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RESUMO

A artrite séptica € uma patologia articular classificada como infecciosa, pois para sua
ocorréncia é necessario que um microrganismo seja capaz de adentrar a articulacdo causando
a infeccdo. O Staphylococcus aureus € a principal bactéria causadora da artrite séptica, sendo
responsavel por cerca de 40-60% dos casos. Varios tipos celulares participam da resposta
imunoldgica ao S. aureus na articulacdo, principalmente os neutréfilos devido ao seu arsenal
de combate a este patdgeno. Leucotrienos sdo mediadores lipidicos com importante funcdo na
ativacdo e recrutamento celular. Para a biossintese destes medidores o precursor acido
araquidénico é liberado de fosfolipidios da membrana e metabolizado pela enzima 5-
lipoxigenase (5-LO). O objetivo deste estudo foi avaliar o papel da enzima 5-LO na
patogénese da artrite séptica experimental. Para a padronizagdo do modelo, foi realizado um
indculo resposta (10* a 10° UFC de S. aureus; i.a.) acompanhado de uma cinética (1, 7, 14 e
28 dias apds a infeccdo) para avaliacdo de variados parametros inflamatérios. O principal
ponto de escolha foi a utilizagdo de um inéculo de 10’ UFC com as anélises realizadas apds 7
dias da infeccdo, quando os animais apresentaram maior recrutamento de células
inflamatérias para a cavidade, principalmente neutrofilo, assim como maior escore
histopatoldgico e maior perda de proteoglicano. Em todos os tempos estudados foi possivel
recuperar bactérias da articulacdo e observar aumento da hipernocicep¢do. Animais
deficientes para a enzima 5-LO (5-LO™) apresentaram menor recrutamento celular para a
cavidade articular, juntamente com menor carga bacteriana, menor escore histopatoldgico,
menor perda de proteoglicano e menor hipernocicep¢do quando comparados aos animais
selvagens. Assim, a auséncia da enzima 5-LO pode ser considerada um fator importante para
os controles da inflamacdo e crescimento da bactéria na articulagdo, em que o blogueio

farmacoldgico dessa enzima pode representar uma importante estratégia terapéutica.



ABSTRACT

Septic arthritis is a joint disease classified as infectious pathology, for instance because it is
necessary that a microorganism is capable of penetrating the joint causing the infection. The
Staphylococcus aureus is the main cause of septic arthritis, accounting for about 40-60% of
cases. Several cell types participate in the immune response to S. aureus in the joint, but
neutrophils play an important role in controlling infection due to its arsenal to combat this
pathogen. Leukotrienes are lipid mediators with important role in the activation and
recruitment of neutrophils. For the biosynthesis of these mediators, the precursor arachidonic
acid released from membrane phospholipids and metabolized by the enzyme 5-lipoxygenase
(5-LO). This study aimed to evaluate the role of 5-LO in the pathogenesis of experimental
septic arthritis. To standardize the model, was performed a response inoculum (10* to 10°
CFU of S. aureus i.a) accompanied by a kinetic (1, 7, 14 and 28 days after infection) for
evaluation of various inflammatory parameters. The main point of choice is the use of an
inoculum of 10" CFU to the analysis conducted after 7 days of infection, when the animals
had higher recruitment of inflammatory cells into the cavity, particularly neutrophils, as well
as histopathologic score higher and higher loss of proteoglycan . At all times studied was able
to recover bacteria from joint and observe increased hypernociception. Mice deficient for the
enzyme 5-LO (5-LO” *) demonstred less cell recruitment into the joint cavity, together with
lower bacterial load, lower histopathological score, lower loss of proteoglycan and
hypernociception lower when compared to wild animals. Thus, the absence of the enzyme 5-
LO may be considered an important factor in the control of inflammation and bacterial growth
in the joint, in that the pharmacological blockade of this enzyme may represent an important

therapeutic strategy
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1. INTRODUCAO

1.1 Artrite séptica

A artrite séptica € uma patologia articular classificada como infecciosa, pois para sua
ocorréncia é necessario que um microrganismo seja capaz de adentrar a articulacdo causando
a infeccdo. O termo artrite séptica abrange denominacdes como artrite piogénica, artrite
supurativa, artrite purulenta e em criancas recém-nascidas é conhecida como artrite de Tom

Smith (NADE, 2003).

Para a definicdo dos casos de artrite séptica usualmente sdo utilizados os criterios
modificados de Newman, sendo necessario um dos quatro seguintes pontos: isolamento do
patdgeno da articulacdo afetada; isolamento do patdgeno de outro tecido com sinais clinicos
de artrite séptica; sinais clinicos tipicos e fluido articular apresentando turbidez na presenca de
tratamento prévio com antibidticos; post mortem ou sinais patologicos suspeitos de artrite
séptica (MATHEWS et al., 2010). Entretanto a artrite séptica é uma patologia complexa, sua
sintomatologia e dificuldade de diagnostico podem levar a uma subestimacdo de sua

incidéncia (BRENNAN; HSU, 2012).

Estima-se que a incidéncia anual varia de 2 a 10 casos para cada 100.000 individuos
na populacdo em geral e de 30 a 70 por 100.000 individuos em pacientes com artrite
reumatoide e préteses articulares. A perda irreversivel da articulacdo ocorre em 25 a 50% dos
pacientes, sendo que de 5 a 15% dos casos sdo fatais, pois desenvolvem a forma grave da
doenca (GOLDENBERG, 1998). Individuos de todas as idades podem ser afetados, porém a
artrite séptica € mais comum em criancas e idosos, bem como em individuos do sexo

masculino em relacdo ao sexo feminino. Em criancas a incidéncia é de 5 a 12 casos por
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100.000 individuos por ano, sendo mais comum em criangas menores de 2 anos de idade

(GARCIA-ARIAS; BALSA; MOLA, 2011).

O principal fator de risco para artrite séptica sdo doencas articulares ja existentes.
Abrange condi¢des reumatoldgicas como artrite reumatoide, osteoartrite, gota, pseudogota,
trauma recente e lUpus eritematoso sistémico (KHERANI; SHOJANIA, 2007; ROSS, 2005).
Dentre tais patologias, a artrite reumatdide possui maior associacdo a infeccéo articular, como
demonstrado em estudo onde 32% dos pacientes atendidos em um Centro de Reumatologia na
Italia apresentaram artrite reumatoide e séptica concomitantemente (FAVERO et al., 2008).
Em funcdo dos avangos em reumatologia, cirurgias prostéticas tém sido amplamente usadas
no tratamento de algumas condi¢cdes articulares. Uma das complicagdes frequentes destas
cirurgias € o desenvolvimento de artrite séptica, que ocorre em 0,1 a 3,5% dos casos

(DONATTO, 1998).

A idade também é um fator de risco para o desenvolvimento da patologia. Em criancas
a artrite séptica pode causar sequelas permanentes, como demonstrado em estudo realizado
em um Hospital Universitario no Taiwan onde 17% das criancas (media de 3 anos) com artrite
séptica apresentaram sequelas como limitacdes de movimento, discrepancia no comprimento
dos membros e crescimento 6sseo anormal (WANG et al., 2003). Por outro lado, pacientes
idosos também sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento de artrite séptica. Em estudo em
Centro de Reumatologia na Franca, cerca de 61,4% dos pacientes que apresentaram artrite
séptica possuiam 60 anos ou mais e 12,5 % apresentavam 80 anos ou mais (GAVET et al.,

2005).

O uso de drogas injetaveis também estad associado ao desenvolvimento de artrite
séptica assim como a infeccdo pelo virus HIV tipo I. A artrite séptica neste caso ocorre em

funcdo de patdgenos oportunistas como fungos, comuns devido & imunossupressao destes
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pacientes (PEREZ, 1999; SARAUX et al., 1997). Outros fatores de risco incluem diabetes,
faléncia renal, cirrose, uso de drogas imunossupressoras, hemodialise, cancer, alcoolismo,

hemofilia, transplante de 6rgdos e hipogamaglobulinemia (GARC, 2009).

As articulagdes sinoviais sdo aquelas que apresentam grande amplitude de movimento
e se caracterizam pela presenca de uma capsula articular responsavel pela unido entre os
0ssos. Nesse tipo de articulacdo estdo presentes superficies 6sseas articulares; cartilagem; uma
capsula que é constituida de membrana fibrosa externa e membrana sinovial interna; de uma

cavidade articular e liquido sinovial, conforme demonstrado na Figura 1 (DUARTE, 2009).

Superficie articular

Membrana sinovial

Ladmina epifisal Capsula fibrosa

Cavidade articular

Fémur
Cartilagem articular

Figura 1: Caracterizacdo da estrutura das articulacdes sinoviais. Retirado de
(DUARTE, 2009)

A membrana sinovial interna, denominada intima contém um revestimento celular
anico composto por sinoviocitos com 1 a 3 camadas de profundidade. A intima é separada da
capsula articular por uma camada subintima, esta camada possui muitos vasos sanguineos, €
inervada e em funcdo de sua morfologia pode ser classificada como areolar, adiposa ou
fibrosa (IWANAGA et al, 2000). As articulacdes sinoviais possuem uma estrutura
cartilaginosa que recobre os 0ssos com a funcdo de diminuir o atrito quando estes estdo em

movimento. A cartilagem articular € composta por uma grande matriz extracelular com uma
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densa rede de fibras coladgenas e proteoglicanos, ndo é vascularizada. Células denominadas
condrocitos sdo responsaveis pela sintese e manutengdo dos componentes da matriz

(HARDINGHAM; BAYLISS, 1990; SMITH, 2011).

A entrada do patégeno na sindvia pode ocorrer por trés vias, conforme demonstrado na
Figura 2: (1) hematogénica; (2) infeccdo adjacente ou (3) inoculagdo direta. A inoculacéo
direta € menos comum e pode ocorrer durante cirurgias articulares, durante coleta de aspirado
articular, aplicacdo local de corticosteroides ou uso de drogas injetaveis (BRENNAN; HSU,

2012; GOLDENBERG, 1998).

Local soft-tissue infection

Diagnostic or | . 3
therapeutic procedures Y Y \ i

~

Penetrating trauma

Adjacent osteomyelitis

Hematogenous route

Figura 2: Rota de entrada do patdgeno na cavidade articular. Retirado de
(KHERANI; SHOJANIA, 2007)

A sinOvia é extremamente vascularizada, o que facilita o acesso do patdgeno ao espaco
sinovial. Uma vez estabelecida a infeccdo, ocorre um aumento da circulacdo de sangue na
sindvia que leva ao edema e deposicao de fibrina na articulacdo. Leucocitos também migram

para 0 espago articular e liberam enzimas proteoliticas que causam dano ao proteoglicano
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(ATESCHRANG et al, 2011; KHERANI; SHOJANIA, 2007). Proteoglicanos sdo um
importante componente da matriz extracelular, ocupam os intersticios das fibras colagenas e
sdo responsaveis por conferir resisténcia e compressdo a articulacdo (KIANI et al., 2002).
Proteoglicanos sdo carregados negativamente de forma que atraem cargas positivas e repelem
cargas negativas, desta forma é mantido o equilibrio de fluidos e eletrolitos na cartilagem
articular (BHOSALE; RICHARDSON, 2008). Citocinas liberadas pelas células residentes ou
recrutadas podem ativar metaloproteinases da matriz do hospedeiro levando a autodigestdo da
cartilagem. A degradacdo da cartilagem e do o0sso depende da viruléncia do organismo
invasor, da resposta do hospedeiro a infecgdo, mas principalmente da agilidade do diagndstico

e da implementacdo do tratamento (POLLARD, 1999).

A artrite séptica pode ser causada por bactérias, virus, fungos e parasitas. Os virus
Haemophilus influenzae, Parvovirus B19, da hepatite B e C, rubéola, caxumba e HIV sdo os
mais encontrados em pacientes com artrite séptica (SMITH; PIERCY, 1995; TARKOWSKI,
2006). Os virus podem causar artrite por seu efeito toxico em células alvo, persisténcia do
antigeno viral causando inflamacdo crénica ou imunossupressdo. Alguns fungos como
Coccidioides, Blastomyces, Cryptococcus, Histoplasma e Candida e mais raramente alguns
parasitas como Filaria, Trichinella e Schistosoma podem ser encontrados na articulacéo

(TARKOWSKI, 2006).

Entretanto as bactérias sdo a principal classe de microrganismos capazes de causar
artrite séptica (AXFORD, 2010). As principais bactérias envolvidas neste contexto estdo
demonstradas na Tabela 1. Em relacdo a bactéria causadora da infeccdo a artrite séptica pode

ser categorizada em 2 grupos:

- artrite séptica gonococcal (causada por Neisseria gonorrheae ou outras espécies de
Neisseria);
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- artrite séptica ndo gonococcal (causada principalmente por bactérias gram positivas

como Staphylococcus aureus e gram negativas) (POLLARD, 1999).

Tabela 1: Principais bactérias associadas ao desenvolvimento de artrite

séptica.

BACTERIAS ASSOCIADAS COM ARTRITE
SEPTICA

Bacteroides fragilis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Klebsiella pneumoniae
Mycobacterium tuberculosis
Neisseria gonorrhoeae
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella spp.
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

Adaptado de (AXFORD, 2010)

O S. aureus é a principal bactéria causadora da artrite séptica em todos os grupos,

sendo responsavel por cerca de 40-60% dos casos (POLLARD, 1999). Microrganismos do
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género Staphylococcus sdo cocos gram positivos difundidos na natureza. Trinta e seis espécies
e oito subespécies do género sdo distinguidas baseadas na analise bioquimica e em estudos de
hibridizacdo de DNA (BOUZA; MUNOZ, 1999). Algumas espécies podem ser distinguidas
também por coagulase positiva como o S. aureus ou negativa como 0s CNS (Sthaphylococcus
coagulase negativos). Podem ser encontrados na pele e mucosas de humanos e aves. Crescem
facilmente em vérios meios de cultura e causam 3 hemdlise em agar sangue (GOLDMAN,

2008).

Os Staphylococcus séo esféricos, possuem em média 1um de didmetro e tem forma de
cachos de uva irregulares. Em meios sélidos as colonias sdo redondas, lisas, proeminentes,
brilhantes e podem apresentar coloracdo de amarela a dourado intenso (BROOKS et al, 2005).
Além disso, sdo anaerdbios facultativos, requerem muitos aminoacidos e vitaminas para o seu
crescimento e sdo tolerantes a altas concentracGes de cloreto de sodio. A parede celular do
género é composta por peptidioglicano, acido teicoico e proteinas de superficie, tornando-a

uma estrutura dindmica e semi-rigida (PLATA; ROSATO; WEGRZYN, 2009).

O S. aureus é um patégeno oportunista e adaptavel com habilidade de infectar, invadir,
persistir e replicar em muitos tecidos humanos incluindo pele, ossos e 6rgdos viscerais
(GOLDMAN, 2008). Sua persisténcia nestes tecidos ocorre em funcéo de varios fatores de

viruléncia que o tornam capaz de evadir a resposta imunologica do hospedeiro.

O S. aureus € um importante patdgeno 6sseo porque possui algumas moléculas de
adesdo de superficie que facilitam a ligacdo a matriz dssea. Estes ligantes pertencem a uma
familia de adesinas que interagem com componentes da matriz extracelular. Estas adesinas
sdo conhecidas como componentes microbianos de superficie que reconhecem moléculas
adesivas da matriz, ou por sua sigla MSCRAMMs (HUDSON; RAMP; FRANKENBURG,

1999). Os MSCRAMMs estdo ancorados na parede celular e tem a habilidade de se ligar a
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uma serie de proteinas de matriz do hospedeiro. A proteina de adesdo ao colageno (Cna) é
necessaria e suficiente para ligar o S. aureus a cartilagem, ja as proteinas ligantes de
fibronectina (FNBPA e FnBPB) ligam-se a fibronectina e a proteina ligante de fibrinogénio

(Fib) se liga ao fibrinogénio e o converte em fibrina (NAVARRE; SCHNEEWIND, 1999).

Aproximadamente 90% dos S. aureus isolados produzem capsula polissacaridica que
forma uma camada de peptideoglicano na superficie externa da parede celular. Podem
produzir 1 de 11 sorotipos de cédpsula. Cepas que ndo produzem cépsula possuem baixa
viruléncia (NAIR; WILLIAMS; HENDERSON, 2000). Outros componentes da parede
celular da bactéria como &cido lipoteicoico e peptidioglicano tambem séo importantes fatores
de viruléncia. Ambos sdo capazes de ligar ao receptor Toll tipo 2 (TLR2), o que faz com que
0 acido lipoteicoico seja capaz de induzir a secrecdo de citocinas como IL-1B ¢ IL-6 e
quimicina como IL-8, além de ativar a via alternativa do complemento. Por outro lado, o
peptideoglicano induz a producdo de citocinas por monocitos e causa inflamacao
(FOURNIER; PHILPOTT, 2005; NAIR; WILLIAMS; HENDERSON, 2000; TARKOWSKI

et al., 2002).

A cogulase do S. aureus € uma proteina extracelular que pode ser encontrada na forma
livre ou ligada @ membrana. No hospedeiro esta proteina se une a protrombina formando a
stafilotrombina, a qual é capaz de coagular o plasma e pode ainda inibir a fagocitose (NAIR;
WILLIAMS; HENDERSON, 2000). Outra proteina conhecida como proteina A, que esta
ligada covalentemente ao peptideoglicano pode se ligar a por¢do Fc dos anticorpos IgG 1, 2 e
4 impedindo a ligacdo de outras proteinas a este anticorpo. Da mesma forma proteases
também podem se ligar ao anticorpo levando a sua clivagem (NAVARRE; SCHNEEWIND,

1999).
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Os principais fatores de viruléncia do S aureus séo as exotoxinas (DINGES; ORWIN;
SCHLIEVERT, 2000). A bactéria é capaz de produzir uma série de exotoxinas com funcbes
bioldgicas diferentes. A familia mais conhecida é a dos superantigenos que hipersecrecdo de
citocinas como IL-2, TNF-a, IFN-y e IL-1p. Algumas cepas de bactéria chegam a produzir 15
tipos de superantigeno. As toxinas podem ser do tipo o que induz formacao de poros; B que
leva a hemoélise de hemécias, ativa proteinas quinases e fagocitose ou tipo y que também
forma poros (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; SCHLIEVERT et al., 2010).
Algumas cepas de S. aureus séo positivas para a exotoxina Leucocidina de Panton-Valentine
(PVL), que é capaz de causar apoptose de neutrofilos e em altas concentragdes induz

formacdo de poros na membrana do neutréfilo, levando a sua necrose (FOX et al., 2010).

Além dos mecanismos de evasdo do sistema imune e os fatores que caracterizam a
viruléncia de S. aureus citados, 0 que favorece a invasdo e crescimento dessa bactéria, ha
ainda outro agravante sobre os problemas causados pelo S. aureus: a resisténcia a antibioticos.
O uso de antibioticos em ambiente hospitalar criou pressdo seletiva para S aureus adquirir
resisténcia. Cepas resistentes a multiplas drogas como [ lactamicos ¢ outras classes de
antibioticos estdo se tornando cada vez mais frequentes, gerando um problema grave de saude

publica (RIGBY; DELEO, 2012).

Os sinais clinicos da artrite séptica ndo gonococcal sdo vermelhiddo, inchago, dor
intensa na articulacdo com limitacdo de amplitude do movimento e febre. O joelho € a
articulacdo mais afetada em adultos, com aproximadamente 50% dos casos, em criangas o
quadril € mais comum. Além do joelho ha grande incidéncia também no tornozelo (9%),
cotovelo (8%), punho (6%) e ombro (5%). Cerca de 10 a 20% das infeccBes sao

poliarticulares com 2 a 3 articulac@es envolvidas (GOLDENBERG, 1998; ROSS, 2005).
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A artrite séptica gonococcal inicia-se com infec¢Ges do trato geniturinario nao tratado.
A triade clinica caracteristica compreende: poliartralgia migratéria, lesdes dermatolégicas
como maculas e papulas e tenossinovite muitas vezes afetando varias articulacdes

simultaneamente (pulsos, dedos, tornozelos e pés) (GARC, 2009).

Com 24 a 48 horas da invasdo bacteriana ocorre um grande infiltrado de neutréfilos,
congestdo vascular e proliferacdo de células no espaco articular. ApOs a secrecdo de
mediadores inflamatérios, a degradacdo da cartilagem se inicia e se ndo tratada a perda
completa da articulacdo pode ocorrer em 1 a 2 semanas (AGARWAL; AGGARWAL, 2011,

KHERANI; SHOJANIA, 2007).

O padrdo ouro do diagnostico laboratorial da artrite séptica continua sendo a
identificacdo da bactéria através da cultura do liquido sinovial e sangue. Porém ha algumas
limitacBes nas culturas que incluem: indculos baixos, bactérias aderentes e formacédo de
pequenas coldnias variantes de S. aureus que podem limitar a detec¢do. Além disso, o
tratamento com antibidtico pode impedir o crescimento bacteriano e consequentemente,
impedir a recuperacdo da carga bacteriana. Outros fatores técnicos que interferem no
diagndstico incluem o mau posicionamento da agulha de aspiracdo ou adi¢do de anestésico
para coleta do liquido sinovial, os quais também podem complicar a identificacdo bacteriana

(GOLDENBERG, 1998; WIDMER, 2001).

A contagem de leucOcitos no sangue e marcadores sorolégicos como taxa de
sedimentacdo de eritrocitos e proteina C reativa sdo utilizados no diagndstico da artrite
séptica. O aumento no numero de leucdcitos pode indicar um processo infeccioso. A taxa de
sedimentacdo de eritrocitos em individuos saudaveis é de até 17 mm/h para homens e 25
mm/h para mulheres e os niveis de proteina C reativa em torno de 12 mg/L. Pacientes com

artrite séptica apresentam aumento nestes parametros, porém os testes apresentam uma
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sensibilidade de 15 a 70% e baixa especificidade (TALEBI-TAHER et al., 2013). A anélise
do liquido sinovial também deve ser realizada. O fluido deve ser observado
macroscopicamente quanto a sua turbidez. Uma contagem de células superior a 50.000 com

mais de 90% de polimorfonucleares indica processo um infeccioso (NADE, 2003).

Exames de imagem podem ser usados somente para comprovar uma suspeita clinica e
ndo podem ser usados como diagnostico. Imagens radiograficas ndo revelam anormalidades
nos primeiros dias da infeccdo, somente demonstram doencas articulares pré-existentes. A
radiografia pode ser usada para monitorar a resposta ao tratamento e a ultrassonografia pode
ser til para confirmar efusdo (derrame) articular, que corresponde a um aumento do fluido

articular (SHIRTLIFF; MADER, 2002).

O diagndstico molecular através do uso do PCR (reacdo em cadeia de polimerase) tem
surgido como uma alternativa complementar de diagnostico. A aplicacdo de técnica de PCR
com primers derivados de regides altamente conservadas de bactérias, o gene 16S rDNA, tem

sido usado com sucesso na deteccao de bactérias (BONILLA et al., 2011).

O tratamento para a artrite séptica € iniciado com o uso apropriado de antibioticos,
sendo que enguanto o microrganismo nao é identificado um tratamento empirico pode ser
iniciado. A escolha do tratamento empirico deve depender da apresentacdo clinica da
patologia, fatores de risco e conhecimento sobre a prevaléncia local de patdgenos resistentes a

alguns antibidticos (SHARFF; RICHARDS; TOWNES, 2013; WESTON et al., 1999).

Em caso de suspeita de artrite séptica gonococcal, ceftriaxona juntamente com
azitromicina ou doxiciclina pode ser usado e o tratamento deve ser mantido por 7 a 14 dias
(SHARFF; RICHARDS; TOWNES, 2013). Para a artrite séptica ndo gonococcal algumas
indicacOes estdo demonstradas na Tabela 2. Em caso de suspeita de bactéria gram negativa

sdo indicados cefalosporinas de 3% e 4° geragdo, que agem inibindo a biossintese de
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peptideoglicano, um componente da parede celular bacteriana (GARC, 2009; PERERA, J;

GIL, H; SANTANA, 2001). Para suspeita de gram positivo cefalosporinas e penicilinas, que

inibem a sintese da parede celular bacteriana e ainda lincosamidas, que inibem a sintese

proteica nos ribossomos podem ser utilizadas. Em caso de suspeita de S. aureus resistente a

algumas penicilinas como meticilina (MRSA), vancomicina é indicada (CHANDER,;

COAKLEY, 2011). A via de administracdo pode ser parenteral ou oral e o tratamento pode

durar de 3 a 4 semanas (GOLDENBERG, 1998).

Tabela 2: Antibioticos utilizados no tratamento empirico para

artrite séptica.

TRATAMENTO ANTIBIOTICOTERAPICO EMPIRICO PARA

ARTRITE SEPTICA

Suspeita de gram negativo

Ceftriaxona, Cefepime

Suspeita de gram positivo

Clindamicina, Cefazolina,

Flucloxacilina ou Gentamicina

Suspeita de MRSA

Vancomicina (em caso de
alergia Linezolida ou

Daptomicina)

Adaptado de (BRANSBY-ZACHARY, 2012; GARC, 2009;

O tratamento complementar pode ser realizado com drenagem e remocdo do material

purulento da articulacdo. A drenagem por artroscopia € utilizada principalmente no joelho e
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ombro, pois hd melhor visualizacdo da articulacdo. Quando a artroscopia ndo pode ser

realizada, um procedimento cirdrgico é indicado (GOLDENBERG, 1998).

1.2 Neutrdfilos e resposta imune inata ao S. aureus

Ao infectar o tecido, S. aureus é capaz de desencadear a resposta imune inata. Esta
resposta inicial consiste no processo inflamatério com secrecdo de citocinas, proteinas do
complemento, participacdo de fagdcitos e principalmente acdo de neutréfilos (TOSI, 2005).
Neutrofilos sdo granulécitos de vida curta derivados de células tronco pluripotentes da medula
Ossea. ApoOs a maturacdo, os neutrofilos séo liberados na circulacdo e tem meia vida de 10 a
24 horas. Porém ao migrarem para 0 tecido a meia vida destes leucdcitos aumenta
consideravelmente e dependendo do estimulo eles podem sobreviver por mais 1 ou 2 dias. Em
condicdes fisiologicas os neutrdfilos podem ser encontrados na medula 6ssea, baco, figado,
pulmdo e sangue onde representam a maior populacdo de leucdcitos (60-70%)

(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; RIGBY; DELEO, 2012).

No inicio do processo de diferenciacdo as células desenvolvem a capacidade
fagocitica, microbicida dependente de radicais de oxigénio, aumento da adesdo, motilidade e
resposta quimiotatica. A habilidade dos neutrofilos de migrar rapidamente para o sitio
inflamatdrio bem como a capacidade de fagocitar corpos estranhos foi descrita no inicio do
século XX. Estudos nos anos 80 e 90 caracterizaram em detalhes essa capacidade dos
neutrofilos incluindo a ativacédo de fagocitos e funcdo das proteinas de seus granulos (RIGBY;

DELEO, 2012).

Para exercer suas funcdes o neutréfilo precisa migrar através do endotélio vascular

para o sitio inflamatorio. Estimulos quimiotaticos sao necessarios para o inicio deste processo.
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As respostas quimiotaticas sdo direcionais e ocorrem quando a célula é exposta a um
gradiente de sinal e migra através do aumento na concentragcdo destes estimulos. Muitos
quimioatraentes sdo gerados pelo hospedeiro e incluem: proteina C5a do complemento,
metabdlitos da via do &cido araquiddnico como o Leucotrieno B,, fator ativador de plaquetas

(PAF), neuropeptideos e quimiocinas especificas (HARVATH, 1991).

Na maioria dos tecidos, a cascada de recrutamento dos neutréfilos envolve ligagdo ao
endotélio, rolamento, adesdo, rastejamento (crawling) e transmigracdo, conforme
demonstrado na Figura 3. Estimulos bacterianos como LPS, peptideos formilados originados
de proteinas de bactérias ou mitocondrias (fMLP) e citocinas produzidas pelo hospedeiro
como 0 TNF-o, IL-1p e IL-17 induzem as células endoteliais a produzirem moléculas de
adesdo como P selectinas, E selectinas e integrinas, como as moléculas de adesdo
intracelulares (ICAMSs). Em resposta o neutrofilo expressa duas proteinas em sua superficie
que reconhecem os estimulos do endotélio, a glicoproteina ligante de P-selectina 1(PSGL-1) e

L selectina (AMULIC et al., 2012).

Em seguida os neutrofilos rolam no endotélio e este rolamento exige a formacéo e
quebra de pontes de ligacdo. O rolamento facilita seu contato com quimiocinas do endotélio e
induzem sua ativacdo. Quimiocinas da familia CXC tem um papel essencial na ativacdo de
neutrofilos (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Apos o rolamento os neutréfilos aderem
fortemente ao endotélio através de sua ligacdo a integrinas 2 do endotélio. Uma vez aderido
o neutréfilo realiza um processo denominado rastejamento, que lhe permite se mover sobre o
endotélio a procura do melhor sitio para migracdo. Quando o neutrofilo chega préximo a
juncdo celular endotelial ocorre o processo de transmigracdo, que € dependente das integrinas

ICAM 1 e 2 e VCAM 1( proteina de adesao celular vascular) (AMULIC et al., 2012).
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Figura 3: Processo de migracdo do neutrofilo para o espaco extracelular.

Retirado de (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013)
0

tecido inflamado, os neutréfilos podem exercer suas funcGes através da liberacdo de granulos,
vesiculas, enzimas, espécies reativas, mediadores inflamatdrios e netose (BORREGAARD,
2010). O neutrofilo possui trés tipos de granulos: os primarios ou azurofilicos, que contém
mieloperoxidadase (MPO), enzimas proteoliticas (catepsinas, proteinase-3 e elastase) e
defensinas. Granulos secundarios incluem flavocitocromo, lactoferrina, colagenase, receptores
para peptideos quimiotaticos, citocinas, opsoninas e proteinas de adesdo. Os granulos de
gelatinase ou terciarios contém alguns antimicrobianos e é local de armazenamento de

gelatinase e leucolisina (PHAM, 2006).

Ap0s a ativacdo, os neutrofilos mobilizam granulos que se fundem com a membrana
plasmatica ou fagossomos e seu conteldo é secretado no ambiente. Trés tipos de produtos
antimicrobianos podem ser secretados: peptideos catibnicos e proteinas que ligam a
membrana do microrganismo; enzimas e ainda proteinas capazes de privar 0s microrganismos

de nutrientes. Além disso, neutrofilos podem produzir espécies reativas de oxigénio (ROS)
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em um processo chamado de “burst” respiratorio (AMULIC et al., 2012). Neutrofilos também
possuem vesiculas secretorias que sdo criadas por endocitose durante a maturacdo destas
células na medula déssea e sdo ricas em fosfatase alcalina e em receptores associados a
membrana como B2-integrinas CD-11b/CD-18, receptor 1 do complemento (CR1) e CD14. A
incorporacdo das vesiculas na superficie dos neutréfilos ocorre em resposta a varios agentes

quimiotaticos (BORREGAARD, 2010).

Em condicBes inflamatdrias, neutrofilos podem secretar estruturas intracelulares
compostas por cromatina, histonas e proteinas granulares para o meio extracelular. Estas
estruturas sd@o denominadas armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETs). As NETs
contém histonas antimicrobianas, MPO e proteases ativas sendo desta forma capazes de

causar a morte do microrganismo (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

Ha evidéncias de distintos fendtipos e subtipos de neutrofilos com diversos papeis em
infeccdes, processos inflamatorios e cancer. Estes subtipos podem ser identificados através da
expressdo de marcadores moleculares, porém suas caracteristicas funcionais ainda ndo estéo

bem elucidadas (BEYRAU; BODKIN, 2012; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

O recrutamento de neutrofilos da vasculatura para os tecidos é essencial para 0 sucesso
da resposta do hospedeiro a microrganismos, mas 0 acumulo excessivo de tais neutrofilos
nestes locais pode causar dano ou destruicdo do tecido. Uma vez ativadas estas células
liberam varios mediadores como proteases, granulos e proteinas capazes de causar a lesao

tecidual (VERDRENGH; ERLANDSSON-HARRIS; TARKOWSKI, 2000).
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1.3 5- Lipoxigenase e mediadores lipidicos

Mediadores lipidicos, como leucotrienos e lipoxinas, tem importante funcdo na
ativacdo, recrutamento celular e resolucdo do processo inflamatério. Conforme demonstrado
na figura 4, para a biossintese destes medidores o precursor acido araquidénico (AA) é
liberado de fosfolipidios da membrana e metabolizado pela enzima 5-Lipoxigenase (5-LO)
juntamente com a proteina ativadora de 5-LO (FLAP). 5-LO converte 0 AA em Leucotrieno
(LT) As que pode depois ser convertido em LTB,4 pela LTA4 hidrolase, conjugado com
glutationa para formar o LTC, através da LTC, sintase ou ainda ser metabolizado em lipoxina
(LX) Ase B; (PERGOLA; WERZ, 2010). A expressao de 5-LO ocorre principalmente em
neutrofilos, macrofagos, mastécitos, eosinofilos e linfocitos B, juntamente com a expressdo
de FLAP. Eritrocitos, plaguetas, células endoteliais e linfocitos T ndo expressam a enzima

(WERZ, 2002).
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Figura 4: Biossintese dos leucotrienos a partir de fosfolipidios.
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O LTB, possui acdo em varias células do sistema imune conforme demonstrado na
Tabela 3. Em neutréfilos estimula a quimiotaxia bem como aumenta a interacéo destas células
com o endotélio, além de auxiliar na sua ativacdo e conseqliente degranulacao e secre¢do de
mediadores (BUSSE, 1998). Neutr6filos possuem dois receptores para LTB,. O receptor
BLT-1 possui alta afinidade por LTB, e medeia as a¢fes pro- inflamatorias e quimioatraentes.
O outro receptor € 0 BLT 2 que possui baixa afinidade pelo LTB, e suas fungdes sdo pouco

conhecidas em comparagdo ao BLT1 (PETERS-GOLDEN; HENDERSON, 2007).

Tabela 3: Efeito de LTB, em algumas células do sistema imune.

CELULA EFEITO DE LTB4

Quimiotaxia

e Ativacdo de NADPH oxidase (nicotinamida
Eosinofilo
adenina dinucleotideo fosfato)

Quimiotaxia
Producdo de IL-1, IL-6, IL-8 e TNF- o

Producdo de perdxido de hidrogénio

Macrdéfago

Quimiotaxia

Adeséo a parede endotelial

Secrecdo de enzimas lisossomais e geracdo de
Neutrofilo L .
radicais superoxidos

Producdo de IL-8

Adaptado de (CROOKS; STOCKLEY, 1998)
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Microrganismos possuem a capacidade de estimular a geracdo de leucotrienos por
leucdcitos. Isto ocorre em fungdo da ligacdo de padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMPs) ou a microrganismos (MAMPSs), a receptores de reconhecimento padrdo, como
receptor de manose e TLR. Essa ligacdo ativa uma cascata de sinalizacdo intracelular que
culmina na indugdo de medidores pro- inflamatdrios, dentre estes a sintese de leucotrienos

(PETERS-GOLDEN et al., 2005).

Dependendo do patégeno envolvido, o LTB,; pode apresentar varias funcdes em
infeccdes. Por exemplo, em infeccdo pulmonar por Klebsiella pneumoniae, a auséncia de 5-
lipoxigenase (animais 5-LO™) ou a inibicdo farmacolégica de 5-LO, FLAP ou uso de
antagonista do receptor de LTB, levaram a uma diminuicdo da fagocitose da bactéria por
macrofagos alveolares (MANCUSO; NANA-SINKAM; PETERS-GOLDEN, 2001). Em
estudo in vitro com cultura de polimorfonucleares humanos, foi demonstrado que LTB, €
capaz de induzir a secrecdo de defensinas com atividade antimicrobiana por esta célula em
resposta a S. aureus e Escherichia coli (FLAMAND; TREMBLAY; BORGEAT, 2007).
Ainda, em modelo de sepse letal por perfuracdo e ligacao cecal (L-CLP), foi demonstrado que
animais tratados com inibidores da sintese de LTB, apresentaram menor recrutamento de
neutrofilos e maior quantidade de bactérias na cavidade peritonial (RIOS-SANTOS et al
2003). Assim, de acordo com o exposto acima, 0s produtos originados da via da 5-LO,
principalmente o LTB,, tém uma grande importancia na ativacdo de leucécitos em diferentes
contextos, principalmente em processos infecciosos, visto que estes produtos sdo capazes de

induzir a fagocitose e consequente morte do patdgeno por parte dos leucdcitos.
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Lipoxinas apresentam fungfes antagOnicas ao LTB,, sendo consideradas anti-
inflamatorias e pro- resolutivas. Estes mediadores sdo capazes de promover um aumento de
macréfagos ndo inflamatdrios para o local da infeccdo, levando a resolucdo da inflamacéo e
reparo tecidual. Além disso, sdo capazes de estimular macr6fagos a fagocitar neutrofilos
apoptéticos resultando em menor dano tecidual (STABLES; GILROY, 2011). Alguns estudos
demonstram em varios modelos animais que lipoxinas sdo capazes de diminuir niveis de
citocinas inflamatérias e em algumas infeccGes bacterianas € capaz de reduzir os niveis

bacterianos (BUCKLEY; GILROY; SERHAN, 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral: Investigar o papel da enzima 5-lipoxigenase na patogénese da artrite

séptica experimental

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Padronizar o modelo de artrite séptica experimental em camundongos

a. Avaliar a resposta inflamatoria apds a infeccdo com diferentes inoculos de S. aureus através
dos seguintes parametros: recrutamento de neutrofilos para a cavidade articular e

quantificacdo da carga bacteriana presente na articulacao.

b. Realizar uma cinética da resposta inflamatoria apos a infeccdo por S. aureus e avaliar 0s
parametros: recrutamento de neutréfilos para a cavidade articular, quantificacdo de citocinas e
quimiocinas no tecido periarticular, quantificacdo da carga bacteriana presente na articulacdo

e avaliacdo da intensidade de hipernocicepcao.

c. Avaliar os aspectos morfolégicos da articulacdo através dos parametros histopatologicos

nos diferentes tempos apds a infecgdo com S. aureus.
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2.2.2 Avaliar a participacéo da enzima 5-lipoxigenase na resposta inflamatoria induzida

pela ainjecéo intra-articular de S. aureus.

a. Avaliar se animais deficientes para a enzima 5-lipoxigenase (5-LO™) apresentam resposta
inflamatoria diferente apds a infeccdo quando comparados com animais selvagens (WT)
através dos seguintes parametros inflamatorios: recrutamento de neutréfilos para a cavidade
articular, quantificacdo de quimiocinas no tecido periarticular, quantificagdo da carga

bacteriana presente na articulagéo e avaliagdo da intensidade de hipernocicepgéo.

b. Avaliar os aspectos morfolégicos da articulacdo através dos parametros histopatologicos

entre animais WT e 5-LO™ apés a infecgdo com S. aureus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para os experimentos de padronizacdo do modelo experimental de artrite séptica,
foram utilizados animais C57/Bl6 machos com idade de 6 a 8 semanas. Os animais foram
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UFMG, mantidos em condi¢cdes adequadas com livre
acesso a agua e comida e ciclo claro-escuro de 12 horas.

Para a avaliacdo da participacdo da enzima 5-lipoxigenase na inflamacao articular
induzida por S. aureus, foram utilizados animais selvagens da linhagem SV129 e animais
deficientes para a enzima 5-lipoxigenase (5-LO™). Estes animais foram criados e mantidos no
Biotério do Laboratdrio de Imunofarmacologia. Foram utilizados com idade de 6 a 8 semanas,
mantidos em condic¢des adequadas com livre acesso a agua e comida e ciclo claro-escuro de
12 horas.

Todos os experimentos realizados com os animais foram feitos dentro das normas do
Comité de Etica e Experimentacdo Animal da UFMG conforme protocolo n°. 236 / 2012

(Anexo 1).

3.2 Bactéria

Foi utilizada cepa ATCC 6538 de S. aureus cedida pelo Professor Waldiceu Verri Jr da
Universidade Estadual de Londrina. A bactéria foi reconstituida em caldo BHI (infusdo de

coragdo e cérebro) e armazenada em aliquotas de 100 puL com 20 % de glicerol a -80° C. Para
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a infeccdo uma aliquota foi semeada em placa com agar sangue (agar BHI com 5% de sangue
de carneiro) com tempo de crescimento de 24h a 37°C. O inoculo foi preparado com dilui¢éo
da bactéria crescida em tampdo fosfato salino (PBS) estéril e a absorbancia lida em
espectrofotbmetro a 625 nm e ajustada até grau de turbidez 4 da Escala de McFarland.
DiluicBes seriadas foram realizadas até obter as diferentes concentracdes (10%, 10°10°% 10" e

10® unidades formadoras de col6nia- UFC).

3. 3. Estratégia experimental

Inicialmente os animais foram anestesiados via intraperitoneal com 60 mg/kg de
cetamina e 4mg/kg de xilazina. Em condigdes estéreis uma das articulagcdes inferiores foi
depilada e foi feita uma injecdo intra-articular de S. aureus (10 uL). Os animais controles
receberam a injecdo com PBS estéril (10uL). Para a padronizacdo foi realizado um inéculo
resposta com 10*, 10°, 10° 10’ e 10° UFC e os animais foram eutanasiados ap6s 7 dias. Para
realizagdo da cinética do modelo experimental o inéculo utilizado foi 107 UFC e os animais
foram eutanasiados em 1, 7, 14 e 28 dias ap6s a injecdo. Ao utilizar os animais 5- LO” e
selvagens, o inéculo utilizado foi 10’ UFC e os animais foram eutanasiados 7 dias apds a

injecéo.

Apo0s a eutandsia, a cavidade articular foi lavada 2 vezes com 5 pL cada de uma
solucdo de PBS contendo 3 % de albumina bovina metilada (aqui denominado apenas BSA
3%). O lavado foi armazenado em tubo contendo 90 uL de PBS com 3 % de BSA e,
posteriormente, foi feita a contagem total e diferencial de leucocitos presentes no lavado. O
tecido articular foi removido e conservado a 4° C para posterior processamento para ensaio de
ELISA (Ensaio Imunoadsorvente Ligado a Enzima) e toda articulacdo foi dissecada para

recuperacdo de bactéria ou analise histoldgica.
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3.4 Contagem total e diferencial de células inflamatorias

Para a contagem total, 20 pL do lavado articular foi diluida 3 vezes em solucéo de lise
de hemacias Turk e a contagem foi feita em cAmara de Neubauer. Ao restante do lavado, foi
acrescido 50 pL de BSA 3% e citocentrifugado para confeccionar as laminas para a contagem
diferencial. As laminas foram coradas em corante pandtico (Laborclin, Parana) e a contagem
diferencial de células (mononucleares e neutrofilos) foi feita em microscépio Gptico em
aumento de 100 vezes. Foram contadas 100 celulas utilizando um contador diferencial de
células mecénico (Benfer, S&o Paulo) e feita a porcentagem dos tipos celulares estudados
baseando na contagem total utilizando-se uma regra de trés simples. O numero de células
foram plotados como o valor obtido multiplicado pela diluicdo (3 x) e pelo fator de correcédo

da camara de Neubauer (10%).

3.5 Recuperacdo do S. aureus do tecido articular

O tecido articular foi dissecado do animal de forma estéril e macerado em cadinho
com 500 pL de PBS estéril. Em seguida 100 pL desse homogenato foi semeado em placa de
petri contendo agar sangue (agar BHI com 5% de sangue de carneiro) e incubado em estufa a
37° C por 24 horas. Apds este periodo foi feita a contagem das coldnias, sendo consideradas
positivas as placas com crescimento superior a 15 coldnias. O resultado foi expresso em

unidades formadoras de colénias (UFC) por articulacéo.

3.6 Processamento do tecido articular e ensaio de ELISA
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O tecido foi pesado e acrescentado solucdo de extracdo de citocinas (NaCl 0,4M,
NaPO, 10 mM, PMSF 0,1 mM, Cloreto de Benzetdnio 0,1 mM, EDTA 10 mM, Tween 20
0,05%, 0,5% de BSA, 20 KI de Aprotinina) na proporcao de 1mL por 100mg de tecido. O
tecido foi processado em homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific
Pennsylvania, EUA) e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
mantido a 4° C para o ensaio de ELISA.

O ensaio de ELISA foi realizado conforme informacgdes do fabricante. O anticorpo de
captura de interesse foi adicionado a placa de 96 pocos e incubado por 24h a 4°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05% de Tween-20 e
bloqueadas por 2h com PBS contendo 1% de BSA a temperatura ambiente. As amostras e 0
padrdo de interesse foram diluidos 3x (em PBS 1x contendo 0,1% BSA) e incubados por 24h
a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes (com PBS contendo 0,05% Tween-
20) e a placa foi incubada na presenca de anticorpos de deteccdo. Apoés 2h, foi adicionada a
placa uma solucdo contendo streptavidina ligada a peroxidase. Apds 20min, as placas foram
novamente lavadas e foi adicionado tampédo contendo ortofenildiamina (OPD). A reacéo foi
interrompida adicionando-se de H,SO,. A densidade oOptica foi quantificada com o uso do
leitor de placas de ELISA no comprimento de onda de 490nm. O resultado foi expresso em

pg/mL.

3.7 Hipernocicepc¢ao

Esta avaliacdo foi realizada pelo teste de pressdo crescente na pata, também conhecido
como método von Frey eletronico (MOLLER; JOHANSSON; BERGE, 1998). Os animais

ficam acondicionados em caixas de acrilico que sdo acomodadas sobre uma estante. Esta

42



estante fornece como assoalho uma rede de malha que permite a utilizagdo de um espelho
acoplado 25 cm abaixo das caixas com inclinacdo de aproximadamente 35 graus

possibilitando a visualizacdo das patas dos animais, conforme demonstrado na Figura 5 A.

Para a realizacdo do teste foi utilizado um analgesimetro digital que consiste em um
transdutor de presséo conectado a um contador digital de forga expresso em gramas (g), com
precisdo de 0,1g. Para o contato do transdutor de pressdo com a pata dos animais, foi adaptada
uma ponteira descartavel de polipropileno com 0,5 mm de didmetro. Assim, uma pressdo
manual e linearmente crescente, realizada na regido plantar da pata dos animais, foi
proporcionada por intermédio desta ponteira adaptada, de maneira a produzir uma resposta

caracteristica de retirada da pata estimulada, conforme demonstrado na Figura 5 B.
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3.8 Histologia

O tecido articular foi coletado e acondicionado em cassetes para histologia que
permaneceram por 48 horas em solucdo de formol tamponado 10%. Em seguida os cassetes
foram transferidos para solucdo de EDTA (acido etilenodiaminotetraacético) 14% para
descalcificacdo 6ssea por 30 dias. Neste periodo foi feita a troca da solu¢do de EDTA a cada
48 horas. O processamento foi realizado no Laboratdrio de Patologia Experimental da

Faculdade de Odontologia da UFMG onde o tecido foi submetido a passagens subsequentes

Figura 5: Aparato utilizado para medida de hipernocicepcédo pelo método de
Von Frey eletrdnico. (A) O sensor de pressdo (1) esta conectado em um aparato (2)
que informa, em gramas, a carga suportada pelos animais. Os mesmos sao
acondicionado nas caixas de acrilico (3) e, através da visualizacdo da pata no
espelho (4), sdo estimulados até que uma resposta caracteristica de retirada da pata é

observada. (B) O estimulo com a ponteira do analgesimetro ocorre através da grade.
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em etanol em diferentes concentragdes (80%, 90%, absoluto 1 e 2 — 30 minutos cada), xilol (1
e 2 — 20 a 30 minutos cada) e incluido em parafina. Foram realizados cortes em micrétomo e
confeccdo de duas ldminas por corte. Um corte foi corado com Hematoxilina de Harris (20
segundos) e Eosina (8 segundos). As laminas foram analisadas em microscopio Optico e
foram observados o0s seguintes parametros: gravidade da hiperplasia sinovial (0-3),
intensidade e extensao do infiltrado (0-4) e reabsorcéo 6ssea (0-2).

O segundo corte foi utilizado para avaliar o contetdo de proteoglicano. Inicialmente o
corte foi desparafinizado e hidratado em xilol (1, 2 e 3) e &lcool (absoluto, 70 e 50%) por 5
minutos cada e em seguida lavado também por 5 minutos em agua. Posteriormente foi feita
coloragdo com azul de toluidina( 0,5% de azul de toluidina e 1% de borato de sodio) por 10
segundos, apds o excesso da coloragéo foi retirado em alcool absoluto, 70% e xilol 1 e 2 por 5
minutos cada. Imagens da superficie articular de cada amostra foram digitalizadas e avaliadas
utilizando software Image J (Instituto Nacional de Saude, Bethesda). O resultado foi expresso
através da porcentagem de perda do proteoglicano que é equivalente a area ndo corada em

relacdo a superficie total avaliada, conforme demonstrado na Figura 6.
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Figura 6: Método para a avaliacdo da perda de proteoglicano
presente na articulacdo. Superficie articular apds a coloragéo
com azul de toluidina. As setas demonstram uma linha
delimitando a parte com coloracdo mais clara, regido que
apresenta perda de proteoglicano, da regido com coloragédo

escura, onde o proteoglicano esta presente.

3.9 Analise estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM). As diferencas
entre as médias foram comparadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA) com pds-teste
de Student-Newman-Keuls. Na comparacao entre dois grupos foi utilizado o teste t de Student
ndo pareado. Os resultados foram considerados significativos quando valor de p< 0.05.
Diferencas entre o grupo infectado e seu controle ndo infectado com p<0.05 foram
representadas graficamente com um asterisco (*); diferencas com p<0.01 foram representadas
com dois asteriscos (**) e com p<0.001 com trés asteriscos (***). Diferencas entre 0s grupos
infectados com p<0.05 foram representadas graficamente com um simbolo (#); diferencas
com p<0.01 foram representadas com dois simbolos (##) e com p<0.001 com trés simbolos

().
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizacdo do modelo experimental de artrite séptica

Para esta padronizacéo foram utilizados os inéculos 10, 10, 10° 10" e 10° UFC de S.
aureus. Sete dias ap0s a injecdo intra-articular de S. aureus, houve a eutanasia dos animais
para a avaliacdo dos parametros inflamatoérios. De acordo com a Figura 7, em todos os
indculos houve um aumento no nimero total de leucécitos (Figura 7A) na cavidade articular,
incluindo namero de neutréfilos (Figura 7B) e de mononucleares (Figura 7C) quando
comparados aos animais no infectados. Destes, o indculo de 107 UFC foi aquele que induziu
um maior recrutamento celular (Figura 7 A, B e C), principalmente no nimero de neutrofilos
(Figura 7 B). Associado ao numero de celulas foi possivel recuperar a carga bacteriana
presentes na articulacdo (Figura 7 D), porém ndo houve diferenca significativa entre os

inéculos.
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Figura 7: Padronizacdo do modelo experimental de artrite séptica em
camundongos. Foi realizado um inéculo resposta (UFC 10%-10%) com a
injecdo intra-articular de S. aureus (10uL). Sete dias apos a infecgdo, os
animais foram eutanasiados para a recuperacdo de leucdcitos totais (A) e de
neutrofilos (B) e de células mononucleares (C) migrados para a cavidade
articular. Ainda, foi avaliada a carga bacteriana presente na articulacdo (D). *
para p<0.05, ** para p<0.01 e *** para p<0.001 em relagdo ao grupo ndo
infectado com teste One-Way ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls. Foram

utilizados 6 animais por grupo. UFC: unidades formadoras de colénia.
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4.2 Cinética da resposta inflamatdria ap0s a injecéo intra-articular de S. aureus

Para a realizacdo da cinética, o inéculo utilizado foi de 10’ UFC, uma vez que esse
in6culo promoveu um maior recrutamento de células para a cavidade articular (Figura 7). Em
todos os tempos avaliados, houve um aumento significativo no nimero de células totais
(Figura 8 A), neutréfilos (Figura 8 B) e células mononucleares (Figura 8 C) para a cavidade
articular em relagdo aos animais néo infectados. O pico do nimero de leucécitos totais e de
neutréfilos foi no sétimo dia apds a infeccdo, ao passo que o maior niumero de células
mononucleares ocorreu 14 dias apés a infeccdo (Figura 8 C). Ainda, em todos os dias
avaliados, foi possivel recuperar bactérias da articulacdo (Figura 8 D) dos animais infectados
com S. aureus. Neste caso, no primeiro dia apos a infeccdo houve uma maior recuperagéo da

carga bacteriana, a qual decresceu nos dias subsequentes.

Em relacdo a quantidade de citocinas e quimiocinas no tecido peri-articular, houve um
aumento dos niveis da citocina IL-1p (Figura 9 A) e das quimiocinas CXCLI1 (Figura 9 B) e
CCL2 (Figura 9 C) apenas no primeiro dia ap6s a infeccdo quando comparados com 0s
animais nao infectados. Ndo houve aumento na quantidade desses mediadores em tempos
mais tardios apds a infeccdo. Ainda, a avaliagdo da hipernocicep¢do demonstrou que 0s
animais infectados com S. aureus apresentaram um menor limiar de retirada da pata apos o
estimulo mecanico (von Frey eletrdnico), representado assim, uma maior hipernocicepgao ao

longo dos 28 dias quando comparados com 0s animais nao infectados (Figura 9 D).
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Figura 8: Cinética do recrutamento celular e carga bacteriana no modelo
experimental de artrite séptica em camundongos. A analise foi realizada a
partir do inculo de 10’ UFC com a injecdo intra-articular de S. aureus (10 pL).
Os animais foram eutanasiados em varios tempos (1, 7, 14 e 28 dias) apos a
infeccdo, para a recuperacdo de leucdcitos totais (A), de neutrofilos (B) e
mononucleares (C) migrados para a cavidade articular. Ainda, foi avaliada a
carga bacteriana presente na articulagéo (D). ** para p<0.01 e *** para p<0.001
em relacdo ao grupo ndo infectado com teste One-Way ANOVA, pds-teste de
Newman-Keuls. Foram utilizados 6 a 8 animais por grupo. UFC: unidades

formadoras de coldnia.
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Figura 9: Perfil de citocinas e hipernocicepcdo da cinética da resposta
inflamatdéria no modelo experimental de artrite séptica em camundongos. A
analise foi realizada a partir do in6culo de 10" UFC com a inje¢do intra-articular
de S. aureus (10 pL). Os animais foram eutanasiados em varios tempos (1, 7, 14
e 28 dias) e foi realizada a dosagem de citocina IL-1p (A), quimiocinas CXCL1
(B) e CCL2 (C) presentes no tecido articular. A medida da hipernocicep¢do a
partir do limiar de retirada da pata (D) foi realizada ao longo de 28 dias apés a
injecdo de S. aureus. ** para p<0.01 e *** para p<0.001 em relacdo ao
grupo ndo infectado com teste One-Way ANOVA, pos-teste de Newman-

Keuls. Foram utilizados 6 a 8 animais por grupo.
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4.2.1 Anédlise histoldgica da articulacédo apds a injecdo intra-articular de S. aureus

Os cortes histolégicos foram corados com coloracdo de H&E, a anélise foi realizada
por um unico patologista. Os cortes estdo representados na Figura 10, sendo que as imagens
localizadas a esquerda possuem aumento de 100 vezes, um local de interesse foi selecionado
e esta representado a direita em aumento de 400 vezes. Os animais ndo infectados apresentam
tecido articular normal caracterizado por membrana sinovial integra e subintima constituida
de tecido adiposo (Figural0 A). Sete dias apds a injecdo de S. aureus ( Figura 10 B) os
animais apresentaram grande infiltrado celular constituido principalmente por neutréfilos e
hiperplasia da membrana sinovial. Em 28 dias ap0s a injecdo de S. aureus (Figura 10 C) ha
menor infiltrado celular comparando com os primeiros dias de infeccéo, de forma que o tecido
é caracterizado basicamente por deposicdo de fibras colagenas. O escore histopatoldgico
demonstra aumento dos parametros histologicos em todos os tempos avaliados quando
comparado ao grupo ndo infectado, sendo que um aumento significativo ocorre em 7 dias em

relacdo aos demais tempos ( Figura 10 D).

Em condices fisioldgicas pode ocorrer perda de proteoglicano na articulagdo, porém
condrdcitos sdo responsaveis por sua sintese e reparo. J& em condic6es patoldgicas o reparo é
prejudicado e ocorre grande perda de proteogliacano (KNUDSON; KNUDSON, 2001) .
Animais em todos os tempos avaliados apresentaram perda de proteoglicano superior aos
animais ndo infectados, sendo que a perda mais significativa ocorre em sete dias apos a

infeccdo (Figura 10 E).
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Figura 10: Andlise histoldgica da cinética do modelo experimental de
artrite séptica em camundongos. Foi realizada a partir do inoculo de 10’
UFC com a injecdo intra-articular de S. aureus (10 pL). Os cortes
histologicas representam animal ndo infectado (A), 7 dias apds a injecdo
articular de S. aureus (B) e 28 dias ap6s a injecdo a articular de S. aureus
(C). A soma dos pardmetros histoldgicos avaliados foi expressa como
escore histopatoldgico (0-9) e esta representado em (D). A porcentagem
de perda de proteoglicano esta representado em (E). As letras V apontam
os vasos, f indica deposicdo de fibras de colageno, * indica infiltrado
celular composto principalmente por neutrofilos e a seta indica
hiperplasia da sindvia. Para as analises estatisticas * para p<0.05, ** para
p<0.01 e *** para p<0.001 em relagdo ao grupo ndo infectado com teste
One-Way ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls. Foram utilizados 4

animais por grupo.
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4.3 Participagdo de 5-Lipoxigenase na resposta inflamatéria da artrite septica
experimental

Para avaliar a participacdo da enzima 5-lipoxigenase, foram utilizados animais da
linhagem SV129 deficientes para a enzima (5-LO™) e selvagens (WT), que receberam injec&o
intra-articular do inéculo de 10" UFC de S. aureus. Os animais 5-LO™ apresentaram
diminuicdo dos parametros inflamat6rios como leucdcitos totais (Figura 11 A), neutrofilos
(Figura 11 B) e células mononucleares (Figura 11 C), avaliados em relagdo aos animais WT.
De maneira interessante, 0s animais 5-LO™ também apresentaram menor quantidade de

bactérias presentes no tecido articular (Figura 11 D) quando comparados com os animais WT.

Em relagdo a presenga de quimiocinas na articulagdo, foi verificado que animais 5-
LO"" apresentaram menor quantidade de CXCL1 e CCL2 em comparacdo com animais WT
apos a infeccdo com S. aureus (Figura 12 A e B). Ainda, animais 5-LO-/- apresentaram menor

resposta hipernociceptiva em relacdo aos animais WT infectados (Figura 12 C).
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Figura 11: Participacdo da 5-lipoxigenase no recrutamento células
inflamatdrias e crescimento bacteriano articular ap6s a injecdo de S.
aureus. Modelo experimental de artrite séptica em camundongos deficientes
na enzima 5-LO (5-LO™) e selvagens (WT). Foi realizado a partir do inoculo
de 10" com injecdo intra-articular de (10 pL). Sete dias apos a infec¢do, os
animais foram eutanasiados para a recuperacdo de leucocitos totais (A), de
neutrofilos (B) e mononucleares (C) migrados para a cavidade articular.
Ainda, foi avaliada a carga bacteriana presente na articulacdo (D). ** para
p<0.01, *** para p<0.001 em relacdo ao grupo ndo infectado e ## para
p<0.01, ### para p<0.001 em relacdo aos grupos infectados com teste One-
Way ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls. Foram utilizados 4 a 6 animais

por grupo. UFC: unidades formadoras de colnia.
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Figura 12: Perfil de quimiocinas e hipernocicepcdo em animais deficientes
para 5-LO e selvagens apds a injecdo de S. aureus. Animais deficientes para
5-LO (5-LO™) apresentaram menor quantidade de quimiocinas e menor
hipernocicepcdo. Animais 5-LO” e WT foram infectados com um inéculo de
10" UFC de S. aureus (10 pL) intra-articular. Os animais foram eutanasiados
em 7 dias e foi realizada a dosagem das quimiocinas CCL2 ( A) e CXCL-1
(B) presentes no tecido peri-articular e avaliacdo da hipernocicepcao (C). *
para p<0.05 em relacdo ao grupo ndo infectado e # para p<0.05 em relacéo
aos grupos infectados com teste One-Way ANOVA, pds-teste de Newman-

Keuls e t teste ndo pareado. Foram utilizados 4 a 6 animais por grupo
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4.3.1 Avaliacdo histolégica da articulacdo em animais 5-LO” apés a injecdo intra-

articular de S. aureus

Os cortes histolégicos foram corados com coloracdo de H&E, a anlise foi realizada
por um unico patologista. Os cortes estdo representados na Figura 13, sendo que as imagens
localizadas a esquerda possuem aumento de 100 vezes e um local de interesse nesta imagem
foi selecionado e esta representada a direita em aumento de 400 vezes. Os animais nao
infectados WT e 5-LO”" apresentam tecido articular normal caracterizado por membrana
sinovial integra e subintima constituida de tecido adiposo (Figural3 A e B). Sete dias apds a
injecdo de S. aureus os animais WT apresentaram intenso infiltrado inflamatério constituido
principalmente por neutréfilos ( Figura 13 C), em contraste animais 5-LO™ os quais
apresentaram pouco infiltrado inflamatorio, caracterizado por neutrofilos e mononucleares e
pelo tecido da subintima que apresentou caracteristicas semelhantes aos animais néo
infectados ( Figura 13 D). Os animais 5-LO™ apresentam ainda menor escore histopatolégico
(Figura 13 E) e menor perda de proteoglicano (Figura 13 F) quando comparado ao animal WT

infectados.
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Figura 13: Andlise histolégica do modelo experimental de artrite séptica
em camundongos deficientes em 5-LO e WT ap6s injecdo de S. aureus. Foi
realizada a partir do inoculo de 10’ UFC com a injecdo intra-articular de S.
aureus (10 pL). Os cortes histologicas foram realizados 7 dias ap6s a injegao ¢
representam animal WT ndo infectado(A), WT infectado(C), 5-LO™ néo
infectado (B) e 5-LO™ infectado (D). A soma dos parametros histoldgicos
avaliados foi expressa como escore histopatoldgico (0-9) e esta representado
em (E). A porcentagem de perda de proteoglicano esta representado em (F).
As letras V apontam os vasos e * indica infiltrado celular composto por
neutréfilos e mononucleares. Para as analises estatisticas * para p<0.05, **
para p<0.01 e *** para p<0.001 em relacdo ao grupo ndo infectado e #
para p<0.05, ## para p<0.0lem relacdo aos grupos infectados com teste
One-Way ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls. Foram utilizados 4 animais

por grupo.
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5. DISCUSSAO

S. aureus é o principal patégeno humano responsavel por causar significativa
morbidade e mortalidade em infec¢des comunitérias e hospitalares (GRESHAM et al., 2000).
A cavidade articular fornece condicGes ideais para a proliferacdo da bactéria, pois a
cartilagem que compreende grande area de superficie da articulacdo é avascular, o que
dificulta o extravasamento de celulas e proteinas do sistema imune (TARKOWSKI et al.,
2002). Neste trabalho, foi padronizado um modelo experimental de artrite séptica através da
injecdo intra-articular de varios indculos de S. aureus. O in6culo de 10" UFC apresentou
maior recrutamento celular, principalmente de neutrdfilos, que é a principal célula envolvida
no combate a esta bactéria (DELEO; DIEP; OTTO, 2009). Além disso, este inoculo é
amplamente utilizado em varios modelos de artrite séptica induzida por S. aureus, como no
modelo com injecdo intravenosa em camundongos (BREMELL; ABDELNOUR,;
TARKOWSKI, 1992) e injecdo intravenosa em galinhas (RASHEED, 2011). De acordo com
estes resultados, os experimentos posteriores foram realizados utilizando o inéculo de 10’

UFC.

Primeiramente, é importante salientar que a padronizacdo do modelo foi feita
utilizando-se camundongos da linhagem C57/BI6. Essa linhagem é diferente daquela utilizada
para o estudo da enzima 5-LO, quando os animais selvagens ou deficientes para 5-LO tem o
background da linhagem SV129. O motivo para essa diferenca é devido a disponibilidade dos
animais para os experimentos realizados e também por outros estudos que estdo sendo
conduzidos no laboratério. Como a padronizacdo do modelo envolveu um nldmero muito
grande de animais, ndo havia a possibilidade de obter um nimero tdo grande de animais
SV129, os quais sdo criados em baixa quantidade pelo laboratério de Imunofarmacologia.

Animais C57/BI6 sdo mais facilmente obtidos, provenientes do Centro de Bioterismo da
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UFMG (CEBIO). Neste estudo, pode ser observado que animais da linhagem SV129 sdo mais
susceptiveis a infeccdo em relagdo aos animais C57/BI6, através da analise macroscépica da
lesdo e também pelo maior recrutamento celular para a articulacdo. Experimentos posteriores,
principalmente utilizando farmacos que inibem a ativacdo da 5-LO, serdo conduzidos em
animais C57/BI6, quando entdo poderemos comparar 0s resultados feitos entre as duas

linhagens de camundongos.

Varios tipos celulares participam da resposta imunoldgica ao S. aureus na articulacéo,
porém os neutrofilos desempenham importante funcdo no controle da infecgdo devido ao seu
arsenal de combate a este patégeno (MAYER-SCHOLL; AVERHOFF; ZYCHLINSKY,
2004). Nossos resultados vao de acordo com essa frente, pois hd um aumento de neutrdfilos
juntamente com maior presenca de S. aureus na cavidade, principalmente nos primeiros dias
apos a infeccdo e que é reduzido nos tempos posteriores. Resultados semelhantes foram
encontrados em estudo utilizando modelo experimental com injecdo intravenosa da bactéria
(VERDRENGH; TARKOWSKI, 1997). Neste estudo ao depletar neutréfilos de camundongos
foi observado que os mesmos desenvolveram a doenca de forma mais grave, a mortalidade foi
maior além de aumentar a quantidade de bactérias presentes nos rins, sangue e articulagdo nos

primeiros dias apds a inoculagéo.

Citocinas e quimiocinas tém sido descritas por seus papeis em doencas inflamatorias e
infecciosas(GOUWY et al., 2005). Neste estudo, foi avaliada a producédo da citocina IL-1,
pois essa foi demonstrada ser importante na patogénese da artrite séptica em modelo
experimental de injecdo intravenosa (HULTGREN; SVENSSON; TARKOWSKI, 2002). As
guimiocinas CXCL-1 e CCL-2 foram avaliadas por seu conhecido papel no recrutamento de
neutrofilos (RAVINDRAN et al., 2013; REICHEL et al., 2009). Os resultados apresentados
neste trabalho mostram um aumento de citocinas e quimiocinas no primeiro dia apds a injecédo

de S. aureus. Resultados similares foram descritos (KIELIAN; HICKEY, 2000) na formagéo
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de abscessos cerebrais por S. aureus em modelo animal, onde a bactéria é capaz de induzir a
secrecdo de vérias citocinas e quimiocinas em 24 horas. Ainda ao injetar oligonucleotideos
ndo metilados de DNA bacteriano na articulagdo de camundongos (DENG; TARKOWSKI,

2001) também foi observada uma rapida secrecdo de varias citocinas na sinovia.

Duas das principais caracteristicas clinicas da artrite séptica sdo dor intensa e
destruicdo parcial ou perda total da articulacdo (KRIEG, 1999). A dor é geralmente definida
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou
potencial (RIEDEL, 2001). Como a sensacdo e a percepcdo da dor envolve aspectos
cognitivos e emocionais, aléem dos aspectos estruturais (neurdnios, nociceptores), é correto
utilizar o termo nocicepcéo ou hipernocicepc¢éo para descrever uma resposta comportamental
caracteristica de um animal ao receber um estimulo sabidamente doloroso ou alogénico (LE

BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).

Ao avaliar a medida da hipernocicep¢do em nosso modelo é possivel observar que 0s
camundongos infectados com S. aureus apresentam um menor limiar de retirada da pata apos
o0 estimulo mecénico (von Frey eletrénico) caracterizando assim, uma maior hipernocicepg¢éo
em comparacdo aos animais ndo infectados. Varios mediadores inflamatorios avaliados (IL-
1B, CXCLI1 e produtos da via da enzima 5-lipoxigenase) neste estudo sdo capazes de causar
hipernocicepcao, os quais foram demonstrados em diferentes modelos de artrites (AMARAL
et al., 2012; COELHO et al., 2008; CUNHA et al., 2008b; SACHS et al., 2011). Ainda, foi
demonstrado que o proprio infiltrado de neutréfilos € responsavel pela hipernocicepgédo, como
demonstrado em estudo com carragenina em ratos (CUNHA et al., 2008a). Neste caso, essas
células secretam variados mediadores hipernociceptivos, incluindo prostaglandinas. Assim,
todos estes mediadores podem de alguma forma, contribuir para que os animais infectados

com S. aureus tenham um importante aumento na resposta hipernociceptiva.
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Os neutréfilos sdo capazes de combater bactérias através dos mediadores secretados
como enzimas proteoliticas, proteinas antimicrobianas e espécies reativas de
oxigénio(DELEO; DIEP; OTTO, 2009). Por outro lado, estes mediadores secretados pelos
neutrofilos também causam dano ao tecido do hospedeiro (GABELLONI et al., 2013). Em
estudo in vivo com infeccdo pulmonar por Streptococcus pyogenes (SOEHNLEIN et al.,
2008) foi demonstrado que a desgranulacdo dos neutrofilos é responsavel pelo dano
pulmonar. Nossos resultados demonstram que o dano articular ocorre em 7 dias com aumento
do escore histopatolégico e perda de proteoglicano articular. Resultado semelhante foi
encontrado em dois estudos com modelo de injecdo intravenosa (BREMELL; ABDELNOUR,;
TARKOWSKI, 1992; TARKOWSKI; WAGNER, 1998) onde foi observado destruicdo da
cartilagem e do 0sso uma semana apds a inoculacdo de S. aureus. O proteoglicano € um
importante componente da matriz extracelular, é responsavel pelas caracteristicas estruturais
e funcionais na cartilagem. Em processos patoldgicos que levam a sua perda, ocorre
diminuicdo da rigidez da cartilagem, com consequente danos ao colageno e destruicao

irreversivel da cartilagem (TCHETINA, 2011).

LTB4 é um potente quimioatraente, resultante da metabolizacdo do acido araquiddnico
pela enzima 5-lipoxigenase o qual estimula a quimiotaxia e adesdo de neutréfilos a células
endoteliais aléem de ativa-los levando a liberacdo de enzimas, granulos e mediadores
(SHARMA; MOHAMMED, 2006). Em nosso modelo, ao utilizarmos animais 5-LO™,
observou-se uma significativa diminuicdo no niumero de neutréfilos na cavidade articular e
também na reducdo de algumas quimiocinas pré-inflamatérias. E importante ressaltar que a
citocina IL-1pB ndo foi avaliada nestes animais em fungdo de dificuldades técnicas na dosagem
da mesma. Em estudo recente utilizando um modelo de lesdo de pele estéril

(LAMMERMANN et al., 2013) foi demonstrado que LTB, é essencial para o recrutamento de
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neutréfilos para o tecido no inicio e tardiamente num processo denominado “swarming” de

neutrofilos.

Leucotrienos tem importante papel no processo de hipernocicepcio. Animais 5- LO™
em nosso modelo apresentam menor hipernocicepcdo em relacdo aos selvagens apds a
infeccdo com S. aureus. Resultados semelhantes foram encontrados em varios modelos de
doencas articulares. Em modelo de artrite induzida por zimosan (GUERRERO et al., 2008)
foi demonstrado que animais 5-LO” ou tratados com inibidor para FLAP (MK 886)
apresentaram menor hipernocicepcdo e este processo foi dependente de neutrofilo. De
maneira semelhante, foi demonstrada a participacio do LTB; na inflamacdo e
hipernocicep¢cdo em outros modelos de artrite: em modelo de artrite induzida por
antigeno(CUNHA et al., 2003) utilizando mesmo inibidor de FLAP citado anteriormente ou
através do bloqueio do receptor BLT1 (através do composto CP 105696), principal receptor
de LTB;, e em um modelo de gota (AMARAL et al., 2012) com utilizacdo do inibidor de
FLAP e animais 5-LO"". De acordo com os resultados apresentados neste trabalho bem como
pelos exemplos de outros modelos, nds iremos utilizar outras ferramentas complementares
para avalid-la com mais precisdo 0s mecanismos pelos quais 0s metabolitos da via da 5-

lipoxigenase modulam a resposta inflamatdria no modelo experimental de artrite séptica.

Em nosso estudo, os animais 5-LO™ apresentaram menor escore histopatolégico e
menor perda de proteoglicano em relacdo aos animais selvagens apés infeccdo por S.aureus.
Resultado semelhante foi encontrado em modelo de artrite por transferéncia de soro de
animais K/BxN (CHOU et al., 2010) onde animais Ltb4rl” apresentaram baixo escore
histopatoldgico quando comparados aos animais WT. Também, em modelo de artrite induzido
por coladgeno, animais deficientes para FLAP apresentaram gravidade da doenca
significativamente menor em relacdo aos animais WT (GRIFFITHS et al., 1997). No mesmo

modelo ao usar antagonista para o receptor de LTB,, (BLT1 - CP-105696) os animais
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apresentaram menor destruicdo da cartilagem e do o0sso (GRIFFITHS et al., 1995). Em
modelo de artrite por adjuvante ao utilizar farmaco inibidor de 5-LO e ciclooxigenases 1 e 2
(ML3000) os animais apresentaram menor escore histopatoldgico juntamente com menor
destruicdo da cartilagem e do osso (GAY et al., 2001). Estes resultados sugerem que o
recrutamento de neutrdfilos para cavidade articular dependente de LTB,4 e sua consequente

ativacdo, pode ser responsavel pelo dano articular causado em nosso modelo de artrite séptica.

De acordo com os resultados e pelo exposto acima, produtos da via da enzima 5-
lipoxigenase, especialmente o LTB,4, tem uma importante participacdo na ativacdo e
recrutamento de neutréfilos (AFONSO et al., 2012). Além disso, é evidente a importancia
dessas células no controle de processos infecciosos (NAUSEEF, 2007). Neste contexto,
surpreendentemente 0s animais 5-LO”" em nosso estudo apresentaram menor carga bacteriana
no tecido articular quando comparado aos animais selvagens. Duas hipoteses podem ser
usadas pela explicar tal resultado: a participacéo de lipoxinas e de macréfagos. Lipoxinas sao
derivadas do metabolismo do acido araquiddnico pela enzima 15- lipoxigenase e tem
atividade anti-inflamatéria e pro-resolutiva. Podem ser produzidas por macrofagos e
neutrofilos. Lipoxina A; (LXAs) reduz a migracdo de neutrofilos e aumenta a ativacdo e
fagocitose de macrofagos (SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008). Em modelo de
perfuracdo e ligacdo cecal (CLP) de sepse em ratos (WALKER et al., 2011) animais tratados
com LXA, 5 horas antes da inducdo do estimulo apresentaram menor carga bacteriana no
sangue comparado aos animais ndo tratados. Em modelo de infeccdo pulmonar por
Mycobacterium tuberculosis, ao utilizar animais 5-LO™ foi observado o oposto, nestes
animais a auséncia de lipoxina leva a menor carga bacteriana no pulméo e no baco, aléem de

diminuicdo da mortalidade (BAFICA et al., 2005).

Uma vez que se inicia o processo de resolucdo, macrofagos polarizam para um perfil

M2 (alternativamente ativado). Os macréfagos M2 possuem funcgdes anti-inflamatorias e de
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reparo tecidual, além de eficiente atividade fagocitica com expressao de receptores scavenger,

de manose e galactose (LICHTNEKERT et al., 2013).

Para a resolucdo da resposta inflamatdria articular desencadeada pela injecdo de S.
aureus, é necessaria a eliminacdo do agente patogénico e, concomitantemente, da reducéo ou
remogao de leucocitos e debris celulares dos sitios inflamados a fim de retornar a homeostase
com reparo e retorno da funcdo tecidual. Polimorfonucleares apoptoticos sdo removidos
através da fagocitose por macréfagos (KENNEDY; DELEO, 2009; SERHAN; CHIANG;
VAN DYKE, 2008). O menor nimero de células inflamatdrias presentes na cavidade articular
em nosso modelo no tempo de 28 dias indica que a resposta inflamatoria desencadeada por S.
aureus na articulacdo estd em processo de resolucdo. Apesar de que ndés acompanhamos a
inflamacéo apenas até 28 dias apos a infeccdo, analises em tempos mais tardios da infeccéo
serdo realizadas para determinar 0s mecanismos associados com o processo de resolucdo da

resposta inflamatoria.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, foi padronizado um interessante modelo de artrite séptica induzida por S.
aureus. Ainda, foi demonstrado que a auséncia da enzima 5-lipoxigenase ndo sO foi
importante para reduzir a resposta inflamatdria e les&o articular, mas também contribuiu para
um melhor controle do crescimento da bactéria na articulacdo. Como ndo ha tratamento
terapéutico disponivel atualmente capaz de diminuir os danos articulares em pacientes com
artrite séptica e baseado nos achados até agora neste estudo, a inibi¢do da atividade de 5-LO
torna-se uma interessante estratégia terapéutica a fim de minimizar os danos articulares nestes
pacientes. Novos estudos seréo realizados para elucidar os mecanismos pelos quais a auséncia
de 5-LO melhora, em termos gerais, o controle da inflamacéo articular no contexto da artrite

séptica.
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