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RESUMO 

 

Mancuso RI. Avaliação dos efeitos da inflamação na infecção respiratória por 
Streptococcus pneumoniae em camundongos. Dissertação (Mestrado em 
Biotecnologia) São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo; 2016. 

Streptococcus pneumoniae é a principal causa de doenças respiratórias que levam a 
morte de cerca de 400.000 crianças menores de 5 anos, a cada ano, em  todo 
mundo. A inflamação aguda é uma importante resposta imune contra o pneumococo 
que pode desempenhar um papel na resolução da infecção. Neste estudo, a 
infecção respiratória por pneumococo foi avaliada em duas linhagens de 
camundongos geneticamente selecionadas para resposta inflamatória aguda 
máxima (AIRmax) e mínima (AIRmin). A susceptibilidade dos camundongos AIRmin 
e AIRmax à infecção foi analisada pela sobrevivência dos animais a um desafio 
respiratório invasivo com a linhagem ATCC6303. Além da sobrevivência, foram 
avaliadas a carga bacteriana no trato respiratório e a resposta imune inata induzida 
pela bactéria. O desafio com pneumococo induziu a morte de 100% dos 
camundongos AIRmin, enquanto que somente 36,4% dos camundongos AIRmax 
sucumbiram à infecção. A carga bacteriana no trato respiratório dos camundongos 
AIRmax 48 h após o desafio foi significativamente menor que a observada nos 
camundongos AIRmin. Com relação à secreção de citocinas, foi possível observar 
que os camundongos AIRmax e AIRmin responderam à infecção por pneumococo 
com a secreção de citocinas pró-inflamatórias IL-6, IFN-γ e TNF-α, IL-17 e 
quimiocinas como CXCL10, CCL3 e CCL5. Entretanto, os níveis destes mediadores 
de resposta imune foram rapidamente controlados nos camundongos AIRmax, 
enquanto que, nos camundongos AIRmin os níveis permaneceram elevados em até 
48 h após o desafio. Apesar desta resposta, os camundongos AIRmin não foram 
capazes de controlar a infecção. Foram observadas diferenças na expressão das 
metaloproteases de matrix, MMP-2, MMP-3, MMP-8 e proMMP-9, em resposta ao 
desafio por pneumococo, entre as linhagens de camundongos, sugerindo um papel 
destas proteínas no controle da infecção. Com relação às populações celulares no 
trato respiratório, uma redução significativa no número de macrófagos alveolares 
(MA) foi observada nos camundongos AIRmax ao longo do desafio. Por outro lado, 
não houve diminuição significativa no número de MA nos camundongos AIRmin. 
Além disso, os camundongos AIRmin apresentaram um número significativamente 
maior de MA expressando o receptor de manose CD206 em relação aos 
camundongos AIRmax, em 48 h após o desafio, sugerindo que esta população 
celular pode estar envolvida com a susceptibilidade destes animais à infecção. Por 
fim, uma maior porcentagem de macrófagos e neutrófilos em fases iniciais ou tardias 
de apoptose foram observadas nos camundongos AIRmin após o desafio. É possível 
que esta resposta esteja também relacionada à incapacidade destes camundongos 
controlarem a infecção.  As subpopulações de macrófagos presentes no trato 
respiratório também foram estudadas em camundongos BALB/c vacinados com uma 
formulação (PspA5-wP) que confere 100% de sobrevivência ao desafio com a 
linhagem de pneumococo ATCC6303. Animais imunizados com PspA5-wP foram 
capazes de controlar a infecção por penumococo, impedindo a invasão da bactéria 
na corrente sanguínea. A vacina PspA5-wP induziu um aumento no número de MA 



 

expressando CD206, mas esta população diminuiu após o desafio. Estes resultados 
reforçam que o aumento no número de MA expressando CD206 após o desafio, 
observado apenas nos camundongos AIRmin, pode estar envolvido com a 
susceptibilidade destes animais à infecção. 

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae. Inflamação. Resposta imune inata. 
Citocinas. Quimiocinas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Mancuso RI. Evaluation of the effects of inflammation on the respiratory infection 
caused by Streptococcus pneumoniae in mice. [Masters thesis (Biotechnology)]. São 
Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

Streptococcus pneumoniae is the main cause of respiratory infections, leading to the 
death of around 400,000 children under the age of 5, every year, worldwide. Acute 
inflammation is an important immune response against pneumococci that may play a 
role in the resolution of the infection. In this study, the pneumococcal respiratory 
infection was evaluated in two mice strains genetically selected for maximum 
(AIRmax) and minimum (AIRmin) acute inflammatory response. The susceptibility to 
pneumococcal infection was evaluated by the survival after an intranasal challenge 
with the ATCC6303 pneumococcal strain. Bacterial burden in the respiratory tract 
and the innate immune responses induced by the bacteria was also evaluated. While 
AIRmin mice were susceptible to pneumococcal infection, with 100% death, only 
36,4% of AIRmax mice succumbed the infection. Lower levels of bacteria were 
observed in the respiratory tract of AIRmax mice at different time points post-
challenge when compared to AIRmin mice. Both mice strains responded to the 
pneumococcal infection with the secretion of inflammatory cytokines, such as IL-6, 
IFN-γ and TNF-α, IL-17 and chemokines, such as CCL3, CCL5 and CXCL10. 
However, the AIRmax mice controlled the levels of these immune mediators at 48 h 
post-challenge, while continuous secretion of these mediators was observed in 
AIRmin mice. Despite this response, the AIRmin mice were unable to control the 
infection. Differences were observed in the expression of the matrix 
metalloproteases, MMP-2, MMP-3, MMP-8 and proMMP-9, in response to the 
challenge, suggesting a role of these proteins in the control of infection. The levels of 
alveolar macrophages (AM) decreased after the challenge in AIRmax mice.  On the 
other hand, there was no significant decrease in the number of AM in AIRmin mice. 
Moreover, characterization of the AM showed that the number of cells expressing the 
CD206 mannose receptor were higher in AIRmin mice at 48 h after the challenge, 
when compared to AIRmax mice. This suggests a role of these cells on the 
susceptibility to infection. Finally, a higher percentage of macrophages and 
neutrophils in early or late stages of apoptosis were observed in AIRmin mice after 
challenge. It is possible that this response is also related to the inability of these mice 
to control the infection. The subpopulations of macrophages present in the 
respiratory tract were also studied in BALB/c mice vaccinated with a formulation 
(PspA5-wP) that gives 100% survival to challenge with the ATCC6303 pneumococcal 
strain. Animals immunized with PspA5-wP were able to control the pneumococcal 
infection, preventing the invasion of bacteria into the bloodstream. PspA5-wP vaccine 
induced an increase in the number of AM expressing the CD206 manose receptor, 
but this cell population decreased after the challenge. These results reinforce that the 
increase in the number of AM expressing the CD206 manose receptor post-
challenge, observed only in AIRmin mice, may be involved with the susceptibility of 
these animals to infection. 

Keywords: Streptococcus pneumoniae. Inflammation. Innate immune response. 
Cytokines. Chemokines. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Streptococcus pneumoniae 

Streptococcus pneumoniae (pneumococo) é um diplococo Gram-positivo que 

coloniza a nasofaringe de indivíduos sadios, estabelecendo uma relação 

assintomática e comensal com hospedeiro. Eventualmente, a bactéria pode invadir 

sítios normalmente estéreis causando doenças como otite média, sinusite, 

pneumonia, septicemia e meningite (Klein, 1981). O pneumococo acomete 

principalmente crianças com idade inferior a 5 anos, idosos e indivíduos 

imunossuprimidos.  

Pneumonia e diarreia são responsáveis por 30% de todas as causas de morte 

infantil no mundo (Walker et al., 2013). Um estudo epidemiológico e etiológico de 

pneumonias em crianças em 192 países, em diversos continentes mostrou que a 

incidência de casos de pneumonia por ano de vida da criança, reduziu de 0,29 entre 

1960 e 2000 para 0,22 entre 1990 e 2010. Este resultado corresponde a 

aproximadamente 25% de redução (Rudan et al., 2013). Entre os agentes 

etiológicos, o vírus respiratório sincicial (RSV) foi responsável por 28,8% dos casos, 

seguido por influenza (17%) e pneumococo (6,9%). Entretanto, quando são 

considerados os episódios de pneumonia severa, 22,6% são devido a infecções por 

RSV, 7% por influenza, e 18,3% por pneumococo. Ainda, quando são consideradas 

as crianças que eventualmente morrem por pneumonia, a importância do 

pneumococo aumenta para 32,7% dos casos (Rudan et al., 2013; Walker et al., 

2013). 

Em 2000 ocorreram aproximadamente 14,5 milhões de casos de doenças 

pneumocócicas, resultando na morte de 826.000 crianças com idade entre 1 a 59 

meses em todo mundo, acometendo principalmente países em desenvolvimento 

(Figura 1). Dessas mortes, mais de 91.000 casos eram de crianças HIV positivas 

(O'brien et al., 2009). Dados mais recentes indicam que entre 2010 e 2011, a morte 

de crianças menores de cinco anos por doenças pneumocócicas no mundo todo foi 

ao redor de 400.000 (Walker et al., 2013). A introdução das vacinas conjugadas 

contra pneumococo (PCV) em diversos países foi responsável por esta redução.  
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Figura 1 - Taxa de mortalidade no ano 2000 causada por Streptococcus pneumoniae no 
mundo. Mortalidade por doenças pneumocócicas em crianças com idade entre 1-59 meses por 
100.000 crianças (somente mortes por pneumococo HIV-negativo) (O'brien et al., 2009). 

Estimativas do Brasil no ano de 2005 indicaram que houve 374.000 casos de 

otite média, 158.000 casos de pneumonia e mais de 300 casos de septicemia 

resultando em mais de 40.000 mortes causadas por doenças pneumocócicas 

(Constenla, 2008). O uso de agentes antimicrobianos está entre as principais 

estratégias de combate as infecções pneumocócicas, porém a dificuldade em 

estabelecer um tratamento eficaz é devido ao surgimento de cepas resistentes a 

antibióticos, principalmente ß-lactâmicos (Kim et al., 2012; Moyo et al., 2012). 

Mais de 90 sorotipos de pneumococo já foram descritos de acordo com a 

composição química da cápsula polissacarídica (Calix; Nahm, 2010). A cápsula 

polissacarídica é o principal fator de virulência do pneumococo, auxiliando no 

escape à fagocitose por células do hospedeiro (Kadioglu et al., 2008; Weiser, 2010).  

As vacinas comercialmente disponíveis são constituídas por polissacarídeos 

capsulares (PS), porém apresentam alto custo de produção e, no caso da vacina 

polissacarídica 23-valente (Pneumovax® 23; Merck) apresenta baixa 

imunogenicidade. A vacina 23-valente, licenciada na década de 70, é composta por 

polissacarídeos capsulares de 23 sorotipos prevalentes nos Estados Unidos e na 

Europa. Devido sua composição ser por PS livres, esta não é capaz de ativar 

respostas de células T, portanto não induz memória. Sendo assim, esta vacina não é 
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indicada para crianças menores de 2 anos, e seu uso em idosos ainda é 

questionado devido a falta de evidências de diminuição de doenças invasivas após a 

introdução desta no esquema de vacinação do idoso (Miyaji et al., 2013).  

 As vacinas de segunda geração são as vacinas conjugadas a um carreador 

proteico. A primeira vacina de segunda geração foi licenciada nos Estados Unidos 

no ano 2000. A vacina 7-valente (Prevnar®; Wyeth/Pfizer) (PCV7) é a primeira 

vacina conjugada composta por PS de 7 sorotipos de pneumococo (4, 6B, 

9V,14,18C,19F e 23F) mais prevalentes nos Estados Unidos e Europa, conjugados à 

toxina difitérica destoxificada CRM197. Devido à conjugação com um componente 

proteico, esta vacina induz resposta dependente de células T, portanto é indicada 

para ser administrada em crianças menores de 2 anos e também em idosos, porém 

apresentam uma cobertura mais limitada de sorotipos (Black et al., 2000; Webster et 

al., 2011). Com a introdução da PCV7 nos Estados Unidos e Europa houve uma 

redução das doenças pneumocócicas invasivas e também na colonização pelo 

pneumococo (Ghaffar et al., 2004; Gladstone et al., 2011; Weinberger; Malley; 

Lipsitch, 2011; Whitney et al., 2003). Entretanto, alguns estudos realizados 

demonstraram que após a introdução da vacina PCV7 em alguns países, houve um 

aumento de doenças causadas por sorotipos não presentes nas vacinas (Hicks et 

al., 2007; Singleton et al., 2007; Weinberger; Malley; Lipsitch, 2011). 

 Devido à ocorrência de substituição de sorotipos observada após a introdução 

da PCV7, verificou-se a necessidade da ampliação de cobertura de sorotipos nas 

formulações vacinais. Em 2009 e 2010, duas novas vacinas conjugadas foram 

incorporadas no mercado com um número adicional de sorotipos de pneumococo, 

ampliando assim a cobertura de isolados. A vacina 10-valente (SynflorixTM; GSK) 

(PCV10) contendo polissacarídeos de 10 sorotipos e a 13-valente (Prevnar 13®; 

Pfizer) (PVC13) contendo polissacarídeos de 13 sorotipos foram licenciadas na 

Europa e Estados Unidos, respectivamente. A PCV10 é composta pelos sorotipos 1, 

4, 5, 6B, 7F, 9V, 14 e 23F conjugados com a proteína D do Haemophilus influenzae, 

sorotipo 18C conjugado com o toxóide tetânico e o sorotipo 19F conjugado com 

toxóide diftérico. A PCV13 é composta pelos sorotipos presentes na PCV7 com 

adicional dos sorotipos 1, 3, 5, 6A, 7F e 19A (Gladstone et al., 2012; Miyaji et al., 

2013). 
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 Desde março de 2010, a vacina PCV10 compõe o calendário de vacinação 

brasileiro. A administração para as crianças de até 5 anos de idade é composta por 

4 doses iniciando aos 2 meses, 4 meses, 6 meses e um reforço entre 12 a 15 

meses. Um estudo conduzido no Hospital da Universidade de São Paulo avaliou a 

distribuição dos sorotipos, resistência a antibióticos e o potencial de cobertura da 

vacina PCV10 em doenças pneumocócicas invasivas antes e após a introdução 

desta no programa nacional de imunização (PNI) (Dos Santos et al., 2013). A 

incidência de doenças pneumocócicas invasivas em crianças com idade inferior a 2 

anos apresentou uma redução de 20.30 para 3.97 a cada 1000 crianças, após a 

implementação da PCV10. A incidência dos sorotipos presentes na PCV10 diminuiu 

de 16.47 para 0.44 casos por 1000 indivíduos neste mesmo grupo. Assim, esses 

dados mostraram uma redução no número de doenças invasivas causadas pelo 

pneumococo após a introdução da PCV10 em crianças com idade inferior a 2 anos. 

Contudo, apesar de serem necessários mais estudos, os dados indicaram que pode 

ocorrer uma substituição dos sorotipos após a introdução desta vacina. Antes da 

inclusão da vacina no PNI, os sorotipos mais frequentes eram 14, 5, 6B, 12F e 1, 

sendo todos presentes na PCV10. Após a introdução, os sorotipos mais 

frequentemente isolados foram 7F, 8, 12F e 3, que não estão incluídos na 

formulação. 

 Outro estudo conduzido em Goiânia avaliou a colonização por pneumococo 

em crianças entre 7 e 18 meses de idade  vacinadas com a PCV10. Os resultados 

mostraram redução de 35,9% e 44% na colonização de crianças que receberam 

duas ou três doses da vacina, respectivamente (Andrade et al., 2014). Ainda, um 

trabalho mais recente avaliou a eficácia da PCV10 contra doenças pneumocócicas 

invasivas em crianças com idade média ao redor de 13 meses. O estudo foi 

composto por 316 casos e 1219 controles provenientes de 10 estados brasileiros. 

Os dados mostraram que a eficácia da PCV10 foi de 83,8% contra os sorotipos 

vacinais e 77,9% contra os sorotipos relacionados.  A proteção contra sorotipos não 

vacinais foi não significativa (Domingues et al., 2014). Todos estes estudos mostram 

a eficácia da PCV10 contra colonização e doenças pneumocócicas invasivas em 

crianças brasileiras. A continuidade da vigilância epidemiológica é de grande 

importância para a determinação de possível substituição dos sorotipos prevalentes. 
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1.2 Colonização nasal, doenças pneumocócicas e defesas do hospedeiro 

O pneumococo mantém uma relação comensal e assintomática em vários 

momentos da vida do hospedeiro humano, colonizando o trato respiratório superior. 

Frequentemente o indivíduo pode ser colonizado por mais de um sorotipo e a 

duração da colonização pode ser de semanas à meses. A partir deste reservatório, 

pode ocorrer a transmissão entre indivíduos. A colonização desencadeia uma 

resposta inflamatória local importante para o controle do crescimento bacteriano e 

consequentemente a eliminação da bactéria (Miyaji et al., 2013) (Figura 2 – Painel 

superior). O reconhecimento inicial se dá por receptores de reconhecimento padrão 

presentes nas células do hospedeiro, que desencadeiam os eventos subsequentes 

da resposta imune. Entre eles, o receptor localizado na superfície da membrana 

celular tipo Toll-like receptor 2 (TLR-2) reconhece o ácido lipoteicoico e lipoproteínas 

na superfície da bactéria, o receptor tipo nucleotide binding oligomerization domain 

receptors (NOD2) reconhece fragmentos de peptídeoglicanos e o TLR-9 reconhece 

sequencias de DNA não metiladas (Koppe; Suttorp; Opitz, 2012). 

Na ausência desta resposta inata, há um atraso no desenvolvimento da 

resposta imune adaptativa e a colonização persiste por mais tempo (Weiser, 2010). 

Ocasionalmente, pode ocorrer um aumento na colonização, levando a invasão de 

sítios estéreis pelo pneumococo, resultando em doenças como pneumonia, sinusite 

e otite média (Figura 2 - Painel mediano). A resposta inflamatória que auxilia na 

eliminação da bactéria do trato respiratório inferior deve ser regulada, para que haja 

o controle do crescimento do patógeno sem danos excessivos ao tecido.  A defesa 

inicial envolve fagocitose pelos macrófagos alveolares (MA) com uma resposta 

inflamatória baixa. Entretanto, se os níveis bacterianos não são controlados 

inicialmente pelos macrófagos, há um aumento na secreção de quimiocinas e 

citocinas pró-inflamatórias, como fator de necrose tumoral α (TNF-α) e interleucina-8 

(CXCL1), levando ao recrutamento de neutrófilos. O recrutamento destas células 

para os pulmões é um dos principais componentes da resposta imune contra a 

pneumonia pneumocócica. Entretanto, o seu recrutamento é responsável por vários 

aspectos clínicos observados durante pneumonia e pode, eventualmente, aumentar 

o risco de danos nos tecidos (Craig et al., 2009; Dockrell; Whyte; Mitchell, 2012). 

Células T também são recrutadas para os pulmões e promovem a ativação de MA 

mediante a secreção de interferon-γ (IFN-γ). A secreção de interleucina-17 (IL-17) e 
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IFN-γ por células T CD4+ também estão envolvidas na proteção contra a colonização 

e pneumonia, respectivamente (Kadioglu; Andrew, 2004; Miyaji et al., 2013). A 

expressão dos fatores de virulência contribui para a evasão do sistema imunológico. 

Bacteremia e meningite são condições mais severas que podem ocorrer caso a 

infecção não seja controlada, progredindo para a invasão da corrente sanguínea e 

de outros tecidos (Figura 2 - Painel inferior) (Miyaji et al., 2013). 

 
Figura 2 - Interações do Streptococcus pneumoniae com o hospedeiro: comensais e 
patogênicas (Miyaji et al., 2013). 

 Os MA contam aproximadamente 95% das células do trato respiratório inferior 

(Martin; Frevert, 2005). Essas células são a principal linha de defesa contra 

microrganismos. A ativação de macrófagos envolve a expressão de moléculas do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II, que participam na 

apresentação do antígeno aos linfócitos T e de moléculas co-estimulatórias como 

CD80 e CD86, que possuem receptores específicos nos linfócitos. Macrófagos 

classicamente ativados são geralmente induzidos em resposta à infecções 

bacterianas ou IFN-γ e são conhecidos como M1. Esta subpopulação produz uma 

resposta inflamatória do tipo Th-1, com secreção de interleucina-12 (IL-12), 
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interleucina-6 (IL-6) e TNF-α. Estes macrófagos são altamente eficazes no combate 

às infecções. Outra classe de macrófagos conhecida como M2 ou macrófagos 

alternativamente ativados, são também capazes de secretar IL-6 e TNF-α, entre 

outras citocinas. Os macrófagos M2 podem ainda ser divididos em subtipos que 

estão relacionados com respostas do tipo Th-2, comuns em respostas alérgicas e 

contra parasitas ou ainda estão relacionados a respostas anti-inflamatórias, 

importantes para resolução da inflamação. Estes macrófagos também apresentam 

expressão de MHC de classe II, e podem expressar CD80 e/ou CD86, mas uma 

característica comum é a expressão de arginase 1 e de CD206 (também conhecido 

como MR ou receptor de manose) (Figura 3) (Benoit; Desnues; Mege, 2008; Gordon; 

Martinez, 2010). 

 
Figura 3 - Classes de macrófagos (adaptado de Benoit; Desnues; Mege, 2008). 
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1.3 Fatores de virulência 

A cápsula polissacarídica é reconhecida como o principal fator de virulência 

do pneumococo e, geralmente, a ocorrência de doenças está relacionada a 

sorotipos encapsulados (Weiser, 2010). A presença da cápsula polissacarídica é 

importante para a colonização da nasofaringe, já que impede a remoção mecânica 

pelo muco (Mitchell; Mitchell, 2010; Steel et al., 2013). Entretanto, a sua principal 

função na virulência está relacionada à ação anti-fagocitose. A ligação de anticorpos 

na superfície do pneumococo leva a deposição de complemento. A presença da 

cápsula impede a interação destas moléculas com os seus receptores em células 

fagocíticas, resultando assim no escape da bactéria (Mitchell; Mitchell, 2010). 

O pneumococo também produz a toxina pneumolisina (Ply) que faz parte de 

uma família de citolisinas ligantes de colesterol expressas por bactérias Gram-

positivas (Weiser, 2010). A toxina se liga ao colesterol presente na membrana 

citoplasmática de células eucarióticas e forma oligômeros, levando à formação de 

poros de 400Å na superfície celular e consequente lise das células (Price; Greene; 

Camilli, 2012; Steel et al., 2013). O estresse osmótico gerado na célula desencadeia 

eventos de sinalização pró-inflamatória. A interleucina-1 beta (IL-1ß) e TNF-α são 

estimulados pela toxina. Além da indução da produção de citocinas, a Ply inibe os 

movimentos ciliares das células do trato respiratório, diminui a atividade bactericida 

e a migração de neutrófilos (Alonsodevelasco et al., 1995). A toxina também ativa a 

via clássica do sistema complemento e a sua administração é suficiente para 

mimetizar vários efeitos da infecção pneumocócica (Weiser, 2010). Estudos 

mostraram que um mutante deficiente em Ply ou um mutante que expressa a Ply 

com uma mutação pontual (Ply-W433F) que apresenta capacidade reduzida de 

formação de poros nas células, induzem resposta inflamatória significativamente 

mais baixa que a bactéria selvagem (Matthias et al., 2008; Van Rossum; Lysenko; 

Weiser, 2005). Além disso, os mutantes persistem por mais tempo na mucosa nasal 

dos camundongos, quando comparados às bactérias selvagens. Estes dados 

confirmam a necessidade da atividade de formação de poros para a ação 

inflamatória da Ply e a importância da inflamação para a eliminação das bactérias 

(Weiser, 2010).  

O pneumococo também expressa proteínas que se ancoram à superfície 

mediante da interação com colina presente na parede bacteriana, denominadas 
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choline-binding domain (CBDs). Estas incluem enzimas líticas, como a LytA que tem 

um papel na virulência por intermédio da lise bacteriana e liberação de produtos de 

degradação da parede que tem ação inflamatória (Mitchell; Mitchell, 2010). Outras 

CBDs, incluem a proteína A da superfície de pneumococo (PspA) e a proteína C da 

superfície de pneumococo (PspC). A PspA participa na virulência do pneumococo 

pois (i) possui capacidade de se ligar a apolactoferrina, uma proteína presente nas 

mucosas, inibindo sua atividade bactericida (Shaper et al., 2004); (ii) inibe a 

deposição do complemento C3b na bactéria, facilitando o escape do sistema imune 

(Ren; Mccrory, et al., 2004; Tu et al., 1999) e (iii) anticorpos anti-PspA podem 

aumentar a deposição de complemento (Ren; Szalai, et al., 2004), e assim, mediar a 

opsonofagocitose (Ren et al., 2012). A proteína C de superfície do pneumococo 

(PspC) possui capacidade de se ligar ao fator H, um componente regulador do 

sistema complemento, e esta interação promove resistência da bactéria ao sistema 

complemento, além de aumentar a adesão às células epiteliais dos pulmões do 

hospedeiro. PspC também é capaz de se ligar ao receptor de imunoglobulina 

polimérica, facilitando a adesão do patógeno às células epiteliais. (Hammerschmidt 

et al., 2007; Quin et al., 2007). 

Outros fatores de virulência incluem a hialuronidase e a neuraminidase que 

quebram o ácido hialuronico e o ácido N-acetilneuramínico, presentes na matriz 

extracelular, facilitando a invasão bacteriana e induzindo respostas inflamatórias. O 

pneumococo também secreta uma protease que cliva a IgA humana, o principal 

anticorpo presente na mucosa respiratória, resultando na cobertura da superfície 

bacteriana com moléculas que não contém a porção cristalizável do anticorpo (Fc), 

impedindo, assim, o reconhecimento pelo sistema complemento e facilitando a 

evasão. Lipoproteínas presentes na superfície, como o antígeno A da superfície do 

pneumococo (PsaA) apresentam funções de adesinas ou de transporte de íons para 

dentro da bactéria (Mitchell; Mitchell, 2010; Weiser, 2010). 

O pneumococo, portanto, é capaz de expressar diferentes fatores de virulência 

que interagem com moléculas do hospedeiro, modulando a resposta inflamatória, 

estabelecendo a adesão e evasão do sistema imune. O pneumococo também é 

capaz de modular a expressão destes fatores de virulência, conforme o estágio da 

infecção. As chamadas colônias transparentes expressam menos cápsula e são 

mais capazes de colonizar a mucosa respiratória. Nesta fase, a expressão de PspC 
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é maior. Por outro lado, durante a invasão sanguínea e dos tecidos, frequentemente 

são isoladas as colônias opacas que expressam grandes quantidades de cápsula, 

facilitando o escape da bactéria. Este tipo de colônia apresenta expressão 

aumentada de PspA (Dockrell; Whyte; Mitchell, 2012; Weiser, 2010). 

1.4 Modelos de infecção por pneumococo 

Diferentes modelos de infecção, desenvolvidos em camundongos, 

apresentam características comuns à infecção em humanos, facilitando os estudos 

(Calbo; Garau, 2010; Weiser, 2010). Diversos estudos encontrados na literatura 

aplicam modelos de colonização nasal, infecção pulmonar restrita (pneumonia) ou 

sepse (Miyaji et al., 2013). 

Um estudo realizado pelo nosso grupo comparou o potencial virulento de 

duas linhagens de pneumococo, a M10 (sorotipo 11A) e a ATCC6303 (sorotipo 3) 

após infecção nasal de camundongos BALB/c (Ferreira et al., 2009). Este estudo 

mostrou que a linhagem M10, após atingir os pulmões dos camundongos, 

permaneceu por aproximadamente 30 h no trato respiratório inferior e foi 

completamente eliminada. Não houve detecção da bactéria na corrente sanguínea 

dos animais, indicando que a infecção se limitou as vias aéreas.  Por outro lado, as 

bactérias se mantiveram em números elevados nos pulmões dos camundongos 

após a infecção e não foi eliminada das vias aéreas. Em aproximadamente 30 h 

após a infecção, a bactéria começou a ser detectada no sangue dos animais. Em 3 

dias após o desafio intranasal com a linhagem ATCC6303 houve uma piora no 

estado dos animais que culminou com a morte em aproximadamente 5 dias. A 

avaliação da secreção de citocinas na mucosa respiratória dos animais, após a 

infecção com as duas linhagens, indicou um aumento das citocinas pró-inflamatórias 

IL-6, TNF-α e IFN-γ, que foi rapidamente controlado no caso da infecção com a 

linhagem M10, mas não na infecção com a linhagem ATCC6303. Um aumento 

transitório do número de leucócitos (principalmente neutrófilos) nas vias aéreas dos 

animais infectados com a linhagem M10 foi observado. Por outro lado, um influxo 

crescente e contínuo destas células ocorreu nos pulmões dos animais infectados 

com a linhagem ATCC6303. Outra diferença observada na progressão da infecção 

respiratória em camundongos foi o fato da resposta inflamatória se iniciar mais 

tardiamente após a infecção com a linhagem ATCC6303 em comparação com a 
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infecção pela linhagem M10 (Ferreira et al., 2009). Assim, tanto o tempo de resposta 

como a magnitude e o controle da inflamação parecem influenciar na eliminação das 

bactérias e sobrevivência dos animais neste modelo. 

O modelo de infecção invasiva com a linhagem ATCC6303 é bastante 

aplicado no estudo de candidatos vacinais em nosso laboratório. A imunização com 

uma formulação composta pelo antígeno PspA5 (PspA do clado 5) e a vacina celular 

pertussis (wP) como adjuvante (PspA5-wP) protege 100% dos camundongos 

BALB/c ao desafio invasivo com a linhagem ATCC6303. Por outro lado, 

camundongos não imunizados ou imunizados apenas com wP não sobrevivem ao 

desafio (Oliveira et al., 2010). A avaliação da resposta imune nos camundongos 

imunizados com PspA5-wP, mostrou a indução de uma resposta inflamatória 

transiente e controlada no trato respiratório, caracterizada por um pico de infiltração 

de neutrófilos e secreção de TNF-α em 12 h após o desafio. O influxo de neutrófilos 

e a secreção de TNF-α diminuiu significativamente logo após o pico.  Por outro lado, 

a infiltração de neutrófilos e secreção de TNF-α aumentou progressivamente nos 

animais não imunizados ou imunizados com wP e não foi controlada (Lima et al., 

2012).  

1.5 Linhagens de camundongos AIRmin e AIRmax, modelos para o estudo da     
resposta inflamatória aguda 

 A inflamação é uma resposta de defesa importante contra agentes 

agressores. A ausência da resposta inflamatória ou uma reação inflamatória 

inadequada pode comprometer o organismo. Por outro lado, um processo 

inflamatório excessivo e não controlado pode levar a danos nos tecidos e predispor 

o hospedeiro a doenças inflamatórias crônicas (Stiffel et al., 1987). Embora o 

processo inflamatório possa ser multifacetado, características iniciais da reação 

inflamatória aguda são únicas. Inicia-se com o aumento da vascularização local, 

com o extravasamento de fluido rico em proteínas (exsudato) e consequente 

migração e ativação de leucócitos (Schreiber et al., 1989). 

 Em 1992, o Laboratório de Imunogenética do Instituto Butantan selecionou 

linhagens de camundongos que respondem diferentemente a inflamação. A 

produção das linhagens de camundongos AIRmin (reação inflamatória aguda 

mínima) e AIRmax (reação inflamatória aguda máxima) foi realizada a partir do 

cruzamento de 8 linhagens isogênicas de camundongos que compuseram a 
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população F0 (Figura 4). Cada animal F0 é caracterizado por uma recombinação 

diferente de 12,5% do pool de genes de cada linhagem isogênica utilizada para 

cruzamento (Ibanez et al., 1992; Stiffel et al., 1987). 

 
Figura 4 - Esquema utilizado para obtenção da população F0 mediante o cruzamento de oito 
linhagens de camundongos. A população F0 foi produzida no Instituto Curie por intermédio de um 
cruzamento de três gerações entre as oito linhagens isogênicas de camundongos obtidas do 
Laboratório do Jackson em Bar Harbor, ME. Adaptado de (Ibanez et al., 1992). 

 Para a produção da reação inflamatória aguda, foi realizada uma injeção 

subcutânea de uma suspensão de “microbeads” de poliacrilamida (material 

insolúvel, inerte e não antigênico) na região dorsal dos camundongos. A partir daí 

foram realizadas as seleções mediante de cruzamento bidirecional, considerando as 

respostas individuais altas e baixas com relação à concentração de proteínas e 

células infiltradas no exsudato local (Ibanez et al., 1992). As linhagens AIRmin e 

AIRmax foram estabelecidas e bem caracterizadas pelo grupo do laboratório de 

imunogenética e desde então têm contribuído para a compreensão da regulação 

genética da resposta inflamatória aguda. 

A característica da resposta inflamatória aguda máxima nos animais AIRmax 

é resultado de três elementos convergentes durante a seleção genética: (i) 

diferenciada capacidade da medula óssea em produzir elevadas quantidades de 

neutrófilos após estímulo por citocinas granulopoiéticas; (ii) produção de grandes 

quantidade fatores quimiotáticos no exsudato, resultando em maiores quantidade de 

neutrófilos para o local da inflamação; (iii) maior resistência dos neutrófilos infiltrados 

no local da inflamação a apoptose (Ribeiro et al., 2003). 

O estudo do perfil de genes expressos por células de medula óssea em 

ambas as linhagens de camundongos revelou que, após a indução da resposta 

inflamatória aguda pela injeção subcutânea de beads de poliacrilamida, 136 e 198 

genes apresentaram expressão aumentada nos camundongos AIRmax e AIRmin, 

respectivamente.  Por outro lado, 740 genes apresentaram diminuição da expressão 

após a indução da reação inflamatória aguda nos camundongos AIRmin. Apenas 94 
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genes apresentaram diminuição da expressão pelo mesmo tratamento nos animais 

AIRmax.  Entre os genes diferencialmente expressos nos camundongos AIRmax e 

AIRmin estão genes relacionados com resposta inflamatória, transdução de sinal, 

proliferação celular e quimiotaxia de células imunes (Carneiro et al., 2009). 

 Um estudo realizado por Araújo e colaboradores mostrou que camundongos 

AIRmax são mais resistentes a infecções por Salmonella typhimurium e Listeria 

monocytogenes quando comparados aos camundongos AIRmin. O camundongos 

AIRmax foram capazes de controlar a replicação das bactérias no baço durante a 

primeira semana após a inoculação subcutânea, enquanto que o número de 

bactérias aumentou progressivamente no baço dos camundongos AIRmin (Araujo et 

al., 1998). A frequência de alelos do gene Slc11a1 que conferem resistência (R) ou 

elevada susceptibilidade (S) à infecção por Salmonella typhimurium, foi observada 

consistentemente em animais AIRmax e AIRmin, respectivamente. A produção de 

linhagens de camundongos mediante o cruzamento fixando estes alelos em 

homozigose (AIRmaxRR, AIRmaxSS, AIRminRR e AIRminSS), mostrou que os 

camundongos AIRmaxSS, apesar de apresentarem homozigoze para o alelo que 

confere sensibilidade à infecção por S. thiphymurium e serem de fato mais sensíveis 

a esta infecção que os camundongos AIRmaxRR, ainda permanecem mais 

resistentes (800 X) que os camundongos AIRminSS. Estes dados sugerem que 

outros fatores genéticos da reação inflamatória aguda podem modular a 

susceptibilidade à infecção por S. thiphymurium conferida pelo alelo 

Slc11a1ss(Borrego et al., 2006).   

O grupo do laboratório de Biotecnologia Molecular 1 do Instituto Butantan 

trabalha no desenvolvimento de novas vacinas contra pneumococo. Além do estudo 

dos fatores de virulência da bactéria para novas formulações, o entendimento dos 

mecanismos de patogenicidade e das interações patógeno-hospedeiro é importante 

para o combate efetivo às doenças pneumocócicas e para a compreensão dos 

fatores de risco. O estudo da evolução da infecção respiratória por pneumococo nos 

camundongos AIRmax e AIRmin pode contribuir para o entendimento das relações 

entre a resposta inflamatória aguda e o controle ou agravamento da infecção por 

este patógeno.   
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2 OBJETIVOS 

 O objetivo desse trabalho foi: 

o Avaliar a influência da resposta inflamatória durante diferentes fases da 

infecção respiratória por Streptococcus pneumoniae em camundongos 

geneticamente selecionados para resposta inflamatória aguda máxima 

(AIRmax) e mínima (AIRmin). 

o Caracterizar a resposta imune inata dos camundongos AIRmin e AIRmax ao 

desafio respiratório invasivo por Streptococcus pneumoniae 

o Avaliar e comparar a população de MA em resposta ao desafio por 

pneumococo em camundongos BALB/c vacinados com  a formulação PspA5-

wP, que confere resistência à infecção. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Soluções e meios de cultivo 

3.1.1 Soluções 

o PBS (Solução tampão salina fosfato): NaCl 1,37 M, KCl 27 M, Na2HPO4 

100mM, KH2PO4 14 mM pH 7,4.  

o PBS-T: PBS com Tween ® 20 0,1%.   

o Solução tampão carbonato-bicarbonato: Na2CO3 50mM e NaHCO3 50 mM, 

ajustado para pH 9,6.  

o Solução tampão citrato-fosfato: Citrato de sódio 100 mM e fosfato de sódio 

monobásico (NaH2PO4) 300 mM pH 5,0.  

o Tampão FACS: PBS suplementado com 2% soro fetal bovino e 0,02% de 

azida sódica 

3.1.2 Meios de cultivo 

 

o Meio líquido THY: Meio Todd-Hewitt (Difco) contendo 0,5% de extrato de 

levedura. 

o Meio ágar sangue sólido: Meio Triptic Soy ágar com 5% de sangue de 

carneiro (Laborclin) 

 

3.2 Linhagens bacterianas e condições de cultivo 

 As linhagens de Streptococcus pneumoniae ATCC6303 (sorotipo 3), 

ATCC6301 (sorotipo 1), M10 (sorotipo 11A) e 603 (sorotipo 6B) foram cultivadas em 

meio THY a 37 °C, sem agitação até atingir a fase exponencial (OD600 = 0,4). 

Anteriormente a inoculação em meio THY, as bactérias foram passadas em ágar 

sangue e cultivadas por aproximadamente 18 h, a 37 °C. As bactérias foram 

centrifugadas a 1500 g, por 20 min e concentradas 5X em THY contendo 20% de 

glicerol. Alíquotas de 100 μL foram mantidas a -80 °C. Após o congelamento, um 

dos tubos foi descongelado e foram plaqueadas diluições em ágar sangue, para a 

análise da viabilidade celular. As alíquotas podem ser mantidas a -80 °C por meses. 

Sempre que necessário, a viabilidade celular pode ser testada novamente.  
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3.3 Desafio respiratório intranasal letal com Streptococcus pneumoniae 

 Os protocolos de experimentação com animais foram aprovados pelo Comitê 

de Ética do Instituto Butantan (1200/14). Camundongos fêmeas da linhagem 

BALB/c, SPF, foram adquiridos do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo. As linhagens AIRmin e AIRmax foram produzidas no 

biotério do Laboratório de Imunogenética do Instituto Butantan. Em todos os 

experimentos foram utilizados camundongos de 6 a 8 semanas, machos ou fêmeas, 

pois os resultados iniciais mostraram que não houve diferença significativa de 

susceptibilidade entre os sexos, dentro da mesma linhagem. 

 Para o desafio respiratório letal com pneumococo, os animais foram 

anestesiados por via intraperitoneal com 0,4 mg (20 mg/kg) de cloridrato de xilazina 

e 2 mg (100 mg/kg) de cloridrato de cetamina. Os animais foram desafiados com as 

linhagens de pneumococo ATCC6303 ou ATCC6301 por via nasal. Para tanto, 50 μl 

de uma suspensão salina contendo 3 x 10⁵, 3 x 10⁴ ou 3 x 10³ bactérias da linhagem 

ATCC6303 (dependendo do experimento), ou 3 x 10⁵ bactérias da linhagem 

ATCC6301 foram inoculados nos animais anestesiados, com o auxílio de uma 

micropipeta. A sobrevivência foi acompanhada por até no máximo 15 dias. A perda 

de massa corpórea e a escala de doença foram registradas em diferentes períodos 

após o desafio. A escala de doença foi estabelecida com os seguintes critérios de 

observação dos animais: saudável, eriçado, encurvado, doente e parado. Os 

animais foram sacrificados quando atingiram o último estágio. 

 Para o desafio respiratório de infecção pulmonar localizada, os animais  foram 

anestesiados por via intraperitoneal  com 0,4 mg (20 mg/kg) de cloridrato de xilazina 

e 2 mg (100 mg/kg) de cloridrato de cetamina. Os animais foram desafiados por via 

nasal com 1 x 10⁶ bactérias da linhagem M10 em 50 μl de salina, com auxilio de uma 

micropipeta.  

 Para o desafio de colonização nasal, os animais  foram anestesiados por via 

intraperitoneal  com 0,4 mg (20 mg/kg) de cloridrato de xilazina e 1 mg (50 mg/kg) de 

cloridrato de cetamina. Os animais foram desafiados por via nasal com 5 x 10⁶ 

bactérias da linhagem 603, em 10 μl de salina, com auxilio de uma micropipeta. 
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3.4 Controle da massa corpórea dos camundongos 

 Juntamente com a análise da sobrevivência dos camundongos foi verificada a 

perda de massa corpórea. A massa foi medida no dia do desafio e acompanhada 

diariamente. Os cálculos foram realizados partindo da massa inicial e foram 

realizados cálculos de porcentagem de perda de massa individual. 

3.5 Imunização dos camundongos 

Nos experimentos de imunização foi utilizada uma formulação composta pelo 

antígeno PspA  e a vacina celular pertussis  (wP) como adjuvante. O fragmento N-

terminal da proteína PspA do clado 5 é proveniente da linhagem 122/02 (Instituto 

Adolpho Lutz, São Paulo, Brasil). A proteína recombinante expressa em  Escherichia 

coli BL21 SI (Invitrogen)  e purificada por cromatografia de afinidade a Ni+2  (Darrieux 

et al., 2008) estava disponível no laboratório.  

A wP produzida pelo Instituto Butantan (São Paulo, Brasil) é composta pela 

bactéria inativada mediante o tratamento com 0,2% de formalina. A imunização foi 

realizada em grupos de 5 camundongos BALB/c fêmeas com idade entre 5 a 8 

semanas. Cada dose de vacina foi composta por 5 µg de PspA5 misturado ou não a 

1/8 da dose humana de wP. O excesso de lipopolissacarídeo de Escherichia coli 

presente na preparação do PspA5 foi removido por extração com Triton X-114 

(Ainda; Pabst, 1990). A imunização por via nasal foi realizada após os camundongos 

terem sido anestesiados por via intraperitoneal com 200 µl de uma mistura de 0,4 

mg (20 mg/kg) de cloridrato de xilazina e 1 mg (50 mg/kg) de cloridrato de cetamina. 

A administração da vacina foi realizada em um volume de 12 µl, com o auxílio de 

uma micropipeta, nos dias 0 e 14. Como controles, grupos de camundongos foram 

imunizados com o adjuvante wP ou não foram imunizados. Vinte dias após a 

imunização os animais foram submetidos à sangria por punção retro-orbitral. As 

amostras de sangue foram mantidas a 37 °C por 30 min, em seguida a 4 °C por 10 

min e centrifugadas a 376 g por 10 min. O soro obtido foi mantido a -20 °C para 

avaliação dos níveis de anticorpos imunoglobulina G (IgG) por enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA), descrito no item 3.6. No dia seguinte os animais 

foram desafiados com a linhagem de pneumococo ATCC6303, conforme descrito no 

item 3.3. Lavados broncoalveolares (BALF) e pulmões foram coletados antes (tempo 
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0) e em 12 h e 48 h após o desafio (conforme descrito em 3.7). Em 48 h após o 

desafio, também foi coletado sangue para avaliação de carga bacteriana. 

3.6 Análise da indução de anticorpos 

Para verificar os níveis de anticorpos nos soros dos animais foi utilizado o 

método de ELISA. Placas de poliestireno de 96 poços (Maxisorp-Nunc) foram 

sensibilizadas por 18 h a 4 °C com 1 μg/mL da proteína recombinante PspA5, diluída 

em tampão carbonato bicarbonato. Como referência, foi utilizada curva padrão de 

IgG (Southern Biotech). As placas foram lavadas por 3 vezes com PBS-T e 

bloqueadas com uma solução de 10% de leite desnatado em PBS-T. Após 

incubação por 1 h em estufa a 37 °C, as placas foram novamente lavadas e as 

amostras de soro diluídas seriadamente em PBS-T contendo 1% de BSA. As placas 

foram incubadas por 1 h em estufa a 37 °C. Posteriormente as placas foram lavadas 

e incubadas com anticorpos anti-IgG de camundongo produzido em cabras 

(Southern Biotech), por 1 h a 37 °C. Após lavagens, adicionou-se um anticorpo anti-

IgG de cabras conjugado a peroxidase (Southern Biotech) e a reação foi revelada 

pela adição de solução de 10 mg de ortofenilenodiamina (OPD, Sigma Aldrich) em 

20 mL de tampão citrato fosfato, contendo 10 μL de água oxigenada. A reação foi 

parada pela adição de 50 μL de H2SO4 8 M por poço. As reações foram lidas em 

leitor de ELISA (Uniscience) a 492 nm. A determinação da concentração dos 

anticorpos foi realizada com base nas curvas de concentração aplicadas nas placas. 

3.7 Avaliação da carga bacteriana do trato respiratório inferior e sangue  

Os animais foram sacrificados com uma dose letal de anestésico, 1.2 mg (60 

mg/kg) de cloridrato de xilazina e 6 mg (300 mg/kg) de cloridrato de cetamina, por 

via intraperitoneal. Para a coleta do BALF foi isolada a traqueia e 500 μl de PBS 

foram introduzidos, com auxílio de uma cânula de silicone, para a lavagem do trato 

respiratório inferior. O procedimento foi repetido com um volume de 1 ml de PBS e 

este foi misturado ao volume inicial, compondo o BALF. Uma alíquota do BALF foi 

separada para a análise de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) de 

pneumococo, conforme descrito abaixo. O restante foi centrifugado a 0,1 g por 10 

min a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi aliquotado e estocado a -80 °C para 

análise de citocinas conforme descrito no item 3.10. O sedimento celular foi utilizado 
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para análise dos tipos celulares pela técnica de citometria de fluxo, conforme 

descrito no item 3.9. 

Após a coleta do BALF, os pulmões foram retirados e macerados em 1 ml de 

solução salina apirogênica diluída em água 1:1 (V/V). Uma alíquota foi usada para a 

contagem de UFC conforme descrito abaixo.  

Para a determinação das UFC, diluições seriadas dos BALFs e dos 

macerados dos pulmões foram plaqueados em ágar sangue contendo 4 μg/ml de 

gentamicina. As placas foram incubadas por aproximadamente 20 h a 37 °C. As 

UFC de pneumococo foram contadas.  

Para avaliar a invasão das bactérias na corrente sanguínea, foram coletados 

90 μl de sangue por punção retro-orbitral em um tubo contendo 10 μl de citrato de 

sódio estéril, para evitar a coagulação. Os 100 μl ou diluições seriadas (dependendo 

do experimento) foram plaqueados em ágar sangue contendo 4 μg/ml de 

gentamicina. As placas foram incubadas por aproximadamente 20 h à 37 °C. As 

UFC de pneumococo foram contadas. 

3.8 Avaliação da carga bacteriana do trato respiratório superior 

Os animais foram sacrificados com uma dose letal de anestésico, 1.2 mg (60 

mg/kg) de cloridrato de xilazina e 6 mg (300 mg/kg) de cloridrato de cetamina, por 

via intraperitoneal. Para a coleta do lavado nasal (LN) foi isolada a traqueia e 200 μl 

de PBS foram introduzidos, com auxílio de uma cânula de silicone, para a lavagem 

do trato respiratório superior. O volume foi coletado em microtubo. O procedimento 

foi repetido com um volume de 200 μl de PBS e este foi misturado ao volume inicial, 

compondo o LN. O LN foi plaqueado para a análise de Unidades Formadoras de 

Colônia (UFC) de pneumococo, conforme descrito para os BALFs.  

3.9 Análise das células presentes no BALF por citometria de fluxo 

Alguns marcadores moleculares para a caracterização de macrófagos, 

neutrófilos e linfócitos no trato respiratório de camundongos foram utilizados. Para a 

marcação de MA os marcadores de superfície F4/80+CD11c+CD11b- foram escolhido 

para a seleção. O F4/80 pode ser um marcador inicial para a identificação de 

macrófagos. Embora muitas vezes seja considerado um marcador clássico de 

macrófagos, este marcador não separa macrófagos intersticiais, monócitos, 
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eosinófilos e células dendríticas. Portanto seu uso não tem um poder discriminatório. 

Dados da literatura também mostram a expressão desse marcador em diferentes 

sítios, e embora haja uma baixa expressão de F4/80 na população de MA, ele pode 

ser utilizado para a classificação de macrófagos nos pulmões dos camundongos. O 

CD11c+ é muito expresso em MA, mas não é expresso em outros macrófagos, 

portanto é classificatório de MA. O CD11b- é eliminatório de células dendríticas 

(Misharin et al., 2013) (Hussell; Bell, 2014). 

 Os neutrófilos foram marcados com F4/80-CD11b+Ly6G+. O marcador de 

macrófagos, F4/80, foi utilizado para a exclusão de possíveis macrófagos. O 

marcador Ly6G é característico de neutrófilos, pois não é expresso em outros tipos 

celulares. E o marcador CD11b+ em elevadas concentrações é característico de 

identificação de neutrófilos (Misharin et al., 2013). 

 Para a análise de macrófagos teciduais foram utilizados os marcadores 

F4/80+CD11b+. O marcador CD11b não é expresso em macrófagos alveolares, 

porém é expresso em macrófagos teciduais (Hussell; Bell, 2014). 

 Os linfócitos  B foram marcados com F4/80-B220+. O marcador de 

macrófagos, F4/80, foi utilizado para a exclusão de possíveis macrófagos. E o 

marcador B220 é característico de linfócitos B (Misharin et al., 2013). 

Para a análise apoptose e da viabilidade das células nos ensaios de 

citometria, foram utilizados os marcadores moleculares Annexin V, que se liga à 

fosfatidilserina da superfície celular e 7-Amino-Actinomycin (7-AAD), que se liga ao 

DNA, respectivamente. 

  Células obtidas do BALF de cada animal foram contadas em duplicata em 

câmara de Neubauer, utilizando a solução de corante Trypan Blue (Invitrogen). As 

células previamente contadas foram divididas igualmente (aproximadamente 1 x 105 

células) em duas placas de poliestireno de 96 poços com fundo “u” (Corning 

Incorporated) para a realização de dois painéis de marcação. As células foram 

centrifugadas a 453 g por 4 min a 4 °C, lavadas com tampão FACS e coletadas 

novamente por centrifugação. As células foram suspensas em 20 µl de tampão 

FACS contendo anticorpos conjugados a diferentes fluoróforos. Os painéis de 

marcação variaram de acordo com os experimentos:  
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Experimento para caracterização das populações celulares antes e após o desafio 

com pneumococo: 

 

Painel A: anti-CD11b - FITC (BD Biosciences, clone M1/70, diluição 1:100), anti-

CD11c - PE (BD Biosciences, clone HL3, diluição 1:100), anti-Ly6G - APC-Cy7 (BD 

Biosciences, clone 1A8, diluição 1:100), anti-F4/80 - PE-Cy7 (eBioscience, clone 

BM8, diluição 1:100), anti-CD80 - PerCP-Cy5.5 (BD Biosciences, clone 16-10A1, 

diluição 1:80) e anti-CD86 - APC (BD Biosciences, clone GL1, diluição 1:80). 

 

Painel B: anti-CD11b - FITC (BD Biosciences, clone M1/70, diluição 1:100), anti-

CD11c - PE (BD Biosciences, clone HL3, diluição 1:100), anti-Ly6G - APC-Cy7 (BD 

Biosciences, clone 1A8, diluição 1:100), anti-F4/80 - PE-Cy7 (eBioscience, clone 

BM8, diluição 1:100), anti-B220 - PerCP-Cy5.5 (Invitrogen, diluição 1:100) e anti-

CD206 - APC (AbD Serotec, clone MR5D3  diluição 1:50). 

 

As amostras foram incubadas por 30 min na geladeira protegidas da luz. Após 

a incubação, 100 μl de tampão FACS foram adicionados, o pellet foi coletado por 

centrifugação e lavado novamente com 100 μl de tampão FACS. Todas as amostras 

foram ressuspendidas em 100 μl de Cytofix (BD Biosciences) e analisadas por 

citometria de fluxo no equipamento BD FACSCalibur (BD Biosciences).  Foram 

registrados 20.000 eventos e os dados foram analisados pelo do software FlowJo, 

versão 10.  

 

Experimento para a análise de apoptose e/ou necrose nas células do trato 

respiratório, antes e após o desafio com pneumococo: 

 

Painel A: anti-CD11b - APCCy7 (BD Pharmingen, clone M1/70, diluição 1:100), anti-

CD11c - BV510 (BD Horizon, clone HL3, diluição 1:100), anti-F4/80 - PE-Cy7 

(eBioscience, clone BM8, diluição 1:100), anti_IaIe - PE (BD Pharmingen, clone 

M5/114.15.2, diluição 1:200), anti-CD40 – BV421 (BD Horizon, clone 3/23, diluição 

1:100), anti-CD86 - APC (BD Biosciences, clone GL1, diluição 1:100), anti-Annexin 

(BD Pharmingen, diluição 1:20) e anti-7-AAD (BD Pharmingen, diluição 1:20). 
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Painel B: anti-CD11b - APCCy7 (BD Pharmingen, clone M1/70, diluição 1:100), anti-

CD11c - BV510 (BD Horizon, clone HL3, diluição 1:100), anti-F4/80 - PE-Cy7 

(eBioscience, clone BM8, diluição 1:100), anti_IaIe – PE (BD Pharmingen, clone 

M5/114.15.2, diluição 1:200), anti-Ly6G – BV421 (BD Horizon, clone 1A8, diluição 

1:100), anti-CD206 - APC (AbD Serotec, clone MR5D3  diluição 1:100), anti-Annexin 

BD Pharmingen, diluição 1:20) e anti-7-AAD (BD Pharmingen, diluição 1:20).  

 

As amostras foram incubadas com os marcadores de superfície (exceto 

marcadores Annexin e 7-AAD) por 30 min na geladeira protegidas da luz. Após a 

incubação, 100 μl de tampão FACS foram adicionados, o pellet foi coletado por 

centrifugação. Todas as amostras foram ressuspendidas em 100 μl de tampão de 

ligação (fornecido pelo kit de marcação) diluído 1x em água, contendo 5 μl de 

Annexin e 5 μl de 7-AAD. As amostras foram incubadas por 15 min em temperatura 

ambiente. Após a incubação, foi adicionado 400 μl de tampão de ligação e as 

amostras foram analisadas por citometria de fluxo no equipamento BD FACSCalibur 

(BD Biosciences).  Foram registrados 40.000 eventos e os dados foram analisados 

pelo do software FlowJo, versão 10.   

3.10 Avaliação da secreção de citocinas, quimiocinas e metaloproteases 
(MMPs) no BALF utilizando a técnica de Luminex 

A avaliação da secreção de citocinas e quimiocinas foi realizada nas amostras 

de BALF pela técnica de Luminex utilizando o equipamento e os reagentes Magpix 

(Merck Millipore) seguindo as instruções do fabricante. Nesta técnica, é possível a 

detecção de diferentes citocinas em uma mesma amostra mediante beads que são 

identificadas por códigos de cores, acopladas a anticorpos de captura específicos. 

Após a reação com as beads, utiliza-se um anticorpo de detecção e a amostra é 

passada pelo equipamento que contém dois lasers, permitindo a identificação e 

quantificação das citocinas com base em curvas padrões aplicadas.  

Para a realização dos experimentos foram adicionados 50 μl das amostras de 

BALF nos respectivos poços. Em todos os poços foram adicionados 25 μl de “beads” 

conjugadas a anticorpos anti citocinas e quimiocinas IFN-γ, TFN-α, interleucina-1α 

(IL-1α), IL-1ß, Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), Granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 
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(IL-4), interleucina 5 (IL-5), IL-6, interleucina 7 (IL-7), interleucina 9 (IL-9), 

interleucina 10 (IL-10), IL-12(p40), IL-12(p70), interleucina 13 (IL-13), interleucina 15 

(IL-15), IL-17, CXCL1, CXCL2, CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5. Para a análise 

das MMPs foram adicionados 25 μl de “beads” conjugadas a anticorpos anti-MMP2, 

-MMP3, -MMP8, -proMMP9 e -MMP12. Paralelamente, foram realizadas curvas 

padrão de citocinas, quimiocinas e MMPs, e controles máximos e mínimos com 

concentrações conhecidas. Estas amostras também foram misturadas às beads. A 

placa foi selada e incubada com agitação por aproximadamente 18 h a temperatura 

de 4 °C.  

No dia seguinte, a placa foi lavada duas vezes com tampão de lavagem do kit. 

Para a lavagem da placa foi utilizada a lavadora magnética manual, para que as 

beads se fixassem no fundo da placa. Posteriormente, adicionou-se 25 μl dos 

anticorpos de detecção conjugados a biotina em todos os poços e as amostras 

foram incubadas com agitação por 1 h a temperatura ambiente. Após a incubação, 

foram adicionados 25 μl de Streptavidina-Ficoeritrina em todos os poços e as 

amostras foram incubadas por 30 min a temperatura ambiente, com agitação. As 

placas foram lavadas duas vezes com tampão de lavagem com auxílio da lavadora 

manual magnética. Após a lavagem, 150 μl de Drive Fluid (fluído do equipamento) 

foram adicionados a cada poço e as amostras foram incubadas por 5 min a 

temperatura ambiente, com agitação para que as beads se ressuspendessem.  

A leitura foi realizada em leitor Magpix (Merck Millipore). Os resultados foram 

expressos em concentração de citocinas presentes nas amostras, com base nas 

curvas padrões aplicadas no experimento.  

3.11 Análises estatísticas 

Para a comparação da sobrevivência dos animais aos desafios com 

pneumococo foi utilizada a curva de sobrevivência e o teste estatístico de Log-Rank, 

ou o teste exato de Fisher. Para a comparação da carga bacteriana nos pulmões, 

BALF, LA e sangue e porcentagem de perda de massa corpórea dos animais foi 

utilizado o teste estatístico de Mann-Whitney. Para a comparação de número de 

células infiltradas no trato respiratório e secreção de citocinas no BALF foi utilizado o 

teste One-way ANOVA com pós-teste de Tukey. Em todos os casos, P≤ 0,05 foi 
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considerado significativo. Os gráficos e análises estatísticas foram realizados com o 

programa Prism GraphPad 5.0. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Avaliação do papel da inflamação na susceptibilidade à infecção 
respiratória por Streptococcus pneumoniae mediante o uso de 
camundongos geneticamente selecionados para resposta inflamatória 
aguda mínima (AIRmin) ou máxima (AIRmax). 

 Em estudos realizados pelo nosso grupo, foi mostrado que o desafio de 

camundongos BALB/c com a linhagem de pneumococo ATCC6303 em uma dose de 

3 x 10⁵ bactérias, administradas por via nasal, leva a uma piora no estado do animal 

3 dias após o desafio que culmina com a morte em aproximadamente 5 dias. A 

bactéria começou a ser detectada no sangue em 30 h após o desafio e nos tempos 

posteriores a quantidade de UFC aumentou continuadamente até 60 h (Ferreira et 

al., 2009).  

 Esta dose foi escolhida para a primeira análise da virulência da linhagem 

ATCC6303 nos camundongos AIRmax e AIRmin. Camundongos BALB/c foram 

utilizados neste experimento como um controle conhecido (Figura 5). 
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Figura 5 - Curva de sobrevivência após o desafio intranasal com a linhagem ATCC6303 de S. 
pneumoniae na dose de 3 x 105 bactérias por animal. Os camundongos foram observados por 10 
dias e sacrificados quando atingiram elevado nível de doença. O gráfico foi composto por dados de 
dois experimentos independentes. 

Os animais inoculados foram acompanhados por até 10 dias, já que neste 

período ainda havia animais doentes. A curva mostra que 100% dos camundongos 

BALB/c morreram em até 5 dias, indicando que o experimento funcionou como o 

esperado. Por outro lado, camundongos AIRmax e AIRmin apresentaram tempo de 

sobrevivência maior que os camundongos da linhagem BALB/c, sendo que 100% 

dos animais das duas linhagens morreram em até 10 dias após o desafio. Apesar de 
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apresentarem tempo maior de sobrevivência, não foram observadas diferenças 

estatísticas entre os grupos. 

 Como não foi possível observar diferença significativa na susceptibilidade dos 

camundongos AIRmin e AIRmax  à infecção por pneumococo neste modelo, decidiu-

se usar uma dose 10 vezes menor de bactérias no experimento seguinte. Assim, o 

mesmo experimento foi realizado com a dose de 3 x 10⁴ bactérias para o desafio 

(Figura 6). 
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Figura 6 - Curva de sobrevivência após o desafio intranasal com a linhagem ATCC6303 de S. 
pneumoniae na dose de 3 x 104 bactérias por animal. Os camundongos foram observados por 10 
dias e sacrificados quando atingiram elevado nível de doença (**P<0,01 quando comparados os 
grupos AIRmax e AIRmin; ***P<0,001 quando comparados os grupos BALB/c e AIRmax, Teste de 
Log-Rank). O gráfico foi composto por dados de dois experimentos independentes. 

Em dois experimentos independentes, com uma dose de 3 x 10⁴ bactérias 

administradas por via nasal, observou-se que 100% dos camundongos BALB/c 

morreram entre 4 e 6 dias após o desafio, indicando que a diminuição de 10 vezes a 

quantidade de bactérias não altera significativamente a sobrevivência destes 

animais neste modelo. Além disso, 100% dos camundongos AIRmin morreram em 

até 7 dias após o desafio com a linhagem ATCC6303. Entretanto, apenas 36,4% dos 

camundongos da linhagem AIRmax sucumbiram a infecção nesta dose. A 

sobrevivência neste grupo foi significativamente maior quando comparada à 

sobrevivência dos camundongos BALB/c e AIRmin.  Assim, nestas condições, foi 

possível verificar maior susceptibilidade dos camundongos AIRmin à infecção 

respiratória com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae quando comparados aos 

camundongos AIRmax. 



48 

 

 

 A análise da perda de massa corpórea após o desafio com 3 x 104 bactérias 

da linhagem ATCC6303 é apresentada na Figura 7. 
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Figura 7 - Porcentagem de perda de massa após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. 
pneumoniae na dose de 3 x 104 bactérias por animal. A massa dos animais foi medida 
diariamente. Os cálculos foram realizados partindo da massa inicial, anterior ao desafio, e foram 
realizados cálculos de porcentagem de perda de massa individual (Tempo 24 h após desafio *P<0,05 
quando comparados BALB/c com os grupos AIRmin e AIRmax; tempo 48 h após desafio *P<0,05 
quando comparados BALB/c com AIRmax; tempo 72 h após desafio *P<0,05 quando comparados 
camundongos BALB/c com AIRmax, Teste de Mann Whitney). O gráfico foi composto por dados de 
dois experimentos independentes. 

Em todos os tempos analisados após o desafio com 3 x 104 bactérias, foi 

observado que os camundongos AIRmax apresentaram perda de massa inferior aos 

camundongos AIRmin e BALB/c, apesar dos dados serem significativos somente em 

comparação aos camundongos BALB/c. No ponto de 96 h, onde a maior diferença 

foi observada, o número de camundongos BALB/c e AIRmin sobreviventes era muito 

baixo para a realização de análise estatística. 

  Os animais foram avaliados quanto ao estado geral mediante de uma a 

escala de doença (Figura 8). 



49 

 

 

B A L B /c

2 4 4 8 7 2 9 6 1 2 0 1 4 4

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

H o r a s  a p ó s  o  d e s a fio

%
 d

e
 c

a
m

u
n

d
o

n
g

o
s

A IR m in

2 4 4 8 7 2 9 6 1 2 0 1 4 4

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

H o r a s  a p ó s  o  d e s a fio

%
 d

e
 c

a
m

u
n

d
o

n
g

o
s

A IR m a x

2 4 4 8 7 2 9 6 1 2 0 1 4 4

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

H o r a s  a p ó s  o  d e s a fio

%
 d

e
 c

a
m

u
n

d
o

n
g

o
s

 
Figura 8 - Escala de doença após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae na 
dose de 3 x 104 bactérias por animal. Os animais foram acompanhados diariamente em um período 
de 6 dias.  A análise da escala de doença foi realizada em ordem crescente de intensidade de cor: 
saudável (branco), eriçado (cinza claro), encurvado (cinza médio), doente (cinza escuro) e parado 
(preto). Gráfico composto por dados de dois experimentos independentes. Número de animais por 
grupo: 12 animais nos grupos BALB/c e AIRmin e 11 animais no grupo AIRmax. 
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 Como pode ser observado, há uma piora gradativa facilmente observada no 

estado de saúde dos camundongos BALB/c, que leva à morte dos animais. No caso 

dos camundongos AIRmin, a observação dos sintomas da doença não é sempre 

clara, sendo que os animais visualmente não apresentavam um comprometimento 

sério do estado de saúde e morriam em poucas horas. Esta observação é clara, por 

exemplo, entre os pontos de 72 h e 96 h após o desafio, para estes camundongos 

(Figura 8). No caso dos camundongos AIRmax, uma porcentagem pequena de 

camundongos apresenta os sintomas da doença e esta porcentagem morre após o 

desafio. Entretanto, grande parte dos animais permaneceu visualmente saudável 

após o desafio, sendo capaz de combater efetivamente a infecção. 

 Para confirmação das diferenças de susceptibilidade entre os camundongos 

AIRmin e AIRmax ao modelo de desafio invasivo, um novo desafio com a linhagem 

de pneumococo ATCC6303 foi realizado com uma dose 10 vezes inferior (3 x 10³ 

bactérias por animal). A tabela 1 amostra a sobrevivência dos camundongos após o 

desafio com essa dose de bactérias. 

 
Tabela 1 - Sobrevivência dos camundongos após desafio com a linhagem ATCC6303 de S. 
pneumoniae na dose de 3 x 103 bactérias por animal. Os camundongos foram observados por 15 
dias. Tabela composta por dados de dois experimentos independentes. Teste Exato de Fisher. 

 Vivos/ Total Sobrevivência *valor de P 

BALB/c 12/12 100% -- 
AIRmin 11/12 91,67% 1 
AIRmax 10/10 100% 1 

 

Os resultados mostraram que praticamente todos os camundongos das 3 

linhagens estudadas sobreviveram após a infecção com pneumococo, nestas 

condições. Apenas um camundongo da linhagem AIRmin morreu com a infecção. 

Assim, com a dose de 3 x 10³ bactérias por animal, não houve diferença significativa 

entre as linhagens de camundongos estudadas com a relação a sobrevivência. 

A avaliação da perda de massa corpórea neste experimento é mostrada na 

Figura 9. 
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Figura 9 - Porcentagem de perda de massa após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. 
pneumoniae na dose de 3 x 103 bactérias por animal. A massa foi medida diariamente. Os 
cálculos foram realizados partindo da massa inicial, anterior ao desafio, e foram realizados cálculos 
de porcentagem de perda de massa individual. Gráfico composto por dados de dois experimentos 
independentes. 

Nesse ensaio foi possível observar que não houve diferença com relação à 

perda de massa das 3 linhagens de camundongos. Todos os animais 

permaneceram com a massa semelhante à registrada antes do desafio, indicando 

que esta dose de bactérias não é capaz de causar prejuízos significativos à saúde 

dos animais.  

Ainda neste experimento foi realizada a recuperação das bactérias nos 

pulmões dos animais, 15 dias após a infecção com a linhagem ATCC6303 (Figura 

10). 
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Figura 10 - Recuperação de bactérias dos pulmões dos camundongos após o desafio com a 
linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae na dose de 3 x 103 bactérias por animal. 15 dias após o 
desafio os camundongos foram sacrificados, os pulmões retirados, macerados e plaqueados em ágar 
sangue. As placas foram incubadas a 37 °C por 18 h para a contagem de UFC. Os pontos mostram 
resultados individuais e a linha mostra a mediana do grupo (*** P<0,001 em relação aos 
camundongos BALB/c, Teste de Mann Whitney). O gráfico foi composto por dados de dois 
experimentos independentes. O limite mínimo de detecção da técnica é de 100 bactérias, sendo que 
100 representa animais onde não foram recuperadas bactérias. 

 Com relação à recuperação das bactérias nos pulmões após o desafio com a 

linhagem ATCC6303 na dose de 3 x 10³, foi observado que os camundongos 

BALB/c, 15 dias após o desafio  foram capazes de eliminar completamente as 

bactérias do trato respiratório. Por outro lado, alguns camundongos AIRmin e 

AIRmax ainda apresentavam bactérias no trato respiratório inferior, 15 dias após a 

infecção. 

 A comparação da carga de bactérias presente no trato respiratório dos 

camundongos mostrou que os camundongos AIRmin apresentam diferenças 

significativas apenas em relação aos camundongos BALB/c. Apesar de não serem 

observadas diferenças estatísticas significativas entre os camundongos AIRmin e 

AIRmax, deve-se ressaltar que a maioria dos camundongos AIRmin (8 de 11) 

apresentou bactérias no trato respiratório 15 dias após o desafio. Este resultado é 

inverso para os camundongos AIRmax, sendo que apenas 3 de 10 camundongos 

apresentaram bactérias neste ponto. 

 A escala de doença também foi registrada neste experimento (Figura 11).  
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Figura 11 - Escala de doença após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae na 
dose de 3 x 103 bactérias por animal. Os camundongos foram acompanhados diariamente em um 
período de 12 dias.  A análise da escala de doença foi realizada em ordem crescente de intensidade 
de cor: saudável (branco), eriçado (cinza claro), encurvado (cinza médio), doente (cinza escuro) e 
parado (preto). Gráfico composto por dados de dois experimentos independentes. 
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Observa-se que a maioria dos camundongos AIRmin apresentou sintomas 

leves da doença e conseguiu controlá-la. Alguns camundongos apresentaram 

sintomas mais graves em tempos longos, sendo que um deles morreu antes de 15 

dias. Alguns camundongos das linhagens BALB/c e AIRmax apresentaram sintomas 

leves no início da infecção, que foram melhorando gradativamente. 

Com base nos resultados apresentados foi estabelecida a dose de 3 x 10⁴ 

para o estudo da resposta imune inata nos camundongos AIRmax e AIRmin no 

modelo de infecção respiratória invasiva com a linhagem ATCC6303 de S. 

pneumoniae, já que diferenças de susceptibilidade à infecção foram mais evidentes 

nesta condição. 

4.1.1 Avaliação da resposta imune inata à infecção respiratória com a linhagem de 
pneumococo ATCC6303 em camundongos AIRmin e AIRmax 

 Um novo experimento foi realizado com a dose de desafio de 3 x 10⁴ 

bactérias por animal. Os camundongos foram sacrificados nos tempos 6 h, 12 h e 48 

h após o desafio e a carga bacteriana e o infiltrado celular no trato respiratório foram 

avaliados. A figura 12 mostra o número de bactérias recuperadas nos BALFs dos 

animais.  
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Figura 12 - Recuperação de bactérias do BALF 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com a linhagem 
ATCC6303 de S. pneumoniae. Os pontos indicam os dados individuais e o traço indica a mediana 
dos grupos (*P<0,05; **P<0,01; Teste de Mann Whitney). Os dados são representativos de dois 
experimentos independentes. Limite mínimo de detecção da técnica é de 120 bactérias, sendo que o 
valor 100 representa animais onde não foram recuperadas bactérias. 
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Em 6 h após o desafio, ambas as linhagens de camundongos apresentaram 

quantidades equivalentes de bactérias no BALF, ao redor de 104 UFC (Figura 12A). 

Em 12 h após o desafio foi possível observar um número significativamente menor 

de bactérias recuperadas nos BALFs dos camundongos AIRmax em comparação 

aos camundongos AIRmin (Figura 12B). Em 48 h após o desafio (Figura 12C), os 

camundongos AIRmin apresentaram níveis mais elevados de bactérias nos BALFs, 

com aproximadamente de 105 UFC recuperadas. Por outro lado, níveis 

significativamente inferiores de bactérias foram recuperadas dos BALFs dos 

camundongos AIRmax em relação aos camundongos AIRmin. Apesar dos níveis 

mais baixos, foram observados dados dispersos neste grupo. A heterogeneidade no 

grupo AIRmax está de acordo com o resultado de sobrevivência observado para 

estes animais com a dose de 3 x 104 bactérias por animal (Figura 6), onde parte do 

grupo sobrevive e parte sucumbe à infecção. 

A carga bacteriana também foi avaliada em macerados dos pulmões dos 

camundongos (Figura 13). 
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Figura 13 - Recuperação de bactérias dos pulmões 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com a 
linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. Os pontos indicam os dados individuais e o traço indica a 
mediana dos grupos (*P<0,05; Teste de Mann Whitney). Dados representativos de dois experimentos 
independentes. Limite mínimo de detecção da técnica é de 100 bactérias, sendo que o valor 100 

representa animais onde não foram recuperadas bactérias. 
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Em 6 h após o desafio não foi possível observar diferença estatística na 

recuperação de bactérias dos pulmões dos camundongos AIRmin e AIRmax (Figura 

13A).  Da mesma forma, em 12 h após o desafio, não foram observadas diferenças 

estatísticas no número de bactérias recuperadas dos pulmões dos animais (Figura 

13B). Entretanto, novamente os camundongos AIRmax apresentaram resultados 

bastante dispersos, sendo que a carga bacteriana foi abaixo do limite de detecção 

da técnica em dois animais desta linhagem. Em 48 h após o desafio foi possível 

observar números elevados de bactérias nos pulmões dos camundongos AIRmin, 

com alguns camundongos chegando a níveis entre 105 e 106  bactérias (Figura 13C). 

Níveis significativamente menores de bactérias foram observados nos pulmões dos 

camundongos AIRmax, quando comparados aos observados nos camundongos 

AIRmin. Novamente, há uma dispersão dos dados neste grupo, sendo que em 3 de 

4 animais não foi possível recuperar bactérias neste ponto. 

A recuperação de bactérias na corrente sanguínea 48 h após o desafio foi 

realizada, porém houve uma variação muito grande nos resultados obtidos em 

experimentos independentes (dados não mostrados). 

A resposta imune inata foi estudada primeiramente pela avaliação dos tipos 

celulares infiltrados no BALF após o desafio, comparando as duas linhagens de 

camundongos. Para estes experimentos, considerando que uma porcentagem de 

animais da linhagem AIRmax não consegue controlar a infecção e não sobrevive ao 

desafio, optou-se por avaliar os dados no ponto de 48 h após o desafio, apenas dos 

animais desta linhagem que apresentavam carga bacteriana controlada no trato 

respiratório. Em todos os outros pontos após o desafio, todos os animais foram 

incluídos na análise. 

A Figura 14 apresenta o total de células infiltradas no BALF após o desafio 

por pneumococo nos camundongos AIRmax e AIRmin. 
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Figura 14 - Número total de células nos BALFs dos camundongos (4 a 6 animais por grupo) 
antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. A 
contagem foi realizada em câmara de Neubauer em duplicata. As barras representam as médias 
obtidas nos grupos com os desvios padrão. Dados representativos de dois experimentos 
independentes. 

Foi possível observar na Figura 14 que a quantidade de células coletadas no 

BALF dos camundongos AIRmax e AIRmin não variou significativamente ao longo 

do desafio. Ambas as linhagens de camundongos também apresentaram números 

equivalentes de células no BALF antes do desafio.   

 Para a caracterização das diferentes populações celulares, inicialmente, foi 

utilizada a contagem diferencial pela técnica de cytospin, onde foram identificados 

macrófagos (população mais abundante antes do desafio), neutrófilos (população 

mais abundante em 12 h após o desafio) e poucos linfócitos (dados não mostrados). 

Posteriormente, para a melhor caracterização dos tipos celulares e identificação de 

subpopulações, optou-se pela técnica de citometria de fluxo com utilização de 

anticorpos para marcação celular.  A Figura 15 (A) mostra a estratégia de análise da 

população de neutrófilos (F4/80-CD11b+LY6G+) e a figura 15 (B) mostra os números 

de neutrófilos  recuperados antes e nos diferentes pontos após o desafio, resultantes 

das análises de citometria. 
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Figura 15 - Estratégia de análise (A) e número total de neutrófilos nos BALFs dos 
camundongos (4 a 6 animais por grupo) antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com a 
linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae (B).  Os neutrófilos foram detectados pela marcação F4/80- 
CD11b+ Ly6G+, pela técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram analisados com software 
FlowJo. As barras representam as médias dos números de neutrófilos no total de células para cada 
grupo com os desvios padrão (*P<0,05; **P<0,01; Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey).  

Nas duas linhagens de camundongos foi possível observar o aumento de 

neutrófilos recuperados no BALF após o desafio. Nos camundongos AIRmax, os 

neutrófilos foram detectados a partir de 6 h após o desafio. Em 12 h após o desafio, 

foi possível observar níveis significativamente mais altos de neutrófilos quando 

comparados aos níveis basais. Este influxo foi controlado em 48 h após o desafio. 

Por outro lado, na linhagem AIRmin foi possível observar um aumento de influxo de 

neutrófilos em 6 h após o desafio. Apesar de não ser significativo em relação aos 

níveis basais, o influxo foi crescente ao longo do tempo. Pode-se observar também 

que os níveis de neutrófilos observados em 12 h após o desafio foram 

significativamente maiores nos camundongos AIRmax em relação aos níveis 

observados nos camundongos AIRmin. 
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A Figura 16 (A) mostra a estratégia de análise referente os números de 

macrófagos alveolares (MA, F4/80+CD11c+CD11b-) e macrófagos teciduais 

(F4/80+CD11b+) e a figuras 16 (B) e (C) mostram os números de macrófagos 

alveolares (MA, F4/80+CD11c+CD11b-) e macrófagos teciduais (F4/80+CD11b+)  

recuperados antes e nos diferentes pontos após o desafio. 
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Figura 16 - Estratégia de análise (A) e número total de macrófagos nos BALFs dos 
camundongos (4 a 6 animais por grupo) antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com a 
linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae (B) e (C). Os macrófagos alveolares (MA) foram detectados 
pela marcação F4/80+CD11c+CD11b- (B) e os macrófagos teciduais foram detectados pela marcação 
F4/80+CD11b+ (C), pela técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram analisados com software 
FlowJo. As barras representam as médias dos números de macrófagos no total de células para cada 
grupo com os desvios padrão (*P<0,05; **P<0,01; Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey).  

Foi possível observar uma redução no número de MA em 6 h após o desafio 

nos camundongos da linhagem AIRmax. O número destas células se manteve 

abaixo dos níveis basais até 48 h após o desafio.  Por outro lado, não houve 

alteração nos níveis de macrófagos alveolares observados nos camundongos 

AIRmin após o desafio (Figura 16A).  

Não foram observadas diferenças significativas nos números de macrófagos 

teciduais nos camundongos AIRmax e AIRmin, após o desafio com pneumococo 

(Figura 16B). 

 Os MA presentes em ambas às linhagens de camundongos foram 

caracterizados quanto à expressão de alguns receptores e moléculas co-
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estimulatórias presentes na superfície. A expressão de CD206 é associada a 

macrófagos do tipo M2 (também conhecidos como quiescentes ou não inflamatórios) 

que estão relacionados com a secreção de citocinas do tipo Th2 como IL-13, IL-4 e 

IL-10 (Benoit; Desnues; Mege, 2008). As moléculas co-estimulatórias CD80+ e 

CD86+ são expressas por diferentes células apresentadoras de antígeno e 

participam na sinalização aos linfócitos T por intermédio dos receptores de superfície 

CD28 e CD152 (Sansom; Manzotti; Zheng, 2003). 

 A Figura 17 (A) mostra as estratégias de análise e as figuras 17 (B), (C) e (D) 

mostram número total de MA expressando as moléculas co-estimulatórias CD80 ou 

CD86 ou o receptor de manose CD206 respectivamente, antes e após o desafio com 

a linhagem de pneumococo ATCC6303. 
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Figura 17 - Estratégia de análise (A) e número total de MA expressando CD80, CD86 ou CD206 
nos BALFs dos camundongos (4 a 6 animais por grupo) antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o 
desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae (B), (C) e (D). As populações foram 
detectadas pela marcação F4/80+CD11c+CD11b-CD80+ (B), F4/80+CD11c+CD11b-CD86+ (C) ou 
F4/80+CD11c+CD11b-CD206+ (D), pela técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram analisados 
com software FlowJo. As barras representam as médias dos números de MA expressando as 
moléculas co-estimulatórias ou o receptor de manose no total de células para cada grupo com os 
desvios padrão (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey). 
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 Na Figura 17 (A) foi possível observar que não houve diferença significativa 

no número de MA expressando CD80 (F4/80+CD11c+CD11b-CD80+) ao longo do 

desafio, nos camundongos AIRmax e AIRmin.  A avaliação do número de 

macrófagos alveolares expressando CD86 (F4/80+CD11c+CD11b-CD86+) mostra 

uma tendência de aumento após o desafio com pneumococo, tanto nos 

camundongos AIRmax como nos camundongos AIRmin  (Figura 17B). Entretanto, 

este aumento progressivo não foi significativo.  

 Em todos os pontos analisados, os números de MA expressando CD206 

(F4/80+CD11c+CD11b-CD206+) foram mais elevados nos camundongos AIRmin em 

comparação aos números observados nos camundongos AIRmax, embora sem 

diferença significativa na maioria dos pontos. Nos camundongos AIRmin, o número 

de MA expressado CD206 aumenta significativamente após o desafio, enquanto que 

nos camundongos AIRmax não foram observadas alterações nos níveis destas 

células. Em 48 h após o desafio, o número de macrófagos alveolares CD206+ foi 

significativamente mais alto nos camundongos AIRmin quando comparado com os 

camundongos AIRmax (Figura 17C).   

 Para uma melhor compreensão do balanço das subpopulações de MA, após o 

desafio com pneumococo, decidiu-se avaliar a porcentagem de cada uma destas 

células dentro do total de MA (Figura 18). 
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Figura 18 - Porcentagem de MA expressando ou não expressando CD80, CD86 ou CD206 
dentro do total de MA nos BALFs dos camundongos (4 a 6 animais por grupo) antes (0 h) e 6 h, 
12 h e 48 h após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. As populações foram 
detectadas pela marcação F4/80+CD11c+CD11b-CD80+ (A), F4/80+CD11c+CD11b-CD86+ (B) ou 
F4/80+CD11c+CD11b-CD206+ (C), pela técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram analisados 
com software FlowJo. As barras representam as médias das porcentagens de células positivas para 
cada marcação no total de MA com os desvios padrão. 
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 Uma porcentagem inferior a 0,1% de MA expressando CD80 

(F4/80+CD11c+CD11b-CD80+) foi observada nos camundongos AIRmax e AIRmin, e 

esta se manteve estável em ambas as linhagens de camundongos após o desafio. 

Porém, os MA que não expressam CD80 são a maioria desta população em ambas 

as linhagens de camundongos (Figura 18A).  

 Foi possível observar um leve aumento na porcentagem de MA expressando 

CD86 (F4/80+CD11c+CD11b-CD86+), principalmente nos camundongos AIRmax 

após o desafio. Porém, os MA que não expressam CD86 também são a maioria 

desta população em ambas as linhagens de camundongos (Figura 18B). 

 A avaliação das subpopulações positivas ou negativas para CD206 mostrou 

diferenças entre as duas linhagens de camundongos. Os camundongos AIRmin 

apresentam aproximadamente 50% de MA positivos ou negativos para CD206 antes 

do desafio. Nestas condições, os camundongos AIRmax apresentam ao redor de 

20% de MA positivos para CD206 e 80% negativos para esta molécula. Em ambas 

as linhagens de camundongos, a porcentagem de MA CD206+ aumenta ao longo do 

desafio. Entretanto, este aumento é bastante pronunciado nos camundongos 

AIRmin, e, a partir de 12 h após o desafio, estas células já correspondem à maioria 

da subpopulação de MA (ao redor de 72% em 12 h e ao redor de 85% em 48 h). 

Apesar de também aumentar ao longo do desafio, a subpopulação MA CD206+ nos 

camundongos AIRmax chega a apenas 46% do total de MA em 48 h (Figura 18C). 

 Uma terceira análise nestas subpopulações foi realizada pela mediana de 

intensidade de fluorescência (MFI) de CD80, CD86 ou CD206, considerando, 

portanto os níveis de expressão destas moléculas (Figura 19).    
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Figura 19 - Mediana de Intensidade de Fluorescência (MFI) de CD80, CD86 ou CD206 dos MA 
nos BALFs dos camundongos antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com a linhagem 
ATCC6303 de S. pneumoniae. A mediana da intensidade de fluorescência de CD80, CD86 ou 
CD206 foi calculada para os MA, usando o software FlowJo. Os pontos indicam os resultados 
individuais e os traços indicam as medianas de cada grupo (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; 
****P<0,0001; Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey). 
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 A expressão de CD80 permaneceu inalterada nos MA dos camundongos 

AIRmin em todos os pontos analisados. Por outro lado, a expressão de CD80 

aumentou nos MA dos camundongos AIRmax em 6 h após o desafio, retornando 

aos níveis basais em 12 h (Figura 19A). Assim, apesar de não ter sido observado 

aumento no número de MA CD80+ (Figura 17A) a expressão desta molécula foi 

aumentada nos MA presentes no BALF dos camundongos AIRmax em 6 h após o 

desafio.  

 Um aumento significativo na expressão de CD86 pelos MA de ambas as 

linhagens de camundongos foi observado após o desafio. Na linhagem AIRmin um 

aumento significativo foi observado em 12 h e 48 h quando comparado com a 

expressão basal, e também quando comparado com a expressão em 6 h após o 

desafio. Na linhagem AIRmax um aumento significativo foi observado em 48 h após 

o desafio quando comparado com os níveis basais de expressão (Figura 19B). O 

aumento da expressão de CD86 nos MA após o desafio acompanhou o aumento no 

número de MA CD86+ (Figura 17B). 

 Foi possível observar um aumento progressivo e significativo na expressão 

CD206 na superfície dos MA dos camundongos AIRmin. Por outro lado, nos 

camundongos AIRmax não foram observadas diferenças na expressão de CD206 na 

superfície dos MA. Em 48 h após o desafio, a expressão de CD206 foi 

significativamente mais elevada nos MA dos camundongos AIRmin quando 

comparada aos camundongos AIRmax (Figura 19C). A expressão de CD206 nos MA 

após o desafio acompanhou as variações observadas no número de MA CD206+ 

para as duas linhagens de camundongos (Figura 17C).  

A Figura 20 (A) mostra a estratégia de análise e a figura 20 (B) os números de 

linfócitos B (F4/80- B220+) recuperados antes e nos diferentes pontos após o desafio. 
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Figura 20 - Estratégia de análise (A) e número total de linfócitos B nos BALFs dos 
camundongos (4 a 6 animais por grupo) antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com a 
linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae (B).  Os linfócitos B foram detectados pela marcação F4/80-

B220+, pela técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram analisados com software FlowJo. As 
barras representam as médias dos números de linfócitos no total de células para cada grupo com os 
desvios padrão. 

 Em ambas as linhagens de camundongos, os resultados foram bastante 

semelhantes, sem diferenças estatísticas no número de linfócitos B detectados em 

todos os pontos analisados. Ambas as linhagem de camundongos apresentaram 

uma flutuação no número de linfócitos recuperados, aumentando levemente em 6 h 

após o desafio e retornando ao basal em 48 h.  
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 Em continuação ao estudo da resposta imune inata frente ao desafio 

respiratório invasivo com pneumococo nestes camundongos, foram feitas análises 

de diferentes citocinas e quimiocinas nas amostras de BALF após o desafio. 

Inicialmente foi utilizada a técnica de ELISA (dados não mostrados). Entretanto, um 

dos objetivos deste projeto era o estabelecimento da técnica de luminex no 

laboratório. Esta técnica apresenta sensibilidade superior e maior abrangência em 

relação à técnica de ELISA, já que um número grande de moléculas pode ser 

avaliado em uma mesma amostra. 

As seguintes citocinas e quimiocinas foram avaliadas: IFN-γ, TFN-α, IL-1α, IL-

1ß, G-CSF, GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12(p40), IL-12(p70), 

IL-13, IL-15, IL-17, CXCL2, CXCL3, CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5.  

A Figura 21 mostra a secreção das citocinas pró-inflamatórias interferon gama 

(IFN-γ), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina-6 (IL-6) nos BALFs dos 

camundongos AIRmin e AIRmax. 
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Figura 21 - Secreção das citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-6 nas amostras de BALF dos 
camundongos AIRmin e AIRmax antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com linhagem 
ATCC6303 de S. pneumoniae. Amostras de BALF foram coletadas antes e em diferentes tempos 
após o desafio intranasal. As células foram removidas por centrifugação e as citocinas foram 
quantificadas pelo kit de Luminex. As barras representam as médias obtidas nos grupos com os 
desvios padrão (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey). Os 
valores em 100 indicam resultados abaixo do nível de detecção indicado pelo fabricante. 
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 Com relação à secreção de IFN-γ, um aumento gradativo foi observado nos 

camundongos da linhagem AIRmin, com máximo de secreção em 48 h após o 

desafio. Por outro lado, um aumento significativo de secreção de IFN-γ foi observado 

em 12 h nos camundongos da linhagem. Em 48 h após o desafio, os níveis de 

secreção de IFN-γ foram significativamente mais altos nos camundongos AIRmin, 

em relação aos observados nos camundongos AIRmax (Figura 21A). 

 A secreção de TNF-α nos BALFs foi induzida após o desafio em ambas às 

linhagens de camundongos, com picos de secreção em 6 h após o desafio. Porém, 

nos camundongos  AIRmin, os níveis de secreção de TNF-α neste ponto foi 

significativamente maior em comparação aos camundongos AIRmax.  Após o pico 

em 6 h, observou-se uma queda na secreção desta citocina em ambas as linhagens 

de camundongos. Apesar da queda na secreção de TNF-α ser significativa nos 

camundongos AIRmin em 12 h e 48 h após o desafio, os níveis ainda 

permaneceram um pouco acima do nível de secreção basal. Nos camundongos 

AIRmax, a secreção de TNF-α retornou ao nível basal em 48 h após o  desafio 

(Figura 21B). 

 Um aumento significativo foi observado no ponto de 6 h em ambas as 

linhagens de camundongos para a secreção de IL-6. A linhagem AIRmin 

permaneceu com níveis elevados de secreção desta citocina até o ponto de 48  h. 

Por outro lado, a linhagem AIRmax retornou a níveis próximos do basal em 48 h 

após o desafio (Figura 21C). 

A Figura 22, mostra a secreção de citocinas relacionadas com a resposta Th2 

interleucina-4 (IL-4) e interleucina-5 (IL-5) e da citocina anti-inflamatória interleucina-

10 (IL-10) nos BALFs dos camundongos AIRmin e AIRmax.  
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Figura 22 - Secreção de citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 nas amostras de BALF dos camundongos 
AIRmin e AIRmax antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com a linhagem ATCC6303 do S. 
pneumoniae. Amostras de BALF foram coletadas antes e em diferentes tempos após o desafio 
intranasal. As células foram removidas por centrifugação e as citocinas foram quantificadas pelo kit 
de Luminex. As barras representam as médias obtidas nos grupos com os desvios padrão (*P<0,05; 
***P<0,001; ****P<0,0001, Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey).  

 Com relação à citocina IL-4, foi observado um pico de secreção em ambas as 

linhagens de camundongos em 12 h após o desafio. Contudo, esta indução foi mais 
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homogênea na linhagem AIRmin, com todos os camundongos apresentando 

concentrações semelhantes de IL-4. Por outro lado, apesar de aumentar 

significativamente em relação aos níveis basais, a secreção de IL-4 foi variável nos 

camundongos AIRmax. Em 48 h, a secreção de IL-4 nos BALFs das duas linhagens 

de camundongos retornou aos níveis basais (Figura 22A). 

 Foram observados picos de secreção de IL-5 em ambas as linhagens de 

camundongos em 12 h após o desafio. Da mesma forma que para IL-4, o pico foi 

mais homogêneo nos camundongos AIRmin com diferença estatística em relação a 

todos os pontos avaliados. Apesar do aumento em 12 h, houve variação grande 

entre os níveis de IL-5 observados nos camundongos AIRmax e não houve 

diferença estatística. Em 48 h, a secreção de IL-5 retornou aos níveis basais em 

ambas as linhagens de camundongos (Figura 22B). 

 Com relação à citocina anti-inflamatória IL-10, também foram observados 

picos de secreção em 12 h após o desafio em ambas as linhagens de 

camundongos. Porém, o pico de secreção foi significativamente maior nos 

camundongos AIRmin quando comparado ao observado na linhagem AIRmax.  Em 

48 h após o desafio, os níveis de IL-10 retornaram aos níveis basais nas duas 

linhagens de camundongos (Figura 22C). 

 A secreção de interleucina 17 (IL-17) uma citocina relacionada à proteção 

contra colonização por pneumococo e do fator estimulador de colônias de 

granulócitos (G-CSF) são mostrados na Figura 23 (A) e (B), respectivamente. 
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Figura 23 - Secreção de citocinas IL-17 e G-CSF nas amostras de BALF dos camundongos 
AIRmin e AIRmax antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com a linhagem ATCC6303 do S. 
pneumoniae. Amostras de BALF foram coletadas antes e em diferentes tempos após o desafio 
intranasal. As células foram removidas por centrifugação e as citocinas foram quantificadas pelo kit 
de Luminex. As barras representam as médias obtidas nos grupos com os desvios padrão (*P<0,05; 
**P<0,01; ***P<0,001; Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey).  

   Um aumento significativo de secreção de IL-17 no BALF dos camundongos 

AIRmin foi observado em 48 h após o desafio, apesar da variação entre os animais. 

Por outro lado, apenas um camundongo AIRmax apresentou aumento na secreção 

de IL-17 em 12 h após o desafio, resultando em comparação não significativa em 

relação aos níveis basais de secreção (Figura 23A). 

 Foi possível observar um aumento na secreção de G-CSF em 6 h após o 

desafio em ambas às linhagens de camundongos. Entretanto, enquanto os níveis de 

G-CSF se mantiveram altos nos BALFs dos camundongos AIRmin, uma redução 

significativa foi observada nos camundongos AIRmax  em 48 h após o desafio 

(Figura 23B). 
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 As citocinas interleucina-1 α e ß (IL-1α e IL-1ß), interleucina-2 (IL-2), 

interleucina-9 (IL-9), interleucina-12 (IL-12, p40 e p70) e fator estimulador de 

colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) também foram avaliadas, mas não 

foram encontradas diferenças entre os grupos. As interleucinas IL-7, IL-13 e IL-15 

não foram detectadas nas condições estudadas (dados não mostrados). 

Além da secreção de citocinas, o perfil de secreção de algumas quimiocinas 

relacionadas ao recrutamento de leucócitos foi avaliado nos camundongos AIRmin e 

AIRmax (Figura 24). 
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Figura 24 - Secreção de quimiocinas CXCL2, CXCL3, CXCL10, CCL3, CCL4 e CCL5 nas 
amostras de BALF dos camundongos AIRmin e AIRmax antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o 
desafio com a linhagem ATCC6303 do S. pneumoniae. Amostras de BALF foram coletadas antes 
e em diferentes tempos após o desafio intranasal. As células foram removidas por centrifugação e as 
quimiocinas foram quantificadas pelo kit de Luminex. As barras representam as médias obtidas nos 
grupos com os desvios padrão (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001; Teste One-way 
ANOVA com pós teste de Tukey).  
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 A secreção da quimiocina CXCL2, um aumento não significativo foi observado 

em 6 h nos camundongos AIRmin e os níveis se mantiveram nos tempos seguintes. 

Por outro lado, um pico significativo foi observado em 12 h nos camundongos 

AIRmax,  retornando aos níveis basais em 48 h (Figura 24A). 

 A secreção da quimiocina CXCL1 foi semelhante em ambas às linhagens de 

camundongos, com picos de secreção em 6 h após o desafio. Nos tempos seguintes 

foram observadas reduções significativas na secreção de CXCL1 nos BALFs dos 

camundongos AIRmin e AIRmax (Figura 24B). 

 Um aumento significativo da secreção de CXCL10 no BALF dos 

camundongos AIRmin foi observado em 48 h após o desafio. Por outro lado, na 

linhagem AIRmax o pico máximo de secreção  de CXCL10 ocorreu 12 h após o 

desafio, com redução significativa em 48 h, atingindo níveis próximos ao basal. 

Ainda em 48 h após o desafio foi possível observar uma diferença significativa na 

secreção de CXCL10 entre as amostras dos camundongos AIRmin e AIRmax 

(Figura 24C).  

 A secreção de CCL3 e CCL4 apresentaram perfis semelhantes após o 

desafio, apesar de algumas diferenças nas análises estatísticas. Foram observados 

aumentos na secreção destas duas quimiocinas nos BALFs dos camundongos 

AIRmax e AIRmin em 6 h após o desafio. Em AIRmin, os níveis permaneceram altos 

em todos os pontos após o desafio, com picos em 48 h.  Nos camundongos AIRmax, 

os níveis de secreção de CCL3 e CCL4 aumentaram significativamente em 12 h 

após o desafio e reduziram em 48 h. Quando comparadas as duas linhagens de 

camundongos, em 48 h após o desafio foram observados níveis significativamente 

mais altos de CCL3 nos camundongos AIRmin em relação aos níveis observados 

nos camundongos AIRmax (Figura 24D e 24E). 

 Uma flutuação na secreção da quimiocina CCL5, foi observada nos BALFs 

dos camundongos AIRmin, sem diferença significativa entre os pontos.  Na linhagem 

AIRmax, os níveis de secreção permaneceram semelhantes até o ponto de 12 h 

após o desafio, com uma queda significativa em 48 h. Em 48 h após o desafio a 

secreção de CCL5 foi significativamente maior nos BALFs dos camundongos 

AIRmin quando comparada ao observado nos camundongos AIRmax (Figura 24F). 

 A quimiocina CCL2 também foi avaliada, mas não foi encontrada diferença 

entre os grupos. 
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 Um estudo realizado por Hong e colaboradores mostrou a importância das 

metaloproteases de matriz (MMPs) para o controle da infecção por pneumococo. 

Camundongos knockout para as MMPs 2 e 9 não sobrevivem à infecção. Os 

camundongos apresentam alta carga bacteriana nos pulmões, diminuída capacidade 

dos neutrófilos em eliminar as bactérias e altos níveis de IL-17, CXCL10 e CCL5 

(Hong et al., 2011). Algumas destas características foram também observadas nos 

camundongos AIRmin, portanto decidimos avaliá-las no nosso modelo. 

 A Figura 25 mostra a expressão das MMPs nos BALFs dos camundongos 

AIRmin e AIRmax utilizando a tecnologia LUMINEX. 
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Figura 25 - Expressão de MMPs nas amostras de BALF dos camundongos AIRmin e AIRmax 
antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. 
Amostras de BALF foram coletadas antes e em diferentes tempos após o desafio intranasal. As 
células foram removidas por centrifugação e as MMPs foram quantificadas pelo kit de Luminex. As 
barras representam as médias obtidas nos grupos com os desvios padrão (*P<0,05; **P<0,01; 
***P<0,001; ****P<0.0001; Teste One-Way ANOVA com pós teste de Tukey). Os valores abaixo de 0 
indicam resultados abaixo do nível de detecção indicado pelo fabricante. Os dados são 
representativos de dois experimentos independentes. 
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 Um aumento significativo da expressão da MMP-2 foi observado em 6 h após 

o desafio nos BALFs dos camundongos AIRmax, sendo logo controlado em 12 h 

após o desafio. Por outro lado, nos BALFs dos camundongos AIRmin não foi 

observado aumento da expressão da MMP-2 após o desafio. Pode-se observar 

também que a expressão da MMP-2 em 6 h após o desafio foi significativamente 

maior nos camundongos AIRmax em relação aos camundongos AIRmin (Figura 

25A).  

 A expressão de MMP-3 nos BALFs dos camundongos AIRmax aumentou 

significativamente em 6 h após o desafio e manteve elevada em 12 h após o desafio. 

A expressão foi controlada em 48 h após o desafio. Por outro lado, não foi 

observado aumento da expressão desta MMP após o desafio nos camundongos 

AIRmin. Foi possível observar também que a expressão da MMP-3 em 6 h e 12 h 

após o desafio foi significativamente maior nos camundongos AIRmax quando 

comparada aos níveis encontrados nos camundongos AIRmin (Figura 25B).  

 Foi possível observar um aumento crescente significativo da expressão da 

MMP-8 48 h após o desafio nos camundongos AIRmin. Por outro lado, um aumento 

da expressão da MMP-8 foi observado em 12 h após o desafio nos camundongos 

AIRmax. A expressão foi controlada em 48 h após o desafio (Figura 25C).  

 Um perfil semelhante ao observado na MMP-8 foi observado na expressão da 

proMMP-9. Um aumento crescente, porém não significativo, da expressão da 

proMMP-9 foi observado em 48 h após o desafio nos camundongos AIRmin. Por 

outro lado, um aumento significativo foi observado em 12 h após o desafio nos 

camundongos AIRmax, que foi controlado em 48 h após o desafio (Figura 25D).  

 A expressão de  MMP-12 no BALF dos camundongos antes e após o desafio 

também foi avaliada; contudo, não foram encontradas diferenças entre os grupos. 

 Devido às diferenças com relação às populações de macrófagos e neutrófilos 

em resposta ao desafio com o pneumococo nos camundongos AIRmin e AIRmax, 

decidiu-se avaliar a morte celular por apoptose neste modelo. Durante os estágios 

iniciais da apoptose, há um rearranjo na fosfatidilserina presente bicamada lipídica 

da membrana celular, resultando em sua exposição extracelular. Pela capacidade de 

se ligar à fosfatidilserina, a anexina V é comumente usada como marcador para 

apoptose.   Em estágios mais tardios (apoptose tardia ou necrose), ocorre perda da 
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integridade da membrana celular possibilitando a entrada de marcadores de 

viabilidade como o iodeto de propídio e o 7-AAD. Portanto, o marcador de anexina V 

é comumente utilizado em conjunto com 7-AAD ou outro marcador de viabilidade 

celular para análise da apoptose ou necrose. As características da análise são: (i) 

células viáveis são caracterizadas como negativas para ambos os marcadores (ii) 

células apoptóticas precoces são caracterizadas por negativas para 7-AAD e  

positivas para anexina V e (iii) células que estão em apoptose final ou necrose são 

caracterizadas como positivas para ambos os marcadores. 

 Os resultados apresentados a seguir são preliminares e ainda precisam ser 

confirmados. 

A Figura 26 (A) mostra a estratégia de análise e as figuras 26 (B) e (C) 

mostram a porcentagem de macrófagos em apoptose (F4/80+Annexin+7-AAD-) e 

necrose (F4/80+Annexin+7-AAD+), respectivamente, antes e após o desafio. 
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Figura 26 - Estratégia de análise (A) e número total de macrófagos em apoptose (B) ou necrose 
(C) nas amostras de BALF dos camundongos AIRmin e AIRmax antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h 
após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. Os macrófagos em apoptose foram 
detectados pela marcação F4/80+Annexin+7-AAD- (B) e os macrófagos em necrose foram detectados 
pela marcação F4/80+Annexin+7-AAD+ (C), pela técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram 
analisados com software FlowJo. As barras representam as médias obtidas nos grupos com os 
desvios padrão (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Teste One-Way ANOVA com pós teste de Tukey).  

  Na Figura 26 (B) foi observado um aumento da porcentagem de macrófagos 

em apoptose 48 h após o desafio nos camundongos AIRmin. Nos camundongos 

AIRmax também foi observado um aumento da porcentagem em 48 h após o 

desafio, porém significativamente inferior a observada nos camundongos AIRmin.

 Um aumento gradativo foi observado na porcentagem de macrófagos em 

necrose após o desafio nos camundongos AIRmin. Uma porcentagem de 

aproximadamente 52% de macrófagos entraram em necrose 48 h após o desafio 

com o pneumococo. Por outro lado, embora foi observado um aumento gradativo na 

porcentagem de macrófagos em necrose após o desafio nos camundongos AIRmax, 
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esse número foi aproximadamente 7% (Figura 26C). Pode-se observar também que 

os níveis de macrófagos em necrose observados em 12 h e 48 h após o desafio 

foram significativamente maiores nos camundongos AIRmin em relação aos níveis 

observados nos camundongos AIRmax. 

 A Figura 27 (A) mostra a estratégia de análise e as figuras 27 (B) e (C) 

mostram a porcentagem de neutrófilos em apoptose (Ly6G+Annexin+7-AAD-) e 

necrose (Ly6G+Annexin+7-AAD+), respectivamente, antes e após o desafio. 
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Figura 27 - Estratégia de análise (A) e número total de neutrófilos em apoptose (B) ou necrose 
(C) nas amostras de BALF dos camundongos AIRmin e AIRmax antes (0 h) e 6 h, 12 h e 48 h 
após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. Os neutrófilos em apoptose foram 
detectados pela marcação Ly6G+Annexin+7-AAD- (B) e os neutrófilos em necrose foram detectados 
pela marcação Ly6G+Annexin+7-AAD+ (C), pela técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram 
analisados com software FlowJo. As barras representam as médias obtidas nos grupos com os 
desvios padrão (*P<0,05; **P<0,01; Teste One-Way ANOVA com pós teste de Tukey).  

 A Figura 27 (B) mostra que não foram observadas diferenças estatísticas na 

porcentagem de neutrófilos em apoptose após o desafio nos camundongos AIRmin. 

Por outro lado, um aumento significativo na porcentagem de neutrófilos em apoptose 

foi observado nos camundongos AIRmax. Entretanto, a máxima porcentagem de 

neutrófilos em apoptose encontrada nos camundongos AIRmax foi inferior a mínima 

encontrada nos neutrófilos dos camundongos AIRmin.  

 Um aumento significativo na porcentagem de neutrófilos em necrose foi 

observado nos camundongos da linhagem AIRmin, em 48 h após o desafio, 

atingindo aproximadamente 27% do total de neutrófilos. Por outro lado, um aumento 

gradativo e significativo na porcentagem de neutrófilos em necrose foi observado 
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nos camundongos AIRmax em 12 h, atingindo aproximadamente 10% do total de 

neutrófilos (Figura 27C). Aparentemente há uma tendência à diminuição da 

porcentagem de neutrófilos em necrose em 48 h após o desafio. 

4.1.2 Avaliação da susceptibilidade dos camundongos AIRmin e AIRmax no modelo 
de infecção respiratória invasiva com a linhagem ATCC6301 (sorotipo 1) do 
Streptococcus pneumoniae.  

 A susceptibilidade dos camundongos AIRmin e AIRmax ao desafio 

respiratório invasivo foi também avaliada usando um sorotipo diferente de 

pneumococo  (linhagem ATCC6301, sorotipo 1). O objetivo deste experimento foi 

observar se a maior resistência dos camundongos AIRmax camundongos AIRmax, 

neste modelo, não se restringia ao sorotipo 3 de pneumococo. 

 A Figura 28 mostra a curva de sobrevivência após o desafio com a linhagem 

ATCC6301. 
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Figura 28 - Curva de sobrevivência após desafio intranasal com a linhagem ATCC6301 de S. 
pneumoniae na dose de 3 x 105. Os camundongos foram anestesiados e desafiados por via 
intranasal. Os animais foram observados por 15 dias e foram sacrificados quando atingiram elevado 
nível de doença (**P < 0,001, quando comparados os grupos AIRmin e AIRmax; curva de 
sobrevivência analisada pelo teste de Log-Rank). Gráfico composto por dados de dois experimentos 
independentes. 

 A figura 28 mostra a curva de sobrevivência dos camundongos das diferentes 

linhagens após o desafio respiratório invasivo com a linhagem de pneumococo 

ATCC6301. Nas condições testadas, apenas 50% dos camundongos BALB/c 

morreram após o desafio. Por outro lado, camundongos AIRmin se mostraram 

bastante susceptíveis à infecção por esta linhagem de pneumococo. Apenas 20% 

dos animais sobreviveram ao desafio. Já os camundongos AIRmax foram altamente 

resistentes e 90% sobreviveram ao desafio.   
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4.1.3 Avaliação da susceptibilidade dos camundongos AIRmin e AIRmax no modelo 
de infecção respiratória não invasiva com a linhagem M10 (sorotipo 11A) do 
Streptococcus pneumoniae.  

 O modelo de desafio com a linhagem de pneumococo M10 é caracterizado 

por uma infecção localizada nos pulmões em camundongos BALB/c. Em poucos 

dias, os camundongos são capazes de  controlar a infecção, resultando em 100% de 

sobrevivência dos camundongos desafiados. (Ferreira et al., 2009). A 

susceptibilidade dos camundongos AIRmin e AIRmax ao desafio respiratório com a 

linhagem M10 foi avaliada. As Figuras 29 (A) e (B) mostram a recuperação de 

bactérias nos BALFs e as figuras 29 (C) e (D) mostram a recuperação de bactérias 

nos pulmões dos animais em 24 h e 48 h após o desafio. 

2 4  H O R A S

B A L B /c A IR m in A IR m a x

1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

T
o

t
a

l 
d

e
 U

F
C

 n
o

 B
A

L
F

**

A
4 8  H O R A S

B A L B /c A IR m in A IR m a x

1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

T
o

t
a

l 
d

e
 U

F
C

 n
o

 B
A

L
F

B

2 4  H O R A S

B A L B /c A IR m in A IR m a x

1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

**

T
o

t
a

l 
d

e
 
U

F
C

 n
o

 
p

u
lm

ã
o

**

C
4 8  H O R A S

B A L B /c A IR m in A IR m a x

1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

T
o

t
a

l 
d

e
 
U

F
C

 n
o

 
p

u
lm

ã
o

D

 
Figura 29 - Recuperação de bactérias dos BALFs (A) e (B) e dos pulmões (C) e (D) em 24 h e 48 
h após o desafio com a linhagem M10 de S. pneumoniae. Amostras de BALF e pulmão foram 
coletadas em diferentes tempos após o desafio intranasal (grupos de 3 ou 4 animais da linhagem 
BALB/c e grupos de 6 animais das linhagens AIRmin e AIRmax). Os pontos indicam os dados 
individuais e o traço indica a mediana dos grupos (**P<0,01; Teste de Mann Whitney). Os pontos em 
10o indicam animais em que não foram recuperadas bactérias. O limite de detecção da técnica é de 
120 bactérias para o BALF e 100 bactérias para o pulmão. 
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 A recuperação de bactérias nos BALFs 24 h após o desafio foi 

significativamente superior nos camundongos AIRmin quando comparados com os 

camundongos AIRmax (Figura 29A). Ainda nesse ponto, ambas as linhagens 

BALB/c e AIRmin, apresentaram carga bacteriana significativamente superior no 

pulmão quando comparadas à linhagem AIRmax (Figura 29C). A maioria dos 

camundongos AIRmax  já não apresentou bactérias no trato respiratório neste ponto 

(Figuras 29 A e C). Em 48h após o desafio, apesar de não haver diferenças 

significativas, foi possível observar que 100% dos camundongos AIRmax e BALB/c 

não apresentaram bactérias nos BALFs. Por outro lado, 4 de 6 camundongos 

AIRmin ainda apresentaram bactérias nestas amostras (Figura 29B), chegando a 

níveis entre 10² e 10³ bactérias. No pulmão, apesar de também não haver diferenças 

significativas na comparação da carga bacteriana, foi possível observar que em 48 h 

após o desafio, 100% dos camundongos AIRmax e 75% dos camundongos BALB/c 

conseguiram controlar a infecção com a linhagem M10 (Figura 29D). Por outro lado, 

3 de 6 camundongos AIRmin ainda apresentaram bactérias no trato respiratório 

inferior (Figura 29D). 

4.1.4 Avaliação da susceptibilidade dos camundongos AIRmin e AIRmax no modelo 
de colonização nasal com a linhagem 0603 (sorotipo 6B) do Streptococcus 
pneumoniae.  

 Após a observação da diferença de susceptibilidade dos camundongos 

AIRmax e AIRmin aos modelos de infecção respiratória invasiva e não invasiva, 

decidiu-se avaliar a colonização nasal destes camundongos por pneumococo. Neste 

modelo, um volume menor da suspensão bacteriana é inoculado por via nasal nos 

camundongos e após alguns dias, os animais são sacrificados e a carga bacteriana 

é avaliada em lavados nasais 

 A Figura 30 mostram a recuperação de bactérias no LN em 5 dias após o 

desafio. Camundongos C57BL/6 foram utilizados neste experimento como controle 

conhecido. 
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Figura 30 - Recuperação de bactérias do LN em 5 dias após o desafio com a linhagem 0603 de 
S. pneumoniae. Amostra do LN foi coletada em 5 dias após o desafio intranasal (grupos de 3 
animais da linhagem C57BL/6 e grupos de 6 animais das linhagens AIRmin e AIRmax). Os pontos 
indicam os dados individuais e o traço indica a mediana dos grupos (*P<0,05; Teste de Mann 
Whitney). Os pontos em10⁰ estão abaixo do limite de detecção da técnica que é de 40 bactérias. 

 A recuperação de bactérias dos LNs 5 dias após o desafio foi 

significativamente superior nos camundongos C57BL/6 quando comparada à 

recuperação dos camundongos AIRmin. Os camundongos AIRmin apresentaram 

níveis entre 10³ e 10⁵ bactérias. Por outro lado, os camundongos AIRmax 

apresentaram resultados bastante dispersos, sendo que em 2 de 6 camundongos a 

carga bacteriana foi abaixo do limite de detecção da técnica (Figura 30). Entretanto, 

não houve diferença estatística entre a colonização observada nos camundongos 

AIRmin e AIRmax. 

4.2 Caracterização da resposta imune no trato respiratório de camundongos 
vacinados com a formulação PspA5-wP 

 Em estudos prévios, nosso grupo mostrou a ação protetora da formulação 

vacinal PspA5-wP contra o desafio invasivo pela linhagem de pneumococo 

ATCC6303. Os dados indicaram um papel importante no controle da inflamação na 

proteção induzida pela vacina (Lima et al., 2012). Por este motivo, decidimos avaliar 

a resposta dos camundongos vacinados ao desafio, com enfoque nas 

subpopulações de macrófagos, visando determinar se há fatores em comum com a 

resposta inata protetora observada nos camundongos AIRmax. 

 Os níveis de IgG anti-PspA5 foram avaliados nos soros dos animais após a 

imunização (Figura 31). 
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Figura 31 - Indução de IgG anti-PspA5 vinte dias após a segunda imunização. Camundongos 
BALB/c foram submetidos à sangria e os soros foram avaliados quanto à presença de IgG anti-PspA5 
por ELISA. Os pontos indicam os dados individuais e a linha representa a mediana dos grupos 
(****P<0,0001, teste de Mann Whitney). 101 indica o limite de detecção da técnica. 

Conforme descrito anteriormente pelo nosso grupo, a imunização com duas 

doses de PspA5-wP induziu níveis significativos de IgG anti-PspA5 no soro dos 

animais imunizados (Figura 31). 

As figuras 32 (A) e (B) mostram a recuperação de bactérias nos BALFs e as 

figuras 32 (C) e (D) mostram a recuperação de bactérias nos pulmões dos animais 

em 12 h e 48 h após o desafio.  
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Figura 32 - Recuperação de bactérias dos BALFs (A) e (B) e dos pulmões (C) e (D) em 12 h e 48 
h após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. Amostras de BALF e pulmão 
foram coletadas em diferentes tempos após o desafio intranasal (grupos de 5 animais). Os pontos 
indicam os dados individuais e o traço indica a mediana dos grupos (*P<0,05; **P<0,01; Teste de 
Mann Whitney). Limite mínimo de detecção da técnica é de 120 bactérias para o BALF e 100 
bactérias para o pulmão. Non = camundongos não imunizados. 

 A recuperação de bactérias nos BALFs 12 h após o desafio foi 

significativamente superior nos camundongos não imunizados (Non) quando 

comparados aos camundongos imunizados com PspA5-wP (Figura 32A). Ainda 

neste ponto, ambos os grupos controle, não imunizados (Non) e imunizados com 

wP, apresentaram níveis significativamente mais altos de bactérias nos pulmões dos 

animais, em 12 h após o desafio (Figura 32C) . Apesar de não haver diferenças 

estatísticas na comparação da carga bacteriana nos BALFs dos diferentes grupos, 

em 48 h após o desafio (Figura 32B), os animais vacinados com PspA5-wP 

apresentaram níveis significativamente menores de bactérias nos pulmões neste 

ponto em relação aos grupos controle (Figura 32D).  

 A Figura 33 mostra o total de bactérias recuperadas no sangue em 48 h após 

o desafio. 
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Figura 33 - Recuperação de bactérias no sangue em 48 h após o desafio com a linhagem 
ATCC6303 de S. pneumoniae. Os pontos indicam os dados individuais e o traço indica a mediana 
dos grupos (**P<0,01; Teste de Mann Whitney). Limite mínimo de detecção da técnica é de 100 
bactérias/ml de sangue, sendo que o valor 100 representa animais onde não foram recuperadas 
bactérias. Non = camundongos não imunizados. 

 Foi possível recuperar o pneumococo dos grupos não imunizados e 

imunizados com wP. Nenhum camundongo imunizado com PspA5-wP apresentou 

níveis detectáveis de bactérias no sangue, sendo este resultado significativamente 

diferente quando comparado aos grupos controle. 

A seguir o influxo de células no BALF dos camundongos imunizados foi 

avaliado. 
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Figura 34 - Número total de células nos BALFs dos camundongos vacinados (4 a 6 animais por 
grupo) antes (0 h) e 12 h e 48 h após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. A 
contagem foi realizada em câmara de Neubauer em duplicata. As barras representam as médias 
obtidas nos grupos com os desvios padrão. (*P<0,05; Teste One-way ANOVA com pós teste de 
Tukey). Non = camundongos não imunizados. 
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 A figura 34 mostra que o total de células se apresentou ligeiramente 

aumentado nos animais imunizados com wP ou PspA5-wP com relação aos 

camundongos não imunizados, apesar dos dados não serem significativos. Em 12 h 

após o desafio, no entanto, o número total de células foi significativamente superior 

nos camundongos imunizados com PspA5-wP em relação aos camundongos não 

imunizados. 

Para a melhor caracterização dos tipos celulares e identificação de 

subpopulações, a técnica de citometria de fluxo foi realizada com utilização de 

anticorpos para marcação celular.   

A Figura 35 mostra os números de macrófagos recuperados nos diferentes 

grupos após a imunização e o desafio com a linhagem de pneumococo ATCC6303. 

A estratégia de análise adotada foi a mesma utilizada na figura 16 (A). 
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Figura 35 - Número total de macrófagos nos BALFs dos camundongos vacinados (5 animais 
por grupo) antes (0 h) e 12 h e 48 h após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. 
pneumoniae. Os macrófagos alveolares (MA) foram detectados pela marcação F4/80+CD11c+CD11b- 
(A) e os macrófagos teciduais foram detectados pela marcação F4/80+CD11b+ (B), pela técnica de 
citometria de fluxo. Os resultados foram analisados com software FlowJo. As barras representam as 
médias dos números de macrófagos no total de células para cada grupo com os desvios padrão 
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(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey). Non = 
camundongos não imunizados. 

 Antes do desafio, os camundongos que receberam a vacina PspA5-wP ou 

apenas o adjuvante wP apresentaram números significativamente mais altos de MA 

no BALF, em relação aos animais não imunizados. Após o desafio, uma redução 

significativa dos MA foi observada nos animais dos grupos wP e PspA5-wP. Por 

outro lado, os MA permaneceram inalterados nos animais não imunizados. (Figura 

35A). O número de macrófagos teciduais recuperados antes do desafio foi baixo em 

todos os grupos de camundongos e aumentou progressivamente após o desafio, 

sendo que nos animais inoculados com wP o aumento foi significativo em relação 

aos níveis basais (Figura 35B). 

 As Figuras 36 (A), (B) e (C) apresentam o número total de MA expressando 

as moléculas co-estimulatórias CD80 ou CD86 ou o receptor de manose CD206 

respectivamente, após a imunização e o desafio com a linhagem de pneumococo 

ATCC6303. A estratégia de análise adotada foi a mesma utilizada na figura 17 (A). 
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Figura 36 - Número total de MA expressando CD80, CD86 ou CD206 nos BALFs dos 
camundongos vacinados (5 animais por grupo) antes (0 h) e 12 h e 48 h após o desafio com a 
linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. As populações foram detectadas pela marcação 
F4/80+CD11c+CD11b-CD80+ (A), F4/80+CD11c+CD11b-CD86+ (B) ou F4/80+CD11c+CD11b-CD206+ 
(C), pela técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram analisados com software FlowJo. As 
barras representam as médias dos números de MA expressando as moléculas co-estimulatórias ou o 
receptor de manose no total de células para cada grupo com os desvios padrão (*P<0,05; **P<0,01; 
***P<0,001; ****P<0,0001,Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey). Non = camundongos não 
imunizados. 
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O desafio com pneumococo levou à redução do  número de MA expressando 

CD80, após 48 h, em todos os grupos. Esta diminuição foi significativa para os 

animais imunizados com PspA5-wP que foram os animais que apresentaram os 

níveis basais mais altos (Figura 36A). Por outro lado, o número de MA expressando 

CD86 aumenta ao longo do desafio em todos os grupos, sendo que números 

significativamente maiores que os observados antes do desafio foram recuperados 

nos animais inoculados com wP ou PspA5-wP. Os dados obtidos dos animais 

imunizados com PspA5-wP foram menos variáveis e o aumento de MA expressando 

CD86 foi significativamente maior neste grupo em comparação aos animais não 

imunizados (Figura 36B). A avaliação do número de MA expressando CD206 mostra 

uma redução após o desafio com pneumococo nos três grupos. Esta redução foi 

significativa nos animais imunizados com PspA5-wP, que apresentaram os níveis 

mais altos de MA expressando CD206, antes do desafio. A imunização com PspA5-

wP levou a um aumento significativo da população de MA CD206+ em comparação 

aos animais não imunizados (Figura 36C). 

A análise do balanço das subpopulações de MA, CD80+, CD86+ e CD206+ 

dentro do total de MA ao longo do desafio, não mostrou diferenças significativas 

entre os grupos (dados não mostrados). A análise dos níveis de expressão de 

CD80+, CD86+ e CD206+ na população de MA foi realizada pela mediana de 

intensidade de fluorescência (MFI) (Figura 37).  
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Figura 37 - Mediana de Intensidade de Fluorescência (MFI) de CD80, CD86 ou CD206 nos MA 
dos BALFs dos camundongos vacinados antes (0 h) e 12 h e 48 h após o desafio com a 
linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. A mediana da intensidade de fluorescência de CD80, 
CD86 ou CD206 foi calculada para os MA, usando o software FlowJo. Os pontos indicam os 
resultados individuais e os traços indicam as medianas de cada grupo (*P<0,05; **P<0,01; 
***P<0,001; ****P<0,0001; Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey). Non = camundongos 
não imunizados. 
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 A expressão de CD80 foi baixa nos MA em todos os grupos, em 48 h após o 

desafio (Figura 37A) e estes dados acompanham a diminuição destas células neste 

ponto, mostrada na Figura 36A. Entretanto, a análise da expressão de CD80 

mostrou um aumento significativo destas moléculas em 12 h após o desafio, nos MA 

dos camundongos inoculados com wP ou PspA5-wP. Este aumento ocorre, portanto, 

apesar de não haver um aumento no número de MA CD80+.  A expressão de CD86 

aumentou significativamente em todos os grupos analisados, em 48 h após o desafio 

com pneumococo (Figura 37B). Neste ponto, portanto, foram observados aumentos 

tanto na expressão destas moléculas nos MA, como no número total destas células 

(Figura 36B). Por fim, uma redução significativa na expressão de CD206 pelos MA 

foi observada nos três grupos, em 48 h após o desafio (Figura 37C). Esta redução 

acompanhou a redução no número total de MA CD206+ observada neste ponto 

(Figura 36C). Pode-se observar também que, antes do desafio, os MA dos 

camundongos vacinados com PspA5-wP apresentam expressão significativamente 

maior de CD206 que os MA dos camundongos não vacinados (Figura 37C). Estes 

dados acompanham as diferenças nos números destas células observadas nestes 

dois grupos antes do desafio (Figura 36C). 

A Figura 38 mostra o número de neutrófilos recuperados no BALFs dos 

camundongos antes e após o desafio com a linhagem de pneumococo ATCC6303. 

A estratégia de análise adotada foi a mesma utilizada na figura 15 (A). 
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Figura 38 - Número total de neutrófilos nos BALFs dos camundongos vacinados (5 animais por 
grupo) antes (0 h) e 12 h e 48 h após o desafio com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae.  
Os neutrófilos foram detectados pela marcação F4/80- CD11b+ Ly6G+, pela técnica de citometria de 
fluxo. Os resultados foram analisados com software FlowJo. As barras representam as médias dos 
números de neutrófilos no total de células para cada grupo com os desvios padrão (**P<0,01; 
***P<0,001; Teste One-way ANOVA com pós teste de Tukey).  
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Nos três grupos foi possível observar o aumento de neutrófilos recuperados 

no BALF após o desafio. Este aumento foi significativo em 12 h após o desafio nos 

camundongos imunizados com PspA5-wP. O influxo destas células, entretanto, foi 

rapidamente controlado neste grupo em 48 h após o desafio. Nos camundongos não 

imunizados (Non) ou inoculados com wP os neutrófilos foram detectados a partir de 

12 h após o desafio, e os níveis permaneceram altos ao longo do tempo.  
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5 DISCUSSÃO 

 Streptococcus pneumoniae coloniza o trato respiratório superior de humanos 

saudáveis, podendo permanecer por semanas ou até meses sem causar doenças. 

Apesar disso, as infecções causadas pelo pneumococo estão entre as principais 

causas de morte no mundo, acometendo principalmente crianças e idosos (Miyaji et 

al., 2013). Diversos fatores podem levar ao desenvolvimento das doenças 

pneumocócicas. Entre eles, pode-se destacar a expressão de fatores de virulência 

pela bactéria ou o desenvolvimento de uma resposta imune inata ineficiente por 

parte do hospedeiro (Weiser, 2010). Algumas condições predispõem às infecções 

pneumocócicas, como por exemplo a asma (Jounio et al., 2010; Klemets et al., 2010; 

Talbot et al., 2005) ou infecções virais, como a influenza (Mina; Mccullers; Klugman, 

2014). A resposta inflamatória inadequada ou exacerbada, presente nestas 

situações, pode predispor o desenvolvimento da doença pneumocócica. A 

compreensão dos mecanismos envolvidos durante a colonização e a doença são 

importantes para o desenvolvimento de terapias profiláticas e terapêuticas contra o 

pneumococo.  Neste sentido, os modelos animais de infecção por pneumococo são 

importantes ferramentas de estudo. Em nosso laboratório, o modelo de infecção 

respiratória invasiva em camundongos, estabelecido principalmente com a linhagem 

de pneumococo ATCC6303, vem sendo aplicado  no desenvolvimento de novas 

vacinas e no estudo da resposta imune inata contra o pneumococo (Ferreira et al., 

2009; Lima et al., 2012; Lima et al., 2013; Oliveira et al., 2010). O controle da 

inflamação parece ser um componente importante tanto na proteção induzida pelas 

vacinas estudadas quanto nos mecanismos inatos de eliminação das bactérias do 

trato respiratório.  

 A defesa do hospedeiro contra infecções bacterianas é dependente 

inicialmente de uma rápida eliminação do patógeno por macrófagos e neutrófilos. O 

recrutamento de leucócitos para o local da infecção envolve a expressão de 

moléculas de adesão, como intregrinas e selectinas e o estabelecimento de 

gradientes de fatores quimiotáticos secretados pelas células do hospedeiro. 

 As linhagens de camundongos AIRmin e AIRmax foram selecionadas 

geneticamente para resposta inflamatória aguda mínima e máxima, 

respectivamente, e representam um interessante modelo para o estudo da infecção 

respiratória por pneumococo (Ibanez et al., 1992). Camundongos AIRmax são mais 
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resistentes  que camundongos AIRmin contra  infecções por patógenos 

intracelulares como Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes (Araujo et al., 

1998). Em nossos experimentos, pudemos observar maior resistência dos 

camundongos AIRmax ao desafio respiratório invasivo e não invasivo por S. 

pneumoniae em comparação aos camundongos AIRmin. A maior resistência dos 

camundongos AIRmax foi comprovada com  as linhagens invasivas de pneumococo 

ATCC6303 (sorotipo 3) e  ATCC6301 (sorotipo 1) e na linhagem não invasiva M10 

(sorotipo 11 A), indicando que esta não é uma característica dependente do sorotipo 

ou do componente genético da bactéria.  Em conjunto, estes resultados mostram 

que duas linhagens de camundongos apresentam diferenças de susceptibilidade 

tanto à infecção por patógenos intracelulares, como é o caso da Salmonella 

typhimurium e da Listeria monocytogenes como à infecção por patógenos 

extracelulares, como é o caso do S. pneumoniae. 

 A colonização nasal com a linhagem 0603 do Streptococcus pneumoniae não 

foi diferente entre as duas linhagens de camundongos estudadas. Foi possível 

observar uma grande dispersão no número de bactérias recuperadas do LN dos 

camundongos AIRmax; porém, não houve diferença estatística entre as duas 

linhagens. 

 A contagem de UFC recuperadas dos BALFs e dos pulmões mostraram que 

as diferenças nas cargas bacterianas foram melhor observadas no ponto de 48 h 

após o desafio. Os camundongos AIRmax apresentaram diminuição significativa 

neste ponto em relação aos camundongos AIRmin. Quando comparados os dados 

de BALF e pulmão individualmente de cada camundongo, nos pontos distintos, foi 

possível concluir que os animais que estavam com elevado número de bactérias no 

BALF, também estavam com bactérias no pulmão. O ponto de 48 h, nos dois casos 

reflete melhor a diferença de sobrevivência ao desafio respiratório invasivo com 

pneumococo, entre as linhagens de camundongos.  

A recuperação de bactérias na corrente sanguínea 48 h após o desafio foi 

realizada, porém os dados não se mostraram reprodutíveis. Desta forma, não foi 

possível definir se a sobrevivência dos camundongos AIRmax está relacionada ao 

controle da carga bacteriana nos pulmões, sem invasão das bactérias para a 

corrente sanguínea. Trabalhos do nosso grupo mostram que a proteção induzida 

pela vacina PspA5-wP em camundongos BALB/c está relacionada ao controle da 
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carga bacteriana nos pulmões, sem invasão de bactérias para a corrente sanguínea 

(Oliveira et al., 2010). É importante ressaltar, no entanto, que nos animais 

vacinados, níveis altos de anticorpos anti-PspA são encontrados nos pulmões e 

participam no controle da infecção (Lima et al., 2012; Oliveira et al., 2010). 

 Quando utilizamos uma dose de desafio não letal, foi possível observar 

também que os camundongos AIRmin apresentaram capacidade reduzida de 

eliminação das bactérias dos pulmões em comparação aos camundongos AIRmax. 

 O desafio invasivo com pneumococo não induziu influxo significativo de 

células totais nos pulmões dos camundongos AIRmax e AIRmin. Entretanto, foram 

observadas alterações significativas dos tipos celulares presentes antes e depois do 

desafio. Uma das alterações mais significativas foi o influxo de neutrófilos após o 

desafio com a linhagem ATCC6303. Estas células são raras no trato respiratório 

inferior de camundongos saudáveis, mas exercem papel importante no controle da 

pneumonia pneumocócica, por intermédio da fagocitose e morte das bactérias 

(Calbo; Garau, 2010). De fato, praticamente não foram observados neutrófilos nos 

BALFs nos camundongos AIRmax e AIRmin antes do desafio. Em 12 h após o 

desafio, o influxo de neutrófilos no trato respiratório dos camundongos AIRmax foi 

significativamente superior ao influxo de neutrófilos observado nos camundongos 

AIRmin, sugerindo uma intensidade de resposta maior dos camundongos AIRmax.  

Ribeiro e colaboradores mostraram que os neutrófilos infiltrados no local da 

inflamação em camundongos AIRmax são mais resistentes à apoptose (Ribeiro et 

al., 2003). É possível que esta resistência contribua para a recuperação 

significativamente maior destas células durante o pico da infecção nos 

camundongos AIRmax. No entanto, em 48 h os níveis de neutrófilos no trato 

respiratório destes camundongos retornaram aos níveis basais.  Estes dados 

mostram claramente que há um controle da resposta inflamatória neste ponto. É 

importante ressaltar que estes resultados se referem aos camundongos AIRmax que 

são capazes de controlar a infecção e apresentam redução significativa na carga 

bacteriana nos pulmões neste ponto. Como a resposta à infecção pneumocócica 

nesta linhagem foi heterogênea, com aproximadamente 60% dos camundongos 

capazes de sobreviver ao desafio, as análises foram restritas a esta parcela dos 

animais. Por outro lado, um influxo contínuo de neutrófilos foi observado nos 

camundongos AIRmin. O efeito deletério do acúmulo contínuo e excessivo destas 
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células, levando a danos nos tecidos é bem caracterizado (Craig et al., 2009). Este 

fator pode ter contribuído para a susceptibilidade dos camundongos AIRmin ao 

desafio. Apesar do influxo de neutrófilos, estes animais não foram capazes de 

controlar a carga bacteriana nos pulmões.  

 Normalmente, macrófagos alveolares contam aproximadamente 95% das 

células do trato respiratório inferior (Martin; Frevert, 2005). Essas células formam a 

primeira linha de defesa contra microrganismos para eliminar os patógenos. De fato, 

em ambas as linhagens, AIRmin e AIRmax,  estas células representavam a maioria 

da população total de células presentes no trato respiratório, antes do desafio. 

Porém, após o desafio foi observada uma redução no número de MA nos 

camundongos AIRmax, sendo esta substituída pela população de neutrófilos. Por 

outro lado, o número de MA nos camundongos AIRmin permaneceu estável após o 

desafio. A morte celular de macrófagos por apoptose, no trato respiratório de 

camundongos desafiados com S. pneumoniae, é sugerida como um dos eventos 

importantes para o controle da infecção, já que contribuiria para a eliminação das 

bactérias fagocitadas (Aberdein et al., 2013). É possível que a diminuição dos MA 

observada após o desafio nos camundongos AIRmax esteja relacionada à 

apopotose dos macrófagos infectados contribuindo para o controle da infecção. Os 

macrófagos teciduais permaneceram praticamente inalterados em ambas as 

linhagens de camundongos, indicando que não houve influxo destas células no trato 

respiratório em resposta a desafio. 

 Os macrófagos possuem duas vias de diferenciação, macrófagos ativados 

pela via clássica (denominados M1) e macrófagos ativados pela via alternativa (M2). 

Os macrófagos M1 envolvem produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, 

IL-6, IL-12, IL-1β e síntese de ácido nítrico, que está envolvido na atividade 

microbicida dos macrófagos, em resposta à patógenos ou a IFN-γ. Por outro lado, os 

macrófagos M2 envolvem produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 em 

resposta a citocinas Th-2 como IL-4 e IL-13. Além da produção de uma resposta 

anti-inflamatória, estes macrófagos estão relacionados com resposta humoral, 

alérgica ou anti-parasitária (Benoit; Desnues; Mege, 2008; Gordon; Martinez, 2010). 

A polarização M1 dos macrófagos, tanto em modelos murinos como em humanos, 

está associada com o controle da infecção (Benoit; Desnues; Mege, 2008). Os 

macrófagos M1 suportam resistência a infecções por bactérias intracelulares e 
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conseguem controlar a fase aguda da infecção. Porém, uma prolongada e excessiva 

resposta M1 pode ser deletéria para o hospedeiro (Benoit; Desnues; Mege, 2008). 

Em nosso modelo, os MA foram caracterizados quanto à expressão de moléculas 

co-estimulatórias presentes na superfície, que são indicativos do estado de ativação 

das células. Além disso, a expressão do receptor CD206, que é um receptor 

característico de macrófago M2 também foi avaliada.  

 O desafio com pneumococo não alterou a população de MA expressando 

CD80 em ambas as linhagens de camundongos. E, os camundongos AIRmin e 

AIRmax apresentaram um leve aumento no número de MA expressando a molécula 

CD86 após o desafio com pneumococo. Entretanto, quando o nível de expressão 

destas moléculas foi avaliado na população de MA, observou-se um aumento 

significativo da expressão de CD80 em 6 h após o desafio apenas nos 

camundongos AIRmax. Por outro lado, a expressão de CD86 foi aumentada nos MA 

em resposta ao desafio em ambas as linhagens de camundongos. As moléculas 

CD80+ e CD86+ são expressas por diferentes células apresentadoras de antígeno e 

participam na sinalização aos linfócitos T por intermédio dos receptores de superfície 

CD28 e CD152. Evidências em diferentes modelos indicam que o balanço entre 

estas moléculas pode propiciar um ambiente menos ou mais inflamatório, sendo que 

a presença de CD80+ poderia estar relacionada com um estado menos inflamatório 

(Sansom; Manzotti; Zheng, 2003). É possível que o aumento de expressão de CD80 

nos MA dos camundongos AIRmax contribuam para uma resposta inflamatória mais 

controlada, evitando danos excessivos no tecido.  

 A população de MA expressando CD206 foi a que mais diferenciou a resposta 

dos camundongos AIRmax e AIRmin ao desafio com pneumococo. Em todos os 

pontos analisados, os camundongos AIRmin apresentaram números maiores destas 

células em comparação aos camundongos AIRmax, sendo que níveis 

significativamente superiores foram observados no ponto de 48 h após o desafio. A 

análise de porcentagem mostrou que mesmo antes do desafio, a população MA 

CD206+ nos camundongos AIRmin constitui aproximadamente 50% na população 

total de MA, em comparação a 20% nos camundongos AIRmax. Após o desafio, a 

porcentagem de MA CD206+ aumentou, chegando a 80% da população de MA, em 

48 h após o desafio. Apesar de haver um aumento em porcentagem de MA CD206+ 

em resposta ao desafio nos camundongos AIRmax, esta população atinge um pouco 
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mais de 40% do total de MA, em 48 h após o desafio.  Da mesma forma, a 

expressão de CD206 nos MA foi superior nos camundongos AIRmin em relação aos 

camundongos AIRmax. É interessante observar, que a resposta dos camundongos 

AIRmin, com relação a esta população também foi diferente em relação aos 

camundongos BALB/c.  

   O desafio com pneumococo induziu a secreção de citocinas pró-inflamatórias, 

IFN-γ, IL-6 e TNF-α nos camundongos AIRmax e AIRmin. As diferenças observadas 

foram em relação ao controle da inflamação. Enquanto os camundongos AIRmax 

foram capazes de controlar a secreção destas citocinas rapidamente, a secreção 

contínua foi observada nos camundongos AIRmin. Ainda, o controle da inflamação 

nos camundongos AIRmax correspondeu ao controle da carga bacteriana no trato 

respiratório. Apesar da secreção das citocinas pró-inflamatórias, os camundongos 

AIRmin não foram capazes eliminar o pneumococo. A inflamação contínua nos 

camundongos AIRmin pode ter contribuído para o agravamento da infecção 

mediante a lesão do tecido pulmonar. A indução de respostas do tipo Th1, com 

secreção de IFN-γ, é bastante relacionada ao controle da infecção respiratória por 

pneumococo em camundongos, sendo a resposta do tipo Th2 menos eficiente 

(Ferreira et al., 2008). A secreção das citocinas do tipo Th2 IL-4 e IL-5 apresentou 

um pico em 12 h após o desafio que logo foi controlado nas duas linhagens de 

camundongos. Entretanto, uma variação muito grande foi observada nos 

camundongos AIRmax, mostrando que nem todos os animais responderam da 

mesma forma. Estes resultados podem refletir o fato de que parte da população 

controla a infecção, enquanto outra parte não. Entretanto, pelos experimentos 

realizados neste trabalho, não podemos correlacionar a maior secreção destas 

citocinas com uma piora na infecção.   

 O IL-17 tem um papel importante no controle da colonização nasal por 

pneumococo em camundongos. Zhang e colaboradores mostraram que a depleção 

de IL-17 ou de células T CD4+ produtoras desta citocina pode bloquear o 

recrutamento de macrófagos não residentes demorando para eliminar o 

pneumococo do trato respiratório superior (Zhang; Clarke; Weiser, 2009). Já o papel 

de IL-17 na infecção pulmonar e sepse por pneumococo é controverso. IL-17 

também está relacionado ao influxo de neutrófilos e a sua expressão excessiva e 

contínua pode ser deletéria. Um aumento na secreção de IL-17 foi observado nos 
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camundongos AIRmin em 48 h após o desafio, ponto em que estes animais 

apresentam alta carga bacteriana nos pulmões. É possível que a secreção de IL-17 

neste ponto contribua para a piora na infecção mediante danos nos tecidos.  

 As quimiocinas avaliadas apresentaram um perfil semelhante ao das citocinas 

pró-inflamatórias. Ambas as linhagens de camundongos responderam à infecção 

com a secreção de quimiocinas, porém somente os camundongos AIRmax 

controlaram a secreção em 48 h. Um estudo realizado com camundongos Swiss 

CD1 para caracterizar os fatores microbianos e inflamatórios que acarretam a morte 

ou sobrevivência dos camundongos após o desafio intranasal com pneumococo 

mostrou que a morte dos camundongos é precedida de um elevado crescimento 

bacteriano e também está associada a um aumento crescente de citocinas e 

quimiocinas, entre elas, IL-6, CCL3, CXCL2, CCL2, CXCL3 e também ao 

recrutamento de neutrófilos (Dallaire et al., 2001). Estes dados estão de acordo com 

o observado nos camundongos AIRmin.  

 O desafio dos camundongos AIRmin com pneumococo induziu elevados 

níveis da citocina IL-17 e das quimiocinas CXCL10 e CCL5 no trato respiratório, 

além de um influxo de leucócitos no trato respiratório; entretanto, esta resposta não 

foi suficiente para diminuir a carga bacteriana e conferir sobrevivência aos animais. 

Um estudo realizado com uso de camundongos knockout para duas 

metaloproteases de matriz, MMP-2 e MMP-9, mostrou que a deficiência de ambas 

as MMPs confere aos camundongos menor sobrevivência a um desafio respiratório 

invasivo com uma linhagem pneumococo do sorotipo 4. Apesar de haver 

recrutamento de um maior número de leucócitos polimorfonucleares no pulmão dos 

camundongos Mmp2/9-/- após o desafio, os animais não foram capazes se controlar 

a carga bacteriana. Além disso, os  camundongos apresentaram elevados níveis da 

citocina IL-17 e das quimiocinas CXCL10 e CCL5 nos pulmões (Hong et al., 2011). 

Este perfil de resposta é muito semelhante ao observado nos camundongos AIRmin, 

o que nos levou a avaliar a expressão de algumas MMPs no trato respiratório dos 

camundongos AIRmin e AIRmax após o desafio com pneumococo. Os 

camundongos AIRmax responderam ao desafio com um aumento transitório da 

expressão da MMP-2 e da MMP-3. Por outro lado, a expressão destas MMPs 

permanece inalterada nos camundongos AIRmin. Além disso, o desafio com 

pneumococo induziu um aumento significativo da MMP-8 e proMMP-9 em 12 h após 
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o desafio nos camundongos AIRmax. O aumento da expressão destas MMPs nos 

camundongos AIRmin só foi observado em 48 h após o desafio, quando a carga 

bacteriana nos pulmões já estava muito alta. Assim, houve um atraso na resposta. 

As MMPs são uma família de enzimas dependentes de zinco que participam em 

processos inflamatórios e nas respostas imunes inata e adaptativa. Entre as 

atividades descritas para as diferentes MMPs, há a degradação de proteínas de 

matriz e de adesinas, influenciando na migração de células para o local da 

inflamação. Algumas MMPs, como por exemplo MMP2, MMP8, MMP9 e MMP12 são 

ainda responsáveis pela clivagem de citocinas e quimiocinas, entre elas TNF-α, 

CCL7, IL-17 e CXCL5, resultando na diminuição ou no aumento da sua atividade 

(Hong et al., 2011; Parks et al., 2004). A expressão diferencial das MMPs nos 

camundongos AIRmax e AIRmin em resposta ao desafio por pneumococo é um 

resultado interessante que indica um possível papel no controle da inflamação neste 

modelo.  

 O efeito protetor de macrófagos e neutrófilos às infecções bacterianas está 

bastante relacionado à capacidade de fagocitose e de eliminação das bactérias. 

Após a morte das bactérias, as próprias células fagocíticas podem entrar em 

apoptose e a sua eliminação diminui o processo inflamatório. Hong e colaboradores 

mostraram que os neutrófilos de camundongos Mmp9-/- entraram em apoptose mais 

rápido do que os neutrófilos de camundongos selvagem após o desafio com 

pneumococo. Os autores discutem que a meia vida menor destas células pode ter 

contribuído para a ineficácia em combater a infecção por pneumococo (Hong et al., 

2011). Usando um modelo de inflamação induzida por biogel, Ribeiro e 

colaboradores mostraram que neutrófilos dos camundongos AIRmax quando 

infiltrados no local da inflamação apresentam maior resistência à apoptose (Ribeiro 

et al., 2003). Em nosso modelo, os resultados preliminares indicam que uma 

porcentagem maior de macrófagos e neutrófilos dos camundongos AIRmin 

apresentaram apoptose em estágios mais iniciais ou mais tardios (necrose) após o 

desafio com pneumococo. Estes resultados corroboram o mecanismo proposto por 

Hong e colaboradores para a limitada capacidade dos camundongos Mmp9-/- em 

eliminar a infecção por pneumococo. Apesar de haver um aumento nas células 

apoptóticas após o desafio, os níveis foram menores nos camundongos AIRmax.   
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 O desenvolvimento de vacinas proteicas contra o pneumococo é uma das 

linhas de pesquisa do nosso grupo. Entre os antígenos estudados está o PspA, uma 

proteína de superfície capaz de induzir a proteção contra diferentes modelos de 

infecção em pneumococo  (Miyaji et al., 2013). Embora a porção N-terminal de PspA 

apresente variabilidade na sequência de aminoácidos, levando ao agrupamento das 

variantes em 6 clados (Hollingshead; Becker; Briles, 2000) os epítopos protetores 

mapeiam nesta região. Em nosso laboratório foram selecionados dois variantes de 

PspA, dos clados 4 e 5 (PspA4 e PspA5) que são capazes de induzir anticorpos com 

reatividade cruzada contra PspAs dos 6 clados (Moreno et al., 2010). Estudos com a 

formulação composta por PspA5 e a wP produzida no Instituto Butantan, como 

adjuvante,  tem se mostrado bastante promissores. A vacina PspA5-wP foi capaz de 

induzir a proteção de camundongos contra diferentes modelos de desafio com 

pneumococo, realizados com linhagens que expressam PspAs de diferentes clados 

(Oliveira et al., 2010). A resposta imune induzida por esta vacina, inoculada em 

camundongos por via nasal, é caracterizada pela indução de altos níveis de 

anticorpos anti-PspA5 no sangue e nas mucosas. Após o desafio dos animais 

imunizados, foi observada a indução de citocinas pró-inflamatórias e do influxo de 

células, principalmente neutrófilos, de forma controlada. Os linfócitos também se 

apresentam em maior número no trato respiratório dos animais imunizados. Esta 

resposta é altamente eficaz em controlar a carga bacteriana no trato respiratório, 

evitando a invasão das bactérias para a corrente sanguínea (Lima et al., 2012; 

Oliveira et al., 2010). Até o momento, a população de MA presente em animais 

imunizados com PspA5-wP e desafiados não havia sido caracterizada. Por este 

motivo, neste trabalho realizamos uma caracterização similar a realizada com os 

camundongos AIRmax e AIRmin. 

 Conforme o esperado, nos experimentos aqui apresentados, a imunização 

dos camundongos com PspA5-wP foi capaz de induzir altos níveis de anticorpos 

anti-PspA5, diminuição significativa da carga bacteriana no trato respiratório dos 

animais e impediu a invasão da bactéria no sangue. Também conforme o esperado, 

os animais inoculados com wP ou PspA5-wP apresentaram um número total de 

células no BALF ligeiramente aumentado em relação aos animais não imunizados e 

um pico em 12 h após o desafio foi observado nos animais vacinados com PspA5-

wP. O Influxo de neutrófilos também seguiu o perfil observado anteriormente pelo 
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nosso grupo, com um pico rapidamente controlado nos animais imunizados com 

PspA5-wP e um influxo persistente nos animais não imunizados ou inoculados 

apenas com wP. 

 A caracterização dos macrófagos mostrou que o número de MA está 

aumentado antes do desafio nos animais imunizados com wP ou PspA5-wP em 

relação aos animais não imunizados. Portanto, esta população deve, pelo menos em 

parte, contribuir para o total de células aumentado nestes grupos. Além disso, como 

o grupo wP apresentou um aumento dos MA antes do desafio, concluímos que esta 

deve ser uma resposta induzida pelo adjuvante no trato respiratório. O desafio com 

pneumococo, no entanto levou à diminuição significativa destas células nestes dois 

grupos. Por outro lado, o número de macrófagos teciduais se mostrou baixo em 

todos os grupos antes do desafio e aumentou após este. Apesar de não haver 

diferenças significativas entre os grupos, o aumento de macrófagos teciduais no 

BALF dos camundongos parece ser um pouco mais moderado em 48 h após o 

desafio nos animais imunizados com PspA5-wP. O influxo de macrófagos teciduais 

no BALF dos animais caracteriza um estado de inflamação, já que estas são células 

ativadas após o desafio. Entretanto, apesar do influxo destas células para os 

alvéolos, não houve controle da carga bacteriana nos animais não imunizados ou 

imunizados com wP. É possível que a presença de anticorpos anti-PspA5 que estão 

presentes no trato respiratório após a imunização com PspA5-wP (Lima et al., 2012; 

Salcedo-Rivillas et al., 2014) facilitem o reconhecimento das bactérias pelos 

receptores de Fc da imunoglobulina, e, consequentemente a fagocitose. 

 Com relação às subpopulações de MA estudadas, os resultados mostraram 

que o desafio com pneumococo modulou diferentemente a população de MA 

expressando CD80 ou CD86. O número de MA CD80+ diminuiu em todos os grupos 

após o desafio e esta diminuição se mostrou significativa para os animais 

imunizados com PspA5-wP, já que este grupo apresentou maior número destas 

células antes do desafio. Quando foram avaliados os níveis de expressão de CD80 

pelos MA, os dados mostraram um aumento significativo em 12 h após o desafio nos 

grupos imunizados com wP ou PspA5-wP. Assim, apesar de não haver aumento no 

número de MA CD80+, as células que estão presentes neste ponto apresentaram 

aumento de expressão. O fato de ambos os grupos, wP e PspA5-wP apresentarem 

esta resposta, sugere uma modulação inespecífica do adjuvante, que pode contribuir 
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com a eficácia da resposta imune à vacina na presença de outros fatores 

estimulados pelo reconhecimento do antígeno. 

 O inverso pode ser observado com relação aos MA CD86+.  É interessante 

observar que os animais imunizados com PspA5-wP apresentaram um aumento 

mais homogêneo do número destas células em 48 h após o desafio, que foi 

significativamente superior aos animais não imunizados. Além da homogeneidade 

no aumento do número de MA CD86+, observou-se também homogeneidade quanto 

ao aumento de expressão destas moléculas pelos MA após o desafio.  Estes 

aumentos podem contribuir, portanto, para a apresentação dos antígenos 

bacterianos de forma mais eficaz e consequente eliminação das bactérias.  

 Por fim, números significativamente maiores de MA expressando CD206 

foram observados nos animais imunizados com PspA5-wP antes do desafio. Estes 

números também estavam levemente elevados nos animais imunizados com wP. O 

desafio com pneumococo modulou negativamente o número destas células, e 

também o nível de expressão de CD206 por elas, em todos os grupos. Entretanto, 

pelo caráter menos inflamatório de populações de macrófagos expressando CD206, 

conforme discutido acima, é possível que o aumento destas células induzido pela 

vacina PspA5-wP tenha contribuído para uma resposta inflamatória mais moderada 

após o desafio. 

 Comparando o perfil da resposta ao desafio entre os camundongos BALB/c 

dos experimentos de imunização e os camundongos AIRmin e AIRmax, alguns 

fatores chamam a atenção: (1) O número de MA CD86+ e a expressão desta 

molécula aumentaram em resposta ao desafio em todas as condições avaliadas. 

Assim, apesar de participar na ativação de células T, esta população sozinha não 

consegue conter a infecção; (2) apesar de haver uma diminuição do número de MA 

CD80+ nos camundongos AIRmax e nos camundongos imunizados com wP ou 

PspA5-wP, observou-se um aumento de expressão desta molécula em 6 h após o 

desafio nos camundongos AIRmax e em 12 h após o desafio nos camundongos 

imunizados com wP ou PspA5-wP. Estes dados podem indicar um estado mais 

“ativado” dos MAs destes animais e esta população pode contribuir para a 

eliminação da bactéria, dependendo de outros fatores, como a presença de 

anticorpos, por exemplo; (3) o aumento da população de MA CD206+ nos animais 

vacinados com PspA5-wP é claro antes do desafio. No entanto, o desafio com 
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pneumococo modula negativamente esta população em todas as condições 

testadas, menos nos camundongos AIRmin. Isto ocorre quando avaliamos tanto o 

número total de MA CD206+, a porcentagem destas células dentro da população de 

MA e os níveis de expressão desta molécula. Assim, é claro que estes 

camundongos estão polarizando uma resposta diferente quanto a esta população, 

após o desafio com pneumococo. 

 A tabela abaixo resume os principais resultados obtidos com os camundongos 

AIRmax e AIRmin (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Perfil da resposta dos camundongos AIRmin e AIRmax ao desafio respiratório 
invasivo com a linhagem ATCC6303 de pneumococo. 

 AIRmin AIRmax 

Sobrevivência 3x10⁵ 0% 63,6% 

Carga bacteriana no BALF 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

Carga bacteriana no 
pulmão 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

Total de células no BALF 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

 
 

             0h    6h  12h   48h 

Influxo de neutrófilos 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

Macrófagos alveolares (MA) 
a 

 
             0h    6h  12h   48h 

a 
 

 
             0h    6h  12h   48h 

CD206+ 

 
 

            
             0h    6h  12h   48h 

 
          
             0h    6h  12h   48h 

IFN-γ 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

TNF-α e IL-6 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

IL-4 e IL-5 

b 
 

 
             0h    6h  12h   48h 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

IL-10 

c 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

IL-17 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

 
 

             0h    6h  12h   48h 

CXCL10 e CCL5 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

MMP-2 e MMP-3 
a 

 
             0h    6h  12h   48h 

a 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

MMP-8 e proMMP-9 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

 
 
 

             0h    6h  12h   48h 

a Níveis basais semelhantes; b Pico em 12 h mais homogêneo quando comparado com AIRmax; c  

Pico em 12 h mais elevado quando comparado com AIRmax. 
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6 CONCLUSÕES 

 Os camundongos AIRmax são mais resistentes que os camundongos AIRmin 

à infecção por pneumococo, sendo capazes de controlar a carga bacteriana no trato 

respiratório e a resposta inflamatória.  

 Os camundongos AIRmin responderam ao desafio por pneumococo com o 

aumento na população de MA CD206+. É possível que esta população esteja 

relacionada à maior susceptibilidade destes animais.   

 Algumas características encontradas na resposta inata dos camundongos 

AIRmin ao desafio por pneumococo, como a baixa expressão ou a expressão tardia 

de MMPs e a menor resistência dos macrófagos e neutrófilos à apoptose, podem ter 

contribuído para a falha no controle da infecção. Estas conclusões estão de acordo 

com dados publicados na literatura, utilizando outros modelos. Seria importante 

comparar a capacidade dos macrófagos e neutrófilos dos camundongos AIRmin e 

AIRmax em fagocitar o pneumococo.  

 O perfil dos MA nos camundongos PspA5-wP em resposta ao desafio com 

pneumococo foi semelhante ao observado nos animais imunizados apenas com wP. 

Assim, apesar do papel destas células não poder ser descartado, outros fatores, 

como a presença de anticorpos específicos, participam na resposta imune 

adaptativa induzida por esta vacina.  
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