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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa € um importante patdgeno humano oportunista capaz de causar
severas infecgOes em pacientes imunodeprimidos e em pacientes que apresentam fibrose
cistica. Para desencadear uma resposta efetiva contra a infeccdo pela P. aeruginosa é
necessario uma primeira linha de reconhecimento desta bactéria pelo sistema imunoldgico
inato. Apesar do desencadeamento da resposta imune inata ser benéfica no controle da
infeccdo pela P. aeruginosa, esta resposta deve ser controlada. Estudos recentes tém
comecado a esclarecer como 0s mMiRNAs desempenham papéis fundamentais na regulacéo de
processos como infeccédo, resposta imune e inflamacao participando da modulacao da resposta
imune. Dada a relevancia da bactéria P. aeruginosa nos processos infecciosos em humanos e
estimulados pela necessidade de desvendar os mecanismos de regulagdo da reposta imune
contra esta bactéria, o objetivo deste trabalho foi avaliar o papel do mmu-miR-155-5p e mmu-
miR-146b-5p expressos em camundongos infectados pelas cepas ATCC 27853 e PA14 da
bactéria P. aeruginosa. Para avaliar o nivel de expressdao dos mmu-miR-155-5p € mmu-miR-
146b-5p e das citocinas IL-1pB, IL-6 e IL-12 in vitro, o RNA total foi extraido de células Raw
264.7, macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM) e de células dendriticas derivadas da
medula 6ssea (BMDC) para andlise de PCR em tempo real. Apos a infec¢do das células Raw
264.7, BMDMs e BMDCs foi possivel observar que a expressdao dos miRNAs e das citocinas
ocorreu de forma dependente em cada tipo celular infectado. Para as andlises in vivo
camundongos C57BL/6 foram infectados via intratraqueal com as cepas ATCC 27853 e PA14
de P. aeruginosa para analises de UFCs, RT-gPCR, histopatologia e estereologia. Apenas a
cepa PA14 foi recuperada no pulméo e baco dos animais, onde nao foi observado variacdo na
expressao do mmu-miR-155-5p nem aumento significativo de uma série de citocinas efetoras.
As anélises histopatoldgicas demostraram intenso processo inflamatorio difuso apresentando
numero maior de células inflamatorias, diminuicdo no nimero de alvéolos e do volume da
estrela quando comparados aos animais ndo infectados e animais infectados pela cepa
avirulenta. No pulmé&o dos animais infectados com a cepa ATCC 27853, observou-se aumento
de expressdo de mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p, das citocinas inflamatdrias. A
identificacdo das redes de regulacdo dos miRNAs em estudo mostrou importantes alvos
diretos e indiretos associados a resposta imune inata que podem estar comprometidas durante
a expressédo diferencial de mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p em favorecimento ou em

detrimento da resolucdo da infecgéo pela P. aeruginosa. Os resultados obtidos até 0 momento



permitem sugerir que a infeccdo pela P. aeruginosa exerce uma modulagdo na expresséo de
miRNAs e consequentemente na resposta imune contra esta bactéria e que a viruléncia de
diferentes cepas de P. aeruginosa influenciam na expressdo dos miRNAs mmu-miR-155-5p e
mmu-miR-146b-5p, de citocinas pré-inflamatorias e na patologia. Mais estudos séo
necessarios para desvendar os mecanismos pelos quais cepas virulentas da P. aeruginosa

conseguem subverter a resposta imune e garantir a sua replicagdo no hospedeiro.

Palavras chave: Pseudomonas aeruginosa. miRNA. resposta imune.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an important opportunistic human pathogen capable of causing
severe infections in immunocompromised patients and in patients with cystic fibrosis. To
trigger an effective response against infection by P. aeruginosa is required a first line of
recognition of this bacterium by the innate immune system. Although the innate immune
response is beneficial in the control of P. aeruginosa infection, this response should be
controlled. Recent studies have begun to clarify how miRNAs play key roles in regulating
processes such as infection, immune response and inflammation by participating in the
immune response modulation. Due to the importance of the P. aeruginosa bacterium in
infectious processes in humans and stimulated by the need to uncover the mechanisms of
regulation of the immune response against this bacterium, the objective of this study was to
evaluate the role of mmu-miR-155-5p and mmu-miR-146b -5p expressed in mice infected
with strains ATCC 27853 and PA14 of the bacterium P. aeruginosa. To assess the level of
expression of mmu-miR-155-5p and mmu-miR-146b-5p and the cytokines IL-1p, IL-6 and
IL-12 in vitro, the total RNA was extracted from Raw 264.7 cells, bone marrow derived
macrophages (BMDM) and bone marrow-derived dendritic cells (BMDC) for real-time PCR
analysis. After infection of the Raw 264.7, BMDMs and BMDCs cells, it was possible to
observe that the expression of miRNAs and cytokines occurred in a dependent manner in each
infected cell type. For the in vivo analyzes C57BL / 6 mice were infected intratracheally with
the strains ATCC 27853 and PA14 of P. aeruginosa for analysis of CFU, RT-qPCR,
histopathology and stereology. Only the PA14 strain was recovered in the lungs and spleens
of the animals, where no variation in the expression of mmu-miR-155-5p or a significant
increase in a series of effector cytokines was observed. Histopathological analyzes
demonstrated an intense diffuse inflammatory process, presenting a larger number of
inflammatory cells, a decrease in the number of alveoli and the volume of the star when
compared to uninfected animals and animals infected by the avirulent strain. In the lung of
animals infected with ATCC 27853 strain, increased expression of mmu-miR-155-5p and
mmu-miR-146b-5p, of inflammatory cytokines was observed. The identification of regulatory
networks of the miRNAs under study showed important direct and indirect targets associated
with the innate immune response that may be compromised during the differential expression

of mmu-miR-155-5p and mmu-miR-146b-5p in favor or detriment of P. aeruginosa infection.



The results obtained to date suggest that the infection by P. aeruginosa exerts a modulation in
the expression of miRNAs and consequently in the immune response against this bacterium
and that the virulence of different strains of P. aeruginosa influence the expression of
mMiRNAs mmu-miR- 155-5p and mmu-miR-146b-5p, of proinflammatory cytokines and in
pathology. Further studies are needed to uncover the mechanisms by which virulent P.

aeruginosa strains can subvert the immune response and ensure replication in its host.

Key words: Pseudomonas aeruginosa. miRNA. immune response.
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1 INTRODUCAO

A Pseudomonas aeruginosa, uma das mais importantes do género Pseudomonas sob o
ponto de vista médico, é uma bactéria Gram-negativa, extracelular capaz de infectar
diferentes organismos, dentre eles nematddeos, leveduras, insetos e mamiferos. Esta bactéria é
ubiquitaria e pode ser encontrada em diversos ambientes tanto em superficies aquosas e no
solo, bem como pode estar frequentemente presente em pequena quantidade na microbiota
intestinal normal e na pele dos seres humanos (JAWETZ, MELNICK, ADALBERG’S., 2016;
LAVOIE et al., 2011;). Devido a sua alta adaptabilidade e resisténcia intrinseca aos
antibidticos, a P. aeruginosa é capaz de sobreviver em uma ampla gama de outros ambientes
naturais e artificiais, incluindo superficies como pias, bancadas, pisos e instalacGes e
equipamentos médicos tais como ventiladores mecénicos e cateteres (GELLATLY;
HANCOCK, 2013).

As infeccbes graves pela P. aeruginosa sdo frequentemente nosocomiais ou
hospitalares, e quase sempre estdo associadas ao comprometimento das defesas do
hospedeiro. Dessa forma em humanos, a P. aeruginosa é considerada um patégeno
oportunista, que pode causar infeccOes potencialmente fatais em pacientes
imunocomprometidos e que estdo sujeitos aos reservatérios naturais e artificias em que a
bactéria pode ser encontrada (HAJ KHALIFA, BEN et al.,, 2011). Além disso, a P.
aeruginosa é o patdgeno mais comumente identificado nas secrecbes respiratdrias de
pacientes com fibrose cistica (FC) (HAUSER et al., 2011).

Esta espécie de bactéria pode causar infeccGes agudas e crénicas no trato urinario, na
cdrnea, no trato respiratorio, destacando-se a pneumonia nosocomial como a maior causa de
morte em unidades de tratamento intensivo (LOUIE et al.,2009; OLIVEIRA et al., 2007). As
manifestagdes clinicas da infec¢do variam conforme o local onde a P. aeruginosa se encontra,
podendo ocorrer febre, choque, oliguria, leucocitose, leucopenia, coagulacdo intravascular
disseminada e sindrome do desconforto respiratério JAWETZ, MELNICK, ADALBERG’S.,
2016).

Para desencadear uma resposta imune efetiva contra a P. aeruginosa é necessaria uma
primeira linha de reconhecimento desta bactéria pelo sistema imunoldgico inato. Macrofagos
e células dendriticas sdo as populacBes mais estudadas para entender o papel dos receptores
de reconhecimento de padrdes (PRRs) do sistema imune inato relacionado com o

reconhecimento dos padrées moleculares associados a P. aeruginosa (LAVOIE et al., 2011).
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Este reconhecimento ativa vias de sinalizacdo intracelulares que culminam na inducéo da
inflamac&o e a regulagdo positiva de moléculas co-estimulatérias. Na resposta imune inata
contra P. aeruginosa as celulas do hospedeiro, principalmente os macrofagos, podem
reconhecer o lipopolissacarideo e a flagelina da bactéria através de receptores semelhantes a
Toll, TLR4 e TRL5 respectivamente. Assim, apds o reconhecimento dessas estruturas da
bactéria, os macrofagos irdo produzir citocinas, como IL-6, IL-12 e IL-1p que irdo atuar
ativando a resposta imune adquirida (MIJARES et al.,2011; PENE et al., 2008; RAOUST et
al.,2009). Apesar do desencadeamento da resposta imune inata ser benéfica no controle da
infeccdo pela P. aeruginosa, esta resposta deve ser controlada, pois paradoxalmente, as
reacOes inflamatorias intensas produzidas pela resposta imune inata sdo frequentemente
associadas com persisténcia bacteriana e lesdo tecidual. (LIN, KAZMIERCZAK, 2017).
Dentre as vias de controle da resposta imune inata recentes estudos tém demostrado
que a regulacédo transcricional assim como a degradacdo de um mRNA codificador de um
componente inflamatorio sdo controlados pela via de RNA de interferéncia (RNAI). A
principal classe de pequenos RNAs reguladores que concentram estes efeitos de interferéncia
nos eucariotos é constituido pelos microRNAs (miRNAs) (HUNTZINGER et al., 2011). Os
miRNAs sdo moléculas de RNA fita simples de 19-25 nucleotideos, ndo codificadores de
proteinas, que agem como potentes reguladores poés-transcricionais da expressao génica
(MUN et al., 2013). O papel dos miRNAs na resposta imune inata foi demostrado quando
mMiRNAs como mmu-miR-146b-5p e mmu-miR-155-5p foram induzidos em uma via de
sinalizacdo dependente de receptores semelhantes a Toll em monécitos (ZHOU et al., 2014).
Dada a relevancia da bactéria P. aeruginosa nos processos infecciosos e inflamatérios
em humanos e estimulados pela necessidade de conhecer os mecanismos de regulacdo da
reposta imune contra esta bactéria, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo dos
microRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p na regulacdo da resposta imune de

camundongos infectados pela bactéria P. aeruginosa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

ApOs a revisdo critica da literatura, neste topico serdo apresentadas as principais

informagdes que foram pertinentes para o desenvolvimento deste trabalho.

2.1 DESCRICOES INICIAIS DA BACTERIA Pseudomonas aeruginosa

Historicamente, as descri¢cdes iniciais da Pseudomonas aeruginosa ocorreram por
volta de 1850, quando Sedillot, um cirurgido militar francés, observou a formacdo de
exsudato e pus azulado nas feridas e ataduras de soldados. Em 1860, Fordos extraiu o
pigmento responsavel pela coloracdo azulada das feridas, porém somente em 1882, Carle
Gessard relatou em uma publicacdo intitulada “On the Blue and Green Coloration of
Bandages” o isolamento e crescimento do organismo que ele intitulou “Bacillus pyocyaneus”,
presente nas feridas de dois pacientes que apresentavam pus azul-esverdeado. Assim, a
Pseudomonas aeruginosa (Bacillus pyocyaneus) passou a ser descrita como o agente causador
da puruléncia azul-esverdeada nas feridas de pacientes. Somente por volta de 1900, uma
apresentacdo mais completa sobre as vias de invasdo e disseminacdo de P. aeruginosa
levando a infec¢cdo aguda ou crénica foi fornecida por Freeman. Também por volta de 1900,
Migula adotou 0 nome Pseudomonas (em grego: ‘pseudes’, falso, 'monas’, unidade) e foi entéo
denominada espécie Pseudomonas pyocyanea. O epiteto aeruginosa (latim: aeruginosus,
cheio de ferrugem de cobre, isto €, verde) tornou-se amplamente usado e € agora 0 nome
utilizado da espécie (LISTER et al., 2009; PITT, SIMPSON, 2006).

2.2 Pseudomonas aeruginosa

As espécies de bactérias do género Pseudomonas sdo bastonetes Gram-negativos,
moveis, aerdébios, sendo que algumas das quais produzem pigmentos solGveis em &gua.
Existem diversas espécies do género Pseudomonas, sendo a de maior destaque no ponto de
vista médico a Pseudomonas aeruginosa. JAWETZ, MELNICK, ADALBERG’S., 2016).
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A P. aeruginosa é uma bactéria extracelular, Gram-negativa, aerobica, nao
fermentadora de glicose e ndo formadora de esporos, pertencente a familia
Pseudomonadaceae (ALMEIDA et al., 2012). Esta bactéria é ubiquitaria, e pode ser
encontrada em ambientes Umidos, como na agua, no solo, em plantas, detritos e também pode
estar presente em pouca quantidade na microbiota intestinal normal e na pele dos seres
humanos (DUBOIS et al., 2001; LAVOIE et al., 2011; TORRES et al., 2006). Por se tratar de
uma bactéria que utiliza muitos compostos ambientais como fontes de energia, e que
apresenta grande facilidade de adaptacdo e alta resisténcia intrinseca aos antibioticos, a P.
aeruginosa pode sobreviver em diferentes ambientes naturais e artificiais, dentre eles
superficies como bancadas, pisos, instalacGes e equipamentos médicos tais como ventiladores
mecanicos e cateteres. (GELLATLY; HANCOCK, 2013; LYCZAK; CANNON; PIER,
2000).

Esta bactéria possui comprimento variando de 1,5 a 5,0 um e largura variando de 0,5 a
1,0 um (DOGGET, 1979). A P. aeruginosa apresenta uma cépsula polissacaridica que
concede protecdo contra a fagocitose e a acao de medicamentos antibidticos, além de ancorar
a bactéria as células epiteliais do hospedeiro e produzir a endotoxina lipopolissacaridica que é
o principal antigeno da parede celular desta bactéria (MURRAY et al., 2003).

A P. aeruginosa € uma bactéria movel devido a presenca de um flagelo monotriqueo
polar (SCHEFFER 2008 apud ALMEIDA et al., 2012). Estas bactérias apresentam também
estruturas denominadas pili que sdo filamentos superficiais menores presentes na P.
aeruginosa relacionados com a motilidade bacteriana. Este tipo de motilidade, proporcionada
pelo pili, chamada de “twitching” acontece devido as propriedades retrateis do pili da P.
aeruginosa, permitindo que ela se espalhe em ambientes imidos (KIPNIS et al., 2006). Os
pili de tipo IV tem se mostrado importante para a adesdo e colonizacdo da superficie de
células eucariodticas revelando um papel importante na patogénese da P. aeruginosa
(O’TOOLE; KOLTER, 1998). Uma outra funcdo dos pili da P. aeruginosa é o processo de
conjugacdo bacteriana. A conjugacao bacteriana € um mecanismo de transferéncia genetica
entre bactérias onde ocorre a necessidade de um contato entre a célula doadora de material
genético e sua receptora. Uma copia de fita simples do DNA plasmidial € transferido a partir
de uma sessdo denominada origem de transferéncia, para a célula receptora. Dessa forma,
genes que conferem resisténcia a antibioticos contidos em plamideos, podem ser transferidos
para outras bactérias (BAPTISTA,2013; KELLY et al., 2009; THOMAS & NIELSEN, 2005).
Na P. aeruginosa, foi demonstrado que a ilha de patogenicidade PAPI-1, responsavel por

conter genes que codificam fatores de viruléncia como os do grupo B, responsaveis pela
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aderéncia da P. aeruginosa ao tecido do hospedeiro, é transferida via pili (CARTER et al.,
2010; HE et al., 2004).

Esta bactéria exibe uma variabilidade marcante na viruléncia, variando de cepas
moderadamente virulentas a estirpes altamente virulentas. A PA14 que foi utilizada neste
estudo é um isolado altamente virulento e representa o grupo clonal mais comum no mundo
(MIKKELSEN et al., 2011). J& a cepa ATCC 27853, também utilizada neste estudo, foi
isolada a partir de uma cultura de sangue em Boston em 1971 e compreende uma estirpe
moderadamente virulenta (ATCC, 2014). Dessa forma, é possivel afirmar que o potencial
patogénico da P. aeruginosa é cepa-dependente (MIKKELSEN et al., 2011).

O genoma da cepa PA14 contém duas ilhas de patogenicidade, e estes contém varios
genes implicados em viruléncia (MIKKELSEN et al., 2011). Um exemplo é a ilha PAPI -2
que codifica a proteina efetora patogénica ExoU e sua chaperona SpcU. ExoU faz parte do
sistema de secrecdo do tipo Il (T3SS) e é considerada uma das proteinas mais potentes desse
sistema, contribuindo para a patogenicidade da PA14 (HE et al., 2004; SATO et al., 2003).
Estas ilhas de patogenicidade nao estdo presentes na cepa ATCC 27853.

Algumas cepas de P. aeruginosa produzem um grande numero de exoprodutos,
incluindo a elastase, protease alcalina, hemolisina e piocianina que irdo de diferentes maneiras
auxiliar o patdgeno durante a infeccdo. A piocianina é um metabdlito produzido por algumas
cepas de P. aeruginosa, inclusive pela cepa PA14. Alguns estudos vém demonstrando o papel
da piocianina na viruléncia das cepas de P. aeruginosa e revelaram que este metabdlito
apresenta um importante papel na infeccdo por esta bactéria (LAU; HASSETT; et al., 2004).

Foi descrito no trabalho de Mahajan-Miklos em 1999 que a piocianina produzida pela
cepa PA14 participa do processo de morte rapida do nematoide Caenorhabditis elegans,
produzindo intermediarios reativos de oxigénio. Quando eles infectaram o nematoide com
cepas gue ndo produziram piocianina, a capacidade das cepas em causar a morte dos animais
infectados reduziu drasticamente. O papel da piocianina na infeccdo pulmonar em
camundongos também foi demonstrado. Em um modelo de pneumonia aguda, camundongos
foram incapazes de eliminar as cepas produtoras de piocianina PA14 e PAOLl de P.
aeruginosa, apresentando altos titulos de células viaveis no pulmdo em 16 horas de infecg&o.
Em contraste, na infec¢do ocasionada por cepas mutantes que ndo apresentavam piocacina, 0s
camundongos foram capazes de eliminar ou diminuir o processo infeccioso (LAU; RAN; et
al., 2004).

A identificacdo de P. aeruginosa ocorre através da coloracdo diferencial pelo método

de Gram através da visualizagcdo de bacilos Gram-negativos (figura 1), e pelo o uso de
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procedimentos bioquimicos, onde algumas caracteristicas metabolicas devem ser observadas.
A P. aeruginosa, em geral, é citocromo oxidase positiva, e ndo é capaz de fermentar

carboidratos (MENEZES et al., 2004).
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Figura 1 - Bactéria P. aeruginosa corada através do método de Gram
Fonte: Todar’s Online Textbook of Bacteriology

O genoma da P. aeruginosa é constituido por um cromossomo circular, sendo um dos
maiores entre as bactérias, com aproximadamente 6,3 mega pares de bases (STOVER et al.,
2000) (Figura 2). O genoma das cepas de P. aeruginosa possui cerca de 90% de conservacao.
A grande conservacdo de genes de viruléncia nos genomas das cepas sugere que a capacidade
causadora da doenca deste patdgeno durante infeccGes depende, em geral, de um conjunto de

mecanismos patogénicos altamente conservados. (WOLFGANG et al., 2003).
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Figura 2 - Representacdo do genoma circular de P. aeruginosa.

Fonte: Adantado de (STOVER et al.. 2000)

Nota: O circulo externo indica a localizagdo cromossémica
em pares de bases. A distribuicio de genes é
representado por caixas coloridas de acordo com a
categoria funcional e direcdlo da transcri¢do
(banda exterior é a cadeia positiva; banda interior é
a cadeia negativa). As setas vermelhas: os locais e
direcdo da transcricdlo de genes de RNA
ribossomico. Setas azuis: a localizacdo de duas
regifes contendo provaveis bacteriofagos. De preto,
no centro, representa o percentual de G + C.

2.3 INFECCOES CAUSADAS PELA Pseudomonas aeruginosa

As bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa tem a capacidade de infectar
diversos organismos, dentre eles nematodeos, leveduras, insetos, plantas e mamiferos
(MAHAJAN-MIKLOS et al., 2000). De acordo com Pritchett et al, (2015) em humanos, a P.
aeruginosa € considerada um patégeno oportunista capaz de causar infeccBes fatais em
pacientes imunocomprometidos, sendo um dos principais causadores de infeccOes
nosocomiais em todo o mundo e se tornando uma ameacga a saude publica (BENTZMANN;
PLESIAT, 2011).
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A P. aeruginosa apresenta uma facil adaptacdo as condi¢bes ambientais de
temperatura, nutricdo e umidade. Além disso, esta bactéria é capaz de sobreviver por periodos
prolongados em ambientes Uumidos contendo desinfetantes, solugdes antissepticas, e em
utensilios e equipamentos hospitalares, fato este que determina a alta incidéncia de P.
aeruginosa em infeccdes nosocomiais (GRUNDMANN et al., 1995). Estudos demonstram
que pelo menos de 10 a 15% das infec¢OGes hospitalares sdo causadas pela P. aeruginosa
(GRISHIN et al., 2015).

Diversos tecidos humanos podem ser colonizados pela P. aeruginosa e causar um
certo numero de doengas agudas e cronicas, dentre elas: pneumonia, bacteremia, otite externa,
dermatite, infec¢Oes do trato urinario, sepse, meningite, endocardite além de infecgdes 6sseas
e articulares. A prevaléncia de bacteremia causada por bactérias Gram-negativas vem
aumentando em transplantados de células tronco hematopoiéticas. Foi relatado que P.
aeruginosa € a principal bactéria Gram-negativa envolvida na bacteremia nesses pacientes,
sendo de aproximadamente 22% no Brasil (OLIVEIRA et al., 2007).

A pneumonia nosocomial estd relacionada com pacientes que utilizam ventilacdo
mecanica e a P. aeruginosa representa um dos patdgenos predominantemente responsaveis
por essa infeccdo (CHASTRE; FAGON, 2002). Referida como pneumonia associada a
ventilacdo mecéanica, esta doenca trata-se de uma infeccdo comum vista em unidades de
terapia intensiva (UTI), que geralmente ocorre em pacientes ap6s 48 horas de utilizagdo de
ventilacdo mecanica através de tubo traqueal ou tragueostomia. A pneumonia representa a
resposta inflamatoria do hospedeiro a invasdo do parénquima pulmonar normalmente estéril,
por micro-organismos como, por exemplo, a P. aeruginosa (BREWER et al., 1996; RELLO
et al.,1998). A magnitude desta resposta depende dentre outros fatores da viruléncia dos
organismos envolvidos e da competéncia do sistema imune do hospedeiro. Existem grandes
variedades de mecanismos que protegem o pulmdo contra a infec¢do, incluindo agentes
antimicrobianos na saliva, tosse, transporte mucociliar e imunidade celular e humoral, no
entanto, em pacientes onde sdo relatadas disfun¢Ges imunes, muitos desses mecanismos de
defesa do hospedeiro sdo ineficazes (HUNTER, 2006).

A P. aeruginosa esta frequentemente associada a infecgdo pulmonar em pacientes com
Fibrose Cistica (FC), tornando-se uma causa importante de morbidade e mortalidade nestes
pacientes (STEHLING et al., 2008). Cerca de 52,5% dos isolados encontrados nas secrecoes
respiratorias de pacientes adultos com fibrose cistica correspondem a P. aeruginosa. Apesar

da resposta inflamatdria e da terapia antibidtica, a maioria das infecgdes causadas pela P.
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aeruginosa persistem e se tornam cronicas em pacientes com FC, levando eventualmente a
insuficiéncia respiratéria (HAUSER et al., 2011).

A FC é uma doenca hereditaria autossémica recessiva, potencialmente letal, causada
por mutacdes no gene que codifica a proteina “cystic fibrosis transmembrane regulator”
(CFTR) (RIORDAN et al., 1989). Esta mutacdo provoca a auséncia da proteina
transmembrana das células epiteliais causando a interrupgcdo do transporte de ions e a
desidratacdo da superficie de mucosas (ZEMANICK et al., 2010). As principais
manifestacdes clinicas em pacientes com FC envolvem o trato gastrointestinal, tratos genitais
e o trato respiratdrio, ocasionando um aumento da susceptibilidade as infec¢bes das vias
aéreas inferiores (CALDAS et al., 2015). A grande producgdo e acimulo de muco respiratério
desidratado e viscoso e a inflamacdo excessiva representam uma caracteristica da FC além de
constituir o principal ambiente encontrado pela P. aeruginosa durante infecgdes cronicas
(WOLFGANG et al., 2004). As bactérias da espécie P. aeruginosa possuem fatores que
contribuem para a colonizagdo pulmonar, dentre eles a formacdo de biofilmes e o
desenvolvimento de um fenotipo mucoide (CALDAS et al.,, 2015). Nesses pacientes, 0
biofilme é a principal ameaca a vida e ndo o modo de infeccdo aguda de P. aeruginosa. Esse
biofilme leva a infeccGes recorrentes que conduzem a insuficiéncia fatal no pulméo
(MIKKELSEN et al., 2011).

A P. aeruginosa representa um desafio terapéutico tanto para infecgdes adquiridas na
comunidade quanto para as infeccGes adquiridas em ambiente hospitalar, sendo a selecdo do
antibidtico adequado essencial para o sucesso da terapia e resultado clinico. Porém, a selecéo
do antibidtico é dificultada pela capacidade de selecdo de cepas da P. aeruginosa resistente a
multiplas classes de antibiéticos (LISTER et al., 2009).

O total da prevaléncia de P. aeruginosa resistente a antibidticos esta aumentando, com
até 10% de isolados globais multirresistentes (LUTZ; LEE, 2011). Um estudo de atualizacédo
da frequéncia e das taxas de resisténcia de bastonetes Gram-negativos isolados de centros
médicos latino-americanos inscritos no Programa de Vigilancia Antimicrobiana demonstrou
que de 2008 a 2010, 5704 (44,5%) de um total de 12811 isolados bacterianos coletados em
centros médicos latinos-americanos correspondiam a bastonetes Gram-negativos. As amostras
foram coletadas da Argentina (19,6%), do Brasil (40,9%), do Chile (18,4%) e do Mexico
(18,4%). A maioria dos isolados clinicos foi coletada de pacientes com diagnostico de
infeccdo no sangue (52,6%); infeccGes da pele e tecidos moles, incluindo infecgdes de feridas

cirurgicas (22,9%); e pneumonia (13,1%). As causas mais comuns de pneumonia ocorreram



24

pela P. aeruginosa, com 31,2% dos casos nos hospitais do Brasil, Argentina, Chile e México
(GALES et al., 2012).

A P. aeruginosa tem sido a causa de surtos nosocomiais em todo o mundo, inclusive
no Brasil, onde a resisténcia a maltiplas drogas é comum entre essas cepas (ROSSI, 2011).
Em um estudo realizado em um hospital universitario publico no Parand foram encontrados
um total de 75 isolados de P. aeruginosa, sendo a maior frequéncia em pacientes do sexo
masculino (62,7%), principalmente em pacientes acima de 60 anos (54,7%), e em UTIs
(41,4%). Dentro os 75 isolados, 54,6% eram multirresistentes (SIQUEIRA et al., 2013). Em
outro estudo realizado por Figueiredo e colaboradores (2007), com amostras provenientes do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, foi demonstrado uma elevada
prevaléncia de multirresisténcia, com 49,7% das cepas de P. aeruginosa resistentes a trés

antibioticos ou mais e 28% das cepas resistentes a seis ou mais antibioticos.

2.4 RESPOSTA IMUNE CONTRA Pseudomonas aeruginosa

Durante o processo de infeccdo por bactérias extracelulares, os mecanismos de defesa
estdo relacionados principalmente com as barreiras naturais do hospedeiro, a resposta imune
inata e a producao de anticorpos (MACHADO et al., 2004). Os mecanismos do sistema imune
que controlam a infeccdo por bactérias extracelulares como a P. aeruginosa sdo aqueles que
ativam o sistema complemento, onde o complexo de ataque a membrana causa a lise de
bactérias; a fagocitose, o reconhecimento de padrdes moleculares bacterianos por receptores
semelhantes a Toll (TLRs — Toll like receptors) que participam da estimulacéo das atividades
microbianas de fagdcitos; e a resposta inflamatdria. Além desses mecanismos de imunidade
inata, a imunidade adquirida humoral mediada pelos anticorpos atua bloqueando a infeccéo,
eliminando estas bactérias extracelulares e neutralizando suas toxinas. A resposta imune
adquirida celular também possui importante papel no controle da infeccdo por bactérias
extracelulares ao ativar células T CD4+ auxiliares, que produzem citocinas indutoras da
inflamacéo local, aumentando as atividades fagociticas de macrofagos e neutréfilos e também

estimulando a producdo de anticorpos (ABBAS et al., 2015).



25

2.4.1 Resposta imune inata contra P. aeruginosa

A resposta imune inata desempenha um papel critico no controle de infec¢des agudas
pela P. aeruginosa no ser humano e em animais. Para desencadear uma resposta efetiva
contra o patdgeno, é necessaria uma primeira linha de reconhecimento desta bactéria pelo
sistema imunoldgico inato (LAVOIE et al., 2011). Varias estruturas conservadas do patdgeno,
coletivamente conhecidas como ‘“padrdes moleculares associados a patdgenos” (PAMPs),
estdo implicados na ativagdo da resposta imune inata do hospedeiro contra a P. aeruginosa.
Os PAMPs s3o detectados por um conjunto de receptores chamados “receptores de
reconhecimento de padrdes” (PRRs) presentes em células do sistema imune inato como, por
exemplo, os macrdfagos e as células dendriticas. Dentre os PRRs, destacam-se 0s receptores
transmembranicos semelhantes a Toll e receptores citosolicos semelhantes a NOD (NLRs —
NOD like receptors) (MIJARES et al., 2011; SKERRETT et al., 2004).

Os PAMPs ao serem reconhecidos pelos TLRs desencadeiam uma sinalizacao
intracelular. Sob reconhecimento do ligante cognato, cada TLR ird provocar respostas
distintas em juncdo com uma combinacdo diferente de quatro adaptadores contendo o
dominio de regido homéloga de receptores Toll/IL-1 receptor (MyD88, TIRAP/MAL, TRIF
ou TRAM), por meio de interacbes hemofilicas desses dominios. O fator de diferenciacdo
mieldide 88 (MyD88), € uma molécula adaptadora essencial para sinalizacdo mediado pelos
TLRs, exceto TLR3, resultando na transducdo de sinais e na producdo de citocinas pro-
inflamatorias. Quando associado ao TLR, MyD88 recruta as proteinas IRAK-1 (IL-1R-
associated kinase-1), IRAK-4 e TRAF6 (tumor necrosis fator receptor-associated fator 6) em
um complexo. IRAK-1 e TRAF6 se dissociam e interagem com TAK1 (transforming growth
factor p-activated kinase), levando a ativagdo desta cinase. Quando TAK1 é ativada, ocorre a
fosforilacédo de IKK-b (IkB cinase), e MAPcinas 6 (MKK®6) culminando com a degradacéo de
IkB. Essa degradacgado deixa o fator nuclear kB (NF-kB) livre para ser translocado ao nucleo, e
ativar maultiplos genes de citocinas pro-inflamatorias dentre elas I1L-12 e TNF- a, como
também a ativacdo de proteinas cinase ativada por mitdgeno (MAPKS), que possuem diversas
fungdes bioldgicas (ALMEIDA, 2010).

Na infeccdo pela P. aeruginosa, as ceélulas do hospedeiro, principalmente os
macrofagos, podem reconhecer o lipopolissacarideo (LPS) e a flagelina da bactéria através de
receptores TLR4 e TLR5, respectivamente. Os receptores TLR2 e TLR4 estdo envolvidos na

sinalizacdo das respostas ao alginato capsular produzido pelas cepas mucoides da P.
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aeruginosa (SKERRETT et al., 2007). J& foi demonstrado que MyD88 é uma molécula
necessaria para o controle da infec¢do pulmonar por P. aeruginosa (MIJARES et al., 2011).
Em um estudo, foi demonstrado que camundongos nocautes para MyD88 (MyD88") eram
mais susceptiveis a pneumonia induzida pela infeccdo pela P. aeruginosa. Os camundongos
MyD88"" foram incapazes da producéo répida de citocinas e de resposta inflamatdria e,
quando desafiados com P. aeruginosa no pulmao, ndo foram capazes de conter a replicacédo
bacteriana local e sistémica. Tais resultados indicaram que as vias de sinalizacdo dependentes
de MyD88 sdo fundamentais para a ativacdo da imunidade inata contra P. aeruginosa nos
pulmdes (SKERRETT et al., 2004).

Além dos TLRs, os NLRs também sdo capazes de reconhecer padrdes moleculares
associados a patdgenos. Os receptores do tipo NOD (NLRs) sdo proteinas citosolicas e
compreendem proteinas Nods (nucleotidebinding oligomerization domain-1), Nalps (NATCH-
LRR-and pyrin-domaincontaining proteins), Naips (neuronal apoptosis inhibitor factors),
Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1) e Ipaf (ICE-protease activating factor).
Compreendem um grupo de proteinas formadas principalmente por trés dominios, sendo um
dominio efetor N - terminal variavel, um dominio central do tipo NOD e uma por¢éo C-
terminal com sequéncias ricas em leucinas. O reconhecimento de padrdes se da pela cauda
com sequéncias ricas em leucinas, a qual, quando recrutada, permite a oligomerizagdo do
dominio central do tipo NOD e ativacdo do dominio efetor. O dominio efetor pode ser do tipo
CARD (caspase activation recruitment domain), PYD (pyrin domain) ou BIR (baculoviral
IAP repeats domain), dependendo do tipo de receptor recrutado, que, por sua vez, induz uma
cascata de ativagdo que culmina na ativacdo do fator de transcricdo NF-xB ou da protease
caspase-1 (LIMA, 2009).

A subfamilia de NLRP (familia NLR, proteinas contendo o dominio pirina) dos
receptores de reconhecimento de padrdes do tipo NOD respondem & PAMPs com complexos
de sinalizacdo chamados de inflamassomas. Os inflamassomas sdo formados por NLRs que
oligomerizam para formar uma plataforma molecular que por sua vez, é constituida por um
complexo proteico que controla a produgdo de citocinas proinflamatérias como interleucina 1-
beta (IL-1B) e interleucina -18 (IL-18) pela ativagdo da proteina Caspase 1, que cliva as
formas imaturas destas citocinas em formas ativas com caracteristicas inflamatorias (PAIVA-
OLIVEIRA et al., 2012). No inicio da resposta do hospedeiro a infeccdo pulmonar pela P.
aeruginosa ocorre a clivagem da forma imaturas Pro-IL-1f pela caspase 1, para a forma ativa
da citocina proinflamatoria IL-1p que, para que posteriormente seja secretada (ABBAS et al.,
2015; Ll et al., 1995; SKERRETT et al., 2007; WANGDI et al., 2010).
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A infeccdo pulmonar pela P. aeruginosa leva ao recrutamento massivo de neutrofilos
nas vias aereas infectadas. Os neutrofilos desempenham um papel priméario e claro na
remocao da P. aeruginosa durante a infeccdo pulmonar aguda, como é demonstrado pela
susceptibilidade extrema de camundongos neutropénicos a este patdgeno. Tal fato foi relatado
em um estudo onde foi feita a deplecdo de neutrdfilos e como resultado, os camundongos se
tornaram susceptiveis a infec¢cdo com baixo indculo bacteriano de vérias estirpes diferentes de
P. aeruginosa (KOH et al., 2009). Dentre as formas ativas dos neutréfilos capazes de eliminar
a P. aeruginosa, a serina protease especifica de neutréfilos desempenha um papel importante
na eliminagdo da bactéria, como demonstrado em um estudo feito com camundongos com
falta de elastase de neutrdfilo (NE/). Estes camundongos demonstraram um aumento da
vulnerabilidade a P. aeruginosa na pneumonia aguda, e a eliminacdo das bactérias nos
pulmdes foram prejudicadas em animais nocautes em comparacao com animais controles do
tipo selvagem. Tambeém foi demonstrado que a porina da membrana externa da bactéria era
um alvo primario da atividade da elastase de neutrofilos (HIRCHE et al., 2008).

As primeiras células imunes que irdo entrar em contato com a P. aeruginosa no
pulmdo do hospedeiro sdo os macrofagos alveolares. In vitro, os macrofagos alveolares
murinos secretam citocinas como, por exemplo, TNF-a e IL-6, e quimiocinas a seguir da
ativacdo dos receptores TLR4 e TLR5 pelo lipopolissacarideo e flagelina da P. aeruginosa
respectivamente (RAOUST et al., 2009). Assim, os macrofagos sdo capazes de produzir
qguimiocinas de recrutamento de células inflamatérias ao local de infec¢do. Estas células
também podem responder a fatores de viruléncia que podem ser secretados via sistema de
secrecdo de tipo 11l da P. aeruginosa (T3SS) por ativacao da caspase 1. Dessa forma, a I1L-1p,
produzida por macrofagos pode ser detectada por células epiteliais das vias respiratérias, e
estas células, por sua vez, secretam quimiocinas de recrutamento de neutrofilos (MIJARES et
al., 2011). A deplecdo de macrdfagos alveolares em camundongos em um ensaio de infecgédo
pulmonar aguda pela P. aeruginosa, atenuou significativamente as respostas inflamatorias,
tais como, a secrecdo de quimiocinas MIP -2. (HASHIMOTO et al., 1996).

Outro papel importante dos macréfagos alveolares durante a infeccdo pulmonar € a
fagocitose de neutrofilos mortos e iniciagdo de resolugdo e de reparagdo. A citocina MCP 1,
que é secretada por células epiteliais alveolares em resposta a infec¢do pela P. aeruginosa
estimula a migracdo de macrofagos alveolares e a fagocitose (AMANO et al., 2004). Apés o
reconhecimento da P. aeruginosa, citocinas como IL-6, IL-12 e IL-1p serdo expressas pelos

macrofagos e estas irdo atuar ativando a resposta imune adquirida.
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2.4.2 Resposta imune adaptativa contra P. aeruginosa

Na resposta imune adaptativa contra bactérias extracelulares como a P. aeruginosa, a
imunidade humoral compreende um dos mecanismos de eliminacdo do patégeno (CASTELO
et al., 2009). As respostas mediadas por anticorpos sdo direcionadas contra os antigenos da
parede celular e toxinas secretadas e associadas a célula bacteriana, como por exemplo, 0s
polissacarideos. A resposta humoral contra os polissacarideos de P. aeruginosa é
independente do timo. Os mecanismos efetores empregados pelos anticorpos para combater a
infeccdo incluem a neutralizacdo, a opsonizacdo e a fagocitose, além de ativacdo do sistema
complemento pela via classica (ABBAS, et al., 2015).

A acdo dos anticorpos pode ser do tipo opsonina, onde as bactérias sdo revestidas por
anticorpos do tipo IgG e fagocitadas por macrofagos e neutrofilos, através de receptores para
a porcdo Fc presente nessas células. A via classica do sistema complemento também pode
atuar no controle da infeccdo por patdgenos extracelulares levando a indugdo de uma resposta
inflamatdria e a formacdo de um complexo de atague a membrana que ira resultar na lise da
bactéria (CASTELO et al., 2009).

A colonizacéo realizada pela P. aeruginosa resulta numa resposta de anticorpos, que
pode ndo ser por si sO, capaz de eliminar o patdgeno, dessa forma, a imunidade mediada por
células T também é importante para pacientes infectados pela P. aeruginosa (BAYES et al.,
2014).

Diversos trabalhos tém sugerido que os linfocitos T desempenham um importante
papel no controle da infeccdo pela P. aeruginosa. Tanto as células T CD4" quanto as células
TCD8" ativadas produzem a citocina pré-inflamatdria na tentativa de conter o processo
infeccioso (LAVOIE et al., 2011). Em infec¢bes bacterianas € atribuido a resposta de células
T auxiliares (Th). Os linfocitos do tipo Tyl secretam IFN-y como citocina efetora contra
infecces causadas por bactérias, e linfocitos do tipo T2 secretam citocinas como IL-4 e IL-5
(MOSER et al., 2002). Em um estudo sobre a secrecdo de citocinas a partir de células
mononucleares no sangue periférico estimuladas com antigenos da P. aeruginosa, foi descrito
uma resposta dominante do tipo T2 em pacientes com fibrose cistica e infec¢éo crénica por
P. aeruginosa. A resposta das células T-auxiliares em uma infeccdo especifica pode ser
predominantemente Tyl ou Ty2, onde varios fatores influenciam na orientacdo da resposta.
Na infeccdo pulmonar cronica pela P. aeruginosa em pacientes com fibrose cistica, uma

caracteristica importante € que a exposi¢cdo pulmonar a antigenos pareceu promover uma
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resposta do tipo Tn2. Além disso, foi demonstrado que pacientes portadores de FC infectados
cronicamente e com a maior producdo de IFN- y demonstraram uma melhor fung¢éo pulmonar.
(MOSER et al., 2002, 2005).

A citocina inflamatéria IFN-y é um potente ativador dos mecanismos fagociticos de
macrofagos. Esta citocina do perfil Tyl € frequentemente um dos primeiros
imunomoduladores secretados durante eventos inflamatorios. A presenca de IFN-y
demonstrou em modelo de infeccdo pulmonar cronica por P aeruginosa, uma inflamacéo
moderada (LEID et al., 2005; MOSER et al., 2005).

Em um estudo realizado em 2006, o lavado broncoalveolar de 12 pacientes portadores
de FC, cronicamente infectados pela P. aeruginosa, 11 pacientes portadores de FC e néo
infectados, e oito pacientes controle, foram obtidos para determinar se a resposta Tyl / T2
eram alteradas em lavado broncoalveolar de pacientes portadores de FC e infectados com P.
aeuriginosa. O estudo determinou que pacientes portadores de FC e infectados por P.
aeruginosa, apresentaram niveis significativamente superiores de citocinas de células do tipo
Tw2 como IL-4 e IL-13 e niveis diminuidos de IFN- y quando comparados aos niveis
verificados em pacientes portadores de FC ndo infectados e em pacientes controles. Dessa
forma, foi demonstrado que a prevaléncia de resposta imunoldgica pulmonar Ty2 em
pacientes portadores de FC e infectados pela P. aeruginosa € bastante elevada (HARTL et al.,
2006).

A IL-17 é uma citocina pro-inflamatoria produzida pelo subgrupo de células T CD4"
do perfil Tyl7, que regula tanto a granulopoiese como o recrutamento de neutréfilos em
locais de inflamacdo. Isto ocorre em parte devido a capacidade da IL-17 induzir a libertacdo
de quimiocinas CXC, bem como regular a expressdao de G-CSF, um fator critico de
crescimento granulopoiético. Devido as suas propriedades funcionais, as células Tyl7
produtoras de citocinas como a IL-17 desempenham um papel importante nas respostas contra
bactérias Gram-negativas extracelulares, nas quais a infiltracdo de neutréfilos é altamente
protetora (ROMAGNANI, 2008).

Um estudo avaliou o papel da IL-17 na resposta imune pulmonar dos camundongos
durante infec¢do aguda pela P. aeruginosa. Neste estudo foi demonstrado que 0s niveis de
mMRNA e da proteina IL-17 aumentaram significativamente no pulmd e no lavado
broncoalveolar dos camundongos quando infectados pela P. aeruginosa e a fonte deste
aumento é mediado pelas células Ty17. Também foi demonstrado que ap6s a infeccdo pela P.
aeruginosa, a IL-17 levava a um aumento dos niveis de fatores de estimulagdo de col6nias

granulociticas no lavado bronco alveolar dos camundongos. Além disso, animais tratados com
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anticorpos neutralizantes de IL-17 apresentaram um numero maior de unidades formadoras de
col6nias de P. aeruginosa no lavado broncoalveolar do que o grupo ndo tratado com anticorpo
neutralizante de IL-17 (LIU etal., 2011).

Wonnenberg e colaboradores (2016) demonstraram que a citocina IL-17A atrai células
inflamatorias durante infeccdo pulmonar murina com P. aeruginosa. No modelo de
pneumonia aguda, a IL-17A mediou a expressdo de quimiocinas derivadas de queratindcitos
que corresponde um quimioatraente para neutrofilos e o recrutamento de células inflamatorias

para o local de infeccdo em camundongos infectados com a P. aeruginosa.

2.5 CONTROLE DA RESPOSTA IMUNE

Ao observarmos o curso de uma resposta imunoldgica montada frente a um antigeno,
percebemos que diversos sdo 0s componentes e mecanismos imunes envolvidos neste
processo, como guimiocinas e citocinas produzidas pelas células ap6s entrar em contato com
a P. aeruginosa para exercerem as funcGes de recrutamento e ativacao de células imunes para
0 local da infeccdo. Os mecanismos envolvidos nessa situagdo necessitam de processos
reguladores considerados como alvos para a manipulagdo da resposta imune (ABBAS et al.,
2015).

A Interleucina-10 (IL-10) é uma citocina imunomodulatoria, que funciona para inibir
respostas pré-inflamatérias da imunidade inata e adaptativa, além de evitar as lesGes nos
tecidos causadas por respostas imunes exacerbadas (HAZLETT et al., 2014). E uma
importante citocina anti-inflamatoria endégena que desempenha um papel fundamental na
regulagcdo de IFN-y, TNF- a e interleucina-1 (IL-1). A IL-10 representa uma das citocinas
mais importantes, capaz de atuar inibindo a sepse e a lesdo pulmonar aguda por modulagéo da
resposta inflamatoria sistémica e pulmonar, respectivamente. Em varios modelos, a IL-10
mostrou-se capaz de inibir a producdo de vérias citocinas, como TNF-a, IL-1B, IL-6 que s&o
conhecidas por contribuir para o desenvolvimento de estado inflamatorio agudo (SUN et al.,
2009). A IL-10 apresenta um pico de producéo relativamente tardio apos a infec¢do aguda
pela P. aeruginosa, num momento em que o0s niveis de citocinas pro-inflamatorias estéo
diminuindo (WOLBELING et al., 2011).

Uma familia de proteinas intracelulares, conhecidas como supressores de sinaliza¢éo

de citocinas (SOCS) desempenham papéis reguladores essenciais tanto na funcdo imune



31

quanto ndo imune. Dos oito membros conhecidos, SOCS1 e SOCS3 em conjunto com as
células T reguladoras (Treg), desempenham papéis fundamentais na regulacdo do sistema
imunolodgico. Entre outros reguladores da resposta imune, as células T reguladoras, também
desempenham um papel importante na regulacdo do sistema imune. Ja foi demonstrado, que
existe uma associagdo entre SOCS1 e células T reguladoras, onde SOCS1 age na manutencao
da estabilidade das Treg (AHMED et al., 2015). As proteinas SOCS sdo induzidas pela
ativacdo de STAT, e assim, inibem a sinalizacdo do receptor apds as citocinas exercerem seus
efeitos (MURPHY at al., 2010). As SOCSs foram demonstradas em varios tipos de células
com a funcgéo de regular o sinal de transcrigdo de citocinas (ZIMMERER et al., 2007). SOCS
1 tém se destacado como um importante inibidor da sinalizacdo de IFN-y e SOCS 3 contribui
para a inibicdo da inducdo de IL-10 mediada por exposicdo a LPS (DALPKE et al., 2003).

As Tregs representam uma subpopulacdo de linfocitos T caracterizados pela expressao
da molécula CD25" e do fator nuclear FOXP3. Estas células induzem a supressio das células
T efetoras, bloqueando a ativacdo e a funcéo destes linfécitos, sendo assim importantes no
controle da resposta imunoldgica (MELO; CARVALHO, 2009). As respostas imunes
reguladas por células T tém sido associadas com infeccdo pulmonar causada pela P.
aeruginosa. Células CD4" CD25" FOXP3" regulatérias surgem durante o processo regular de
desenvolvimento do timo, e constituem de 5 a 10% das células sanguineas TCD4". A
transcricdo do fator nuclear FOXP3 tém se mostrado essencial para o desenvolvimento e
funcdo de células T regulatorias. Estas células inibem as respostas inflamatérias através de
atividades supressoras contra células T efetoras, células dendriticas e neutrofilos. Neste
estudo, a infeccdo pela P. aeruginosa em camundongos causou um aumento nos niveis de
células regulatérias, porém, apesar do aumento da frequéncia de Tregs in vivo em resposta a
infeccdo pela P. aeruginosa, a deplecdo de células Tregs naturais ndo alterou fatores como a
sobrevivéncia dos animais, remocao bacteriana, infiltracdo de neutréfilos, ativacdo de NF-xB

e producdo de citocinas durante a infeccdo (CARRIGAN et al., 2009).

2.6 microRNAs

Os microRNAs (miRNAs) compdem uma classe de pequenos RNAs enddgenos, de
cadeia simples de aproximadamente 18 a 25 nucleotideos de comprimento, ndo codificadores

de proteinas, que regulam a expressao génica em nivel pds-transcricional. Descritos ha pouco
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mais de uma década em Caenorhabditis elegans e associados a regulagdo do desenvolvimento
larval (LEE et al., 1993), os miRNAs sdo hoje reconhecidos como reguladores fundamentais
da expressdo génica em plantas e animais (SIMOES, 2009). Constantes estudos tém
demostrado que a regulacdo pos-transcricional de mRNAs especificos sdo controlados pelas
vias de RNA de interferéncia (RNAIi). Os miRNAs sdo considerados como a principal classe
de pequenos RNAs reguladores enddgenos, que exercem efeitos de interferéncia nos mMRNAs
de eucariotos (HUNTZINGER et al.,, 2011). Os genes codificadores de miRNAs sdo
encontrados no genoma e sdo capazes de suprimir a sintese de proteinas por degradacao ou
por inibi¢do da tradugdo de um mRNA alvo (MASHIMA, 2015). Os miRNAs demonstraram
regular negativamente a expressdo de genes por emparelhamento de bases, mediado pelas
caracteristicas de complementariedade de bases nitrogenadas, com a regido 3’ ndo traduzida
(3’UTRs) dos mRNAs, indicando que esta classe de moléculas de RNA néo codificadoras,
constituem uma maneira de exercer controle regulatorio sobre os mecanismos de expressao
génica em diferentes organismos (BUSHATI; COHEN, 2007), (Figura 3).

Os miRNAs regulam o desenvolvimento dos animais em multiplos tecidos e em varios
estagios de desenvolvimento. Evidéncias sugerem que os miRNAs sdo essenciais para o
desenvolvimento normal de varios tecidos animais (ZHANG, 2007). Além disso, varios
estudos indicam que os miRNAs participam da regulacdo de diversos processos celulares, e
mudangas em sua expressao génica sdo observadas em patologias humanas como no cancer.
Também pode ser observado o envolvimento dos miRNAs na regulacdo da hematopoiese,
apoptose, proliferacdo celular e desenvolvimento de 6rgaos (HAN et al., 2004; RUGGIERO
et al., 2009).

Estudos recentes também tém comecado a esclarecer como 0s miRNAs desempenham
papéis fundamentais na regulacdo de processos como infeccdo, resposta imune e inflamacéo e
tém sugerido um grande papel dos miRNAs na regulacdo da patogénese de doencas
inflamatorias. Andlises individuais de miRNAs confirmaram a importante relacdo regulatéria
com alvos especificos da imunidade em defesa do hospedeiro (ZHOU et al., 2014).

A maioria dos miRNAs em mamiferos sdo codificados em introns, e o processamento
destes parece ocorrer antes do processo de splicing (BUSHATI; COHEN, 2007). A
biossintese do miRNA é um processo de varias etapas, que se inicia no nucleo da célula, apos
a transcricdo, e continua no citoplasma, onde finalmente a molécula de miRNA madura
exerce sua principal fungéo (LEE et al., 2003) (Figura 3). Os genes de miRNA sdo transcritos
pela RNA polimerase Il (Pol I1), gerando um longo transcrito de miRNA primario (pri-

miRNA) com estrutura espacial secundaria caracterizada por uma alga em forma de grampo
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(stem loop) contendo cap 5’ e cauda poli (A) 3’. Algumas excegdes sdo os miRNAs
transcritos pela RNA polimerase 111 (BUSHATI; COHEN, 2007).

O pri-miRNA é clivado no nucleo pela RNase Ill, Drosha, e DGCRS8, gerando uma
molécula precursora denominada pré-miRNA, com cerca de aproximadamente 70-200
nucleotideos também caracterizada pela estrutura em grampo (LEE et al., 2004; SIMOES,
2009). Posteriormente, o pré-miRNA € transportado ao citoplasma por uma proteina que
realiza exportacdo nuclear denominada exportina-5 (LUND et al., 2004).

Ja no citoplasma, o pré-miRNA ¢ processado gerando um miRNA fita dupla de
aproximadamente 22 a 25 nucleotideos. Somente uma das fitas do duplex de miRNA que
corresponde & sequéncia do miRNA maduro é inserida em um complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC), que ttm como principal componente as proteinas Argonautas.
Posteriormente, este miRNA maduro serd direcionado para controlar a expressdo pos
transcricional de genes alvo. Esta regulacdo pds-transcricional exercida pelos miRNAs
depende do grau de complementariedade de bases na regido 3’UTR com o mRNA alvo
levando a inibicao traducional ou degradacdo do mRNA alvo (SIMOES, 2009).

O processo de inibicdo da traducdo do mRNA alvo pode ocorrer por mecanismos
como competi¢ao pelo 5° CAP, inibicdo da montagem dos ribossomos, deadenilacao seguida
pelo bloqueio da iniciacdo da traducdo, dissociacdo prematura de ribossomos. O processo de
desestabilizacdo do RNA-alvo, que também consiste em um mecanismo de acdo dos miRNAs
ocorre através de clivagem do transcrito alvo, metilacdo do DNA, modificacbes na cromatina
(PEREIRA et al., 2015).

Os miRNAs ja foram descritos nos mais diversos organismos, como insetos, plantas,
camundongos e humanos. Grande parte dos miRNAs sdo conservados entre espécies
relacionadas e por volta de 30% deles sdo altamente conservados, com ortélogos em
invertebrados ou vertebrados, propondo uma conservagdo evolutiva com base em sua funcgéo
biologica (BARTEL, 2004; SIMOES 2009).

Os miRNAs influenciam a resposta imunologica devido ao seu envolvimento no
desenvolvimento diferenciagdo de células imunes e na liberacdo de mediadores inflamatorios
(HA, 2011). Além disso, os miRNAs participam da modulacdo da resposta imune por
poderem regular a sinalizacdo desencadeada por TLRs, incluindo a ativacdo de NF-«kB ¢ a
expressdo de moléculas anti-inflamatorias como a citocina 1L-10. Assim, os miRNAs podem
funcionar como um componente de autorregulacdo participando do aparato de resolugédo da
resposta inflamatéria (MARCOLA, 2014).
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Além do seu envolvimento em uma variedade de processos fisiologicos e patoldgicos,
0s miRNAs sdo cada vez mais implicados na resposta a agentes bacterianos nas células
eucaridticas. Diferentes agentes patogénicos bacterianos sdo capazes de modular a expressdo
de miRNAs, e estes apresentam grande importancia no desenvolvimento e na resposta do
sistema imune do hospedeiro (EULALIO et al., 2012).

Recentemente, foi analizado o perfil de miRNAs em células epiteliais brénquicas de
pacientes com FC infectadas pela P. aeruginosa através de microarranjo de DNA e RT-PCR.
Foi demonstrado que o miRNA-93 (miR-93) que é altamente expresso em condi¢cfes basais,
diminui sua expressdo durante a infecgdo pela P. aeruginosa em paralelo com o aumento da
expressdo do gene IL-8, que representa uma citocina envolvida no recrutamento de neutréfilos
para os sitios inflamatorios. Esses resultados demonstram uma possivel ligacdo entre a
expressao de miRNA e a inducdo de IL-8 em células epiteliais brénquicas infectadas pela P.
aeruginosa (FABBRI et al., 2014).
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Figura 3- Biogénese de miRNAs.

Fonte: Adaptado de Lodish et al., 2008.

Nota: O gene de miRNA é transcrito. O pri-miRNA apresenta uma
estrutura em forma de grampo que é clivada pela enzima
RNAse 111, Drosha formando o pre-miRNA. A Exportina 5
exporta este produto do nicleo para o citoplasma para ser
processado por Dicer, gerando um miRNA.Somente um das
fitas do duplex de miRNA permanece no complexo RISC
para controlar a expressdo do gene alvo enquanto a outra fita
é degradada.
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2.7 miRNAs E RESPOSTA IMUNE CONTRA BACTERIAS

A regulacdo dos genes mediada pelos miRNAs ¢é critica para as funcdes celulares
normais, e aproximadamente um terco dos mRNAs podem ser alvos dos miRNAs. A
importancia dos miRNAs no desenvolvimento e na resposta do sistema imune é relatada
devido o envolvimento dos miRNAs no desenvolvimento e diferenciacdo de células imunes,
na producdo de anticorpos e na liberacdo de mediadores inflamatérios (HA, 2011). Portanto,
evidéncias sugerem que os miRNAs desempenham um papel fundamental na regulacdo das
fungbes imunes, incluindo as respostas imunes inata e adaptativa e prevencdo de
autoimunidade (HA, 2011; PAULEY; CHAN, 2008). Além disso, estudos da expressdo
diferencial de genes codificadores de miRNAs em resposta a infec¢fes bacterianas revelaram
0 importante papel dos mesmos na resposta imune do hospedeiro (STAEDEL,
DARFEUILLE, 2013).

Durante o curso de uma infeccdo, agentes patogénicos bacterianos alteram uma vasta
gama de funcbes celulares do hospedeiro para garantir a sua sobrevivéncia e a replicacdo. No
entanto, cada agente patogénico pode usar diferentes estratégias moleculares para subverter 0s
caminhos complexos que regulam a resposta imune do hospedeiro. (DIACOVICH; GORVEL,
2010). A compreensao das fungdes dos miRNAs na resposta imune a infecgdo bacteriana foi
iniciada por um estudo na planta Arabidopsis thaliana onde a deteccdo da flagelina da
bactéria extracelular P. syringae pelo receptor FLS2 foi observada para induzir a transcri¢do
de miR-393a (NAVARRO et al., 2006). O papel dos miRNAs nas respostas celulares de
mamiferos contra infeccBes bacterianas foi originalmente inferido a partir de estudos
envolvendo a deteccdo de PAMPSs por receptores TLRs (EULALIO et al., 2012).

Foi relatado por Taganov e colaboradores (2006) a expressdo de 200 miRNAs em
mondcitos humanos apés a estimulagdo dos receptores TLR4 pelo LPS, revelando a indugédo
de miR-132, miR-146a/b e miR-155. Além disso, foi demonstrado que miR-146a/b e miR-
155 sédo induzidos de um modo dependente de NF-xB, sendo assim considerados uma parte
dos mecanismos reguladores que modulam a producéo de citocinas inflamatdrias em resposta
a infeccéo bacteriana (EULALIO et al., 2012).

Diferentes agentes patogénicos bacterianos sdo capazes de modular a expressédo de
miRNAS, e estes apresentam grande importancia no desenvolvimento e na resposta do sistema

imune do hospedeiro, (Figura 4).
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Fonte: EULALIO et al, 2012.
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Para elucidar o papel dos miRNAs nos mecanismos da resposta imune inata in vivo,

Mochos et al (2007), examinaram a expressao de miRNAs usando a reacdo de PCR em tempo

real, durante um modelo de inflamacdo pulmonar em camundongos expostos ao LPS. A

exposicdo dos camundongos ao LPS levou a um aumento imediato da concentragéo de

citocinas pré-inflamatorias. A partir da liberacdo destas citocinas, o nivel de miRNA no tecido

pulmonar foi medido ao longo de 6 horas. A exposi¢do ao LPS resultou em uma elevagédo

geral dos niveis de miRNA. O pico dos niveis de miRNA no tecido pulmonar dos

camundongos em 3 horas coincidiu com a queda da producdo de TNF- a. Desta forma, o

estudo demonstrou que a resposta imune inata induzida pelo contato com o LPS esta

associada com a diferenca de expressdo génica dos genes codificadores dos miRNAs no

pulmdo dos camundongos, e estas mudangas observadas poderiam estar envolvidas na

regulacdo da resposta inflamatdria
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Anélises de miRNAs confirmam a importante relacdo de regulagdo com alvos imunes
especificos em defesa do hospedeiro. O papel dos miRNAs na resposta imune inata foi
demostrado quando miRNAs como miR-146a, miR-155 e miR-21 foram induzidos em uma
via de sinalizacdo dependente do TLR4 em mondcitos (ZHOU et al., 2014). Para investigar se
a expressdo de miRNA poderia ser regulada por uma infec¢do por P. aeruginosa, Zhou et al
(2014), analisaram o perfil de expressio de mMiIRNAs em macréfagos alveolares de
camundongos. Apds a infeccdo pela P. aeruginosa, a analise de microarranjo revelou que oito
miRNAS apresentaram sua expressdo aumentada nos macrofagos, sendo o miR-302b o que
obteve 0 aumento de expressdo mais significativo, demonstrando o envolvimento deste
miRNA no processo infeccioso. Apesar deste trabalho apresentar o miR-302b como um novo
regulador da resposta imunoldgica e inflamatoria nas infec¢bes bacterianas do trato
respiratorio, € possivel inferir que outros miRNAs também estdo envolvidos no controle da
resposta imune inata contra P. aeruginosa, ndo somente pelo aumento de expresséo de um
dado miRNA, mas também pela diminuicdo de expressdo destes.

Diversos trabalhos tém demonstrado que o miR-146 a/b e o0 miR-155 se encontram
diferencialmente expressos em células imunes em resposta a Vvarios agentes patogénicos
bacterianos, incluindo Helicobacter pylori, Salmonella entérica, espécies de Mycobacterium,
Francisella tularensis entre outras (STAEDEL; DARFEUILLE; 2013).

O miR-146 a/b é induzido por receptores TLRs de superficie celular que reconhecem
0s PAMPs bacterianos. Juntamente com a transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatorias
através das vias de TLRs, 0 miR-146 é induzido através de NF-kb que transcreve o gene do
micro RNA. TRAF6 (factor 6 associado a TNFR) e IRAK1 (quinase 1 associada a IL-1R),
que sdo moléculas adaptadoras chave na via TLR / NFkB, constituem alvos diretos de miR-
146. O modelo atual da fun¢do miR-146 propde um mecanismo de feedback negativo que
regula a sinalizacgio TLR em resposta a produtos bacterianos, diminuindo assim a
sensibilidade do LPS celular e evitando a inflamacdo excessiva. O microRNA 146 esta
envolvido no estabelecimento e manutencdo da tolerancia imunologica, onde macrofagos
tornam-se menos susceptiveis a estimulos bacterianos extracelulares para proteger o
organismo contra o choque séptico.

O miR-155 desempenha um papel importante na inflamacdo. Um estudo de Huang et
al., (2011) demonstrou que os niveis de expressdo de miR-155 estavam aumentados em
coérneas humanas infectadas com P. aeruginosa em compara¢do com corneas ndo infectadas.
Além disso, in vitro, foi demonstrado que o desafio com a P. aeruginosa induziu a expressao

de miR-155 de um modo dependente do tempo e da multiplicidade de infeccdo em
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macrdfagos peritoneais e células Raw 264.7. Concomitante com o aumento da expressdo de
miR-155, ocorreu um aumento da expressao de citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, IL-6,
IL-12 e IFN-y (HUANG et al.,2011). O miR-155 tem como alvo SHIP 1, que representa um
regulador negativo da producéo de citocinas pré inflamatérias (STAEDEL; DARFEUILLE,

2013).
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3 JUSTIFICATIVA

A bactéria Pseudomonas aeruginosa possui a capacidade de colonizar varios
ambientes e infectar diversos organismos, incluindo o homem. Quando coloniza o homem, é
capaz de causar infecgdes, principalmente em ambientes hospitalares, sendo o principal
patdgeno encontrado em secrecdes de pacientes com fibrose cistica. Existe um grande
aumento de isolados globais multirresistentes de P. aeruginosa, chegando a ser o isolado mais
comum em pacientes com pneumonia em hospitais do Brasil, Argentina, Chile e México.
Apesar disso, ndo existem terapias que previnem esta infec¢do, sendo o uso de antibidticos o
unico tratamento aprovado. Dificultando ainda mais o tratamento, P. aeruginosa apresenta
multiplos mecanismos de resisténcia, inclusive a ciclosporinas de terceira geracdo. Assim, a
busca por novas imunoterapias se faz necessaria. Apesar dos grandes progressos obtidos no
modelo murino, muitos mecanismos imunoldgicos induzidos pela P. aeruginosa no
hospedeiro ainda necessitam ser desvendados. Além disso, estudos da regulacdo da resposta
imune baseado nos mecanismos mediados pelos pequenos RNAs ndo codificadores com foco
nos miRNAs sdo necessarios para o melhor entendimento da patofisiologia da infeccdo por

Pseudomonas aeruginosa.
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4 OBJETIVOS

Neste tdpico serdo apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos deste
trabalho.

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel dos miRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR146b-5p diferencialmente

expressos durante a infeccdo pela bactéria Pseudomonas aeruginosa.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressao diferencial de miRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR146b-5p e
citocinas in vitro frente a infecgéo pela P. aeruginosa.

e Avaliar a expressdo diferencial de miRNAs in vivo frente a infeccdo pela P.
aeruginosa.

e Analisar os possiveis alvos dos miRNAs diferencialmente expressos em macréfagos
alveolares.

e Analisar as variagdes histopatoldgicas frente a infeccéo pela P. aeruginosa.
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5 MATERIAIS E METODOS

Neste topico sera descrita a metodologia empregada no desenvolvimento do presente
trabalho.

5.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 com seis a oito semanas de idade,
provenientes da Universidade Federal de Minas Gerais Esses animais foram mantidos no
Biotério sob condices controladas de temperatura, limpeza e com acesso livre a agua e
alimentos. Os protocolos do experimento foram submetidos e aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da UNIFAL-MG, sob registro 562/2014.

5.2 CEPAS BACTERIANAS

Nesse estudo foram utilizadas as cepas ATCC 27853 (avirulenta) referida como
ATCC e PA14 (virulenta) da Pseudomonas aeruginosa disponiveis na colecdo bacteriana do
Laboratdrio de Vacinas da UNIFAL — MG.

5.3 CONDICOES DE CULTIVO DAS CEPAS DE P. aeruginosa

Para o cultivo das cepas de P. aeruginosa, utilizadas nos experimento in vivo e in
vitro, 500 uL de cultura congelada de cada uma das cepas foram inoculadas em 20 mL de
meio Lauria Broth (LB) e incubadas a 37 °C em um agitador horizontal sob 180 rotac6es por
minuto (rpm). Para manutencdo das cepas de P. aeruginosa ATCC 27853 e PA14, estas
foram congeladas depois de atingir a sua fase logaritmica de crescimento e mantidas a -80 °C

em caldo LB contendo 20% de glicerol até sua utilizag&o.
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5.4 PADRONIZAGCAO DO INOCULO DE P. aeruginosa

Para determinacdo aproximada da concentracdo bacteriana que seria utilizada para os
experimentos in vivo e in vitro, a quantificacdo celular foi estimada através da avaliagdo da
densidade 6tica em comprimento de onda de 600 nm (DOgy) em espectrofotdmetro e
posterior contagem de unidades formadoras de coldnias visualizadas em placas de meio LB
solidificado. Para isto, 500 uL de cultura congelada em glicerol de cada uma das cepas foram
inoculadas em 20 mL de meio LB e incubadas a 37 °C em um agitador horizontal sob 180
rotagcBes por minuto (rpm). Uma hora ap6s o indculo das cepas em meio LB, 1 mL da cultura
foi retirado para medicdo da DOggo € 100 ul para realizagdo de diluicéo seriada (102 a 10°)
em solucdo salina estéril para plaqueamento de 100 ul da diluicdo em meio LB solidificado e,
apos incubacdo a 37 °C por 24 horas, contagem das UFCs. Esta etapa foi repetida
sucessivamente a 2, 3, 4, 6, 8 e 11 horas de incubagdo do meio inoculado com as cepas ATCC
27853 e PA14. Um frasco contendo meio LB estéril foi utilizado ao longo do experimento
para zerar o espectrofotdmetro nos momentos de avaliacdo da DOgyo. Para determinacéo da
curva de crescimento da P. aeruginosa ATCC e PA14, foram utilizados os valores da DOggo,

UFCs e tempo de in6culo.

5.5 INFECCAO INTRATRAQUEAL POR Pseudomonas aeruginosa

As duas cepas de P. aeruginosa utilizadas foram cultivadas por 6 horas a 37 °C sob
180 rpm antes da infeccdo dos camundongos. Para confirmacédo da estimativa de concentracao
bacteriana, foi realizada diluicdo seriada (10% a 10°) e um total de 100 uL de cada dilui¢do
foi plaqueado em meio LB solidificado e, ap0s incubacdo a 37 °C por 24 horas, as UFCs
foram contadas. Para infeccdo, cada camundongo foi anestesiado intraperitonealmente com
aproximadamente 0,1 mL de uma solucdo contendo 260 uL de Quetamina 10%, 130 ul de
Xilasina [2.3g] e 1110 uL de salina estéril. Os animais foram divididos em grupos que seriam
infectados com a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, PA14 ou expostos a tampao salina
fosfato (PBS). A traqueia dos animais foi exposta e 50 uL da suspensdo contendo
aproximadamente 1 x 10°> UFCs de P. aeruginosa ou salina foi administrada com uma agulha

de 26G. A pele dos animais foi fechada através de suturas e ap0s 16 horas de infeccdo os
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animais foram eutanasiados com dose letal de anestésico seguido por deslocamento cervical

para a extracdo do bago, pulméo, figado, fémures e tibias.

5.5.1 Determinacdo do numero de unidades formadoras de col6nias

Os pulmdes extraidos dos animais foram macerados em 9 mL de solucgdo salina estéril,
com o auxilio de uma peneira de aco e diluidos serialmente. As diluicdes 10, 10, 10 10° e
107 foram plaqueadas em duplicada em meio LB 4gar. Os bacos dos animais também foram
extraidos, macerados e diluidos serialmente. As diluicdes 102, 10° e 10 foram plaqueadas
em duplicada em meio LB agar. Os resultados foram expressos como log de UFC do pulmao
ou baco de cada animal. Além disso, 100 uL dos macerados de pulmé&o e baco dos trés grupos
foram adicionados a 250 uL de TRIZOL para posteriores analises.

56 CULTURA E ESTIMULO DE MACROFAGOS OU CELULAS DENDRITICAS
DERIVADOS DA MEDULA OSSEA

Para a obtencdo de células da medula Ossea, camundongos C57BL/6 foram
sacrificados através de deslocamento cervical e tiveram os fémures e as tibias extraidos. As
extremidades desses 0ssos foram cortadas e foi injetado aproximadamente 5 mL de solucdo
salina estéril por osso. A suspensdo de células obtida foi centrifugada a 1200 rpm por 10
minutos e o precipitado de células foi ressuspendido em 1 mL de DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 50 ul de
Penicilina/Streptomicina e 500 uL de Anfotericina B.

As amostras foram submetidas a uma filtragdo em separadores de nylon com a malha
de 70 um para a remocdo de detritos e ruptura de ligacfes célula-célula. Apos a filtracdo, as
células foram plaqueadas em Placas de Petri e incubadas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO»,
de maneira a obter somente células que ainda néo se diferenciaram. Para isso, as células ndo
aderentes foram coletadas, centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos e posteriormente
ressuspendidas em 1 mL de DMEM suplementado. As células viaveis foram contadas por

meio da coloragcdo com o corante Azul de Tripan na cdmara de Neubauer. Para a obtencao de
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Macréfagos Derivados da Medula Ossea (BMDMSs) ou Células Dendriticas Derivadas da
Medula Ossea (BMDCs), as células viaveis foram distribuidas em placas de 24 pogos com
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 50 ul de Penicilina/Strptomicina,
500 uL de Anfotericina B e 10% de LCCM, (L929 cell conditioned medium) como uma fonte
de fator estimulador de colénias de mondcitos (M-CSF) ou de 30% de granuldcito
recombinante murino (GM-CSF), na concentracdo de 5 x 10° células por pogo. A placa foi
incubada a 37°C e sob atmosfera de 5% de CO,.

Para a diferenciacdo em macrofagos, trés dias apds o plaqueamento das células, foram
adicionados 100 uL de M-CSF por poco e no sétimo dia, 0 meio de cultura foi trocado por um
novo contendo também M-CSF. Para diferenciacdo em células dendriticas, trés dias apds o
plagueamento das células, foram adicionados 5mL de meio DMEM suplementado com 10%
de SFB, 50 uL de Penicilina/Streptomicina e 30% de GM-CSF em cada placa de Petri €, no
quinto e sétimo dia, foram retirados de cada uma das placas 4 mL de meio e adicionados mais
5 mL de meio DMEM suplementado com 10% de SFB, 50 uL de Penicilina/Streptomicina e
30% de GM-CSF.

Apbs a diferenciacdo das células em Macrofagos Derivados da Medula Ossea, ou
Células Dendriticas Derivadas da Medula Ossea, cada 6 pogos da cultura foram estimulados
com as cepas ATCC 27853 e PA14 de Pseudomonas aeruginosa, meio DMEM (controle
negativo) ou LPS, (1 pg/mL),(controle positivo).

Para o estimulo dos BMDM ou BMDCs foram adicionados, no décimo dia de cultura,
400ul de meio DMEM com 100 uL das cepas de P. aeruginosa. As cepas estavam em uma
DOgoo de aproximadamente 1,5 e em suspensdo contendo aproximadamente 1 x 10° UFCs de
P. aeruginosa tanto para ATCC 27853 quanto para PA14. Apo6s 6 horas de incubacéo a 37°C
e sob atmosfera com 5% de CO, , o sobrenadante das culturas foi coletado para a analise da
expressdo de citocinas. As células aderidas na placa, foi adicionado 100 uL de TRIZOL para

posteriores analises.

5.7 CULTURA E ESTIMULO DE CELULAS RAW 264.7

A linhagem de macréfagos RAW 264.7 foi obtida do Departamento de Bioquimica e
Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais. As células Raw 264.7 foram mantidas

em nitrogénio liquido em solucdo de congelamento composta por 90% de SFB e 10% de
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Dimetilsulfoxido (DMSO) até sua utilizacdo. Para o experimento de estimulagdo in vitro as
células foram descongeladas, colocadas em garrafas de cultura celular de 25 cm? e cultivadas
em meio DMEM suplementado com 10% de SFB, Penicilina/Estreptomicina e Anfotericina B
a temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO,.

Apo0s as células atingirem uma confluéncia de 70 a 80% o meio DMEM presente na
garrafa foi descartado com o auxilio de uma pipeta soroldgica, as garrafas foram lavadas com
solucdo salina estéril. Em seguida, foi adicionado 1 mL de Tripsina para retirada das células
aderidas, e 9 mL de salina estéril foi utilizada para a lavagem da garrafa. A salina contendo as
células foi retirada com uma pipeta soroldgica e centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos. Ao
fim da centrifugacéo, as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio DMEM. As células
viaveis foram contadas por meio da coloracdo com o corante Azul de Tripam na camara de
Neubauer, e distribuidas em uma placa de 24 pogos na concentracdo de 1 x 10° células por
poco. A placa foi incubada a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO, durante 24 horas para a
aderéncia das células.

Para o estimulo das células Raw 264.7, foram adicionadas separadamente, as cepas
ATCC 27853 e PA14 de P. aeruginosa em uma MOI de 1:10 e meio DMEM (controle
negativo). Os estimulos foram feitos em triplicata e ap6s 0, (ndo estimulado), 6, 18 e 24 horas
de incubacédo a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO,, o0 sobrenadante foi coletado para analises
e &s células aderidas na placa, foi adicionado 100 uL de TRIZOL para posteriores anélises.

5.8 ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES CODIFICADORES DE
CITOCINAS E DE MIRNAS POR PCR EM TEMPO REAL

5.8.1 Extragdo de RNA total

Para anélise da expressdo diferencial dos genes, 0 RNA das amostras provenientes das
culturas celulares estimuladas, e dos macerados de pulmédo e baco infectados com a P.
aeruginosa ou estimulados com PBS, foram extraidos utilizando o reagente LS Trizol® (Life
Technologies, USA) seguindo as instru¢es do fabricante. As amostras com Trizol foram
homogeneizadas e incubadas por 3 minutos em temperatura ambiente. Adicionou-se entdo

200 uL de cloroférmio, homogeneizou-se, e as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a
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1200 g. Apos a centrifugacéo, a fase aquosa foi transferida para um tubo estéril. O RNA total
foi precipitado com 200 uL de isopropanol por 10 minutos em temperatura ambiente, seguido
de centrifugacéo por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado, e o precipitado lavado
com etanol 75%. Por fim, 0 RNA total foi eluido com 25 uL de agua livre de RNAse. Apds a
extracdo, o RNA total foi quantificado em Nanodrop (ThermoScientific, USA) a 260 nm e
armazenado a -80°C até ser utilizado para a sintese do cDNA de fita simples.

5.8.2 Reacdo de Transcri¢do Reversa para sintese de cDNA

A reacdo de transcri¢do reversa foi realizada utilizando-se a enzima SuperScript 11l
(Invitrogen) de acordo com os dados do fabricante. Inicialmente, 1 uL de oligo(dT) na
concentragdo de 10 uM, foram adicionados juntamente com 1 uL de dNTPs
(desoxinucleosideos trifosfato) e RNA total. O RNA total foi quantificado em
espectrofotdmetro a 260 nm e 1 pg foi utilizado, completando o volume final da reacdo para
20 uL com &gua livre de RNAse. As amostras foram levadas para termociclador Geneamp pcr
system 9700 a 65°C por 5 minutos. Ap6s a incubacdo, foram adicionados 1 uL de DTT
(0.1M), 4uL de 5 X First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCI, (pH 8,3), 375 mM KCI, 15 mM
MgCl,) e 1 uL da enzima SuperScript Il1l. As amostras foram levadas novamente para o
termociclador onde foram submetidas a 50°C por 50 minutos e 85°C por 5 minutos. Apés a
concluséo da reagéo de transcricdo reversa, as amostras de cDNA obtidas foram armazenadas
a -20°C para posteriores analises de PCR em tempo real.

5.8.3 Reacdo de Transcricdo Reversa para a sintese de cDNA para miRNAs

Para analise da expressdo diferencial dos genes codificadores de miRNA, o RNA das
amostras provenientes das culturas celulares estimuladas, e dos macerados de pulmao e baco
infectados com a P. aeruginosa ou estimulados com PBS, foram extraidos utilizando o
reagente LS Trizol® (Life Technologies, USA) seguindo as instrugdes do fabricante. A
reacdo de transcricdo reversa para a sintese do cDNA exclusivo de miRNAs maduros foi

realizada utilizando-se o miScript 11 RT Kit (QIAGEN) segundo as especificacdes do
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fabricante. Primeiramente, 4 uL de 5X miScript HiSpec Buffer e 2uL de 10X miScript Nucleics
Mix foram adicionados juntamente com 2 uL da enzima miScript Reverse Transcriptase Mix e
com 0 RNA molde, completando a reacdo com agua livre de RNAse para um volume final de
20 uL. As amostras foram levadas para o termociclador com as condicGes de ciclo de 60
minutos a 37°C e 5 minutos a 95°C. Brevemente, os miRNAs maduros serdo poliadenilados
pela enzima poly(A) polimerase presente no tampédo e serdo reversamente transcritos em
cDNA utilizando oligo-dT como iniciadores. A transcricdo reversa é feita em paralelo no
mesmo tubo de reacdo. O oligo-dT possui uma sequéncia “ancora” na por¢do 3’ e uma
sequéncia “tag” universal na por¢do 5’ permitindo a amplificagdo do miRNA maduro no PCR
em tempo real. A combina¢do da poliadenilacdo e do “tag” universal garante que os ensaios
futuros ndo detectem DNA gendmico. O fluxograma abaixo (fluxograma 1) resume a técnica

de conversdo em cDNA de miRNAs maduros.
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Figura 5 - Técnica de conversdo em cDNA
Fonte: miScript 1l RT Kit (QIAGEN)
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5.8.4 PCR em tempo real para anélise de genes codificadores de citocinas e miRNAs

Para analise da expresséo diferencial dos genes codificadores das citocinas IL-12, IL-
1B, TNF-a, IFN-y, IL-6, os iniciadores foram desenhados utilizando dados da literatura ou
através do software RTPrimerDB. Os iniciadores utilizados e suas sequéncias estdo
representados na tabela 1. Para a analise da expressdo de genes codificantes de miRNA, foi
utilizado o kit miScript Primer Assays, sendo os alvos os miRNAs mmu-miR-155-5p ou
mmu-miR146b-5p.

Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores utilizados nos ensaio de PCR em tempo real

Primer Sequéncia

IL-12 F 5’- TGGTGTCTCCACTCATGG -3’

IL-12 R 5’- AGCAGCAGATGTGAGTGG -3’

IL-15-F 5’ - TGACCTGGGCTGTCCAGATG -3’
IL-15- R 5’- CTGTCCATTGAGGTGGAGAG-3’

TNF-a F 5’- CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACA-3’
TNF-a R 5’- TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3’
IFN-y F 5’- TCTGGAGGAACTGGCAAAAG -3’
IFN-y R 5’- TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGG -3’
IL-6 F 5’- CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA -3’
IL-6 R 5’ — GATGGATGCTACCAAACTGGA -3’
mmu-miR155-5p Fe R De acordo com o fabricante (QUIAGEN®)
mmu-miR146b-5p F e R De acordo com o fabricante (QUIAGEN®)
p—actina F 5-AGG TGT GCACTT TTT ATT GGT CTC AA -3’
p—actinaR 5’ TGT ATG AAG GTTTGG TCT CCC T -3’
snord95 FeR De acordo com o fabricante (QUIAGEN®)

Fonte: Do autor
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As reagdes da PCR foram efetuadas no equipamento ABI 7500 Real-Time PCR
Systems (Applied Biosystems) utilizando SYBR® Green para deteccdo das fitas duplas de
DNA sintetizadas. O volume final das reacdes foi de 10 uL contendo 5 pL de SYBR® Green
Master Mix (Applied Biosystems), 250 nM de cada oligonucleotideo e 3 uL do cDNA de cada
amostra. As condi¢Bes de amplificacdo utilizadas para a analise de genes codificadores de
citocnas consistiram de aquecimento a 50°C por dois minutos, 95°C por dez minutos, seguido
de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. Ja as condi¢des de amplificacdo
utilizadas para analise da expressdo de miRNAs consistiram de aquecimento a 95°C por 15
minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, seguido de 55°C por 30 segundos e
70°C por 30 segundos. As reacdes que compreendem a faixa de 95%-105% de eficiéncia
foram utilizadas e aceitas para as analises posteriores.

Os dados foram analisados conforme o método comparativo do ciclo limiar (Ct), de
acordo com a equacdo 2*“Ct (Relative Quantification getting started guide for the 7300/7500
System e User Bulletin #2: ABI Prism 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystem).
O controle enddgeno utilizado foi a p-actina para citocinas e o snord95 para 0s miRNAs. A

presenca de produto de amplificacdo ndo especifica foi verificada pela curva de dissociagéo.

5.9 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO PARA MICROSCOPIA

O pulméo e o figado dos animais foram fixados com formol a temperatura ambiente.
Apos a fixacdo histolégica os 6rgdos foram desidratados em concentracdes crescentes de
alcool a partir de 70% até alcool absoluto (99,8%). Em seguida os érgdos foram diafanizados
em xilol e incluidos em parafina a 60°C. Para cada 6rgdo foram obtidos em micrétomo
rotativo 9 cortes semi-seriados com 5 um de espessura para evitar a analise a mesma area
histologica. As secgdes do pulméo e figado foram coradas pela técnica de hematoxilina e
eosina (HE) para analise histopatoldgica geral. Os cortes histolégicos montados sobre 1amina
histolégica foram visualizados com a utilizagdo de cdmera fotogréfica digital acoplada ao
microscopio de luz convencional (Axioscope Al, Carl Zeiss, Alemanha). As imagens
digitalizadas foram obtidas a partir de cada corte histologico utilizando-se o software de

captura e analise de imagens Axion Vision LE (Axioscope Al, Carl Zeiss, Alemanha).
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5.10 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Na analise histopatolégica do pulmdo e do figado, foram investigados
qualitativamente a morfologia do pulméo e figado, além de evidéncias de necrose tecidual,
padrdo de organizacdo e distribuicdo das células intersticiais. Em adicdo, foi investigada a
presenca e distribuicdo de focos inflamatdrios e exsudatos. A analise histopatologica foi
realizada em 10 campos histoldgicos aleatorios para cada animal, os quais foram obtidos com

a utilizacdo de lente objetiva de 40x (ampliacéo de 400x).

5.11 ANALISE ESTEREOLOGICA

O método estereoldgico foi utilizado para avaliar a amplitude do remodelamento
morfologico do parénquima e estroma do pulmao. A densidade de superficie e de volume de
septos e espacos alveolares, bem como a celularidade tecidual e o volume alveolar médio
foram estimados. A densidade de superficie alveolar (Sv, pm?/um?®) foi estimada por meio da
relagdo Sv= (2 x XI) / Ly, em que XI indica o numero total de interse¢des entre 0S arcos
cicloides (n= 30) e a superficie alveolar, e Lt representa o comprimento total do sistema de
arcos cicléides (852,9 um). A densidade de volume (Vv, %) de septo e espago alveolar foi
estimada por contagem de pontos de acordo com a seguinte formula : Vv=XP / Pt; em que XP
representa 0 nimero de pontos do sistema de teste que incidem sobre septos ou alvéolos e Pt
corresponde ao nimero total de pontos do sistema de teste. Para estas analises, foi usado um
sistema de teste com 100 pontos contidos em uma area de teste (At) de 42,21x10% pm? ao
nivel do tecido. A analise estereoldgica foi realizada em 10 campos histolégicos aleatorios
para cada animal, obtidos com a utilizacdo de lente objetiva de 40x (ampliacdo de 400x),
perfazendo uma &rea total do 6rgdo de 21,10x10° |,Lm2 para cada grupo e foi executada com o
auxilio do software de anéalise de imagens Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics Inc., Silver
Spring, Maryland, EUA) (NOVAES et al., 2013).

A intensidade do processo inflamatorio no pulméo dos animais dos trés grupos foi
investigada pelo método estereoldgico através da contagem do numero de células intersticiais
observadas no tecido pulmonar de animais infectados com as cepas ATCC 27853 e PAl4 em

relacdo a celularidade observada no grupo controle. Para isso quantificou-se a densidade de
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namero de células inflamatorias (QAinf) por meio da relagdo: QAins = Zinf / At, onde Zinf
representa o somatorio do nimero de perfis de nacleos de células intersticiais (inflamatérias)
e At corresponde a dimenséo da area de teste utilizada (25x10°um?). A celularidade tecidual
foi avaliada em 10 campos histologicos aleatérios por animal com a utilizacdo de lente
objetiva de 40x (ampliacdo de 400x), perfazendo uma &rea total de 12,9x10° um? para cada
grupo.

O volume médio alveolar foi estimado usando o principio de Star Volume (V *), que é
definido como o volume médio de todas as partes de um objeto quando visto sem ser
observado ao longo de linhas retas ininterruptas em todas as dire¢fes de pontos aleatorios
dentro do objeto. No tecido pulmonar, V * fornece uma estimativa do tamanho meédio do
espaco alveolar em trés dimensdes e também reflete a conectividade do septo alveolar. O
volume de estrela foi calculado como: V * = (n/ 3) x {3, onde € ¢ o comprimento médio de
um intercepto com orientacdo aleatoria através de um ponto aleatorio (Cruz-Orive et al.,

1992). O volume de estrela foi analisado em 25 alvéolos amostrados aleatoriamente por

grupo.

5.12 PREDICAO IN SILICO DE PUTATIVOS ALVOS DOS miRNAs SELECIONADOS

Primeiramente, para realizacdo das analises in silico dos possiveis alvos dos miRNAs
alvos deste trabalho, foi utilizado o programa miRBase para obtengdo da sequéncia de cada
miRNA, sendo “Uuaaugcuaauugugauaggggu” a sequéncia do mmu-miR-155-5p (nimero de
acesso MIMATO0000165) e “ugagaacugaauuccauaggcu” a sequéncia do mmu-miR-146b-5p
(nimero de acesso MIMATO0003475).

Para as analises in silico dos possiveis alvos dos miRNAs mmu-miR-155-5p, mmu-
miR-146b-5p, foram utilizados, a base de dados “StarBase v2.0” para alvos validados. A base
de dados “StarBase v2.0” foi criada para analisar vias de interagbes mediadas por RNAs
longos (IncRNAs), miRNAs, RNAs enddgenos competidores (ceRNAS), proteinas de ligagdo
ao RNA (RBPs) e RNAs mensageiros provenientes de analises em larga escala por “CLIP-
Seq”. Assim, o StarBase v2.0 proporciona as analises de interacfes entre proteinas-RNA e de
mMiRNAS e seus possiveis alvos. O banco de dados do StarBase compfe mais de 501.607
interaces envolvendo varios programas de predicdo como: TargetScan, PicTar, RNA22,

PITA e miRanda/mirSVR. A primeira escolha dentro do programa foi a analise do miRNA-
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MRNA em miRNA-target intersections. Os parametros adicionados para cada miRNA foram:
anélises em mamiferos, no genoma do Mus musculus (mmZ10), com baixa estringéncia (low
stringency >=1). Os dados foram exportados para uma planilha no programa “Excel” e
posteriormente analisados.

Em seguida a analise no StarBase v2.0, para ambos miRNAs, foi realizado a analise
dos genes alvos para vias do software “Reactome v59” e avaliados pelo Teste Fisher Exato
(Exact Fisher Test). Esta analise facilita a selecdo de genes alvos em uma vasta lista, além de
atribuir funcdo biologica. No programa Reactome v59 foi possivel analisar as vias
imunoldgicas e suas interagdes na imunidade inata e adquirida. Os dados foram exportados
para o programa “Excel” contendo as vias bioldgicas ¢ os valores de p-valor para cada via.
Estas vias foram avaliadas e selecionadas de acordo com os valores do p-valor, frequéncia e
importancia biologica para o alvo de estudo. Apos esta selecdo, o banco de dados do
programa Reactome v59 foi utilizado para a busca dos genes alvos presentes dentro de cada
via selecionada. Cada gene alvo foi avaliado individualmente seguido de uma busca pelos
codigos das proteinas depositadas no programa “UNIPROT”. Posteriormente, no UNIPROT
foi avaliada a funcdo para cada proteina como putativo alvo dos miRNAs mmu-miR-155-5p e
mmu-miR-146b-5p e o seu possivel papel na resposta imunoldgica e estes dados foram
adicionados no programa “Excel”.

Apos a andlise de predicdo de alvos sendo selecionados apenas aqueles putativos alvos
de maior interesse para posteriores avaliacdes, foram realizadas a construcdo de vias de
interacdo dos MiIRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p com seus alvos através do
software Ingenuity® Pathway Analysis (IPA® versdo 01-07), onde foram utilizados, em
detrimento do grande nimero de moléculas geradas pelo IPA®, somente alguns dos dados
obtidos pelo programa UNIPROT, levando em consideracdo a importancia de cada putativo

alvo mediante o contexto deste trabalho.

5.11 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos através da contagem de UFCs do pulmdo e do baco dos
camundongos e do PCR em tempo real foram analisados usando o programa GraphPad Prism
6 (GraphPad Software, Inc), através do teste t de Student ou one-way ANOVA com poés-teste

de Turkey, sendo considerado significativas as analises com p<0,05.
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Nas andlises estereoldgicas, os resultados foram expressos como média e desvio
padrdo (média = DP). A normalidade na distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste
D’agostino Pearson. Os dados paramétricos foram submetidos a andlise de variancia
unifatorial (One-way ANOVA) seguido pelo teste Student-Newman-Keuls para comparacoes
multiplas. Os dados ndo paramétricos foram comparados por meio do teste de Kruskal-Wallis.
Os resultados com valor de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todos
os dados foram analisados e os graficos construidos com a utilizacdo do software estatistico
GraphPad-Prism 5.0 (Prism Software, Irvine, Califérnia, EUA).
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6 RESULTADOS

Inicialmente, realizou-se a padronizacdo do indéculo das cepas avirulenta, ATCC
27853, e virulenta, PA14, da Pseudomonas aeruginosa para determinacdo da quantidade de
UFCs que seriam utilizadas nos experimentos in vitro e in vivo. Os resultados obtidos a partir
da contagem de unidades formadoras de colonias durante os tempos de crescimento em
cultura estdo representados na figura 6.

A figura 6 demonstra o valor aproximado de unidades formadoras de col6nias obtidas
nas placas em diferentes intervalos de tempo. Em ambos grupos, € possivel observar a curva
de crescimento bacteriano, onde o periodo de adaptacdo das cepas ATCC 27853 e PA14 da P.
aeruginosa ocorreu por aproximadamente duas horas de inoculo inicial. Apds a fase de
adaptacdo, ambas as cepas alcangaram um crescimento exponencial atingindo uma elevada
quantidade de unidades formadoras de coldnias, representando dessa forma, a fase logaritmica
do seu crescimento. De acordo com a curva de crescimento bacteriano representada na figura
6, em aproximadamente 8 a 10 horas de indculo tanto a cepa ATCC 27853 quanto a cepa
PA14 demonstraram um perfil caracteristico da fase estacionaria. Na contagem de UFCs apds
10 horas de indculo, observamos um maior nimero de colénias da cepa ATCC 27853 em

comparagdo com a cepa PA14 da P. aeruginosa
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Figura 6 - Curva de crescimento das cepas ATCC 27853 e PA14 da P. aeruginosa em funcdo do tempo.

Fonte: Do autor

Nota: Quantidade de UFCs da cepa ATCC da P. aeruginosa contadas em diferentes intervalos de tempo (A).
Quantidade de UFCs da cepa PA14 da P. aeruginosa contadas em diferentes intervalos de tempo (B). Os
pontos indicam os valores aproximados de UFCs contadas em Placas de Petri em cada intervalo de
tempo em horas.
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6.1 ANALISE DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DE miRNAs e citocinas por RT-qPCR

Para verificar a expressdo dos miRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p e a
expressdo dos genes codificadores das citocinas IL-1f, IL-6 e IL-12 em células Raw 264.7,
celulas dendriticas e macrofagos derivados da medula 6ssea infectados com as cepas virulenta

e avirulenta da P. aeruginosa, foram utilizadas as anélises de RT-qPCR.

6.1.1 Andlise da expressdo de miRNAs e citocinas em células Raw 264.7

As células Raw 264.7 representam uma linhagem macrofagica e aderente que
preservam todas as caracteristicas de uma célula fagocitica do sistema mononuclear. A partir
dos dados obtidos pelo RT-gPCR, observa-se uma diminuicdo da expressdo do mmu-miR-
155-5p nas células Raw 264.7 infectadas com a cepa ATCC 27853 da P. aeruginosa quando
comparadas com as células ndo infectadas (NI), (Figura 7A). E possivel observar na figura
7A, 0 mesmo ocorre nas células infectadas com a cepa PA14, porém a queda de expressdo
deste miRNA ¢é mais evidente nas células infectadas com a cepa PA14 quando comparadas
com a diminuicdo de expressdo do mmu-miR-155-5p nas células expostas a cepa ATCC
27853.

De acordo com os dados apresentados na figura 7B, verifica-se uma pequena
diminuicdo da expressdo do mmu-miR-146b-5p em células Raw 264.7 infectadas com a cepa
avirulenta da P. aeruginosa, quando comparado com as células ndo infectadas, (p<0,05), ja as
células infectadas com a cepa PAl1l4 da P. aeruginosa ndo demonstraram diferenca

significativa de expressdo do mmu-miR-146b-5p em relagdo ao grupo controle NI.



56

A Raw 264.7 mmu-miR-155-5p B Raw 264.7 mmu-miR-146b-5p
1.5- § 1.5
w o o
3 &
s s}
e 2
% 1.04 ettt g 1.0+ —————————————
&£ ..i'_ Q& .
8% 8N - - -
& 0.5 . e 05
3
3 3
E 00' T T E 00" T T
NI ATCC PA14 NI ATCC PA14

Figura7- Expressdo diferencial de mmu-miR-155-5p (A) e mmu-miR-146b-5p (B) em células Raw 264.7
infectadas pelas cepas ATCC ou PA14 de P. aeruginosa.
Fonte: Do autor

Nota: Células Raw 264.7 foram infectadas pelas cepas ATCC ou PA14 de P. aeruginosa. Vinte e quatro horas
apos, o RNA total foi extraido, transformado em cDNA e a expressdo do mmu-miR-155-5p (A) e mmu-
miR 146b-5p (B) foi acessado por PCR em tempo real. O resultado é representativo de trés repeticdes da
experimentacdo em triplicatas. (*)p<0,05 em relacdo ao ndo infectado (NI).

Os niveis de expressdo das citocinas IL-1, IL-6 e IL-12 também foram avaliados nas
células Raw 264.7 e estdo representados na figura 8. De acordo com a figura 8A, foi possivel
observar diminuicdo da expressao da citocina IL-15 nas células infectadas com a cepa ATCC
27853 em relacdo ao grupo ndo infectado. Quando as células Raw 264.7 foram infectadas
com a cepa PA14, notamos um aumento da expressdo de IL-15 comparado ao grupo controle
ndo infectado.

Na analise de expressdo da citocina IL-6 em células Raw 264.7, verifica-se um
aumento significativo da expressao desta citocina nas células infectadas com ambas as cepas
de P. aeruginosa em compara¢do com o grupo nao infectado, (Figura 8B).

Quando analisada a expressdo de IL-12 nas células infectadas com a cepa PA14 da P.
aeruginosa, ocorreu 0 aumento efetivo da expressdao deste gene em resposta a infecgédo
quando comparamos com a expressdao de IL-12 no grupo NI (p<0,05). Ao compararmos a
expressao de IL-12 em células infectadas com a cepa avirulenta com as células NI, observa-se

uma ligeira diminuicdo da expresséo de I1L-12 (Figura 8C).
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Figura 8 - Expressao diferencial de IL-18, IL-6 e IL-12 em células Raw 264.7 infectadas pelas cepas ATCC ou

PA14 de P. aeruginosa.

Fonte: Do autor
Nota: Células Raw 264.7 foram infectadas pelas cepas ATCC ou PA14 de P. aeruginosa. Vinte e quatro horas

apos, o RNA total foi extraido, transformado em cDNA e a expressdo de IL-15 (A), IL-6 (B), e I1L-12
(C) foi acessada por PCR em tempo real. O resultado é representativo de trés repeticdes da
experimentacdo em triplicatas. (*)p<0,05 em relagdo ao ndo infectado (NI).

6.1.2 Analise da expressdo de miRNAs e citocinas em macrofagos derivados da medula 6ssea

Os niveis de expressdo dos miRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p em
BMDMs estdo representados na figura 9A e 9B. Foi observado nos macrofagos infectados
com a cepa PA14 uma ligeira queda da expressdo do mmu-miR-155-5p quando comparados
com o grupo de macrofagos néo infectados (p<0,05), (Figura 9A). Os macrofagos infectados
com a cepa ATCC 27853 da P. aeruginosa ndao demonstraram diferenca significativa de
expressao do mmu-miR-155-5p em relagéo ao grupo controle NI.

Na andlise da expressdo diferencial do mmu-miR-146b-5p em macré6fagos,
diferentemente do que ocorreu com a expressdo do mmu-miR-155-5p neste mesmo tipo
celular, é possivel observar aumento de expressaio do mmu-miR-146b-5p nos macrofagos
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infectados com as cepas avirulenta e virulenta da P. aeruginosa em comparagdo com o grupo
NI(p<0,05), (Figura 9B).
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Figura9 - Expressao diferencial de mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p em BMDMs infectados
pelas cepas ATCC ou PA14 da P. aeruginosa.

Fonte: Do autor

Nota: Células da medula 6ssea murina foram diferenciadas em BMDMs e ap6s a
diferenciacéo, foram infectadas pelas cepas ATCC ou PA14 de P. aeruginosa. Vinte e
quatro horas apds, 0 RNA total foi extraido, transformado em cDNA e a expressdo do
mmu-miR-155-5p (A) e mmu-miR-146b-5p (B) foi acessado por PCR em tempo real. O
resultado é representativo de trés repetices da experimentacdo em triplicatas. (*)p<0,05
em relacdo ao ndo infectado (NI).

Os niveis de expressdo de IL-18, IL-6 e I1L-12 em BMDMs estdo representados na
figura 10A, 10B e 10C, respectivamente. Os macréfagos infectados com as cepas ATCC
27853 e PA14 n&o apresentaram diferencas significativas de expressdo de IL-15 em relacdo ao
grupo controle NI (Figura 10A).

Os BMDMs infectados com a cepa ATCC apresentaram um aumento significativo da
expressdo de IL-6 em relacdo ao grupo NI. Por outro lado, os macréfagos infectados com a
cepa PA14 tiveram uma diminuicdo de IL-6 comparados ao grupo NI (Figura 10B).

Quando analisamos o perfil de expressdo de IL-12, os macréfagos infectados com a
cepa PA14 apresentaram um aumento significativo desta citocina, (Figura 10C), comparado
com as celulas NI, semelhante ao aumento expressdo de IL-12 em células Raw 264.7
infectadas com a mesma cepa (Figura 8C). J& em macréfagos infectados com a cepa ATCC

27853, ndo houve diferenca de expressdo de IL-12 em comparacdo com as células NI (Figura
10C).
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Figura 10 — Expresséo diferencial de IL-1p, IL-6 e 1L-12 em BMDM s infectados pelas cepas ATCC ou PA14 de
P. aeruginosa.
Fonte: Do autor
Nota: BMDMs foram infectadas pelas cepas ATCC ou PA14 de P. aeruginosa. Vinte e quatro horas ap6s, o
RNA total foi extraido, transformado em cDNA e a expressdo de 1L-12 (A) e IL-10 (B) foi acessada por
PCR em tempo real. O resultado € representativo de trés repeticbes da experimentagdo em triplicatas.
(*)p<0,05 em relacdo ao ndo infectado (NI).

6.1.3 Analise da expressdo de miRNAs e citocinas em células dendriticas derivadas da medula

Ossea

Os resultados da expressdo dos miRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p em
BMDCs estdo representados na figura 11. De forma divergente do que ocorreu em células
Raw 264.7 e em BMDMs, as células dendriticas apresentaram niveis significativamente
maiores de expressdo tanto do mmu-miR-155-5p (Figura 11A), quanto do mmu-miR-146b-5p

(Figura 11B) quando comparados com as células dendriticas ndo infectadas.
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Figura 11 - Expresséo diferencial de mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p em BMDCs infectadas
pelas cepas ATCC ou PA14 da P. aeruginosa.
Fonte: Do autor

Nota: Células da medula 6ssea murina foram diferenciadas em BMDCs e apds a diferenciacdo, foram
infectadas pelas cepas ATCC ou PA14 de P. aeruginosa. Vinte e quatro horas ap6s, 0 RNA
total foi extraido, transformado em cDNA e a expressdo do mmu-miR-155-5p (A) e mmu-
miR-146b-5p (B) foi acessado por PCR em tempo real. O resultado é representativo de trés
repeticdes da experimentacdo em triplicatas. (*)p<0,05 em rela¢do ao ndo infectado (NI).

Os niveis de expressdo dos genes codificadores das citocinas nas células dendriticas
controle e infectadas com ambas as cepas da P. aeruginosa estdo representadas na figura 12.
As células dendriticas infectadas com a cepa ATCC 27853 apresentaram um aumento
significativo da expressao de IL-1 em relacdo ao grupo controle, as células infectadas com a
cepa PA14 ndo demonstraram diferencas significativas de expressao de IL-15 comparadas ao
grupo NI. (Figura 12A)

Na figura 12B, néo foi possivel observar nenhum diferenca significativa de expressdo
de IL-6 nos grupos infectados com as cepas ATCC e PA14 em relagdo ao grupo controle ndo
infectado.

Observou-se um aumento significativo da expressdo de IL-12 nas células dendriticas
infectadas com as cepas ATCC 27853 e PA14 quando comparamos com as células ndo
infectadas (p<0,05) (Figura 12C).
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Figura 12 - Expresséo diferencial de IL-1f, IL-6 e IL-12 em BMDCs infectados pelas cepas ATCC ou PA14 de

P. aeruginosa.

Fonte: Do autor
Nota: BMDCs foram infectadas pelas cepas ATCC ou PA14 de P. aeruginosa. Vinte e quatro horas apdés, o

RNA total foi extraido, transformado em cDNA e a expressdo de IL-12 (A) e IL-10 (B) foi acessada por
PCR em tempo real. O resultado € representativo de trés repeticGes da experimentacdo em triplicatas.

(*)p<0,05 em relacdo ao ndo infectado (NI)

6.2 AVALIACAO IN VIVO DA INFECCAO INTRATRAQUEAL DE CAMUNDONGOS
C57BL/6

Apbs os testes in vitro em células Raw 264.7, BMDMs e BMDCs, foi realizada a
infeccdo via intratraqueal em camundongos da linhagem C57BL/6. A partir da infeccéo,
foram feitas as analises in vivo onde foram realizados os testes de contagem de UFCs, anélises
da expressdo de miRNAs e citocinas no pulméo e baco dos animais, além de andlises
histopatolégicas e estereoldgicas do pulméo e figado. Os animais foram divididos em trés
grupos experimentais, sendo estes o grupo de animais infectados com a cepa ATCC 27853,

grupo de animais infectados com a cepa PA14 e animais expostos ao PBS (grupo controle).
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6.2.1 Avaliacdo do numero de unidades formadoras de col6nia no pulmédo e baco dos

camundongos.

Para avaliar o nimero de bactérias no pulmao e no baco dos animais infectados por
ambas cepas da P. aeruginosa, foram realizadas contagem de UFCs no pulméo e baco dos
animais de cada grupo experimental. Notoriamente, foi verificado que os animais infectados
pela cepa ATCC 27853 foram capazes de controlar a infeccdo, no tempo de 16 horas apés a
infeccdo, ndo havendo recuperacdo de bactérias no pulméo e no bago desses animais, durante
as 16 horas de infeccdo, semelhante ao ocorrido ao grupo controle exposto a PBS. J& o0s
animais que foram infectados pela cepa virulenta da P. aeruginosa, apresentaram uma média
de 6,94 logs de UFCs, no pulméo dos animais, demonstrando que a cepa PA14 foi capaz de
permanecer nesses animas durante as 16 horas de infeccdo. Além da recuperacdo de bactérias
no macerado de pulmé&o dos animais infectados pela cepa PA14, observa-se que esta cepa foi
capaz de se disseminar no organismo hospedeiro, se instalando no baco dos animais desse
grupo experimental, onde recuperamos uma média de 3,91 logs de UFCs no macerado de

baco (Figura 13).
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Figura 13 -Log de UFCs no pulméo e no bago dos animais infectados
pelas cepas ATCC ou PA14 de P. aeruginosa.

Fonte: Do autor

Nota: Camundongos C57BL/6 foram infectados intratraquealmente
com 10° bactérias e 16 horas ap6s a infecgdo, o titulo das
cepas ATCC 27853 e PA14 da P. aeruginosa foi analisado no
pulmdo (Figura 8A) e baco (Figura 8B) desses animais e
apresentados em log de UFCs. Os dados representam 3
experimentos independentes. (*)p<0,05 em relagdo ao grupo
estimulado com PBS. (") p<0,05 em relagdo ao grupo
infectado com a cepa PA14.
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6.2.2 Avaliacdo da expressdo diferencial de miRNAs e citocinas no pulméo

Para as analises de expressdo dos miRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p no
pulmao dos animais dos trés grupos experimentais, foram utilizadas anélises de RT-qPCR.

Os niveis de expressao dos miRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p foram
avaliados no macerado de pulméo dos animais e estdo representados na figura 14A e 14B.
Quando os valores de expressédo do mmu-miR-155-5p sdo comparados entre o grupo infectado
com a cepa avirulenta e o grupo NI, verificou-se que o grupo infectado com a cepa avirulenta
apresentou niveis superiores de expressao do mmu-miR-155-5p em comparacdo com 0s niveis
de expressao verificados no grupo NI (p<0,05). Ja o grupo infectado com a cepa virulenta ndo
apresentou diferenca significativa de expresséo do mmu-miR-155-5p quando comparados com
0s niveis de expressdo do grupo NI (p>0,05) (Figura 14A).

Na analise da expressao diferencial do mmu-miR-146b-5p no macerado de pulmao,
diferentemente do que ocorreu com a expressao do mmu-miR-155-5p, é possivel observar
aumento significativo de expressdao do mmu-miR-146b-5p nos grupos infectados com as cepas
avirulenta e virulenta da P. aeruginosa em comparacdo com o grupo NI (p<0,05) (Figura
14B).
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Figura 14 - Expressdo diferencial de mmu-miR-155-5p (A) e mmu-miR-146b-5p (B) em macerado
de pulméo de camundongos C57BL/6 infectados pelas cepas ATCC ou PA14 da P.
aeruginosa.

Fonte: Do autor

Nota: Camundongos C57BL/6 foram infectados intratraquealmente com 10° bactérias e 16 horas

apos a infeccédo, os animais foram sacrificados e 0 RNA total do macerado de pulméo foi
extraido, transformado em cDNA e a expressdo do mmu-miR-155-5p (A) e mmu-miR-
146b-5p (B) foi acessado por PCR em tempo real. O resultado é representativo de trés
repeticdes da experimentacdo em triplicatas. (*)p<0,05 em relacdo ao ndo infectado (NI).
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Os niveis de expressdo dos genes codificadores de citocinas no macerado de pulméo
dos animais ndo infectados ou infectados com ambas as cepas da P. aeruginosa estdo
representadas na figura 15.

Na andlise da expressdo diferencial de IL-18 no macerado de pulmao, observamos
somente uma diferenca significativa da expressdo desta citocina no pulméo dos animais
infectados com a cepa PA14 da P. aeruginosa, onde houve uma diminui¢do da expressao de
IL-18 em relacdo ao grupo de animais nao infectados (Figura 15A).

Na analise de expressdo de IL-6, verifica-se aumento significativo da citocina no
macerado de pulmé&o de ambos os grupos quando comparados ao grupo controle (Figura 15B).
Em contrapartida, ao analisarmos a expressdo de IL-12 no pulmdo dos animais, observa-se
diminuicdo de IL-12 no macerado de pulméo dos grupos infectados com ATCC e PA14 em
comparagdo ao grupo controle (Figura 15C). Na figura 15D observou-se aumento efetivo de
expressdo de IFN-y somente nos animais infectados com a cepa ATCC em comparagdo com o
grupo controle ndo infectado. Na andlise da expressdo de TNF-a no macerado de pulmaio,
verifica-se um aumento significativo da expressdo de TNF-o no macerado dos animais
infectados com as cepas ATCC 27853 e PA14 quando comparamos com as células nédo
infectadas (p<0,05).
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Figura 15 - Expresséo diferencial de IL-15, IL-6, IL-12, IFNy e TNF-a em macerado de pulm&o de camundongos
C57BL/6 infectados pelas cepas ATCC ou PA14 da P. aeruginosa.

Fonte: Do autor
Nota: Camundongos C57BL/6 foram infectados intratraquealmente com 10° bactérias e 16 horas apds a

infeccdo, os animais foram sacrificados e o RNA total do macerado de pulmédo foi extraido,
transformado em cDNA e a expressao de IL-1, IL-6, IL-12, IFNy e TNF-a foi acessado por PCR em
tempo real. O resultado é representativo de trés repeticdes da experimentacdo em triplicatas. (*)p<0,05

em relacdo ao ndo infectado (NI).
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6.2.3 Avaliacdo da expressdo diferencial de miRNAs no baco

Além da expressdo dos microRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p e de
citocinas no macerado de pulmdo, como a cepa virulenta da P. aeruginosa foi capaz de
alcancar o baco dos animais, (Figura 13), verificou-se a expressdao dos mesmos miRNASs no
baco dos animais de cada grupo experimental. Dessa forma, ndo foi observado diferenca
significativa de expressédo de mmu-miR-155-5p nos animais infectados por ambas as cepas de
P. aeruginosa quando comparados com o grupo NI (p>0,05), (Figura 16A). Na analise da
expressao diferencial do mmu-miR-146b-5p, observa-se significativamente uma diminuicéo
da expressdo desse miRNA apenas nos animais infectados com a cepa ATCC 27853
comparados com a expressao de miR-146 no grupo NI (p<0,05). Os animais infectados com a
cepa PA14 ndo apresentaram diferenca significativa de expressdo ao comparamos com 0
grupo NI (p>0,05) (Figura 16B).
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Figura 16 - Expressdo diferencial de mmu-miR-155-5p (A) e mmu-miR-146b-5p (B) em macerado de bago de
camundongos C57BL/6 infectados pelas cepas ATCC ou PA14 da P. aeruginosa.
Fonte: Do autor

Nota: Camundongos C57BL/6 foram infectados intratraquealmente com 10° bactérias e 16 horas ap6s a
infeccdo, os animais foram sacrificados e 0 RNA total do macerado de baco foi extraido, transformado
em cDNA e a expressdo do mmu-miR-155-5p (A) e mmu-miR-146b-5p (B) foi acessado por PCR em

tempo real. O resultado é representativo de trés repeticdes da experimentacdo em triplicatas. (*)p<0,05
em relacéo ao ndo infectado (NI).

6.2.4 Analise histopatoldgica do tecido pulmonar

Na analise histopatoldgica qualitativa do pulmao, os animais controle ndo infectados
apresentaram morfologia pulmonar normal. Foram observadas vias aéreas e alvéolos

desobstruidos, septos alveolares delgados e baixa celularidade tecidual (Figura 17A). Os
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animais infectados pela cepa ATCC de P. aeruginosa apresentaram infiltrado inflamatério
evidente, espessamento de septos alveolares e colapso alveolar, (Figura 17B.1), também foi
observado exudato fibrinoso focal e acumulo de leucécitos mononucleares (MN) e
polimorfonucleares (PMN) no espaco alveolar (Figura 17B.2). J& os animais infectados pela
cepa PA14 de P. aeruginosa apresentaram intenso processo inflamatorio difuso formado por
células MN e PMN, espessamento de septo alveolar, colapso alveolar macico (C1), obstrucéo
bronquioloar inflamatdria (C2), congestdo vascular (C3), infiltrado inflamatorio alveolar (C4)

e exudato fibrinoso e sero-hemorragico (C5).

Flgura 17 - Fotomlcrograflas representativas do tecido pulmonar de camundongos infectados com dlferentes
cepas de P. aeruginosa.

Fonte: Do autor

Nota: (A) Controle ndo infectado: organizacdo histolégica normal com alvéolos bem definidos, septo alveolar
delgado e baixa celularidade. (B1) Infectado com a cepa ATCC: infiltrado inflamatério difuso,
espessamento de septo e alvéolos colapsados. Foco inflamatério de linfocitario (B2). (C1) Infectado
com a cepa PAl4: Infiltrado inflamatorio difuso, septos espessados, colapso alveolar, obstrucdo
bronquiolar (C2), congestdo vascular (C3), infiltrado inflamarério alveolar (C4) e exudato seroso (C5).
(Microscopia de campo claro, coloragéo: hematoxilina-cosina) Barras (50 um).
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6.2.5 Pardmetros estereoldgicos do pulméo

Os resultados da andlise estereoldgica do tecido pulmonar encontram-se apresentados
nas figuras 18. A densidade de superficie (Sv alvéolos [um2/um3]) de alvéolos diminuiu
significativamente nos animais infectados com as cepas ATCC e PA14 quando comparados
ao grupo controle ndo infectado (p<0,05). N&o houve diferencas significativas da densidade
de superficie quando comparados os grupos de animais infectados com a cepa ATCC e
animais infectados com a cepa PA14 (Figura 18A).

A densidade do nimero de células inflamatdrias (QAins[células/mm2]) no tecido
pulmonar encontra-se na figura 18B. Animais infectados com a cepa ATCC apresentaram
namero significativamente maior de células inflamatérias no pulméo em comparacdo com o
grupo ndo infectado. Os animais do grupo infectados com a cepa PA14 apresentaram nimero
significativamente maior de células inflamatérias no pulmdo quando comparado com 0s
grupos ndo infectados e infectados pela cepa avirulenta ATCC.

Com relacdo aos componentes alveolares (mm?2), observa-se na figura 18C que o
namero de alvéolos (QA [alvéolos/mm2]) diminui significativamente nos animais infectados
com a cepa ATCC em comparacdo com o grupo ndo infectado, além disso, verifica-se um
namero significativamente menor de alvéolos nos animais infectados com a cepa PA14
quando comparados com os demais grupos (p<0,05). Enquanto o nlimero de alvéolos diminui
nos animais infectados com as cepas de P. aeruginosa, principalmente nos animais infectados
com a cepa PA14, observa-se um aumento significativo da densidade de septos nos animais
infectados com a cepa ATCC em comparacdo com o grupo controle. Da mesma forma,
verifica-se um crescimento significativo da densidade de septos nos animais infectados com a
cepa PA14 em comparacdo com 0s grupos ndo infectados e infectados com a cepa ATCC,
(Figura 18C).

O resultado da andlise de volume da estrela esta representado na figura 18D. Os
animais infectados com a cepa ATCC apresentaram diminuicdo significativa do volume da
estrela quando comparados com o grupo ndo infectado. Da mesma forma, verifica-se um
namero significativamente menor do volume da estrela nos animais infectados com a cepa
PA14 quando comparados com os grupos de animais ndo infetados e infectados com a cepa
ATCC (p<0,05).
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Figura 18 - Pardmetros estereoldgicos do tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 ndo infectados e infectados
pelas cepas ATCC ou PA14 da P. aeruginosa.
Fonte: Do autor
Nota: (A) Densidade de superficie (Sv septo (mm2/mmg3). (B) Celularidade (células/mmg3). (C) Componentes
alveolares (mm?). (D) Volume de estrela (células/um?). (¥*)p<0,05 em relagdo ao ndo infectado (NI).
(*)p<0,05 em relagdo a ATCC.

6.2.6 Andlise histopatoldgica do tecido hepatico

Nas analises histopatoldgicas do tecido hepético, observou-se estrutura histoldgica
normal em todos os grupos investigados. Foram observados hepatdcitos com citoplasma
homogéneo, levemente granuloso e nacleo celular com morfologia regular. Os hepatdcitos
apresentaram distribuicdo em corddes circundados por capilares sinusoides bem definidos.
Os animais infectados, especialmente aqueles infectados com a cepa PA14, apresentaram
aumento da celularidade tecidual e focos de congestdo de capilares sinusoides (Figura 19).
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Figura 19 - Fotomicrografias representativas do tecido hepéatico de camundongos infectados com diferentes
cepas de P. aeruginosa.
Fonte: Do autor
Nota: (A) Controle ndo infectado: organizacdo histolégica normal. (B) Infectado com a cepa ATCC:
organizacao histologica normal. (C) Infectado com a cepa PA14: organizacdo histolégica normal
aumento da celularidade tecidual e focos de congestdo de capilares sinusoides. (Microscopia de campo
claro, coloragdo: hematoxilina-eosina) Barras (50 pm)

6.3 PREDIGAO IN SILICO DE PUTATIVOS ALVOS DOS miRNAS SELECIONADOS

Para identificar moléculas potencialmente envolvidas na correlagdo existente entre
determinados miRNAs e a resposta imunoldgica frente a P. aeruginosa, foi feito uma anélise
in silico. Os mIRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p, alvos deste trabalho, foram
selecionados para a construcao de redes com relacdes diretas ou indiretas, com forte predicdo
para algumas moléculas (Figura 20 A e B). Foi feita uma analise com o software Ingenuity®
Pathway Analysis (IPA®), e em detrimento do grande niimero de moléculas e vias geradas
pelo software, foi usado na andlise do IPA® apenas algumas das moléculas obtidas
anteriormente através do programa UNIPROT apds criteriosa selecdo dos putativos alvos de
interesse para este trabalho.
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Na figura 20 observa-se as vias de interacdo dos microRNAs, onde as linhas em preto
indicam relagdes diretas entre 0 mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p e seus putativos
alvos e as linhas pontilhadas indicam relacdes indiretas entre 0 mmu-miR-155-5p e mmu-
miR-146b-5p e seus putativos alvos relacionados com o seu possivel papel na resposta imune
(Figura 20 A e B).
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Figura 20. Vias construidas a partir da interagdo do mmu-miR-155-5p e
do mmu-miR-146a-5p com alguns de seus putativos alvos.
Fonte: Do autor
Nota: As linhas em preto indicam a interacdo direta entre 0s genes
enquanto as linhas pontilhadas inferem uma relacdo indireta.
Figura produzida no software Ingenuity® Pathway Analysis
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Com relacéo ao papel na resposta imune, utilizando o software IPA® e dados obtidos
previamente pelo UNIPROT, observamos 17 putativos alvos do mmu-miR-155-5p, sendo que
0s genes TRAF3, C6orf120, CD47, MAP3K14, SOS1, GSK3B, SHIP1(INPP5D), SDCBP,
MYDB88, CD274, RICTOR, ITK, KRAS, MYO10, TAB2 e TSPAN14 apresentam um relagéo
direta com 0 miR-155 e o gene TNF apresenta uma relacdo indireta com o miR-155 (Figura
20 A). Na figura 20 B, observamos os alvos IL-10, TLR4, TRAF6 e IRAKL com relacOes
diretas com 0 mmu-miR-146b-5p, enquanto os alvos REL1, complexo NFKB, IL-6, DUSP6,

IL2RA, EEF1A1 apresentaram uma relacdo indireta com o0 mmu-miR-146b-5p.
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7 DISCUSSAO

Alguns miRNAs, incluindo o miR-155 e miR-146 sdo muitas vezes modulados
durante a infeccdo bacteriana e contribuem para as respostas imunes afim de eliminar a
bactéria e a0 mesmo tempo, preservando o organismo contra a inflamagdo excessiva
(STAEDEL; DARFEUILLE, 2013). Ao longo deste trabalho, foi possivel verificar uma
provavel modulacdo da expressdo destes miRNAs de forma diferente pelas cepas ATCC
27853 e PA14 da P. aeruginosa em diferentes tipos celulares (Figuras 7, 9 e 11).

Na infec¢do de células Raw 264.7 ocorreu uma diminuigdo da expressdo do mmu-miR-
155-5p nas células infectadas com as cepas ATCC e PA14 e uma diminuicdo da expressao do
mmu-miR-146-5p nas células infectadas com a cepa PA14 quando comparamos com as
celulas ndo infectadas (Figuras 7A e 7B).

Durante a infec¢do, as bactérias sdo capazes de interferir com muitos processos
celulares do hospedeiro utilizando moléculas efetoras e fatores de viruléncia. Em particular,
através da modulacdo da expressdao de miRNAs, bactérias como a P. aeruginosa podem
manipular a fisiologia e defesas da célula hospedeira, com consequéncias favoraveis para a
sobrevivéncia do patdgeno. Ja foi descrito que a bactéria intracelular Mycobacterium
tuberculosis reduz a expressao de TNF- o, um potente mediador de resposta inflamatéria que
auxilia na eliminacdo bacteriana, através da diminuicdo da expressdo de miR-155, miR- 125b
e miR-99b em macréfagos. (RAJARAM et al., 2011; SINGH et al.,2013). A queda da
expressdo do miR-155 em macréfagos infectados pelo Mycobacterium tuberculosis foi
concordante com o resultado da expressdo do miR-155 nas células Raw 264.7 que
representam uma linhagem macrofagica, infectadas pelas cepas de P. aeruginosa.

Estudos anteriores destacam que a reducdo da expressdo de miR-155, por exemplo,
causa um aumento da expressdo de SHIP-1 (INPP5D), um regulador negativo da via de NF-
kB, e subsequente redugdo de TNF- a e de outras citocinas pré-inflamatorias (CREMER et
al., 2009). O miR-155 regula diretamente SHIP-1, como representado na via de interacdo do
miR-155 com seus putativos alvos (Figura 20 A). Sendo assim, 0 miR-155 pode atuar como
um regulador positivo da expressdo de citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a, 1L-6, IL-1,
IL-8 e IL-12 em macrofagos (MASHIMA, 2015).

Neste trabalho, observou-se que a diminuicdo do miR-155 em células Raw 264.7
infectadas com a cepa ATCC 278853 pode estar relacionada com a diminuigdo da expressao

da citocina pro-inflamatdria IL-12 e IL-1p neste mesmo grupo (Figuras 8A e 8B), talvez pelo
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aumento da expressdo de SHIP-1 que impede a sinalizagéo da via de NF-kB ¢ a produgéo de
citocinas pro-inflamatorias (CREMER et al., 2009). Nas células Raw 264.7 infectadas com a
cepa PA14, que corresponde a cepa virulenta da P. aeruginosa, observa-se um aumento
efetivo da expressao de IL-1p, IL-6 e IL-12 (Figura 8). A IL-12, secretada por macrofagos e
células dendriticas ativadas estimula os linfocitos T do perfil Tyl a produzirem IFN-y, que
consequentemente ira ativar macréfagos para destruirem o agente infeccioso, (LAVOIE et al.,
2011) enquanto que as citocinas IL-1p ¢ IL-6 promovem a diferenciacdo de células T CD4+
para o subgrupo Ty17 para combater 0 microrganismo através de recrutamento de leucdcitos,
principalmente neutrofilos para os locais de infeccdo (ROMAGNANI, 2008). Schoeniger e
colaboradores (2016) demonstraram que o estimulo de células Raw 264.7 por uma cepa de P.
aeruginosa ou por LPS resultava em ativacdo de macréfagos mediada por aumento de
espécies reativas de oxigénio e de citocinas pré-inflamatoérias como IL-1p ¢ IL-6.

Em BMDMs foi demonstrado neste trabalho uma diminuicdo da expressao do mmu-
miR-155-5p nos macréfagos infectados com a cepa PA14 da P. aeruginosa, (Figura 9A),
representando uma possivel modulagédo da resposta imunoldgica, ja que este miRNA induz a
producdo de citocinas pré-inflamatorias que iriam atuar na eliminacéo da bactéria. Na analise
da expressao diferencial do mmu-miR-146-5p em BMDMs, é possivel verificar um aumento
da expressdo deste miRNA nas células infectadas com ambas as cepas de P. aeruginosa,
(Figura 9B), e mais uma vez, é possivel sugerir sobre uma possivel modulagdo da expressdo
deste miRNA pela P. aeruginosa ja que este pode atuar regulando negativamente a
sinalizacdo dos TLRs, tendo como possiveis alvos as proteinas TRAF6 e IRAKL, gque sdo
moléculas adaptadoras essenciais na via de ativacdo de NF-xB, regulando diretamente estas
moléculas, como mostrado na via de interacdo do miR-146 com seus alvos (Figura 20 B).
Este estado insensivel a componentes antigénicos, que pode ser fornecido pelo aumento da
expressao de miR-146, como por exemplo ao LPS, € necessario para proteger o organismo do
choque séptico, preservando-o contra os efeitos deletérios da inflamagdo (MEHTA,
BALTIMORE, 2016). Na analise da expressdo de citocinas em BMDMs, observa-se um
aumento de IL-6 nas células infectadas com a cepa ATCC. Wang e colaboradores (2014)
infectaram BMDMSs com a bactéria Mycobacterium bovis (BCG) e observaram um aumento
de expressdo da citocina inflamatoria 1L-6 em comparagdo com o grupo nédo infectado. No
presente estudo, os macrofagos que foram infectados com a cepa PA14 apresentaram aumento
de expressédo de IL-12 (Figura 10 B e C). Fica claro que este aumento da expressao de IL-12

nos BMDMs infectados com a PA14 onde houve aumento da expressdo de miR-146, ndo foi
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tdo efetivo quanto o aumento desta mesma citocinas nas células Raw 264.7 onde ndo houve
aumento de expressdo do miR-146.

Foi demonstrado que BMDCs infectadas com as cepas ATCC 27853 ou PA14 da P.
aeruginosa apresentaram um aumento efetivo tanto do miR-155 quanto do miR-146 (Figura
11A e 11B). Vérios estudos estdo concordantes com o resultado da expressdo diferencial
destes miRNAs neste trabalho. O miR-155, juntamente com o0 miR-146, sdo regulados mais
positivamente em diferentes células imunes como por exemplo, células dendriticas, em
resposta a varios agentes patogénicos bacterianos, incluindo Helicobacter pylori, Salmonella
enterica, Listeria monocytogenes, entre outras (STAEDEL; DARFEUILLE, 2013). O miR-
155 e miR-146, foram inicialmente identificados numa linhagem celular monocitica onde
foram desafiados com o LPS (TAGANOV et al., 2006). O miR-146 é caracterizado como um
miRNA capaz de proteger o organismo contra o choque séptico (DUVAL et al., 2016).

Na analise da expressdo de genes codificadores das citocinas em BMDCs, é possivel
observar um aumento da expressao de I1L-12 em células infectadas com as cepas ATCC 27853
e PA14, e de IL-1B nas ceélulas infectadas com a cepa avirulenta (Figura 12A e 12C). Em uma
avaliacdo da contribuicdo das células dendriticas para a defesa pulmonar em modelo murino
de sepse foi realizada uma infecgdo pulmonar secundéria por infeccdo intratraqueal por P.
aeruginosa, onde o0s animais que receberam administracdo intrapulmonar de BMDCs
exdgenas concomitante com o desafio pela bactéria obtiveram uma resposta inflamatéria
pulmonar mais adequada através do equilibrio entre as citocinas 1L-12 e 1L-10. (PENE et al.,
2008)

In vivo, foi realizada a bacteriologia quantitativa do valor de UFCs recuperadas no
pulméo e no bago dos camundongos infectados intratraquealmente com as cepas de P.
aeruginosa (Figura 13). A maior carga bacteriana foi recuperada no pulméo dos animais
infectados com a cepa PA14, 16 horas ap0s a infec¢do. Este resultado € concordante com os
dados encontrados por Song e colaboradores (2003), onde uma cepa mutante, ndo mucoide da
P. aeruginosa, Alg- PAOalgD, apresentou a maior carga bacteriana no pulmédo de
camundongos 24 horas apoés a infeccdo, o que pode ter ocorrido devido a uma maior producéo
de elastase (SONG et al., 2016). Neste trabalho, no pulmao dos animais infectados com a cepa
ATCC 27853 ndo houve recuperacdo bacteriana, sugerindo que o hospedeiro provavelmente
foi capaz de eliminar a bactéria no tempo de 16 horas de infec¢do, ao passo que esta cepa
pode ndo expressar fatores de viruléncia que a auxiliaria a se manter no tecido pulmonar do

hospedeiro e suplantar o processo inflamatério ocasionado através do reconhecimento de
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PAMPs da P. aeruginosa ATCC 27853 pelos PRRs, por exemplo, TLR4 e TLR5 (LAVOIE et
al.,2011; STAEDEL, DARFEUILLE, 2013).

A presenca de bactérias no baco reflete a habilidade de invasdo da bactéria para se
espalhar a partir do ponto inicial de inoculagdo (SONG et al., 2016), e neste trabalho,
notoriamente, a cepa PA14 se mostrou competente para se espalhar pelo hospedeiro apds
aproximadamente 16 horas de infec¢do e levar os animais a Obito (dados ndo mostrados)
diferentemente da cepa avirulenta ATCC 27853, (Figura 13).

Nos testes in vivo, os resultados da expressdo de mmu-miR-155-5p ou mmu-miR-146-
5p ocorreram de uma forma que sugerem uma possivel modulacdo da expressdo dos
microRNAs pelas cepas de P. aeruginosa, principalmente pela cepa PA14. No pulmé&o dos
animais infectados com a PA14 foi possivel observar que ndo houve alteracdo da expressao
do mmu-miR-155-5p (Figura 14A). O aumento de expressao de miR-155 induz a producao de
citocinas pro-inflamatérias para estimular ativacdo de mais células fagociticas (STAEDEL,;
DARFEUILLE, 2013). Este estudo pode sugerir que na condicdo de infeccdo pela cepa
PA14, os niveis de mmu-miR-155-5p, que ndo se alteram durante a infeccdo pela cepa
virulenta, um mecanismo de evasdo do sistema imune apresentado pela P. aeruginosa. E
possivel que o patdogeno module a resposta do hospedeiro produzindo moléculas que
interfiram na produgdo ou induzem a degradagdo deste microRNA. Nos animais infectados
com a cepa avirulenta ATCC 27853, foi observado um aumento da expressdo do miR-155, ou
seja, neste caso esta cepa ndo foi capaz de modular a expressdo de miR-155, o que
possivelmente pode ser relacionado com processo inflamatorio e consequente eliminacdo da
bactéria do pulméo destes animais.

Um resultado bastante semelhante ao deste estudo foi reportado, onde os autores
observaram que o0 miR-155 regulava positivamente a liberacédo de citocinas pro-inflamatorias
em monocitos infectados com a bactéria avirulenta Francisella novicida. Dadas as
observacdes de que o miR-155 é fortemente induzido em resposta a infeccdo por F. novicida e
que o miR-155 poderia regular negativamente a expressdo de SHIP-1, os autores sugeriram a
hipotese de que 0 miR-155 exerceria a sua funcdo pro-inflamatoria contra a F. novicida por
repressdo de SHIP-1. Sendo assim, eles demonstraram uma baixa regulacdo de SHIP-1 em
células infectadas com F. novicida quando comparadas com o grupo controle. Em contraste,
verificou-se que o tipo bacteriano altamente virulento Francisella tularensis ndo ocasionava o
aumento de expressdo do miR-155 e assim apresentava uma incapacidade para regular SHIP-
1, o que poderia ser responsavel pela viruléncia de F. tularensis. (CREMER et al., 2009).

Dessa forma, novos estudos sdo necessarios para observarmos se a cepa PA14 da P.
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aeruginosa utilizada neste estudo pode evadir do sistema imunoldgico do hospedeiro
damesma maneira encontrada pela bactéria F. tularensis. Outro trabalho demonstrou que em
condicdes de infeccdo com C. neoformans morto por calor houve um aumento da expressao
de miR-155. Na condicdo de infeccdo com C. neoformans vivos, o0s niveis de miR-155
apresentaram uma reducéo, sugerindo uma modulacdo exercida pela levedura na resposta
imune (GARCIA,2013).

Os resultado da expressdo diferencial do miR-146, foi possivel observar um aumento
de expressdo deste miRNA no pulméo dos animais infectados com ambas as cepas (Figura
14B). Mais uma vez, € possivel sugerir que a cepa PA14 pode estar modulando a resposta do
hospedeiro através da indugdo de um miRNA com caracteristicas anti-inflamatorias, evitando
dessa forma a sua eliminacdo. Um resultado semelhante foi descrito, onde um aumento da
expressao do miR 99b em células dendriticas infectadas por Mycobacterium tuberculosis
inibia a produgdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, e estes resultados confirmaram
um novo mecanismo de evasdo do sistema imune pelo Mycobacterium tuberculosis
(CHATTERJEE et al., 2013).

Em uma avaliacdo da resposta de murinos a modelos de infeccdo pela P. aeruginosa,
0s animais foram tratados com IFN-y ex6geno antes e apds o desafio com a bactéria e
observou-se que os animais que receberam o0 IFN-y apés a infec¢do apresentaram uma
inflamacdo pulmonar mais branda em comparagdo com o0s animais controle que né&o
receberam a citocina (JOHANSEN et al., 1996). De fato, ao observar 0 aumento de expressdo
de IFN-y nos animais infectados com a cepa ATCC (figura 15D), as analises histopatoldgicas
e analises do infiltrado inflamatério pulmonar do mesmo grupo, (figura 17B e 18B) nota-se
um processo inflamatério de menor gravidade quando comparado ao grupo infectado com a
cepa PA14 onde ocorreu um processo inflamatorio difuso (Figura 17 C), com elevado
infiltrado inflamatdrio tecidual (Figura 18 B), auséncia de expressdo de IFN-y (Figura 14 D) e
presenca da bactéria nas analises de contagem de UFCs neste 6rgao (Figura 13). Dessa forma,
a producdo de IFN- y é importante na eliminagdo da infecgao.

Em um estudo de Gosselin e colaboradores (1995) foram investigados os mecanismos
de resisténcia de camundongos & infeccdo pulmonar por P. aeruginosa, para isso,
camundongos resistentes a infeccdo por P. aeruginosa foram tratados com anticorpos
monoclonais anti-TNF-a, e consequentemente, ocorreu um aumento do numero de unidades
formadoras de col6nia nos pulmd@es dos animais. De um modo geral, este resultado indica que
0 TNF-a exerce protecdo em resposta & infec¢do por P. aeruginosa. No presente estudo, 0

aumento do nivel de expressdo de TNF-a produzido no pulmao dos animais infectados com a
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cepa ATCC (Figura 15 E), da mesma forma que o aumento de expresséo de IFN- vy, pode estar
contribuindo para uma processo inflamatorio de menor gravidade em comparagdo com o
grupo infectado com a cepa PA14 (Figura 17 e 18).

O aumento da citocina IL-6 no pulmao dos grupos infectados com as cepas ATCC e
PA14 pode estar relacionado com a inducdo de um perfil de células Ty17 onde ocorre o
recrutamento de neutréfilos para o sitio de infecgdo. Percebe-se na figura 16 B e C e na figura
17 B, que ha um recrutamento de leucocitos no tecido pulmonar, porém ndo foi possivel
afirmar a porcentagem de leucocitos polimorfos e mononucleares. Para isto, deve ser feito a
realizacdo de testes confirmatorios para cada populacdo celular, como por exemplo, testes de
imunofenotipagem.

Nota-se que 0s niveis de expressdo de citocinas pro-inflamatérias no pulméo dos
animais infectados com a cepa PA14, onde ndo houve aumento de expressao de mmu-miR-
155-5p, no geral se apresentaram mais baixos que no grupo de animais infectados com a cepa
ATCC onde ocorreu aumento de expressdo deste miRNA. Dessa maneira, podemos inferir
que a cepa PA14 ¢é capaz de modular a expressdo de miR-155, que compreende um miRNA
que desempenha papel crucial na resposta imune e inflamacao.

Yu e colaboradores (1996) realizaram analises histopatolégicas do tecido pulmonar de
camundongos expostos repetidamente a duas cepas diferentes de P. aeruginosa e a exposi¢do
as cepas promoveram infiltrado inflamatdrio no tecido pulmonar. Cigana e colaboradores
(2016) infectaram intratraquealmente camundongos com P. aeruginosa, e foi observado
fibrose das vias aéreas, incluindo hiperplasia epitelial e degeneracéo estrutural. Além disso, a
infecgdo intratraqueal por P. aeruginosa foi capaz de levar a um processo inflamatdrio.Neste
estudo, os animais infectados pela cepa PA14 da P. aeruginosa apresentaram intenso processo
inflamatério difuso formado por células mononucleares e polimorfonucleares além de
obstrucdo bronquiolar, congestdo vascular, infiltrado inflamatorio alveolar e exsudato seroso,
além de estreitamento do espaco alveolar. Todos os animais infectados apresentaram
alteracdes patoldgicas na estrutura pulmonar, porém de maior comprometimento nos animais
infectados com a cepa PA14, alteracdes estas evidenciadas pela dréstica reducdo de densidade
de superficie, do volume da estrela e do numero de alvéolos, além de maior porcentagem de
septos em sua composicdo pulmonar, motivo pelo qual, provavelmente estes animais
apresentaram altas contagens de bactérias nos seus pulmdes e vieram a oObito em
aproximadamente 16 horas de infeccdo. No grupo infectado pela cepa ATCC 27853, foi
possivel observar um processo inflamatdrio com focos inflamatérios leucocitarios. Entretanto,

a inflamacao e o aumento do numero de septos, indicativos de espessamento septal no pulméo
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dos animais infectados com a cepa ATCC 27853 ndo é tdo evidente e excessivo quanto o que
ocorreu nos animais infectados com a cepa PA14, (Figura 17 e 18). Além disso, nos animais
infectados pela ATCC 27853, foi possivel observar um aumento de expressdo do miR-155
diferentemente dos animais infectados com a cepa virulenta. O aumento de miR-155 ja foi
descrito por induzir um processo inflamatorio, e 0 miR-146 ja& foi descrito como um
microRNA que regula o processo inflamatdrio. Analisando os resultados obtidos neste estudo,
é possivel sugerir que, como ha um aumento de miR-155 e miR-146 no pulméo dos animais
infectados com a cepa ATCC 27853, é possivel que estes miRNAs estejam agindo em
conjunto para controlar a resposta inflamatéria. A patologia pulmonar mais grave ocorreu no
grupo infectado pela cepa PA14 e ha a possibilidade da infeccdo pulmonar pela cepa virulenta

da P. aeruginosa modular a expressdo de mmu-miR-155-5p.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos até 0 momento permite sugerir que a infeccdo por P. aeruginosa
exerce uma modulacdo na expressdo de miRNAs e consequentemente na resposta imune
contra esta bactéria e que a viruléncia de diferentes cepas de P. aeruginosa influenciam na
expressao dos mMIRNAs mmu-miR-155-5p e mmu-miR-146b-5p, de citocinas pro-
inflamatdrias e na patologia causada. Os resultados sugerem uma forte modulacdo do mmu-
miR-155-5p pela cepa PA14, sendo necessarios mais estudos para compreender a relacdo
entre a expressao diferencial destes miRNAS durante a infecgdo por P. aeruginosa.
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