agente infeccioso mais comumente 

encontrado e estudado na artrite séptica é a bactéria gram positiva S. aureus, uma espécie 

constituinte da microbiota da pele humana e frequentemente causadora de doenças (Jung et al., 

2018; Kennedy et al., 2015; McBride et al., 2020; Ross, 2017). As principais causas de infecção 

por S. aureus consistem em rupturas na pele ou nas mucosas, mordidas de animais e uso errôneo 

de medicamentos injetáveis que permite o acesso do S. aureus presente na pele à corrente 

sanguínea (Boff, Crijns, et al., 2018; Ross, 2017). 

A incidência anual da artrite infecciosa varia de 1 a 35 casos por 100.000 indivíduos em 

diferentes países (Cohen et al., 2020; He et al., 2023; Holzmeister et al., 2021; Montgomery & 

Epps, 2017; Nossent et al., 2021; Okubo et al., 2017; Safdieh et al., 2019; Welling et al., 2018) 

tendo os Estados Unidos com uma taxa de 4 a 10 casos por 100.000 indivíduos (Erkilinc et al., 

2021; Montgomery & Epps, 2017; Okubo et al., 2017; Swarup et al., 2020). A incidência da 

artrite infecciosa em grandes articulações é maior do que em pequenas articulações 

(Ilharreborde, 2015; Mathews et al., 2010) e com maior incidência em crianças e idosos 

(Donders et al., 2022; Erkilinc et al., 2021; Montgomery & Epps, 2017). Além disso, indivíduos 

cujo sistema imunológico comprometido por doenças debilitantes, como HIV/AIDS, e 

pacientes com quimioterapia, doenças e procedimentos prévios, como diabetes mellitus, artrite 

reumatoide, cirurgia articular recente, injeções intra-articulares no passado, histórico de 

infecções de pele ou úlceras cutâneas, são mais susceptíveis para o desenvolvimento de uma 

artrite infecciosa (Horowitz et al., 2011; Margaretten et al., 2007). Alguns fatores são limitantes 

na obtenção de um parâmetro completo da artrite infecciosa aguda, como a obtenção de dados 

devido à raridade da doença e pelas dificuldades no estabelecimento de um diagnóstico preciso 

(He et al., 2023). 

Uma vez em contato com a articulação do hospedeiro, o S. aureus se fixa à matriz celular 

através dos chamados Componentes da Superfície Microbiana Reconhecedores de Moléculas 

Adesivas da Matriz (MSCRAMMs - Microbial Surface Components Recognizing Adhesive 

Matrix Molecules). Após seu estabelecimento na articulação, o S. aureus se prolifera 

rapidamente e desencadeia uma resposta inflamatória aguda, com hiperplasia de células da 

membrana sinovial e influxo de células inflamatórias (Boff, Crijns, et al., 2018). 
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 Os sinoviócitos reconhecem o S. aureus através de receptores de reconhecimento de 

padrões moleculares (PRRs) e produzem mediadores inflamatórios, como citocinas, 

quimiocinas e lipídeos (Bekeredjian-Ding et al., 2015). As citocinas pró-inflamatórias, como a 

IL-6, IL-1β e TNF são liberadas pelos sinoviócitos presentes na cavidade articular e estimulam 

a liberação de proteínas de fase aguda (proteína C reativa) que, por sua vez, ligam-se as células 

bacterianas e promovem a opsonização. Além disso, as quimiocinas secretadas pelos 

sinoviócitos promovem um influxo rápido de células fagocíticas, como neutrófilos e monócitos, 

para o sítio de infecção, as quais desempenham papel fundamental controle da infecção 

(Shirtliff & Mader, 2002). Os neutrófilos são rapidamente recrutados para a articulação por 

diferentes quimioatraentes, especialmente as quimiocinas CXCR1/2. Apesar de exercerem 

importante função no controle da carga bacteriana, os neutrófilos promovem dano tecidual, que 

resulta em dor intensa no local. O tratamento de camundongos a partir do início da infecção 

com o antagonista não competitivo do CXCR1/2, o DF2156A, foi capaz de promover a redução 

no acúmulo de neutrófilos, na produção de citocinas pró-inflamatórias no tecido, na nocicepção 

articular e no dano tecidual (Boff, Oliveira, et al., 2018). 

O reconhecimento dos PAMPs bacterianos se dá pelos PRRs dos neutrófilos 

(Mogensen, 2009). Lipoproteínas e LPS são alguns exemplos dos PAMPs reconhecidos pelos 

neutrófilos (Lee et al., 2003). Assim, após o reconhecimento do S. aureus e sua fagocitose, há 

a produção de diferentes mediadores pró inflamatórios, como as espécies reativas de oxigênio 

(ROS), óxido nítrico (NO), armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs), peptídeos 

antimicrobianos e enzimas líticas estocadas em grânulos específicos (Borregaard et al., 2007; 

Kaplan & Radic, 2012; Paiva & Bozza, 2014; SAKINIENE et al., 2003). Esses mediadores pró-

inflamatórios irão coordenar as respostas subsequentes de outros tipos celulares, como 

monocitos, macrófagos, células dendríticas e linfócitos que irá proporcionar a comunicação 

entre as respostas imune inata e adquirida (Boff, Crijns, et al., 2018). Importante destacar que 

uma inflamação exacerbada pode causar danos permanentes na articulação acometida, 

causando perda de mobilidade e dor crônica (Colavite & Sartori, 2014; Shirtliff & Mader, 2002; 

Weiss, 1975) (Figura 7).  
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Figura 7: Desenho esquemático das rotas de infecção e o processo inflamatório no desenvolvimento da 
artrite infecciosa causada pelo S. aureus.  
A bactéria pode acessar a articulação sinovial através de procedimentos diagnósticos e terapêuticos (1); circulação 
sanguínea em casos de sepse (2); através de ossos infectados (3); traumas (4) e de um tecido adjacente infectado 
(5). O S. aureus se estabelece na articulação através da expressão de moléculas de adesinas, através da formação 
de biofilmes, e da expressão de fatores de virulência. Durante o processo inflamatório, há o aumento da expressão 
de TLRs, que promovem o recrutamento de leucócitos e células T e B. Com isso, há a produção e liberação de 
moléculas efetoras e citocinas pró-inflamatórias, além da ativação do sistema complemento. O processo 
inflamatório contribui na liberação de enzimas que promovem dano ósseo e cartilaginoso (Adaptado de Wang 
& Wang, 2021). 
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1.4 Justificativa 
 

As artrites causam danos nas articulações, que resultam em perda de mobilidade e dor, 

com impacto direto na qualidade de vida dos pacientes comprometidos. Vários pacientes 

apresentam surtos recorrentes e a resistência ou ineficácia de medicamentos são fatores que 

comprometem uma terapia adequada (McBride et al., 2020; Ross, 2017). O estudo de novas 

abordagens sobre o processo inflamatório e seus mecanismos torna-se importante para a 

compreensão da doença e para o desenvolvimento de estratégias de tratamento.  

A predominância de uma inflamação prévia é um fator de susceptibilidade para o 

desenvolvimento de uma artrite infecciosa grave (Favero et al., 2008; Goldenberg, 1989; Jung 

et al., 2018). Diante disso, propusemos avaliar se a ocorrência de uma inflamação prévia 

articular pode proporcionar o treinamento de células residentes articulares e seus efeitos diante 

de um segundo estímulo infeccioso, causador da artrite séptica. O estudo da imunidade treinada 

é relevante na artrite inflamatória, uma vez em que a ativação inadequada do sistema 

imunológico pode levar uma inflamação sistêmica crônica, resultando na destruição de 

diferentes estruturas do tecido articular (Badii et al., 2022). 

Nossa hipótese é que, diante de uma inflamação prévia, células sinoviais adquirem uma 

memória imune inata e passam a responder mais intensamente diante à infecção por S. aureus, 

promovendo maior inflamação, disfunção e dano articular. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

Avaliar o papel do treinamento imunológico em sinoviócitos e sua consequência na 

resposta inflamatória causada pela infecção articular por S. aureus. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

● Avaliar se a dupla estimulação (LPS + S. aureus) in vivo promove alterações nos 

parâmetros inflamatórios, alterações histopatológicas e nociceptivas na articulação de 

camundongos;  

 

● Avaliar se a dupla estimulação promove proteção contra a infecção por S. aureus; 

 
● Caracterizar as populações de macrófagos e fibroblastos sinoviais sob as condições de 

treinamento imunológico ou não; 

 

● Avaliar se a indução de imunidade treinada em macrófagos sinoviais promove 

alterações nos marcadores de metabolismo energético e epigenéticos;  

 

● Avaliar se a inibição da imunidade treinada em macrófagos sinoviais reduz a na 

atividade celular e no dano tecidual. 
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3. MATERIAL E METODOS 

3.1 Animais  
 

Camundongos C57BL/6J machos de oito a doze semanas de idade foram adquiridos do 

Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais. Todos os animais foram 

mantidos com água filtrada e comida ad libitum e mantidos em ambiente controlado. Os 

experimentos receberam aprovação prévia do comitê de ética animal da UFMG (CEUA 

03/2021).  

3.2 Modelo de indução de imunidade treinada in vivo e infecção por S. aureus 
 

Camundongos foram previamente anestesiados (60:5 mg/kg de cetamina:xilazina 

injetados via intraperitoneal) estimulados, via articulação tibiofemoral, com uma solução de 

LPS preparada em salina (0,9 % p/v) na concentração de 200 ng/10 µL ou CX3CL1 na 

concentração de 50 ng/10 µL (#583504 – Biolegends. San Diego, CA). Para o segundo 

estímulo, foi utilizado o S. aureus ATCC 6538 previamente cultivado em ágar de infusão de 

cérebro e coração (BHI) suplementado com 5 % de sangue de carneiro durante 24 h a 37°C. 

Após 21 dias da primeira estimulação, os camundongos foram novamente anestesiados e na 

mesma articulação foi inoculada uma solução bacteriana preparada em solução salina na 

concentração de 105 CFU/10 µL. Os parâmetros inflamatórios e a carga bacteriana foram 

avaliados 1 e 5 dias após a injeção da bactéria.  

O tecido periarticular foi coletado das articulações para avaliação da produção de 

citocinas. A articulação inflamada foi removida, homogeneizada e colocada em ágar infusão 

cérebro-coração (BHI) suplementado com sangue durante 24 h a 37°C para a verificação da 

carga bacteriana. 

3.3 Tratamento com Rapamicina 
 

Para os experimentos de investigação da inibição da via de mTOR, camundongos foram 

tratados com Rapamicina (8 mg/kg por via oral - Sirolimus - indústria farmacêutica Wyeth, São 

Paulo- Brasil) 1 hora antes da injeção de LPS ou 1 hora antes da injeção com S. aureus. Os 

grupos de camundongos receberam a injeção de S. aureus (ATCC6538 - 105 UFC/10 μL em 

solução salina) 21 dias após a injeção de LPS na mesma articulação como estímulo secundário. 
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Após 1 ou 5 dias da infecção por S. aureus, camundongos foram sacrificados para identificação 

histopatológica de marcadores de ativação de células sinoviais. 

3.4 Medida de nocicepção mecânica  
 

Os camundongos foram colocados individualmente em gaiolas de acrílico (12 × 10 x 17 

cm de altura) com um piso de grade de arame, numa sala com ruído controlado, durante 60 

minutos. Após esse tempo, a manifestação do comportamento exploratório foi anulada e todos 

os camundongos permaneceram quietos, permitindo a avaliação da resposta nociceptiva. Para 

identificar o limiar de retirada, um algesímetro eletrônico de Von Frey (INSIGHT Instruments, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil) foi aplicado de acordo com os métodos previamente utilizados (Boff, 

Oliveira, et al., 2018; Sachs et al., 2011). Em resumo, utilizando um transdutor de força portátil, 

com uma ponteira de polipropileno (4,15 mm), foi aplicada uma força vertical e constante na 

superfície plantar central da pata do camundongo. Este procedimento tem como objetivo 

produzir um estímulo mecânico articular para a flexão do joelho. A força suficiente em gramas 

(g) para desencadear um movimento de retirada da pata, o comportamento aversivo caraterístico 

para evitar o stress incidente, foi registada por um componente eletrônico do aparelho. O limiar 

de retirada foi calculado através da repetição do procedimento em triplicado para cada 

camundongo (e as médias foram expressas em valores absolutos). A resposta nociceptiva foi 

observada 1 e 21 dias após a indução por LPS e 1 e 5 dias após a infecção por S. aureus no 

joelho e conduzida numa condição experimental cega. 

3.5 Histologia, Imunohistoquímica e coloração TRAP 
 

As amostras da articulação tibiofemoral foram recolhidas e fixadas em formalina 

tamponada a 10 % (v/v) (pH 7,4), descalcificadas durante 30 dias em EDTA a 14 %. Os tecidos 

foram incluídos em parafina, seccionados (5 mm) e corados com Hematoxilina-Eosina (H&E). 

Em seguida, as amostras foram examinadas e classificadas por um patologista de forma cega 

relativamente aos seguintes parâmetros: gravidade da hiperplasia sinovial, intensidade do 

infiltrado inflamatório, e alterações no osso e cartilagem. Para a análise por imunohistoquímica, 

as lâminas foram incubadas previamente com solução de EDTA a 0,037% (p/v) (pH 8,0). Em 

seguida, as amostras foram incubadas com solução de anti-p-mTOR (#2971 – Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA, EUA, 1:50), seguido de um anticorpo anti-rabbit secundário 

biotinilado, e a cor foi desenvolvida com DAB (3,3′-diaminobenzidina) (#11718096001 - 
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Sigma-Aldrich). Para a detecção de osteoclastos, foi utilizado a técnica de TRAP (fosfatase 

ácida resistente a tartarato) (Tsuboi, 2003). As lâminas foram incubadas com uma solução de 

TRAP e determinado o número de células TRAP positivas na região do osso trabecular. Ambas 

as técnicas foram contra coradas com hematoxilina, montadas e examinadas com um 

microscópio Motic (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha). O numero de células p-mTOR e TRAP 

positivas foram avaliadas através da média da contagem de 4 fotos em cada campo.  

3.6 Análise das populações de células sinoviais por citometria de fluxo 
 

Um pool de dois tecidos sinoviais foi utilizado para cada amostra analisada por 

citometria de fluxo. As amostras foram incubadas com colagenase (10 mg/mL; Colagenase D 

– Sigma Aldrish) por 1 h a 37°C seguido da passagem por filtro celular de 70 μm para obtenção 

de suspensões celulares. As células obtidas foram previamente quantificadas com o auxilio de 

uma câmara de Neubawer.Para a identificação da população de macrófagos, foram utilizados 

anti-CD45 PercP (Biolegends #103131), anti-CD11b APC-Cy7 (BD Pharmingen #562127), 

anti-F4/80 FITC (Biolegends #123107) e anti-CX3CR1+ PECy7 (Biolegends #149015). Anti-

Ly6G BV421 (Biolegends #127628) foi utilizado para a identificação dos neutrófilos. Para os 

fibroblastos sinoviais, foram utilizados o anti-CD90 PE (Biolegends #109006) e o anti-FAP 

BV421 (eBioscience #BMS168). Outros marcadores de ativação celular foram: anti-RANKL 

PE (BD Pharmingen #560295), anti-TLR2 PE (Biolegends #148603) e anti-MHCII BV500 (BD 

Pharmingen #562366). Após a marcação superficial (30 min), as células foram fixadas por 

incubação com formol a 4% por 20 minutos. Em seguida, as células foram lavadas e 

permeabilizadas com tampão de permeabilização (True-Phos™ Perm Buffer, BD Bioscience) 

por 30 minutos. Após a permeabilização, as células foram marcadas intracelularmente por 30 

minutos com o anticorpo primário anti-mTOR fosforilado (Cell Signaling #2971), anti-HIF1α 

(Cell Signaling #36169), anti-H3K4Me3 (Sigma Aldrich #9Q08JS) e anticorpo secundário anti-

rabbit (BD Pharmingen Alexa 647 #560626 ou FITC #F0257). Os controles negativos foram 

células marcadas apenas com anticorpos anti-rabbit secundários ligados a fluorocromos. As 

células marcadas foram adquiridas com o analisador de células BD FACSCanto II (BD 

Bioscience) e analisadas com o software FlowJo (Tree Star Inc., EUA). As análises das 

populações celulares foram representadas pela correlação da porcentagem das populações 

(frequency of total) pelo numero total de células obtidas vezes o fator da câmara de Neubawer 

(x104). 
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3.7 Quantificação da expressão de mRNA por RT-qPCR 
 

O RNA total foi extraído e isolado do tecido periarticular de camundongos utilizando o 

reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies Corporation- Carlsbad, CA, EUA) de acordo 

com as instruções do fabricante. A pureza do RNA total foi determinada em espectrofotômetro 

Nanodrop 1000 (Thermo Scientific- Waltham, MA, EUA). Para a transcrição reversa de 500 

ng de RNA total isolado para cDNA, uma mistura contendo a transcriptase de reserva, 

SuperScript III, um inibidor de ribonuclease recombinante (RNAse Out; Invitrogen Life 

Technologies Corporation) e ditiotreitol (TDT; 1 mM). A etapa de transcrição reversa foi 

realizada em duplicata e a concentração total de cDNA foi semelhante em todas as amostras. 

Para qPCR quantitativo em tempo real, o reagente Power SYBR Master Mix (Invitrogen Life 

Technologies Corporation) e os primers pars (Integrated DNA Technologies- Coralville, IA, 

EUA) mais cDNA foram colocados em uma placa de 96 poços, em duplicata, a um volume 

total de reação de 10 μL, utilizando o sistema StepOneTM (Applied Biosystems, Waltham, 

MA, EUA) em reação programada: aquecimento inicial a 95 °C por 10 min, seguido de 40 

ciclos a 95 °C por 60 s e 48 °C por 1 min. Os dados foram analisados no software StepOneTM 

System e processados pelo método 2^-ΔCT. Este método utiliza diretamente as informações de 

CT (threshold cycle) geradas por um sistema de qPCR para calcular a expressão relativa de 

genes nas amostras alvo e de referência, usando um gene de referência para normalizar a RT-

qPCR. As sequências de pares de primers utilizadas foram:  

- Hexokinase 2 (hk2): foward 5'-GTGTGCTCCGAGTAAGGGTG-3' e reverse 5'-

CAGGCATTCGGCAATGTGG-3';  

- Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (gapdh): foward 5'-

ACGGCCGCATCTTCTTCTGCA-3' e reverse 5'-CGCCCAAATCCGTTCACACCG-3' 

- glut1 foward 5'-TGGCAGGCTGTGCTGTGCTC-3' e reverse 5'-

CCAAGGCAGCCGTTCCAGCA-3';  

- tnf foward, 5'-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT-3' e reverse 5'-

GCTACGACGTGGGCTACAG-3';  

- il-6: foward 5'-TGTTCTCTGGGAAATCGTGAA-3' e reverse 5'-

AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-3';  

- il-1β: foward 5'-CTACAGGCTCCGAGATGAACAAC-3' e reverse 5'-

TCCATTGAGGTGGAGAGCTTTC-3';  

- 18s: foward 5'-CGTTCCACCAACTAAGAACG-3' e 18s reverse 5'-

CTCAACACGGGAAACCTCAC-3'.  
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As sequências do iniciador e da sonda foram verificadas com o software BLAST™. O 18s foi 

usado como gene de controle de referência e os resultados foram expressos como "Fold 

Increase" em comparação com os grupos controle negativo injetados com solução salina. 

3.8 Análise estatística 
 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente e a normalidade dos dados (teste de 

Shapiro-Wilk) utilizando o programa GraphPad Prism v9.5 (GraphPad Software Inc., CA, 

EUA) e expressos em média ± erro padrão da média (EPM).  As diferenças entre as médias 

foram comparadas utilizando-se análise de variância (ANOVA) com pós-teste de Tukey. Os 

resultados foram considerados significativos quando valor de p < 0,05 
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4. RESULTADOS 

4.1 A inflamação articular prévia agrava a inflamação tecidual local após a 

infecção por S. aureus 

 

A artrite infecciosa causada por S. aureus é caracterizada pelo rápido e intenso influxo 

de leucócitos, principalmente neutrófilos, com alta produção de mediadores pró-inflamatórios 

nas articulações afetadas (Boff et al., 2020). Para avaliar se a inflamação prévia tem impacto 

na inflamação articular secundária, estabelecemos um modelo de inflamação articular de dupla 

estimulação, na qual o LPS foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido pela 

injeção de S. aureus na mesma articulação 21 dias depois. O intervalo de 21 dias foi escolhido 

devido à remissão completa de marcadores de inflamação articular após a injeção de LPS Após 

1 dia da infecção por S. aureus, tanto a injeção única de S. aureus quanto a dupla injeção de 

LPS + S. aureus apresentaram quantidade semelhante de células mieloides totais (Figura 8 A) 

e estratégia de “gatting” no ANEXO Figura 1, embora com discreto aumento de neutrófilos 

no tecido sinovial nas articulações duplamente estimuladas quando comparados à injeção única 

de S. aureus (Figura 8 B). A dupla injeção de LPS + S. aureus apresentou maior número de 

macrófagos, incluindo uma população mais específica de células CX3CR1+, comumente 

presentes na camada íntima do tecido sinovial (Li et al., 2021), em comparação com os grupos 

que foram estimulados unicamente (Figura 8 C e D). Entretanto, é importante ressaltar a 

presença do elevado número desses macrófagos nas articulações estimuladas apenas com LPS 

(após 21 dias) quando comparadas às articulações injetadas com solução salina, momento em 

que não há sinais de inflamação articular. Além disso, esses macrófagos apresentaram aumento 

de marcadores de superfície envolvidos na resposta imunoinflamatória, como TLR2 (Figura 8 

E) e MHCII (Figura 8 F) somente após a dupla injeção.  

 



 38 

 

Figura 8: A inflamação articular prévia promove aumento da inflamação articular após a infecção com S. 
aureus.  
Solução salina (10 μL) ou LPS (200 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido por 
injeção de solução salina (10 μL) ou S. aureus (105 CFU/ 10μL) na mesma articulação 21 dias depois. Tecidos 
sinoviais foram coletados 1 dia após a segunda injeção para análise das populações de células mieloides totais (A), 
neutrófilos (B) e macrófagos gerais (C) e sinoviais (D) por citometria de fluxo. Foram analisados dentro da 
população de macrófagos sinoviais as marcações de TLR2 (E) e MHCII (F). Os resultados são apresentados como 
a média ± SEM, com número experimental de 5 camundongos em cada grupo com duas repetições experimentais. 
As diferenças estatísticas foram calculadas utilizando-se o teste One-way ANOVA seguido do teste de Tukey com 
significância marginal de p<0,05. * quando comparado com o grupo controle negativo (camundongos injetados 
com soro fisiológico duplo) e # quando comparado com os grupos que receberam injeção única de S. aureus e 
injeção única de LPS. 
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A infecção por S. aureus promoveu um aumento na expressão de RNA de citocinas pró-

inflamatórias na articulação em relação ao grupo controle negativo, porém em maior valor 

quando houve a dupla injeção de LPS + S. aureus em relação à grupo que recebeu injeção única 

de S. aureus (Figura 9 A-C).  

 

 

Figura 9: A inflamação articular prévia promove aumento da expressão de genes inflamatórios após a 
infecção com S. aureus.  
Solução salina (10 μL) ou LPS (200 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido por 
injeção de solução salina (10 μL) ou S. aureus (105 CFU/ 10μL) na mesma articulação 21 dias depois. Tecidos 
sinoviais foram coletados 1 dia após a segunda injeção para análise da expressão de mRNA dos genes de tnf (A), 
il-6 (B) e il-1b (C) por qRT-PCR, expressos como “Fold change” em relação ao grupo 18S e controle negativo. 
Os resultados são apresentados como a média ± SEM, com número experimental de 5 camundongos em cada 
grupo com duas repetições experimentais. As diferenças estatísticas foram calculadas utilizando-se o teste One-
way ANOVA seguido do teste de Tukey com significância marginal de p<0,05. * quando comparado com o grupo 
controle negativo (camundongos injetados com soro fisiológico duplo) e # quando comparado com os grupos que 
receberam injeção única de S. aureus e injeção única de LPS. 
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Consistente com o aumento da inflamação articular neste modelo e tendo em vista o 

importante papel dos fibroblastos sinoviais ativados na patogênese de diferentes condições de 

artrite (Croft et al., 2019; Friščić et al., 2021; Helmke et al., 2019), também houve um aumento 

da população de fibroblastos CD45- CD90+ FAP+ no tecido sinovial no grupo que recebeu dupla 

injeção de LPS - S. aureus quando comparado ao grupo que recebeu injeção única de S. aureus 

(Figura 10 A-C) e estratégia de “gatting” em ANEXO Figura 2, ainda assim com  aumento 

da expressão de MHCII (Figura 10 D). 

 

Figura 10: O duplo estímulo articular promove aumento dos marcadores pró-inflamatórios na população 
de fibroblastos sinoviais.  
Salina (10 μL) ou LPS (200 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido por injeção de 
solução salina (10 μL) ou S. aureus (105 UFC/ 10μL) na mesma articulação por 21 dias. As células do tecido 
sinovial foram obtidas e analisadas por citometria de fluxo: a população de células mieloides totais (A), a 
população de fibroblastos sinoviais CD45+ CD90+ (B), a população de fibroblastos sinoviais que expressam FAP+ 
(C) e a população de fibroblastos sinoviais FAP+ que expressam MHCII (D). Os resultados são apresentados como 
a média ± SEM, com número experimental de 5 camundongos em cada grupo com duas repetições experimentais. 
As diferenças estatísticas foram calculadas utilizando-se o teste One-way ANOVA seguido do teste de Tukey com 
significância marginal de p<0,05. * quando comparado com o grupo controle negativo (camundongos injetados 
com soro fisiológico duplo) e # quando comparado com os grupos que receberam injeção única de S. aureus e 
injeção única de LPS.  



 41 

A infecção por S. aureus promove alterações histopatológicas significativas na 

articulação tibiofemoral (Aitkens et al., 2022; George et al., 2019). Avaliamos se uma 

inflamação sinovial prévia piora o dano tecidual e a disfunção após a infecção por S. aureus. 

Após 1 e 5 dias da injeção de S. aureus, houve aumento nos marcadores importantes de 

inflamação articular, principalmente no 5º dia, incluindo acúmulo de células no tecido sinovial, 

com predomínio de neutrófilos e monócitos, bem como hiperplasia da membrana sinovial e 

dano ósseo (Figura 11). No entanto, camundongos que receberam LPS previamente 

apresentaram aumento no dano ósseo já no primeiro dia após a infecção por S. aureus quando 

comparados aos camundongos que receberam injeção única de S. aureus, diferença sustentada 

até o dia 5 (Figura 11 A e B). Corroborando esses achados, houve aumento do número de 

células positivas para fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP), enzima secretada pelos 

osteoclastos (Schneider et al., 2024), principalmente no osso trabecular, com maior incidência 

no grupo que recebeu dupla injeção de LPS - S. aureus em relação à infecção única por S. 

aureus (Figura 12 A e B). Além disso, os macrófagos sinoviais CX3CR1+ desse do grupo duplo 

estimulado apresentaram expressão aumentada de RANKL (Figura 12 C), uma molécula 

crítica para a indução da osteoclastogênese (Schneider et al., 2024; Sithole et al., 2021). 
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Figura 11: Alterações histopatológicas da cavidade sinovial promovidas pela infecção por S. aureus. 
Salina (10 μL) ou LPS (200 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido por injeção de 
solução salina (10 μL) ou S. aureus (105 CFU/ 10 μL) na mesma articulação após 21 dias. A cavidade sinovial foi 
coletada 1 e 5 dias após a segunda injeção para a análise de H&E. Imagens representativas da cavidade sinovial 
(SN – tecido sinovial; LS – revestimento sinovial sub-íntima; MN – menisco; BN – osso; * - infiltrado 
inflamatório; cabeça de seta - dano ósseo; y- hiperplasia sinovial). Foram avaliados a presença de dano ósseo (A), 
hiperplasia sinovial (B) e infiltrado inflamatório (C). Os resultados estão apresentados como a média ± SEM, com 
número experimental de 5 camundongos em cada grupo com duas repetições experimentais. As diferenças 
estatísticas foram calculadas utilizando-se o teste One-way ANOVA seguido do teste de Tukey com significância 
marginal de p<0,05. * quando comparado com o grupo controle negativo (camundongos com dupla injeção com 
salina) e # quando comparado com os grupos que receberam injeção única de S. aureus e injeção única de LPS. 
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Figura 12:  O duplo estímulo LPS + S. aureus induz maior dano ósseo, maior presença de osteoclastos e 
maior quantidade de macrófagos expressando RANKL. 
Salina (10 μL) ou LPS (200 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido por injeção de 
solução salina (10 μL) ou S. aureus (105 CFU/ 10μL) na mesma articulação após 21 dias. A cavidade sinovial foi 
coletada 1 e 5 dias após a segunda injeção e analisada a presença de osteoclastos no osso trabecular pela técnica 
da fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP) nos tempos de 1 e 5 dias após a infecção por S. aureus. (A) 
Imagens representativas da cavidade sinovial (BN – osso; TB- osso trabecular; pontas de seta – osteoclastos). (B) 
Gráfico representativo do número de osteoclastos na região do osso trabecular. (C) Produção de RANKL por 
macrófagos sinoviais CX3CR1+. Os resultados são apresentados como a média ± SEM, com número experimental 
de 5 camundongos em cada grupo com duas repetições experimentais. As diferenças estatísticas foram calculadas 
utilizando-se o teste One-way ANOVA seguido do teste de Tukey com significância marginal de p<0,05. * quando 
comparado com o grupo controle negativo (camundongos duplamente injetados com salina) e # quando comparado 
com os grupos que receberam injeção única de S. aureus e injeção única de LPS. 
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Como sintoma comum na artrite em geral e no nosso modelo de infecção, a infecção 

por S. aureus promoveu alterações na nocicepção mecânica articular, como observado através 

da redução do limiar de retirada da pata do equipamento (Figura 13). Um dia após a 

estimulação com LPS, os camundongos apresentaram uma redução do limiar de retirada da 

pata, o que indica um aumento da resposta nociceptiva. Porém, após 21 dias da injeção de LPS, 

o limiar nociceptivo retornou ao valor basal. Em seguida, os camundongos foram reestimulados 

com S. aureus e no primeiro dia após a infecção, todos os grupos apresentaram aumento na 

resposta nociceptiva (1D após S. aureus). Entretanto, após 5 dias da infecção, o grupo controle 

apresentou um valor de limiar de retirada de pata maior, indicando uma redução da nocicepção 

quando comparado com o dia 1 (5D após S. aureus). Porém, os camundongos duplamente 

desafiados (5D dupla estimulação LPS+S. aureus) mantiveram os valores similares ao primeiro 

dia após a infecção.  

 

 

Figura 13: A dupla estimulação LPS + S. aureus mantém maior resposta nociceptiva.  
Salina (10 μL) ou LPS (200 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido por injeção de 
solução salina (10 μL) ou S. aureus (105 UFC/ 10 μL) na mesma articulação após 21 dias. A resposta nociceptiva 
da pata foi avaliada nos tempos de 1 e 21 dias após a injeção com LPS e 1 e 5 dias após a infecção por S. aureus. 
Os resultados são apresentados como a média ± SEM, com número experimental de 5 camundongos em cada 
grupo com duas repetições experimentais. As diferenças estatísticas foram calculadas utilizando-se o teste One-
way ANOVA seguido do teste de Tukey com significância marginal de p<0,05. * quando comparado com o grupo 
negativo (camundongos injetados duplamente com solução salina) e 21 dias após o grupo LPS. # quando 
comparado aos grupos de injeção dupla de LPS – S. aureus (1 e 5 dias) e injeção única com LPS. 
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Por outro lado, não houve diferença na carga bacteriana recuperada das articulações 

infectadas entre esses grupos 1 e 5 dias após a infecção por S. aureus, seja com estimulação 

prévia com LPS ou não (Figura 14). Assim, esse conjunto de resultados indica que a inflamação 

articular prévia causada pelo LPS foi suficiente para agravar a inflamação, dano e disfunção 

articular após a infecção por S. aureus, mesmo na presença de uma carga bacteriana semelhante. 

 

 

Figura 14: A dupla estimulação LPS + S. aureus não contribui na eliminação de S. aureus.  
Salina (10 μL) ou LPS (200 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido por injeção de 
solução salina (10 μL) ou S. aureus (105 CFU/ 10 μL) na mesma articulação após 21 dias. O tecido periarticular 
foi coletado, processado e o homogenato cultivado em meio BHI para análise do crescimento bacteriano após 1 e 
5 dias da infecção por S. aureus. Os resultados são apresentados como a média ± SEM, com número experimental 
de 5 camundongos em cada grupo com duas repetições experimentais. 
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Com as notáveis alterações inflamatórias, histopatológicas e nas populações de 

sinoviócitos promovidos pela dupla estimulação articular e o evidente papel dos macrófagos 

sinoviais CX3CR1+ no desenvolvimento de uma inflamação agravada, avaliamos se a indução 

de uma inflamação prévia pelo ligante direto do receptor CX3CR1, a quimiocina CX3CL1, 

apresentaria um perfil inflamatório similar em comparação a inflamação promovida por LPS 

(Figura 15). Observamos que, apesar da administração intra-articular de CX3CL1 promover 

inflamação local, as alterações histopatológicas analisadas 1 dia após a infecção por S. aureus, 

como dano ósseo (Figura 15 B), hiperplasia sinovial (Figura 15 C) e infiltrado inflamatório 

(Figura 15 D) são similares em comparação as articulações que receberam injeção única de S. 

aureus. Esse achado é reforçado através da contagem do infiltrado leucocitário contido na 

articulação inflamada 1 dia após a infecção por S. aureus (Figura 15 E-G). 
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Figura 15: A inflamação prévia com o ligante CX3CL1 não promove alterações significativas na inflamação 
após a infecção por S. aureus.  
Salina (10 μL) ou CX3CL1 (50 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido por injeção 
de solução salina (10 μL) ou S. aureus (105 CFU/ 10 μL) na mesma articulação após 21 dias e as alterações 
histopatológicas foram avaliadas um dia após a infecção. (A) Imagem representativa da articulação tibiofemoral 
(SN – tecido sinovial; LS – revestimento sinovial sub-íntima; MN – menisco; BN – osso; * - infiltrado 
inflamatório; y- hiperplasia sinovial). Foram avaliados a presença de dano ósseo (B), hiperplasia sinovial (C) e 
infiltrado inflamatório (D). Através do lavado intra-articular (E), foi avaliado o número de células mononucleares 
(E) e neutrófilos (F) recrutados em resposta a infecção por S. aureus. Os resultados estão apresentados como a 
média ± SEM, com número experimental de 5 camundongos em cada grupo com duas repetições experimentais. 
As diferenças estatísticas foram calculadas utilizando-se o teste One-way ANOVA seguido do teste de Tukey com 
significância marginal de p<0,05. * quando comparado com o grupo controle negativo (camundongos com dupla 
injeção com salina).  
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4.2 Inflamação articular prévia promove imunidade treinada em macrófagos 
sinoviais CX3CR1+ 

 
Diante do agravamento da inflamação articular promovido pela a exposição prévia ao 

LPS seguido da infecção por S. aureus, juntamente com o aumento da ativação dos sinoviócitos, 

levantamos a hipótese se essas células residentes foram submetidas ao treinamento 

imunológico, que é caracterizado por importantes alterações metabólicas associadas ao 

aumento do metabolismo glicolítico controlado pela via mTOR (AKT/mTOR/HIF1α) (Cheng 

et al., 2014a; Horng, 2015; Nagao et al., 2019). Pela técnica de imunohistoquímica, foi possível 

evidenciar uma extensa área de mTOR fosforilada (p-mTOR) após infecção por S. aureus, 

principalmente na região íntima do tecido sinovial, com maior evidência no grupo que recebeu 

dupla injeção de LPS + S. aureus (Figura 16 A e B; ver estratégia de “gatting” em ANEXO 

Figura 1). Corroborando esse achado, macrófagos sinoviais CX3CR1+ do grupo que recebeu 

dupla injeção de LPS + S. aureus aumentaram acentuadamente a presença de p-mTOR (Figura 

16 C) e HIF1α (Figura 16 D e estratégia de “gatting” em ANEXO Figura 3) em comparação 

com a injeção única de LPS ou S. aureus. Por outro lado, os fibroblastos sinoviais apresentaram 

expressão discreta de HIF1α diante da dupla estimulação, sem diferenças entre os grupos 

infectados isoladamente (Figura 16 E).  
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Figura 16: A inflamação articular prévia promove imunidade treinada em macrófagos sinoviais CX3CR1+.  
Salina (10 μL) ou LPS (200 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido por injeção de 
solução salina (10 μL) ou S. aureus (105 CFU/ 10 μL) na mesma articulação após 21 dias. A técnica de imuno-
histoquímica foi utilizada para quantificar a presença de células p-mTOR positivas 1 e 5 dias após a infecção por 
S. aureus. (A) Imagem representativa do tecido sinovial (SN- tecido sinovial; LS – revestimento sinovial sub-
íntima; *- células positivas marcadas com p-mTOR), (B) Gráfico representativo do número de células p-mTOR 
positivas. Os tecidos sinoviais foram coletados 1 dia após a segunda injeção e analisados a presença de p-mTOR 
(C) e HIF1α (D-E) nas populações de macrófagos sinoviais CX3CR1+ e de fibroblastos sinoviais por citometria 
de fluxo. Os resultados são apresentados como a média ± SEM, com número experimental de 5 camundongos em 
cada grupo com duas repetições experimentais. As diferenças estatísticas foram calculadas utilizando-se o teste 
One-way ANOVA seguido do teste de Tukey com significância marginal de p<0,05. * quando comparado com o 
grupo controle negativo (camundongos duplamente injetados com salina) e # quando comparado com os grupos 
que receberam injeção única de S. aureus e injeção única de LPS.  
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Ao analisar o tecido sinovial, houve um aumento substancial da expressão de mRNA 

dos importantes genes associados à via glicolítica (Cheng et al., 2014a), incluindo o receptor 

de captação de glicose, o glut1, e outros dois genes envolvidos nas etapas subsequentes da via 

glicolítica, o hk2 (Hexoquinase 2) e gapdh (Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) no grupo 

que recebeu dupla injeção de LPS + S. aureus, quando comparados aos outros grupos (Figura 

17 A-C).   

Outro marcador importante na imunidade treinada, a metilação de histonas, resulta em 

silenciamento ou ativação transcricional, dependendo do número de grupos metil adicionados. 

A metilação da lisina 4 sobre a histona H3 (H3K4me3) facilita a ativação de promotores e 

potencializadores, levando ao aumento da atividade na via glicolítica e à regulação 

transcricional de genes pró-inflamatórios (Aday et al., 2011; Bekkering et al., 2015; Kloc et al., 

2022). Constatamos que a população de macrófagos sinoviais treinados CX3CR1+ também 

apresentou aumento do marcador H3K4me3. Importante destacar o aumento deste marcador 

epigenético nos grupos que recebeu uma única injeção de LPS e S. aureus em relação ao grupo 

veículo, embora tenha sido maior no grupo que recebeu dupla injeção de LPS + S. aureus 

(Figura 17 D e estratégia de “gatting” em ANEXO Figura 4). Esse conjunto de dados 

indicam que a estimulação prévia com LPS promove alterações metabólicas e epigenéticas em 

macrófagos sinoviais CX3CR1+ que respondem mais intensamente quando desafiados com S. 

aureus. 
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Figura 17: Macrófagos sinoviais CX3CR1+ treinados apresentam aumento na expressão de componentes da 
via glicolítica e do marcador epigenético H3K4me3. 
Salina (10 μL) ou LPS (200 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos seguido por injeção de 
solução salina (10 μL) ou S. aureus (105 CFU/ 10 μL) na mesma articulação após 21 dias. Tecidos sinoviais foram 
coletados 1 dia após a segunda injeção para análise da expressão de mRNA de hk2 (A), glut 1 (B) e gapdh (C) por 
qRT-PCR. A presença do marcador epigenético H3K4me3 (D) na população de macrófagos sinoviais CX3CR1+ 
foi determinada por citometria de fluxo. Os resultados são apresentados como a média ± SEM, com número 
experimental de 5 camundongos em cada grupo com duas repetições experimentais. As diferenças estatísticas 
foram calculadas utilizando-se o teste One-way ANOVA seguido do teste de Tukey com significância marginal 
de p<0,05. * quando comparado com o grupo controle negativo (camundongos duplamente injetados com salina) 
e # quando comparado com os grupos que receberam injeção única de S. aureus e injeção única de LPS. 
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4.3 A inibição da via de mTOR reduz a inflamação proveniente da dupla 
estimulação 

 
A fim de avaliar a participação da via do mTOR na ativação de macrófagos sinoviais 

neste modelo, camundongos foram tratados com o inibidor de mTOR Rapamicina sob duas 

estratégias diferentes de grupos duplamente estimulados: antes da injeção de LPS ou 

imediatamente antes da infecção por S. aureus. Houve redução no número de leucócitos totais 

quando a Rapamicina foi administrada antes da infecção por S. aureus em comparação com 

outras articulações afetadas, que indica uma redução da inflamação articular (Figura 18 A e 

estratégia de “gatting” em ANEXO Figura 5). Entretanto, ambas as estratégias de tratamento 

reduziram o número de macrófagos sinoviais CX3CR1+ (Figura 18 C), incluindo a expressão 

de MHCII (Figura 18 D) e p-mTOR (Figura 18 E). Além disso, o tratamento com Rapamicina 

diminuiu o dano ósseo promovido no grupo LPS + S. aureus após 5 dias após a infecção 

(Figura 19 A e B), apesar de não interfirir no influxo de células inflamatórias e na hiperplasia 

sinovial (Figura 19 C e D). Em conjunto, nossos achados mostram que a via do mTOR é uma 

sinalização intracelular crítica para a memória imune inata em macrófagos CX3CR1+ e a 

inibição dessa via pode contribuir para regular a gravidade da artrite infecciosa por S. aureus 

após inflamação articular prévia. 
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Figura 18: A inibição da via de mTOR promove diminuição de marcadores inflamatórios em macrófagos 
sinoviais CX3CR1+.  
Os camundongos foram divididos em dois grupos: o primeiro grupo foi previamente tratado, via oral, com 
Rapamicina (8mg/kg) (Rap>>LPS) e em seguida injetado LPS (200 ng/10 µL) ou solução salina (10 μL) na 
cavidade sinovial dos camundongos. Após 21 dias, S. aureus (105 UFC/ 10 μL) ou solução salina (10 μL) foi 
injetado na mesma articulação. No segundo grupo foi injetado LPS (200 ng/ 10 μL) na cavidade sinovial de 
camundongos. Após 21 dias, camundongos foram tratados, via oral, com Rapamicina (8mg/kg) (LPS>>Rap) e em 
seguida injetado S. aureus (105 CFU/ 10μL) na mesma articulação.  Os tecidos sinoviais foram coletados 1 dia 
após a segunda injeção para análise das populações de células mieloides totais (A), macrófagos gerais (B) e 
macrófagos sinoviais CX3CR1+ (C) que expressam MHCII (D) e p-mTOR (E) por citometria de fluxo. Os 
resultados são apresentados como a média ± SEM, com número experimental de 5 camundongos em cada grupo 
com duas repetições experimentais. As diferenças estatísticas foram calculadas utilizando-se o teste One-way 
ANOVA seguido do teste de Tukey com significância marginal de p<0,05. * quando comparado com o grupo 
controle negativo (camundongos duplamente injetados com salina), # quando comparado com os grupos que 
receberam injeção única de S. aureus e injeção única de LPS e y quando comparado aos grupos que receberam 
injeção simples de S. aureus, dupla injeção de LPS - S. aureus e injeção única de LPS. 
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Figura 19: A inibição da via do mTOR promove diminuição do dano ósseo após a infecção por S. aureus. 
Salina (10 μL) ou LPS (200 ng/ 10 μL) foi injetado na cavidade sinovial de camundongos. Após 21 dias, os 
camundongos foram tratados, via oral, com Rapamicina (8 mg/kg) (LPS>>Rap) e em seguida injetado salina (10 
μL) ou S. aureus (105 CFU/ 10 μL) na mesma articulação. A cavidade sinovial foi coletada 1 e 5 dias após a 
segunda injeção para a análise de H&E. Imagens representativas da cavidade sinovial (SN – tecido sinovial; LS – 
revestimento sinovial sub-íntima; MN – menisco; BN – osso; * - infiltrado inflamatório; cabeça de seta - dano 
ósseo; y - hiperplasia sinovial). Foram avaliados a presença de dano ósseo (A), hiperplasia sinovial (B) e infiltrado 
inflamatório (C). As diferenças estatísticas foram calculadas utilizando-se o teste One-way ANOVA seguido do 
teste de Tukey com significância marginal de p<0,05. * quando comparado com o grupo controle negativo 
(camundongos duplamente injetados com salina), # quando comparado com os grupos que receberam injeção 
única de S. aureus e injeção única de LPS e y quando comparado aos grupos que receberam injeção simples de S. 
aureus, dupla injeção de LPS - S. aureus e injeção única de LPS. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O conceito de imunidade treinada desvenda mecanismos básicos para explicar como as 

células imunes inatas convencionais exibem maior responsividade a um desafio secundário, 

uma vez que tiveram contato prévio com um único agente imunoestimulante (Hajishengallis et 

al., 2021; M. M. Jeljeli & Adamopoulos, 2023; Ochando et al., 2023). Nos tecidos inflamados, 

as células residentes são constantemente estimuladas com o meio inflamatório, o que pode ser 

suficiente para provocar alterações profundas em seu metabolismo, levando ao 

desenvolvimento desse estado de memória inata (Badii et al., 2022; Dominguez-Andres & 

Netea, 2019; M. Jeljeli et al., 2019; Kloc et al., 2022). Essa condição poderia elucidar 

parcialmente a exacerbação do dano articular durante a artrite infecciosa em tecidos 

previamente afetados pela inflamação. Neste trabalho, mostramos que a inflamação 

desencadeada pela injeção de LPS seguido da infecção por S. aureus na articulação provocou 

profundas modificações no metabolismo dos sinoviócitos, principalmente dos macrófagos 

sinoviais CX3CR1+, consistentes com os mecanismos de imunidade treinada. 

O reconhecimento de patógenos por células residentes de um tecido infectado cria 

rapidamente um ambiente inflamatório que é essencial para lidar com a infecção (Haslinger et 

al., 2003; Komatsu & Takayanagi, 2022; Rigby & DeLeo, 2012). Em caso de infecção 

bacteriana, como o S. aureus, há um intenso influxo de leucócitos, principalmente neutrófilos, 

e a liberação de mediadores pró-inflamatórios que auxiliam na eliminação de patógenos (Boff, 

Crijns, et al., 2018; Boff, Oliveira, et al., 2018; Croft et al., 2019). No entanto, esses mediadores, 

em combinação com fatores de virulência do patógeno, potencializam a inflamação e o dano 

tecidual (Atcheson & Ward, 1978; Schneider et al., 2024; Zeng et al., 2020). Nas articulações 

sinoviais, células residentes ativadas, como os sinoviócitos, contribuem ativamente para o 

desenvolvimento das artrites. A hiperplasia do tecido sinovial, a expressão de proteínas de 

superfície e a secreção de mediadores pró-inflamatórios estão envolvidos no desenvolvimento 

de dor articular e dano tecidual, que, por sua vez, é desencadeado pelo processo de degradação 

óssea mediado por osteoclastos (W. Feng et al., 2019; Zeng et al., 2020).  

Neste estudo, as articulações duplamente estimuladas exibiram um limiar de nocicepção 

articular prolongada e dano articular mais intenso em associação com maior ativação de 

sinoviócitos, como os macrófagos CX3CR1+, que expressaram importantes marcadores 

imunoestimulatórios e o RANKL, molécula fundamental no desenvolvimento de osteoclastos 

a partir de monócitos infiltrados. Esse achado sugere que a dupla estimulação promove 
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alterações nos sinoviócitos e os mesmos passam a responder mais intensamente diante de um 

estímulo secundário, no caso, o S. aureus. 

O LPS é um primeiro estímulo comum utilizado nos estudos da imunidade treinada (de 

Laval et al., 2020; Owen et al., 2022). O motivo da espera de 21 dias entre o estímulo primário 

e secundário se deu pela necessidade de validação das modificações, tanto epigenéticas quanto 

metabólicas, após o primeiro estímulo (Cheng et al., 2014; Fanucchi & Mhlanga, 2019; Zahalka 

et al., 2022). Importante destacar que após o período de 21 dias da injeção de LPS, nenhum 

sinal de inflamação articular e nocicepção foi detectado (Figura 11 e resultados não 

apresentados). Esta é uma observação importante para evitar viés de somatório de mediadores 

inflamatórios e estimulação de fibras nociceptivas no grupo duplamente estimulado com LPS 

+ S. aureus. No entanto, macrófagos sinoviais CX3CR1+ exibiram marcadores clásicos de 

imunidade treinada 21 dias após a estimulação com LPS, como p-mTOR e do marcador 

epigenético H3K4me3, indicando que essas células, durante o período de repouso, retêm as 

modificações similares a uma memória inata e é potencializada após a infecção por S. aureus. 

Diferentes publicações que investigaram como a imunidade treinada favorece um 

controle mais rápido das infecções geralmente se concentram nos mecanismos básicos 

envolvidos na ativação celular para lidar com patógenos (Badii et al., 2022; Mulder et al., 2019; 

Ziogas et al., 2023). Alguns exemplos vêm de estudos que mostram que indivíduos que foram 

vacinados BCG poderiam desenvolver formas menos graves da COVID-19 (Boppana et al., 

2022; Dionato et al., 2022; Mohapatra et al., 2021; Sarfraz et al., 2021). No entanto, há menos 

estudos que focam na possibilidade de desenvolvimento de uma inflamação tecidual excessiva 

e suas consequências que levam a dano e disfunção tecidual. Mostramos que a dupla 

estimulação promove aumento dos marcadores inflamatórios dos sinoviócitos e acúmulo de 

neutrófilos no grupo LPS + S. aureus. Porém, o aumento da inflação não favorece a eliminação 

do S. aureus até o 5º dia, uma vez que o número de colônias bacterianas recuperadas das 

articulações tibiofemorais é semelhante entre os grupos com estimulação única por S. aureus 

ou duplo estimulados. O aumento da ativação celular observado resultou um efeito prejudicial 

na articulação inflamada, com aumento do dano tecidual e aumento da resposta nociceptiva, 

mostrando uma resposta imune ineficiente e não protetora contra este patógeno. Essa resistência 

pode ser explicada através dos mecanismos de evasão do patógeno às pressões exercidas pelo 

ambiente inflamatório através da formação de biofilmes, além da internalização do S. aureus 

em células profissionais e não profissionais (Chan et al., 2018), não avaliados neste trabalho. 

Além disso, a indução de imunidade treinada parece auxiliar na resistência do S. aureus. Em 

um modelo de mastite bovina, a indução de imunidade treinada contribuiu para a persistência 
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da infecção secundária por S. aureus no tratamento com o antibiótico rifampicina, com redução 

da eficácia do tratamento e aumento da gravidade da doença. A persistência da infecção por S. 

aureus foi mediada pelo acúmulo de fumarato provocado pela imunidade treinada. Com a 

combinação de metformina e rifampicina, ouve a eliminação das populações de S. aureus 

resistentes e diminuiu a gravidade da inflamação (Lin et al., 2024). 

 As populações celulares contidas no tecido sinovial consistem em sinoviócitos 

semelhantes a macrófagos e fibroblastos, que se organizam nas camadas de revestimento íntima 

e sub-íntima (Culemann et al., 2019; Falconer et al., 2018; Tsaltskan & Firestein, 2022). No 

nosso estudo, macrófagos sinoviais CX3CR1+ apresentaram modificações substanciais e 

consistentes com o fenômeno de imunidade treinada, porém esse mesmo perfil não foi 

observado em na população de fibroblastos sinoviais. Os macrófagos CX3CR1+ estão presentes 

na camada íntima do tecido sinovial e parecem ser derivados da hematopoese embrionária 

precoce, com funções homeostáticas por formarem uma estrutura semelhante a uma barreira 

que isola as articulações (Culemann et al., 2019; Li et al., 2021). A população de macrófagos 

sinoviais CX3CR1+ são renovados a partir da população de macrófagos sinoviais intersticiais 

CX3CR1- contidos na camada sub-íntima, através de estímulos que medeiam a sua migração 

para a camada íntima, e por sua vez, passam a expressar CX3CR1+ (Culemann, et al., 2019).  

O CX3CR1 é um receptor de quimiocinas que reconhece o ligante exclusivo CX3CL1 

(Helmke et al., 2019). Avaliamos também se a injeção de CX3CL1 poderia ser suficiente para 

promover a imunidade treinada nesses macrófagos sinoviais CX3CR1+ utilizando um protocolo 

semelhante, apenas substituindo LPS como o primeiro estímulo. Embora a estimulação previa 

com a quimiocina CX3CL1 tenha estimulado a migração de células mononucleares para a 

cavidade sinovial 1 dia após a injeção de S. aureus, não observamos diferenças nos aspectos da 

imunidade treinada no grupo duplamente estimulado CX3CL1 + S. aureus. O eixo CX3CL1-

CX3CR1 é fundamental no tráfico de leucócitos e na sobrevivência das células imunes em 

certas circunstâncias (Luo et al., 2019). Como mostrado em nossos resultados, a presença de 

uma inflamação articular através da injeção de CX3CL1 é devido ao seu papel quimioatraente. 

Sendo assim, essa quimiocina parece ser ineficiente na promoção de modificações epigenéticas 

e metabólicas que caracterizam o fenômeno de imunidade treinada. Com isso, a condição 

inflamatória nas articulações, desencadeada aqui pela injeção de LPS, parece ser o componente 

crítico para alterar o comportamento das células sinoviais ao seu estado imunologicamente 

treinado. 

Os altos níveis de glicólise em monócitos/macrófagos treinados são necessários para 

manter as células treinadas preparadas para uma produção robusta e rápida de citocinas pró-
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inflamatórias devido à modificação epigenética na histona, como a trimetilação na histona H3 

(H3K4me3) (Dai et al., 2020; Saeed et al., 2014). Os marcadores de histona mostraram-se 

importantes na imunidade treinada, sendo o marcador H3K4me3 como principal indutor de 

abertura da cromatina e aumento da transcrição gênica (Arts et al., 2016; Kleinnijenhuis et al., 

2012). Evidenciando o papel das modificações epigenéticas no metabolismo energético, o 

treinamento de monócitos com BCG aumentou a presença do marcador H3K4me3 nos 

promotores dos genes de mtor, hk2 e pfkp, além de estar presente nos promotores de genes 

inflamatórios, como tnfa e il6. No entanto, a inibição de monócitos treinados com inibidores do 

metabolismo da glutamina (BPTES) ou da via glicolítica e de mTOR (Rapamicina), houve 

reversão das alterações epigenéticas no local promotor de tnfa e il6  para a condição basal, 

destacando que as alterações epigenéticas e metabólicas estão entrelaçadas e altamente 

dependentes umas das outras (Arts et al., 2015). Apesar do aumento do marcador H3K4me3 

em macrófagos sinoviais CX3CR1+, em nosso trabalho não foi possível comprovar em quais 

genes inflamatórios o marcador epigenético pode estar depositado, sendo necessário a 

realização de experimentos, como ChIPseq, para a determinação dos genes inflamatórios 

envolvidos.  

Com a eminente presença de uma resposta inflamatória exacerbada promovida pela 

população de macrófagos sinoviais CX3CR1+ treinados, a reversão do fenótipo treinado da 

imunidade poderia ser útil para evitar os danos promovidos pela infecção por S aureus. Assim, 

utilizamos a Rapamicina (Sirolimus), um potente e específico inibidor de mTOR que se liga a 

proteína FKBP12 e atua explicitamente como um inibidor alostérico do mTORC1 (Edwards & 

Wandless, 2007; Wang et al., 2021). Seu uso está relacionado a inibição da imunidade treinada, 

através da redução dos níveis de lactato, NAD+/NADH e de HIF-1α (Cheng et al., 2014; Dang 

et al., 2023; Laplante & Sabatini, 2012; Wang et al., 2021).  

O tratamento com Rapamicina promoveu a diminuição da população de macrófagos 

sinoviais CX3CR1+ e de marcadores inflamatórios. Uma das questões relevantes que tivemos 

foi se o tratamento com Rapamicina poderia ser feito antes do primeiro estímulo ou antes do 

estímulo secundário e quais seriam suas consequências. Nossos resultados mostraram que em 

ambas as estratégias há diminuição de marcadores inflamatórios, uma vez que a Rapamicina 

age diminuindo os níveis de metabólitos produzidos nas vias metabólicas, que por sua vez, são 

utilizados como substratos para as marcações epigenéticas, como metilação e acetilação (Dai 

et al., 2020; Dang et al., 2023; Fanucchi et al., 2021; Wang et al., 2021). Interessantemente, o 

tratamento com Rapamicina foi capaz de reduzir o dano ósseo promovido pela infecção de S. 

aureus, que realça o seu papel regulatório em respostas inflamatórias exacerbadas (Cheng et 
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al., 2014). Alguns trabalhos já demonstraram que o inibidor de mTOR é capaz de inibir o 

processo de osteoclastogênese e prevenir a reabsorção óssea mediada pela presença de altas 

concentrações de citocinas e da produção de RANKL (Feng et al., 2023; Huynh & Wan, 2018). 

Importante destacar que apesar da diminuição do dano ósseo, o tratamento não interferiu no 

processo inflamatório geral, já que não observamos diminuição do infiltrado inflamatório e na 

hiperplasia sinovial, que é importante para o controle do S. aureus. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O fenótipo de imunidade treinada apresentado em macrófagos sinoviais CX3CR1+ 

pareceu ser responsável pelo agravamento da inflamação tecidual e dano causado por S. aureus, 

mas sem vantagem na eliminação deste patógeno. Assim, esses achados sugerem outra 

possibilidade para explicar o que acontece com as células sinoviais durante a artrite, mesmo 

que seja uma inflamação transitória como a causada pela injeção de LPS, e como esses fatores 

predispõem ao agravamento de uma artrite secundária causada por um patógeno (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Resumo do processo da imunidade treinada na articulação sinovial 
Os macrófagos sinoviais contidos na camada íntima em estado estacionário possuem baixa necessidade energética, 
com a via de obtenção de energia deslocada para a fosforilação oxidativa (OXPHOS), com alta condensação da 
cromatina e baixa atividade transcricional. Após 21 dias, os macrófagos estimulados com LPS mantiveram um 
aumento basal dos componentes da via glicolítica, com uma cromatina menos condensada, com deposição da 
modificação epigenética H3K4me3 e aumento dos receptores de CX3CR1 e MHCII. A ativação dos macrófagos 
em estado estacionário com S. aureus promove aumento dos componentes da via glicolítica, com abertura da 
cromatina e deposição de H3K4me3, que por sua vez resulta na produção de citocinas inflamatórias e aumento na 
expressão de MHCII, importantes em resposta aos patógenos. O treinamento com LPS e posterior infecção com 
S. aureus promove alterações significativas nos macrófagos sinoviais, com aumento dos componentes da via do 
mTOR, que resulta no aumento da via glicolítica e maior deposição do marcador H3K4me3. Essas alterações 
resultam no aumento da atividade transcricional, aumento na produção de citocinas inflamatórias e na expressão 
dos marcadores MHCII e TLR2 em resposta ao S. aureus, além do aumento da expressão de CX3CR1. Esse 
conjunto de alterações promove aumento no dano ósseo (Figura criada no BioRender.com). 
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Figura 1: estratégia de “gatting” das Figuras 8, 12 e 16 
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Figura 2: estratégia de “gatting” da Figura 10 
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Figura 3: estratégia de “gatting” da Figura 16 
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Figura 4: estratégia de “gatting” da Figura 17 
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Figura 5: estratégia de “gatting” da Figura 18 
 

 
 

  

 


