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RESUMO

As infeccdes do trato urinario sdo uma das principais causas de busca por
atendimento médico, se definem como a invasdo microbiana de qualquer
orgao do trato urinario, que tem natureza estéril, desde a uretra até os rins.
Escherichia coli, uma bactéria gram-negativa, comensal aos humanos, é o
agente mais comum isolado em torno de 75 a 95% das infec¢gBes urinérias
agudas de origem bacteriana. As células dendriticas (DCs) sao células
apresentadoras de antigenos profissionais (APCs), essenciais nos eventos
iniciais da infeccdo por atuarem como sentinelas e servirem de ponte entre a
resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro. Assim, realizamos
experimentos para entender a interacdo de DCs e UPECs. Para tal, DCs
foram obtidas de mondcitos do sangue periférico de doadores saudaveis,
cultivadas na presenca de IL-4 e GM-CSF e infectadas com as cepas V27 e
J96 de UPECs por 24 horas. Observamos a capacidade das UPECs em
infectar as DCs. Entdo as células foram analisadas por citometria de fluxo
para avaliacdo da expressdo de moléculas de superficie CD1lc, CDla,
CD83, CD62L, CCR7, CD209, HLA-DR, CD86, CD80, CD40 e CD274. Ap6s
a interacdo DCs-UPECs observou-se diminuicdo de CD11c, diminuicdo de
CD209 (DC-SIGN), tendéncia a diminuicdo da porcentagem e MFI da
expressdo de HLA-DR, aumento de CD80 e diminuicdo da média de
espressdo de CD86. A avaliacdo de morte celular demonstra que
aparentemente a cepa V27 induz a morte por apoptose ou um processo de
apoptose mais tardio nas DCs. J& a cepa J96 parece estimularr uma
tendéncia a morte por necrose ou apoptose tardia. Em concluséo, as UPECs
regulam negativamente a expressdo de DC-SIGN, moléculas co-
estimulatérias como o CD86, além de regularem de forma diferente, a

sobrevivéncia dessas células.

Palavras chave: UPEC, células dendriticas, moléculas de superficie.



ABSTRACT

Urinary tract infections are one of the main causes of seeking medical
attention, defined as the microbial invasion of any organ of the urinary tract,
which has a sterile nature, from the urethra to the kidneys. Escherichia coli, a
gram-negative bacterium commensal to humans, is the most common agent
isolated in 75-95% of acute urinary tract infections of bacterial origin.
Dendritic cells (DCs) are professional antigen presenting cells (APCs),
essential in the early events of the infection by acting as sentinels and
bridging the innate and adaptive immune response of the host. Thus, we
perform experiments to understand the interaction of DCs and UPECs. To
that end, DCs were obtained from peripheral blood monocytes from healthy
donors cultured in the presence of IL-4 and GM-CSF and infected with the
VEC and J96 strains of UPECs for 24 hours. We observed the ability of
UPECSs to infect DCs. Cells were then analyzed by flow cytometry to evaluate
the expression of surface molecules CD11lc, CDla, CD83, CD62L, CCRY7,
CD209, HLA-DR, CD86, CD80, CD40 and CD274. After the DCs-UPECs
interaction, CD11c decreased, CD209 (DC-SIGN) decreased, tendency to
decrease in percentage and MFI of HLA-DR expression, increase of CD80
and decrease in mean CD86 expression. Evaluation of cell death
demonstrates that apparently the V27 strain induces death by apoptosis or a
later apoptosis process in DCs. On the other hand, strain J96 seems to
stimulate a tendency towards death by necrosis or late apoptosis. In
conclusion, UPECs negatively regulate the expression of DC-SIGN,
costimulatory molecules such as CD86, in addition to regulating the survival
of these cells differently.

Keywords: UPECs, dendritic cells, surface molecules.



1. INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli Uropatogénica

As infecgBes do trato urinario (ITUs) sdo uma das principais causas
de busca por atendimento médico, afetam cerca de 150 milhdes de pessoas
por ano em todo o mundo, apenas nos Estados Unidos, sdo gastos US $ 3,5
bilhdes por ano com estas infeccdes. UTIs sdo uma causa significativa de
morbidade em meninos infantis, homens mais velhos e fémeas de todas as
idades. As sequelas graves incluem recidivas frequentes, pielonefrite com
sepse, dano renal em criancas pequenas, parto pré-termo e complicacbes
causadas por uso anti-microbiano freqliente, como resisténcia antibiotica de
alto nivel e coliti de Clostridium difficile (FLORES-MIRELES et al., 2015a;
NORRIS; YOUNG, 2008).

As ITUs caracterizam-se com a invasdo microbiana de qualquer 6rgao
do trato urinario, que tem natureza estéril, desde a uretra até os rins. O trato
urinério pode ser invadido por uma grande diversidade de organismos como
bactérias, virus e fungos, sendo a maioria das ITUs causadas por bactérias
gram negativas. Organismos tais como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella peneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter
cloacae, Acinetobacter baumannii, Morganella morgannii, Staphylococcus
saprophyticus e Enterococcus spp, sao relevantes no contexto das infeccdes
do trato urinario. Dentre tais agentes, podemos destacar a Escherichia coli,
uma bactéria gram-negativa (LO et al., 2013; TOTSIKA et al., 2012a). A
Escherichia coli é o agente mais comum isolado em cerca de 75 a 95% das
infeccbes urinarias agudas de origem bacteriana (FLORES-MIRELES et al.,
2015a; NORRIS; YOUNG, 2008; WHO, 2014).

A Escherichia coli € um bacilo gram-negativo, nao esporulado,
anaerobio facultativo, da familia Enterobacteriacea, colonizadora do trato



gastrointestinal, que estabelece comensalismo com alguns animais e
humanos por toda a vida. O género Escherichia faz referéncia ao
pesquisador que o descreveu, Theodor Escherich, em 1885 e a espécie se
refere ao habitat, o colon (DOYLE et al., 2011). Esta relacdo de
comensalismo é afetada em individuos imunocomprometidos, quando a
bactéria consegue romper a barreira gastrointestinal, permitindo que clones
fortemente adaptados com diferentes fatores de viruléncia, colonizem outros
sitios causando largo espectro de infecgbes, sendo agora uma relacao nao
mais comensal (CROXEN; FINLAY, 2009).

A E. coli esta correlacionada diretamente com as ITUs. As infeccbes
provocadas por essa espécie de bactéria estdo entre as mais frequentes
infeccbes bacterianas nos humanos, principalmente entre as mulheres,
sendo estas altamente susceptiveis, apresentando pelo menos uma infeccao
durante toda sua vida (TOTSIKA et al., 2012b). Em estudo recente de
resisténcia microbiana, a E. coli figura entre os nove microrganismos de

interesse global por causar infecgées em diferentes contextos (WHO, 2014).

No ambito hospitalar, as ITUs sédo causa frequente e agravante de
infeccdes hospitalares em pacientes usuarios de cateteres urinarios. As ITUs
podem ser divididas em infeccao inferior que atinge a bexiga, como a cistite
e infeccdo superior que acomete o0s rins como a pielonefrite. A
sintomatologia varia de queixas mais leves na cistite, até sérios danos com o
risco de 30% de septicemia na pielonefrite. Tem comumente foco inicial de
infeccdo na bexiga, podendo ascender para os rins causando pielonefrite e
faléncia renal (ANDERSEN et al., 2012; ULETT et al., 2013).

As linhagens de E. coli que s&do patogénicas sédo divididas em
enteropatogénicas (EPEC), enterohemorragica (EHEC), enterotoxigénica
(ETEC), enteroagregativa (EAEQ), enteroinvasiva (EIEC) e a difusamente
aderente (DEAC), todas essas causando danos intestinais. Ha ainda as
linhagens extra-intestinais que sdo a E. coli uropatogénica (UPEC) e a
causadora de meningite neonatal (MNEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004) (Figura 1).



Cérebro: MNEC

Corrente sanguinea:
UPECe MNEC

Intestino grosso:
EHEC,EIEC e EAEC

Intestino delgado: EPEC,
ETEC,DAEC e EAEC

Nl

|
Bexiga: UPEC

Figura 1: Sitios de colonizacdo das linhagens de E. coli patogénicas. Adaptado de:
CROXEN & FINALY, 2010.

As linhagens de E. coli responsaveis por ITUs e quadros de
septicemia associados a este tipo de infeccdo sdo denominadas UPECs
(Escherichia coli Uropatogénicas — Uropathogenic Escherichia coli). Como
dindmica da infeccdo, as UPECs migram do trato intestinal para a zona
periuretral, consequentemente infectando a uretra e a bexiga. Estas
infeccbes podem ser recorrentes e por cepas iguais ou diferentes, habitando
intestino e trato urinario. A UPEC é um patogeno intracelular, que ao
adentrar a célula do hospedeiro, forma comunidades intracelulares, com
caracteristicas semelhantes aos biofilmes, que a protege dos componentes
do sistema imune, colaborando para o sucesso da infeccdo que pode se
tornar cronica e de repeticdo (CROXEN; FINLAY, 2009; RILEY, 2014).

Bactérias E. coli normalmente colonizam o trato gastrointestinal de
humanos, no célon intestinal, com relacionamento comensal entre patdgeno
e hospedeiro (CHEN et al., 2013; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).Porém,
em situacdes de comprometimento do sistema imune, clones com fatores de
viruléncia especificos, como as UPECs, causam infeccdo — (DUELL et al.,
2012).



1.2 Fatores de Viruléncia das UPECs

Os fatores de viruléncia conferem a algumas estirpes de UPECs a
capacidade de colonizar e causar infeccdo (ANDERSEN et al.,, 2012;
FLORES-MIRELES et al., 2015b; LUTHJE; BRAUNER, 2014; TOTSIKA et
al., 2012a). A figura 2 mostra a localizacdo de alguns fatores na estrutura
bacteriana. As E. coli podem ser classificadas em quatro grandes linhagens
filogenéticas A, B1, B2 e D. As cepas de UPECs pertencem ao grupo B2 que
tem a caracteristica de expressar mais fatores de viruléncia e menos genes
de resisténcia (GIRARDINI et al., 2012).

Adesinas Fimbriais
-Tipo |
- Fimbrias P e Curli

Adesinas

Céapsula transportadoras

\ —~ o
\\ N\ /
\\ \ \\ 3 4 //

N \ ‘/

A N A 7

P AN N . 7
/ l W g
/ NA |
/ \
.
/ B \\ B .
/ \ Mg,
[ )
Antigeno O Toxinas: Captacao de Ferro
Hemolisina

Fator citonecrosante

Figura 2: Fatores de viruléncia de E. coli patogénicas. Adaptado de: TOTSIKA ET AL.,
2012.
No trato urinério a eliminagéo da urina € um sistema que remove as

bactérias que tentam ascender a uretra até a bexiga. A adesdo entédo € o
processo inicial para o sucesso da infec¢do. A adeséo as células pode ser
mediada por adesinas fimbriais e adesinas ndo fimbriais ou afimbriais, que
sdo compostas de subunidades menores que se aderem as células através
de receptores, como por exemplo, o FimH que se liga a glicoproteinas
(HANNAN et al.,, 2013; LUTHJE; BRAUNER, 2014). Grande parte de



adesinas nao-fimbriais pertencem ao grupo  de proteinas
autotransportadoras que executam o seu proprio transporte através das
membranas bacterianas (LUTHJE; BRAUNER, 2014).

As UPECs também expressam outros tipos de adesinas, tais como
a amiléide e adesina afimbrial que também promovem a adesao e invasao
dentre outras func¢des, como mobilidade (FLORES-MIRELES et al., 2015a).

As fimbrias do tipo 1 sé&o primordiais para a invasédo e colonizacdo
em camundongos e humanos. Um tipo de fimbria denominado fimbria P esta
associado a pielonefrite, enquanto que a fimbria tipo 1 esta associada a
cistite e infeccdes renais (Chen et al., 2013; Lithje & Brauner, 2014).

A fimbria curli, composta por subunidades que fazem o transporte
através da membrana celular, representa o principal componente do biofilme.
A fimbria curli reduz seu metabolismo em baixos niveis de oxigénio, o que
permite resisténcia bacteriana e sobrevivéncia fora do hospedeiro (LUTHJE;
BRAUNER, 2014). Além disso, a fimbria curli induz forte resposta imune e
sua interacdo com proteinas plasméaticas pode acarretar a urosepticemia.
Seu reconhecimento acontece via receptores celulares do tipo Toll
TLR2/TLR1 e ha o inicio da resposta inflamatéria. Por tais caracteristicas, a
fimbria curli vem sendo alvo de muitos estudos quanto a sua funcédo e
interacdo com o sistema imune (DUELL et al., 2012).

O antigeno 43 (Ag43), uma adesina, também promove a invaséo e
formacdo de biofiime. Proteinas denominadas de autotransporte
uropatogénica, foram descritas recentemente e também promovem o
biofilme. Os biofilmes formam uma matriz celular com natureza proteica ou
polissacaridica, chamada de glicocalice, que protege a comunidade da
desidratacdo e mantém o ambiente com altissimo teor de agua. Esta
capacidade dos microrganismos produtores de biofiime é altamente
proficiente, protegendo-os da desidratacdo, da acdo de bacteriofagos, do
estresse oxidativo e também confere resisténcia aos antimicrobianos
(COSTERTON, J. W. et al., 1995; GOTO et al., 1999; LUTHJE; BRAUNER,
2014).



O ferro € um fator essencial para o0 metabolismo das UPECS,
entretanto na urina a oferta € muito baixa. Como estratégia de sobrevivéncia,
as UPECs desenvolveram formas de suprir esta demanda de ferro
capturando-o do hospedeiro. As UPECs entdo liberam moléculas de baixo
peso molecular chamadas de sideroforos, que captam ferro por afinidade, e
apos esta ligacdo, os captura de volta agora carregados de ferro. Além
disso, bactérias com genes relacionados com o sequestro de ferro estédo
presentes em estirpes que causam infeccdes recorrentes (TOTSIKA et al.,
2012a; ULETT et al., 2013).

A hemolisina-a é uma toxina secretada que causa a formacdo de
poros em eritrécitos e células nucleadas, além de estimular a producdo de
citocinas inflamatorias e esfoliacdo de células do trato urinario. Assim, esta
correlacionada com o desenvolvimento de hemorragias e pielonefrite
(NAGAMATSU et al., 2015). A atividade hemolitica das UPECs também esta
correlacionada a presenca de Fator Necrosante Citotoxico 1 (CTLF-1) que
induz alteragcbes celulares no citoesqueleto, promovendo a internalizacéo
bacteriana (FLORES-MIRELES et al., 2015a).

O lipopolissacarideo (LPS) € uma endotoxina presente na parede
bacteriana de gram-negativas, sendo constituido de lipideos e
polissacarideo. E considerada um dos maiores imunoégenos existentes, por
sua forte capacidade de inducdo da resposta inflamatoria (FLORES-
MIRELES et al., 2015b). O LPS das UPECs é reconhecido via TLR4, induz a
secrecdo de citocinas e quimiocinas nas células epiteliais e aumenta o
recrutamento de neutroéfilos, entretanto, nas UPECs outros fatores também
induzem resposta via TLR4, como as fimbrias, citadas anteriormente
(DUELL et al., 2012; LUTHJE; BRAUNER, 2014; PARK; LEE, 2013).

Uma estirpe isolada de um episdodio de pielonefrite humana chamada
de J96 expressa fatores de viruléncia como fimbrias do tipo | e pili sensiveis
a receptores de manose, uma outra cepa, a V27 oriunda de urosepse
huamana expressa fatores para aquisicdo de ferro. (JOHNSON et al., 2000;
NORMARK et al., 1983).



1.3 Células Dendriticas (DCs)

As DCs e macréfagos sdo células mononucleares derivadas de
precursores da medula 6ssea. As DCs foram descritas inicialmente em
camundongos, por Steinman e Cohn, em 1973 , e desde ent&o, séo alvo de
diversos estudos em imunologia. Esta populacdo de células estd presente
em quase todos os tecidos do corpo que entram em contato com
microrganismos e antigenos, fazendo o processamento e apresentacéo
destes para linfécitos. Assim, tem papel fundamental na ativacdo da
imunidade para antigenos ndo proprios, bem como a manutencdo da
tolerancia, na resposta aos antigenos proprios (STEINMAN, 2003).

As DCs formam uma familia de células heterogénea, de morfologia
Gnica, possuem longas porcées membranosas e capacidade de fagocitar
além de apresentar antigenos de forma profissional e eficiente (STEINMAN,
2007). Tais células fagocitam os patdgenos, pois reconhecem padroes
moleculares de microrganismos via receptores que se diferem das células do
hospedeiro mamifero, processam e apresentam antigenos para as células
do sistema imune adaptativo, sendo assim, chamadas de células
apresentadoras de antigenos profissionais (APCs) (LICHTMAN; PILLAI,
2012; GEGINAT et al., 2015; STEINMAN, 2003, 2007).

Existem dois grandes subgrupos de DCs: as DCs plasmocitdides
(pDCs) e as DCs convencionais (cDCs), dentre outros subtipos. A
classificacdo de subtipos ou subpopulacbes é realizada de acordo com a
expressdo de marcadores celulares que sdo moléculas expressas na
superficie das células e, também de acordo com suas fun¢des bioldégicas em
diferentes tecidos (GEGINAT et al., 2015).

As cDCs ou DCs mieloides estédo situadas no sistema circulatoério,
tecidos periféricos e oOrgaos linfoides. Expressam marcadores mieldides
como CD11c, CD33, CD13, altos niveis de moléculas do Complexo Principal
de Histocompatibilidade - MHC de classe | e MHC de classe Il e moléculas
co-estimuladoras CD86 constitutivamente e CD80 quando ativada. As cDCs



se dividem em grupos de acordo com sua localizacdo. Por exemplo, as
células de Langerhans situadas na epiderme, expressam marcadores como
CD1a, CD1l1c e CD32. Ja as DCs dérmicas expressam CD14 e induzem a
diferenciacdo de células B em plasmocitos via CD40 (BANCHEREAU;
STEINMAN, 1998; STEINMAN, 2007).

As pDCs estdo situadas no sangue periférico, timo e alguns tecidos
linfoides. Tem como caracteristica morfoldgica, alta quantidade de reticulo
endoplasmatico, expressdo de CD123 e CD68, niveis baixos de CD1lc, o
gue as difere sumariamente das DCs convencionais. Apds contato com virus
e produtos bacterianos, as pDCS secretam interferons do tipo | e Il, citocinas
com propriedade antiviral potente, passam a expressar moléculas do
complexo de histocompatibilidade tipo Il (MHC-IlI) em grande quantidade,
aumentam a capacidade de ativar células T virgens e células NK (CHEONG
et al., 2011; DASGUPTA et al., 2014; GEGINAT et al., 2015).

De notéria relevancia para este trabalho, destacamos as DCs
derivadas de mondcitos (moDC) que podem diferenciar-se pela acédo de
mediadores inflamatérios in vivo e também pelo uso de citocinas
recombinantes em protocolos in vitro. Dados na literatura demonstram que
mondcitos estimulados com fator estimulador de crescimento de col6nia
(GM-CSF) e a citocina IL-4 em cultura diferenciaram-se em DCs com total
capacidade de apresentacdao de antigenos, incluindo apresentacéo cruzada,
produzindo citocinas inflamatérias, ativando células T virgens (KUHN; YANG;
RONCHESE, 2015; SAID; WEINDL, 2015; SALLUSTO; LANZAVECCHIA,
1994). Antes de qualquer estimulo de maturacdo (contato com molécula
antigénica), estas moDCs apresentam fenétipo de DCs imaturas
expressando altos niveis de CD11c, CD1l1a e baixos niveis de expressdo de
moléculas de MHC-II (APCs profissionais), CD40 (co-estimuladoras), CD80
e CD86 (B7-1 e B7-2, co-estimuladoras), sendo especialistas em
processamento de antigenos (ELKORD et al., 2005; KUHN; YANG;
RONCHESE, 2015; SAID; WEINDL, 2015)



1.4 Migragéo e maturacgédo de DCs

As DCs chamadas de imaturas estdo em constante transito pelos
tecidos periféricos, cumprindo exaustivamente seu papel de sentinelas do
sistema imune, capturam antigenos por reconhecimento de receptores de
familias diferentes, tais como: receptores do tipo C das lectinas (CLRs), que
reconhecem glicoproteinas, receptor de reconhecimento padrao (PRRs) que
reconhecem os TLRs e porcédo Fc do anticorpo que reconhece epitopos de
diferentes antigenos, receptores acido retindico gene induzivel | (RIG-I) e
receptores de reconhecimento de células em apoptose (ACRs). Esta
variedade de receptores permite que as DCs reconhegam um numero dispar
de antigenos (HARRISON et al., 2012; STEINMAN, 2003, 2007).

As DCs presentes na pele, mucosa e no paréngquima dos 6rgaos, na
forma imatura, ao entrarem em contato com um microrganismo
reconhecendo os padr6es moleculares associados a patégenos (PAMPS) ou
padrbes moleculares associados ao dano (DAMPS), séo ativadas, diminuem
a sua capacidade de fagocitose e aumentam expressao de MHC de classe |
e Il, assim como as moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80, CD83,
CD86 e CD54 (Figura 3). Em seguida, diferentes quimiocinas e citocinas
também sdo produzidas, recrutando outras células, tendo papel essencial na
ativacdo de células T. Tais moléculas co-estimuladoras sdo marcadores da
ativacdo de DCs em experimentos in vitro (AERTS-TOEGAERT et al., 2007;
KUHN; YANG; RONCHESE, 2015; SAID; WEINDL, 2015).
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>
DC Imatura DC Madura
Alta expressao intracelular de MHC-I Alta express3do de MHC-Il na superficie
Baixa expressao CD80, 86, 40 e 83 Alta express3o de CD80, 86,40 e 83

Figura 3: Marcadores de maturacdo de DCs. Adaptado de: BANCHEREAU; STEINMAN,
1998.

Esta ativacdo de sinais provoca a migracdo para 0S ganglios
linfaticos, onde apresentam o antigeno as células T. Semelhante as células
T, as DCs expressam uma L-selectina de membrana, a CD62L, uma
glicoproteina de adesao, que permite o rolamento de células ao longo das
paredes de vasos sanguineos, até o sitio de infeccao e linfonodos. Assim,
apresentam antigenos e desempenham um papel fundamental como ponte
entre a imunidade inata e adquirida, com funcdo efetora em ambas as
imunidades (SETH et al., 2011; STEINMAN, 2007).

Ao entrar em contato com o antigeno, podendo ser proveniente de
microrganismos ou moléculas advindas do processo inflamatério, as DCs
além do aumento das moléculas co-estimuladoras, também aumenta
receptores de quimiocinas como CCR5 e CCRY7, este ultimo sendo um
receptor de quimiocina responsavel por seu direcionamento para o linfonodo.
Ainda, aumentam a producédo de citocinas como TNF-a, IL-12, IL-18. Este
processo de maturacao € dependente do estimulo antigénico (HARRISON et
al., 2012). As DCs chegam aos o¢rgaos linfoides maduras, apresentando
antigenos via as moléculas de MHC e os apresentam para as células T, e
auxiliam na ativacdo de células B e células NK (BATISTA; HARWOOD,
2010; FERLAZZO; MORANDI, 2014), conectando imunidade inata e
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adaptativa. Em seu estado maduro, as DCs expressam CCR7 e CD83,
diminuem seu poder de fagocitose e processamento de antigenos, porém
exercem uma excelente capacidade de ativar e estimular a resposta de
linfécitos (GEGINAT et al.,, 2015; HARRISON et al., 2012; STEINMAN,
2007).

Para apresentacdo do antigeno capturado, as DCs apds o
processamento, convertem essas proteinas em peptideos que se associam
as moléculas de MHC e sdo apresentados ao linfécito T. Via de regra, 0s
antigenos do citosol, sdo apresentados via MHC de classe | que séo
reconhecidos por células T CD8, enquanto que os antigenos internalizados
em vesiculas sdo apresentados via MHC de classe Il, que sdo reconhecidos
por células T CD4. Porém, algumas DCs tem a capacidade Unica de realizar
esta apresentacdo de forma cruzada, quando fagocitam células infectadas
por virus, ativando a via de T CD8 (FONTENEAU et al., 2003).

Em sua forma imatura, tem alta capacidade de fagocitar antigenos e,
quando maduras, elevada apresentacdo de antigenos e secrecao de
citocinas, que ativam fortemente a resposta imune (STEINMAN, 2003,
2007). As cDCs apés a maturacdo induzida pelo reconhecimento do
antigeno, expressa receptores de quimiocinas, em exemplo o CCR7,
permitindo que se movam a partir dos tecidos periféricos para os tecidos
linféides secundarios, o que Ihes confere uma elevada e rapida capacidade
migratoria. Ao migrarem para os linfonodos, as cDCs podem conduzir as
respostas de células T, tanto em estado estacionario (para induzir tolerancia
ou anergia) quanto durante a infeccdo, que dependendo do estimulo, sdo
capazes de diferenciar células T virgens em células Thl, Th2, Thl7 ou
células T reguladoras. As citocinas produzidas no processo de maturacao,
também recrutam e ativam células B e células ‘“natural killer”, que sao
células “assassinas naturais” (HARRISON et al., 2012; STEINMAN, 2003).

Ao entrar em contato com o0 antigeno, podendo ser proveniente de
microrganismos ou moléculas advindas do processo inflamatério, as DCs
denominadas imaturas, migram para o0s 0rgaos linfoides periféricos,

iniciando sua maturacdo que implica em um aumento da expressédo de
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moléculas co-estimuladoras tais como CD54, CD80, CD86 e CD83 e CCR7,
este Ultimo sendo um receptor de quimiocina responsavel por seu
direcionamento para o linfonodo (RANDOLPH; ANGELI; SWARTZ, 2005;
STEINMAN, 2007). Ainda, aumentam a produc¢ao de citocinas como TNF-q,
IL-12, IL-18, além do aumento na expressdo das moléculas de MHC. Este
processo de maturacao € dependente do estimulo antigénico (HARRISON et
al., 2012 ). As DCs chegam aos o6rgdos linfoides maduras, apresentando
antigenos via moléculas de MHC para as células T, células B e células NK,
conectando imunidade inata e adaptativa. Em seu estado maduro, as DCs
expressam CCR7 e CD83, diminuem seu poder de fagocitose e
processamento de antigenos, porém exercem uma excelente capacidade de
ativar e estimular a resposta de linfocitos T, iniciando a resposta imune
adaptativa, para o controle e homeostasia deste processo a expressao de
CD274 (ou PD-L1), antagonista de CD80, é fundamental na inibicdo de
ativacdo de células T e citocinas (GEGINAT et al., 2015; HARRISON et al.,
2012; SHARPE et al., 2007; STEINMAN, 2007).

1.5 Receptores das células dendriticas e apresentacdo de

antigenos

Para realizarem o reconhecimento dos antigenos, as DCs expressam
em sua superficie varios receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS)
que reconhecem PAMPS de diversos microrganismos, como 0s receptores
semelhantes ao Toll (TLRs), receptores de lectina do tipo C (CLRs), como
por exemplo, o CD209 (DC-SIGN) que se liga em ICAM-3/CD50 da célula T
em repouso para sua ativagdo, além disso, € utilizado como marcador de
maturacdo e ativacao de DCs, receptores acido retinéico gene induzivel |
(RIG-1), like receptors (RLRs), dominio de oligomerizagdo (NOD), like
receptors (NLRs) — que reconhecem subcomponentes de peptidoglicana ou

outras moléculas bacterianas — receptores de reconhecimento de células em
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apoptose (ACRs) e receptores Fcy (FcyRs) (CHEONG et al., 2011,
GEGINAT et al., 2015; ORTIZ et al., 2009).

Os receptores do tipo Toll (Toll-like - TLR) reconhecem diversos
PAMPS que sdo moléculas basicas dos grandes grupos de microrganismos,
tais como LPS de bactérias, zimozan dos fungos, LPG de protozoarios e
RNA de virus. Os TLRs podem ser divididos em dois grupos: os TLRs
expressos na superficie celular que compreendem os TLRs 1, 2, 4, 5 e 6,
que tem a funcdo do reconhecimento de componentes de bactérias, fungos,
protozoarios, e 0os TLRs situados em compartimentos endossomais, 0os TLRs
3, 7, 8, 9, que reconhecem acidos nucléicos (KONO; BACCALA;
THEOFILOPOULOS, 2013).

Nas DCs os TLRs 2, 3, 4, 5 e 8 estdo expressos nas cDCs e os TLRs
7 e 9 nas pDCs. Ja se admite o TLR10, mas suas funcdes sé&o
desconhecidas e parecem ser semelhantes a TLRs 1 e 6 (TAKEDA;
KAISHO; AKIRA, 2003). E importante ressaltar que TLRs 3 e 4, reconhecem
RNA viral e LPS, um lipolisacarideo presente na parede de bactérias gram
negativas (CISSE et al., 2008).

1.6 Interacdo Patégeno Hospedeiro

Considerando as infec¢des causadas por UPECs, estudos demostram
que a infeccdo tem seu inicio com a colonizagdo do intestino com uma
estirpe uropatogénica que coloniza a area periuretral e ascende da uretra
para a bexiga (ANDERSEN et al., 2012).

A colonizacdo do trato urinario pelas UPECs é iniciada pela fimbria
tipo 1, que liga-se aos receptores de manose das células epiteliais
transitérias da bexiga, provocando apoptose e esfoliacdo destas células,
iniciando a invaséo celular (ANDERSEN et al., 2012; CHEN et al., 2013).
Esse evento causa alteragbes no citoesqueleto, com a formacédo de
protuberdncias compostas por uma matriz polissacaridica intracelular,

conhecidas como “comunidades bacterianas intracelulares” (Intracellular
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Bacterial Communities - IBCs), estruturas semelhantes a biofilmes (biofilm-
like) compostas por 104 a 105 organismos. Nesta comunidade, as bactérias
estdo protegidas da acdo de antibioticos e do sistema imune, porém sao
transitérias. Apoés maturacdo as UPECs saem das células hospedeiras e
invadem mais células dando continuidade a infeccdo (AZEVEDO et al.,
2016; ROSEN et al., 2007).

As primeiras linhas de defesa do sistema imune do hospedeiro s&o: a
barreira epitelial, microbiota comensal, o pH &cido do trato urinario, células
do sistema inato e posteriormente interacdo destas células ativando a
resposta imune adaptativa. Durante a resposta inata estdo presentes na
barreira epitelial um grande numero de variedades de fagocitos, onde
podemos destacar as células dendriticas (DCs) e os macréfagos. Ha4 o
reconhecimento dos padrdes moleculares associados aos patdgenos
(PAMPs), através dos receptores de reconhecimento de padrdo (PRR)
presentes em células fagocitarias. Entretanto, bactérias desenvolveram
capsulas que protegem seus PAMPs como uma forma de escape. O LPS
presente nas bactérias ativa o sistema complemento, que por sua vez, leva
ao aumento da opsonizacdo e, portanto, a fagocitose destas bactérias por
macréfagos residentes, que secretam citocinas proé-inflamatérias (PILLAI,
2012; SEITZ et al., 2014). O PRR de maior relevancia € o receptor do tipo
Toll 4 (TLR4) que reconhece o LPS. Este reconhecimento recruta e ativa
fagécitos para os sitios de infeccdo (FISCHER et al.,, 2006; OLSON;
HUNSTAD, 2016; PARK; LEE, 2013).

A infeccdo por bactérias induz uma forte resposta pro- inflamatoria,
com neutréfilos executando a eliminacdo bacteriana (ANDERSEN et al.,
2012). Contudo, as UPECs podem ter a capacidade de suprimir esta
resposta inflamatéria, escapando do reconhecimento imunoldgico, através
da invasdo celular e formagéo de biofilme (TOTSIKA et al., 2012b). As
UPECs também desenvolveram a capacidade de escapar do sistema
complemento, um eficiente sistema de proteinas de defesa da resposta

imune humoral, tanto inata quanto adaptativa (DUELL et al., 2012).
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Estudos de transcriptoma em camundongos demonstraram que a
inflamacéo da bexiga em resposta a UPEC é rapida, patdogeno-especifica e
envolve a ativacdo de genes que direcionam vias candnicas como a da
produgédo das citocinas IL-10 e IL-17, sinalizacdo TLR e NOD e genes
associados ao movimento, morte, proliferacdo e maturacdo celular
(FLORES-MIRELES et al.,, 2015a; ULETT et al.,, 2013). Estudos em
camundongos com cistite demonstraram que a inflamacao da bexiga como
resposta a UPEC é rapida, especifica e ampla, sugerindo que as UPECs
promovem sua sobrevivéncia por utilizarem elementos da imunidade inata,
para invasao celular e proliferacdo (DUELL et al., 2012).

Considerando a patogénese de outras espécies de bactérias,
podemos citar a bactéria Mycobaterium tuberculosis que tem a capacidade
de impedir a atuacdo de células do sistema imune, tais como as células
apresentadoras de antigeno como as DCs. Tal patégeno inibe a secrecéo de
citocinas e a maturacdo de DCs. A apresentacdo de antigenos também é
impedida pela acdo de uma serino-hidrolase associada a membrana (Hip-1).
Este efeito acontece via TLR2/TLR9 dependente de MyD88, restringindo a
secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias como IL-6, TNF-alfa e IL-1 beta. Os
autores também observaram uma diminuicdo na expressdo de CD40 e
CD86, dependente de Hip-1. Assim, confirmaram que M. tuberculosis
impede as funcbes de DCs, alterando a natureza da resposta de células T
(MADAN-LALA et al., 2014).

Outros microrganismos também sdo capazes de evadir-se da
resposta imune inata, como a Salmonella sp, que modula a expressao de
MHC de classe Il nas DCs, ndo permitindo a apresentacdo de antigenos.
Consequentemente, ndo ha ativacdo das células T, mecanismo essencial
para ativagcdo da resposta imune adaptativa, que juntamente com a inata,
fazem uma resposta mais abrangente e eficiente (LAPAQUE et al., 2009).

A subversdo do processo apoptotico celular, também pode ser um
mecanismo de escape de patdgenos, preservando a célula do hospedeiro.
Foi demonstrado que Staphylococcus aureus aumenta a expressao génica

de fatores anti-apoptoticos, colaborando para a formacdo de IBCs e
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sobrevivéncia da célula hospedeira (KOZIEL et al., 2009). Por outro lado, os
patdgenos também podem induzir a morte por apoptose, para infectar novas
células e facilitar sua propagacdo. Dentre varios microrganismos podemos
citar Mycobacterium tuberculosis e Leismania aethiopica, Leishmania major
e Leishmania tropica que levam ha um aumento da inducdo de apoptose por
macrofagos humanos infectados (GETTI; CHEKE; HUMBER, 2008;
SANCHEZ et al., 2009).

2. JUSTIFICATIVA
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Nas infec¢cbes do trato urinario as UPECs figuram como principal
agente, assim como nas bacteremias de pacientes internados em unidades
hospitalares. E uma das bactérias mais comuns da sepse, evidenciando sua
importancia para o controle de infecgdes hospitalares.

O entendimento da interacdo do microrganismo com o hospedeiro &
de extrema relevancia para a descricdo dos mecanismos de infecédo e curso
da patogénese da doenca, atentando para os fatores que desencadeiam na
doenca grave e mecanismos de escape da bactéria do sistema imune.
Assim, o estudo do comportamento das DCs frente a interacdo com a UPEC
€ essencial para a elucidacdo da patogénese uma vez que elas séo
essenciais para a ativacdo e regulacdo da resposta do hospedeiro. Além
disso, tal estudo se torna relevante para o esclarecimento da interagdo da
bactéria e seus mecanismos de evasao da resposta do hospedeiro. Por fim,
sdo poucos os dados na literatura sobre o tema o que corrobora a

importancia do presente estudo.

3. HIPOTESE
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A infeccéo de células dendriticas humanas pela bactéria Escherichia
coli Uropatogénica causa alteracdo na capacidade de apresentacdo de
antigenos, por inibir a expressdo de moléculas co-estimulatérias essenciais
para o direcionamento para o linfonodo e a consequente ativagdo dos
linfécitos. Além disso, as UPECs podem induzir a morte das células

dendriticas como mecanismo de escape da resposta imune.

4. OBJETIVO

4.1 Objetivo geral
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Estudar as interacdes in vitro entre das células dendriticas (DCs)
humanas com duas cepas distintas de bactérias Escherichia coli

Uropatogénica.

4.2 Objetivos especificos

v" Avaliar a capacidade de infeccdo de UPECs em DCs.

v' Definir a expresséo de moléculas de superficie das células dendriticas
apos 24 horas de infeccdo com as UPECs.

v' Analisar o peril de morte/sobrevivéncia celular em DCs infectadas
com as UPECs.

5. METODOLOGIA



5.1 Desenho experimental

Obtencdo de PBMC a partir
de Buffy Coats por gradiente
de Ficoll

|

Separacdo magnética de
mondcitos

Diferenciacdo de DCs
estimuladas por sete dias
com GM-CSF E IL-4

Infeccdo de 24h de DCs
com as UPECs V27 e J96

/

Avaliacdo de morte celular
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de fluxo
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- Analise por citometria de
fluxo das moléculas:
CD11c, CD1a, CD83,

CD62L, CCR7, CD209, HLA-
DR, CD86, CD80, CD40 e
CD274.

- Taxa de infecc&o.

~

/

Analise de dados
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5.2 Obtencdo de células mononucleares de sangue periférico
(Peripheral Blood Mononulcear Cells - PBMC)

As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas de
doadores saudaveis, a partir de residuos de bolsas de sangue “buffy coats”.
O “buffy coat” € um concentrado de leucdcitos e plaquetas obtido apds a
centrifugacdo para retirada do concentrado de hemacias e plasma,
preparado pela Fundacdo Hemocentro de Brasilia e cedida para pesquisa
por convénio firmado com tal fundagao. Os residuos de “buffy coats” foram
doados pelo Hemocentro apds a liberacéo dos testes sorologicos, dentro do
prazo de validade. Os residuos das bolsas foram diluidos adicionando 5 mL
de tampéo fosfato salina (PBS) 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCL, 8.1 mM
NaHPO,, 1.5 mM KH,PO,) para cada 5mL de sangue em um tubo falcon de
15 mL. A amostra diluida foi vertida lentamente sobre 3 mL de Ficoll-
Paque™ Plus (GE Healthcare Ltd.), em um outro tubo falcon de 15 mL para
obtencdo das células mononucleares por gradiente de densidade. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 583g por 25 min a 25°C. O PBMC
obtido foi coletado, lavado trés vezes com PBS 1X em velocidades
decrescentes de centrifugacédo (400g, 300g e 200g) por 10 minutos a 4°C,
para retirada do Ficoll residual e também das eventuais plaquetas. Apos as
lavagens, 10 pL das células foram diluidas em azul de tripan 0,4% (Sigma)
e contadas em camara de Neubauer (diluicdo 1:10 e 1:100). Durante a
contagem foram consideradas apenas as células viaveis que nao se

coravam de azul.

5.3 Obtencdo de mondcitos

Apoés a separacdo e a quantificacdo do PBMC, os mondcitos foram

obtidos por separacdo magnética, utilizando um kit comercial. Microesferas

conjugadas ao anticorpo anti-CD14 foram adicionadas aos PBMC (20 ul para
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cada 10’ células totais) e incubadas em tampdo MACS (BSA 0,5%, EDTA
2mM em PBS 1X), de acordo com instru¢des do fabricante (Miltenyi biotec).
Apds serem ressuspensas em 500uL de tampdo e marcadas com o
anticorpo conjugado as microesferas, as células foram submetidas a
separacdo magnética. Para tal, a coluna foi previamente umidificada com
500 pL de tampéo e em seguida as células marcadas foram adicionadas. As
células marcadas ficam retidas na coluna magnética que fica presa a um ima
e a fracdo negativa elui da coluna. Foram realizadas 3 lavagens sucessivas
com 500 ul de tamp&o. Em seguida, a coluna foi retirada e a fracéo rica em
CD14" (fracdo positiva) que ficou retida na coluna foi lavada com 1mL de
tampdo e coletada num novo tubo. A fragdo coletada (mondcitos) foi
quantificada em camara de Neubauer também com exclusdo por azul de
Trypan. As células obtidas foram ajustadas para 5 x 10° cel/ml e cultivadas

para a diferenciacdo em células dendriticas ( DCs).

5.4 Geracdo de células dendriticas a partir de monocitos

Os mondcitos obtidos foram cultivados em placas de 24 pocos, em
1mL/poco de meio RPMI completo suplementado com soro bovino fetal
(Gibco) a 10%, citocinas IL-4 800 Ul/mL (Peprotech) e GM-CSF 50 ng/mL
(Peprotech) e 1% de penicilina-estreptomicina-L- glutamina 100X (Gibco),
seguindo o protocolo de Sallusto e Lanzavechia (1994). No terceiro e sexto
dias de cultura, foram retirados 200 pL por poco de meio de cultura,
adicionados 250 pL por poco de meio novo suplementado com citocinas IL-4
e GM-CSF, nas mesmas concentracdes iniciais e incubados a 37°C a 5% de
CO,. Apés sete dias de cultura, as células foram coletadas com 3 lavagens
sequenciais com 1mL de PBS 1X, quantificadas em camara de Neubauer
com azul de tripan 0,4% e analisadas por citometria de fluxo quanto a

expressdo de CD11c com marcador de diferenciacao de DCs.

5.5 Cultura das bactérias UPECs
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As cepas de Escherichia coli V27 isolada de urosepse humana e J96
isolada de pielonefrite humana, ambas gentilmente cedidas pela professora
Tatiana Amabile de Campos, foram mantidas a -80°C. No momento do uso
as cepas foram descongeladas e inoculadas em meio Luria-Bertani (LB —
Sigma), mantidas sem agitacdo em estufa a 37°C até atingirem uma
densidade o6ptica (OD) entre 0,4 e 0,6. A medida foi realizada por
espectrofotometria em filtro de 600nm em 1 mL do volume total da cultura.
ApoOs a quantificacdo da densidade 6ptica, os volumes calculados por regra
de trés de cada cultura foram retirados a fim de se realizar infeccdo na
propor¢cdo de 1 DC para cada 100 bactérias (1:100). Para realizagdo da
infeccdo, as bactérias foram opsonizadas com plasma humano, na
proporcdo de 1:2 (volume:volume) por 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, as bactérias foram lavadas com 1 mL de PBS 1X para
retirada do meio de cultura e ressuspensas em meio RPMI incompleto de
forma que a concentracdo adequada de bactérias necesséarias para a

infeccédo, estivesse num volume final de 20uL/poco.

5.6 Infeccdo das DCs com as bactérias UPECs

Depois de diferenciadas as DCs foram coletadas e quantificadas para
infecgao pelas cepas V27 e J96. As DCs foram coletadas quantificadas em
5x105/ml, plagueadas em meio RPMI incompleto, a cada poco foi adicionada
a bactéria na proporcédo de 1:100 células-bactérias. A cultura foi incubada
por 30 min em estufa a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, as células foram
lavadas trés vezes com PBS 1X e cultivadas em meio RPMI suplementado
com soro fetal bovino a 10% (Gibco), 1% de penicilina-estreptomicina-L-
glutamina 100X (Gibco) e 1% de gentamicina (Eurofarma) e, para a
eliminacdo de bactérias no meio extracelular, posteriormente, incubadas a
37°C e 5% de CO, por 24h. Como controle positivo da expressdo de
moléculas de superficie, as DCs foram estimuladas com 10ug/mL de LPS
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(Sigma) e para controle positivo de morte celular utilizou-se 20uM/mL de
etoposide (Sigma). Apdés 24h de incubacdo, as células foram coletadas e
marcadas para caracterizacdo da expressdo de moléculas de superficie e
avaliagdo da morte celular. As células foram observadas ao microscopio
optico invertido ainda na placa de cultura e fotografadas para visualizacao da

morfologia antes e apds a infec¢cdo de 30 min com as respectivas cepas.

5.7 Caracterizacdo fenotipica das moléculas de superficie por

citometria de fluxo

As DCs foram coletadas e caracterizadas fenotipicamente quanto a
expressdo das seguintes moléculas de superficie: CDla, CD1llc, CD40,
CD62L, CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CD209, PDL -1 e CCR7. ApGs 24h de
infeccdo, as células infectadas, ndo infectadas (controle negativo) e as
células expostas ao LPS ou etoposide (controles positivos) foram coletadas,
quantificadas e transferidas para tubo eppendorf de 1,5 mL, numa
concentracdo de 10° cél/mL por tubo. Posteriormente, as células foram
lavadas com 1 mL de PBS 1X, centrifugadas por 10 min a 400g a 4°C e
incubadas com 10 pL de tampéo FACS 1X (PBS 1X, albumina bovina (BSA)
1% e azida soédica 0,001%) por 10 min a 4°C para bloqueio da porcdo FcR.
Em seguida, foram adicionados 20 uL por amostra dos anticorpos anti-CD1a
conjugado a FITC BD (BD Bioscience), anti- CD11C conjugado a APC
(Imuno tools), anti-CD40 conjugado a APC (Imuno tools), anti-CD62
conjugado a APC (Imuno tools), anti-CD86 conjugado a PECY5 (BD
Bioscience), anti-CD80 conjugado a PE (BD Bioscience), anti-CD83
conjugado a PE (BD Bioscience), anti-CD209 conjugado a PE (BD
Bioscience), anti-CD274 (anti-PD-L1) conjugado a PE (BD Pharmagen), anti-
CCR7 conjugado a PE (BD Pharmagen) e anti-HLA-DR conjugado a APC
(BD Bioscience), diluidos 1:20 em tampao FACS e incubados a 4° C por 30
minutos ao abrigo da luz. Em seguida, as amostras foram lavadas com 300

puL de tampdo FACS 1X e centrifugadas a 400g por 5 min a 4°C. O
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sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi ressuspenso em 400
pL de tampédo FACS 1X para aquisicdo no citometro de fluxo (FACSVerse,
BD ebioscience). As analises dos dados foram feitas no software Flowjo

(Flowjo).

5.8 Deteccéao de morte celular em DCs

Apés a exposicdo as bactérias, as ceélulas foram marcadas e
analisadas por citometria de fluxo quanto a morte celular, realizada por
marcacao com anexina V e iodeto de propideo (PI). As DCs nédo infectadas,
infectadas, estimuladas com LPS e as DCs expostas ao etoposide 20 pM/mL
(controle positivo) foram lavadas com tampao FACS e centrifugadas a 200g
por 5 min a 4°C. Conforme indicacdo do kit de deteccdo de apoptose
(Bioscience), as células foram ressuspensas em 195 pL de tampdo de
ligacdo 1X por tubo eppendorf para cada 10° células, marcadas com 5 pL de
anexina V e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram lavadas com PBS 1X, ressuspensas em 190 pL/tubo
de tampéo de ligacdo 1X e adicionado 10 pL de Pl/tubo. Imediatamente apos
a adicdo do Pl as células foram adquiridas no citometro de fluxo

(FACSVerse, BD ebioscience) e analisados no software Flowjo (Flowjo).

5.9 Quantificacao dainfeccéo das DCs por UPECs

Apos 24 horas de infecgdo, as células foram coletadas e transferidas
para tubo eppendorf, colocada em gelo e adicionado 1mL de PBS 1X com
10% de tween 20 gelado para lise das células. O lisado celular foi lavado
com 1mL de PBS 1X, centrifugadas por 10 min a 400g, o sobrenadante foi
descartado, o pellet foi ressuspenso e cultivado para recuperacdo das
unidades formadoras de colonias (CFU) em placas de Petri com meio sélido
Agar Mac Conkey (Kasvi) por 18h em estufa a 37°C.
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5.10 Anédlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
GraphPad-Prism 5.0 (GraphPadSoftware Inc). Os valores obtidos nas
diferentes condi¢des experimentais foram testados quanto a sua distribuicdo
de normalidade e comparados pelo teste de Kruskal Wallis e o pos-teste de
comparacdo multipla de Dunn nos dados de distribuicdo anormal. Na
distribuicdo normal, os valores foram comparados pelo teste ANOVA, analise
de variancia a um critério e poOs-teste de Tukey. Os dados de taxa de
infecgcdo foram analisados com teste t ndo pareado de Welch. Os valores

com p<0,05 foram considerados significativos.

6. RESULTADOS
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6.1 Caracterizacdo morfolégica das células dendriticas

As células dendriticas, diferenciadas por sete dias, foram coletadas e
marcadas para classificacdo quanto aos marcadores de diferenciagdo em
DCs. As células foram entdo quantificadas e distribuidas em placas para
realizacdo da infeccdo na propor¢cdo 1:100 célula:bactéria, apés os 30
minutos da infeccdo as células foram colhidas e lavadas para retirada de
bactérias no meio extracelular. O precipitado de células foi plagueado
novamente para posterior caracterizacdo por citometria de fluxo. Durante a
realizacdo dessa etapa, foram observadas alteracbes morfolégicas
importantes ao compararmos as células controle (ndo infectadas) com
aqueles que tiveram contato com as bactérias por trinta minutos. Observou-
se uma drastica alteracdo morfologica apdés a infeccdo. As DCs néo
infectadas exibem morfologia caracteristica com projecdes citoplasmaticas
semelhantes aos dendritos um atributo Unico das DCs (Figura 5A). Apés a
infeccdo de 30 minutos esta morfologia ja muda sumariamente, com a perda
das projecdes citoplasmaticas, alteracdo no formato, adquirindo molde
arredondado, presenca de vacuolos, e uma distensdo do citoplasma

lateralizada (Figura 5B e 5C).
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Figura 4 - Microscopia 6ptica de DCs controle negativo e infectadas com as cepas V27 e J96 de
E. coli. DCs foram incubadas na (A) auséncia de bactérias [controle negativo (CTR-)] onde se observa
os dendritos nas DCs, morfologia habitual de DCs. DCs foram infectadas com as cepas de E. coli (B)
V27 e (C) J96 por 30 min. Foi utilizada objetiva de aumento de 40X. Figura representativa de 1
doador.
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6.2 Caracterizacdo de DCs obtidas a partir de monécitos

As DCs geradas a partir de mondcitos, apds sete dias de cultura
estimuladas pelas citocinas IL-4 e GM-CSF, foram coletadas, marcadas e
analisadas por citometria de fluxo quanto a expressédo de CD11c. Apos tal
analise, as células foram infectadas por 24h com as cepas V27, J96 e LPS
como controle positivo. As células apenas com meio de cultura foram
utilizadas como controles negativos.

A figura 4 mostra uma figura representativa de dot plot de tamanho x
granulosidade (FSCx SSC) da analise por citometria de fluxo, mostrando a
porcentagem de células obtidas nas condi¢bes controle negativo, controle
positivo e com as duas cepas de UPECs. Foram adquiridas um grupo de
células ndo marcadas utilizado como isotipo controle e um grupo marcado
com fluorocromo (APC), para estabelecer a referéncia e descartar a
autofluorescéncia. Podemos observar que a janela ou gate foi definida na
populacdo de maior tamanho e dentro dessa populagdo, verificamos a
expressao de CD11c marcador de diferenciagédo de DCS que variou de 94,1
a 99,8% demonstrados no zebra plot.
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Figura 5 - Figura representativa da estratégia de andlise da expressdo de moléculas de
superficie. DCs foram incubadas e infectadas com as cepas de E. coli V27 e J96 e na auséncia de
bactérias [controle negativo (CTR-)] por 24hs. A figura mostra a estratégia de analise utilizada para
todas as marcagbes dos experimentos de expressdo de molécula de superficie. DCs foram
selecionados pelo gate no dot plot de tamanho (FSC — Forward Scatter) por granulosidade (SSC —
Side Scatter), em seguida, células CD11lc+ foram selecionadas por gate no gréafico de zebra plot de
SSC e expressédo de CD11c conjugado a APC em todas as condi¢des. Figura representativa de 1

doador.
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6.3 Recuperacéao de colbnias

A capacidade das bactérias em infectar e sobreviver nas DCs foi
avaliada por UFC em triplicata das células infectadas. Ap6s a infeccdo, as
DCs foram lisadas e as bactérias viaveis recuperadas apdés 24 horas de
cultura em meio Mac Conkey. A taxa de média de recuperacdo de colbnias
foi de (74,55 +/-22,58) para a cepa V27 e de (153,6 +/-33,01) para a J96,
nao houve diferenca significativa ao compararmos a capacidade de infeccao
e sobrevivéncia das duas cepas avaliadas (Figura 5).

V27 J96

Figura 6 — Taxa de recuperacdo de UFC. DCs foram incubadas e infectadas com as cepas de E. coli
V27 e J96. Apos 24 horas, 5x10° células infectadas por foram lisadas e semeadas em placa de Petri
para avaliacdo de taxa de infeccdo. Média +/- desvio padrdo de unidades formadoras de colénias
(UFC) recuperadas das Dcs infectadas dos doadores avaliados (n=5).
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6.4 Caracterizacdo de moléculas de superficie de DCs apéds

contato com E. coli

Apbs 24 horas de infeccdo, as células em todas as suas condi¢des
experimentais foram marcadas com CDl1llc e CD1la, marcadores
caracteristicos da diferenciacdo de DCs e CD83, marcador de maturacéo
celular e analisadas por citometria de fluxo. A Figura 7A, demonstra a
expressdo percentual de CD11c nas células ndo infectadas, com média de
97,8 (+/-1,18) enquanto que apos a infeccdo estes niveis diminuiram para
72,14 (+/-7,66) para a cepa V27 e 60,82 (+/-22,56) para a J96, mostrando
diferenca significativa apenas na presenca de V27 em relacdo ao controle
positivo 99,09 (+/-0,40)(p<0.05). O marcador CD1a expressou uma média de
12,65 (+/-4,695) e 12,51 (+/-5,27) para os controles negativos e positivos
respectivamente, e para as cepas V27 16,33 (+/-4,05) e J96 12,75 (+/-5,75),
ndo havendo nenhuma diferenca significativa entre as condicdes
experimentais avaliadas (Figura 7B). Em CD83 a média foi de 6,60 (+/-2,78)
e 19,11 (+/-11,03) nesta ordem, para as células ndo estimuladas e
estimuladas com LPS, nas cepas V27 e J96 foi de 10,76 (+/-3,51) e 6,40 (+/-
2,22), também nesta ordem, ndo apresentando diferenca estatistica de

expresséo de CD83 entre as condi¢des (Figura 7C).

Em adicional as analises em expressao percentual dos marcadores,
incluimos mais um pardmetro, o MFlI (Média de Intensidade de
Fluorescéncia). Assim, quanto ao MFI, ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa em CD11c, com médias de 1522 (+/-1,18), 1223 (+/-7,66), 1185
(+/-22,56) 2045 (+/-0,40) para controle negativo, V27, J96 e controle
positivo, nesta ordem. (Figura 8A). As analises de MFI também monstraram
perfil semelhante para as moléculas CDla e CD83, com médias de CD1la
de 12,65(+/-4,69), 16,33 (+/-4,05), 12,75(+/-5,75) e 12,51 (+/-5,27) e CD83
6606 (+/-2,78) 10760 (+/-3,51) 6406 (+/-2,22) 19110 (+/-11,03) para controle
negativo, V27, J96 e controle positivo, nesta ordem (Figuras 8B e 8C).
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Figura 7 - Expressado percentual de CD1lc, CDla e CD83 em DCs infectadas com E. coli.
Porcentagem da expressdo (A) CD1lc, (B) CDla e (C) CD83 nas condi¢Bes de controle negativo
(CTR-) (circulo fechado), controle positivo (CTR+) (triangulo fechado), presenca da cepa de E. coli
V27 (V27) (quadrado fechado), cepa de E. coli J96 (J96) (triangulo invertido fechado) e controle
positivo (CTR+) na presenca de LPS (triangulo fechado), Média +/- de desvio padrdo, *p<0.05, n=5
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Figura 8 - Média de intensidade de fluorescéncia de CD11c, CDla e CD83 em DCs infectadas
com E. coli. Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de (A) CD11c, (B) CD1la e (C) CD83 nas
condi¢cdes de controle negativo (CTR-) (circulo fechado), controle positivo (CTR+) na presenca de LPS
(triangulo fechado), na presenca da cepa de E. coli V27 (V27) (quadrado fechado), cepa de E. coli J96
(J96) (triangulo invertido fechado) e controle positivo (CTR+) na presenc¢a de LPS (triAngulo fechado).

Média +/- de desvio padrao, *p<0.05, n=5.
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6.5 Perfil de expressdao de moléculas relacionadas a fagocitose e

migracao celular

Admitindo que as bactérias infectem as DCs, avaliamos a ativacao
das DCs pelas bactérias, de moléculas que estimulam a fagocitos e
migracao ao linfonodo. Considerando as moléculas que atuam na migragcédo
de DCs, ndo houve diferenca entre as células ndo infectadas e infectadas.
Em termos de porcentagem de CD62L (L-selectina) e CCR7 (receptor de
quimiocina responsavel pelo direcionamento ao linfonodo) ndo houve
diferenca significativa. As médias de porcentagem de expressédo de CD62L
foram 33,22 (+/-10,33), 20,41 (+/-7,72), 12,99 (+/-5,16) e 39,10 (+/-11,91)
para as condicdes controle negativo, estimuladas com as cepas V27, J96 e
controle negativo, respectivamente (Figura 9A). JA o MFI foi de 135,4 (+/-
12,61), 1154 (+/-11,38) 96,0 (+/-3,26), 146,6 (+/-21,26) (Figura 10B). A
andlise de CCR7 demonstrou médias de porcentagens de 3,61 (+/-1,27),
4,65 (+/-1,34), 4,06 (+/-1,50) e 3,52 (+/-1,25) (Figura 9B) e MFI de 72,68 (+/-
0,94), 81,06 (+/-4,24), 72,54 (+/-1,14) e 73,00 (+/-0,75), nas mesmas
condi¢des acima (Figura 10B).

Diferente dos indicadores de migracéo, obtivemos uma diminui¢cdo na
expressdo de CD209 (DC-SIGN), um receptor de superficie relacionado ao
processo de fagocitose. Ao avaliarmos as DCs apds a infeccdo com a cepa
J96, houve uma diminuicdo significativa para 16,70 (+/-5,89) em relagéo ao
controle negativo 67,56 (+/-6,89) (p<0.05). Nas demais condicdes
experimentais ndo houve diferenca significativa, com médias de 33,80 (+/-
13,43) para V27 e 61,88 (+/-7,72) para controle positivo. Entretanto em MFI,
tivemos relevante diminuicdo das médias de V27 103,8 (+/-8,87) e J96 98,92
(+/-3,81) quando comparadas ao controle negativo 191,8 (+/-45,05) (p<0.05).
O controle positivo ndo demonstrou diminui¢cdo consideravel 160,6 (+/-35,53)
(Figura 9C e 10C).
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Figura 9 — Expresséo percentual de CD62L, CCR7 e CD209 na presenca de E. coli. Expresséo
percentual de (A) CD62L, (B) CCR7 e (C) CD209, nas condi¢des de controle negativo (CTR-) (circulo
fechado), controle positivo (CTR+) (triangulo fechado), na presenca da cepa de E. coli V27 (V27)
(quadrado fechado), cepa de E. coli J96 (J96) (triangulo invertido fechado) e controle positivo (CTR+)
na presenca de LPS (triangulo fechado), Média +/- de desvio padrao, *p<0.05, n=5
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Figura 10 — Média de intensidade de fluorescéncia de CD62L, CCR7 e CD209 em DCs infectadas
com E. coli. Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de (A) CD62L, (B) CCR7 e (C) CD209, nas
condi¢cdes de controle negativo (CTR-) (circulo fechado), controle positivo (CTR+) na presenca de LPS
(triangulo fechado), na presenca da cepa de E. coli V27 (V27) (quadrado fechado), cepa de E. coli J96
(J96) (triangulo invertido fechado) e controle positivo (CTR+) na presencga de LPS (triAngulo fechado).
Média +/- de desvio padréo, *p<0.05, n=5.
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6.6 Perfil de moléculas co-estimuladoras e inibicdo em DCs

Observando entdo a capacidade de infectar as DCs das bactérias
UPECs, levantou-se a hipotese de que a infec¢do por 24h com a bactéria
alterava a expressdao de moléculas co-estimuladoras importantes no
processo de apresentacdo, ativacdo das células. Assim, as DCs foram
avaliadas quanto a expressdo das moléculas de superficie HLA-DR, CD86,
CD80, CD40, e de regulacao negativa o CD274.

Observou-se uma diminuicdo da expressao de porcentagem de HLA-
DR das células expostas a cepa V27 86,32 (+/-2,61) em relacdo ao controle
positivo 98,48 (+/-0,55), porém nao ao controle negativo 96,78 (+/-1,34), nem
a cepa J96 86,32 (+/-20,14), os resultados demonstram uma tendéncia de
diminuicdo da expressdo de HLA-DR, uma molécula exclusiva em APCs
como as DCs para apresentacdo de antigenos no contexto de MHC de
classe Il, (Figura 11A). Nao houve nenhuma diferenca relevante com
médias de 1052 (+/-250,0), 2604 (+/-1004), 1976 (+/-877,30) e 1773 (+/-
521,50) para as condicGes controle negativo, V27, J96 e controle positivo,
nesta ordem (Figura 12A). Houve também um decréscimo de expressao da
porcentagem de CD86 uma molécula co-estimulatéria (B7) nas células que
ficaram em contato com as cepas V27 39,46 (+/-14,60) e J96 52,47 (+/-
20,22) quando comparadas ao controle positivo 98,42 (+/-0,59) (Figura 11B).
Com relacdo ao MFI, os resultados das médias foram de 199,7 (+/-62,91),
1929 (+/-63,17) e 1324(+/-529,6) respectivamente e sem diferenca para o
controle negativo com média de 85,88 (+/-3,54) para porcentagem e 419,8
(+/-165,9) de MFI (Figura 12B). Ja para expresséao de porcentagem e MFI de
CD80 (B7) ndo houve diferenca significante entre as condi¢cbes controle
negativo com média de porcentagem de 6,09 (+/-3,66), V27 7,47 (+/-3,29),
J96 9,24 (+/-6,39) e controle positivo 24,79 (+/-10,83) (Figura 11C) e nas
porcentagens e médias para MFI de 78,50 (+/-2,50), 77,30 (+/-3,40), 78,56
(+/-11,83) e 96,26 (+/-11,83) na mesma ordem das condicbes da
porcentagem antes descrita (Figura 12C). Ja quanto a molecula CD40, um

ligante de ativac&o de células T, houve uma diminuicdo da porcentagem de
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expressdo nas células em contato com a cepa V27 84,32 (+/-5,11) em
relacdo ao controle positivo 99,38 (+/-0,11) (p<0.05), (Figura 11D), né&o
consoante com MFI que teve média de 2139 (+/-951,7) e 2746 (+/-809,6), na
mesma ordem (Figura 12D). Entretanto nas condigdes controle negativo e
J96 nédo houve diferenca relevante, com meédias de 98,30 (+/-0,97) e 61,23
(+/-22,56) e MFI de 1253 (+/-323,2) e 1544 (+/-696,2) respectivamente as
estas condi¢gbes (Figura 11D e 12D). Por fim, medimos a expressédo de
CD274 (PDL1/2), uma molécula de inibicdo da ativacdo de células T.
Somente a infeccdo com a cepa J96 promoveu diminuicdo relevante da
porcentagem deste marcador de 9,20 (+/-3,72) comparado a média de 70,04
(+/-14,96) do controle positivo (p<0.05) (Figura 11E), resultados compativeis
foram encontrados em MFI com média de 87,12 (+/-2,11) e 227,9 (+/-93,88)
na mesma ordem (p<0.05) (Figura 12E). Nas demais condi¢cdes controle
negativo 27,01 (+/-15,19) e V27 12.75 (+/-6,19) de médias de porcentagem e
105,1 (+/-15,42) e 99,46 (+/-8,26) de MFI respectivamente aos valores de
porcentagens, ndo tiveram relevancia estatistica (Figura 11E e 12E).
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Figura 11 — Expresséo percentual de moléculas co-estimuladoras HLA-DR, CD86, CD80, CD40 e
CD274 em DCs infectadas por E. coli. Expressao percentual das moléculas co-estimuladoras (A)
HLA-DR, (B) CD86, (C) CD80, (D) CD40 e (E) CD274, nas condi¢des de controle negativo (CTR-)
(circulo fechado), controle positivo (CTR+) (triangulo fechado), na presenca da cepa de E. coli V27
(V27) (quadrado fechado), cepa de E. coli J96 (J96) (triangulo invertido fechado) e controle positivo
(CTR+) na presencga de LPS (tridangulo fechado), Média +/- de desvio padréo, *p<0.05, n=5.
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Figura 12 - Média de intensidade de fluorescéncia de HLA-DR, CD86, CD80, CD40 e CD274 em
DCs infectadas com E. coli. Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de HLA-DR (A), CD86 (B),
CD80 (C), CD40 (D) e CD274 (E), nas condicdes de controle negativo (CTR-) (circulo fechado),
controle positivo (CTR+) na presenca de LPS (triangulo fechado), na presenca da cepa de E. coli V27
(V27) (quadrado fechado), cepa de E. coli J96 (J96) (triangulo invertido fechado) e controle positivo
(CTR+) na presencga de LPS (tridngulo fechado). Média +/- de desvio padréo, *p<0.05, n=5.
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6.7 Deteccédo de morte celular

Diante da observacdo de alteracbes morfologicas drasticas das
células infectadas em microscopia Optica, durante a cultura, decidimos
avaliar a possibilidade das bactérias induzirem morte celular por apoptose.
Para tal avaliacdo, apds a infeccédo, as DCs foram coletadas e marcadas
com Anexina V e PI. Vale ressaltar que para este experimento um controle

foi acrescido, o etoposide, para validar o processo de morte celular.

Assim, podemos observar que a cepa V27 parece induzir a morte por
apoptose ou um processo de apoptose mais tardia das células dendriticas
analisadas uma vez que a porcentagem de células anexina V+ passou de
16,41 (+/-15,42) no controle negativo para 30,38 (+/-4,51) apés a interacéo
com a bactéria (+/-4,51) (Figura 13A) e PI" passou de 1,15 (+/-0,19) para
2,49 (+/-1,03) na presenca das bactérias 24 horas ap0s a infecgdo, tendo
diferenca significante em na porcentagem de anexina V apenas em relacéo
ao controle positivo 7,714 (+/-1,492) (Figura 13B).

Por outro lado, os experimentos com a cepa J96 parecem demonstrar
uma tendéncia a morte por necrose ou apoptose tardia, com aumento da
porcentagem de células dendriticas anexina Pl+ ap8s 24 horas de infec¢ao.
H& um aumento do controle negativo de 1,15 (+/-0,19) para 6,70 (+/-2,40)
apos a interacdo com a bactéria, o que ndo se observa para anexina V+ com
médias de 16,41 (+/-9,36) e para o controle negativo, 13,57 (+/-3,31) (Figura
13A).
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Figura 13 — Anélise de morte celular em DCs 24 horas ap0s infec¢cdo com E. coli. Percentual de
marcacdo de (A) anexina V+, (B) Pl+ e Anexina V+PI+ de DCs, nas condi¢cdes de controle negativo
(CTR-) (circulo fechado), na presenca da cepa de E. coli V27 (V27) (quadrado fechado), cepa J96
(J96) (triangulo invertido fechado) e controle positivo de morte celular (CTR+) com estimulo de

etoposide (circulo aberto). Média +/- de desvio padréo, **p<0.05, n=5.
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7. DISCUSSAO

Para a ativacdo e polarizacdo efetiva das respostas imunes inata e
adaptativa, as DCs sdo APCs essenciais. (SAID; WEINDL, 2015). O estudo
da interagdo de DCs e UPECs assim como suas consequéncias para a
resposta imune do hospedeiro é de extrema relevancia para uma melhor
compreensao da patogénese dos diferentes espectros de doencas causadas
por tais microrganismos. E sabido que nas mucosas temos a presenca de
diferentes subpopulacbes de DCs que estdo prontas para responder a
invasdo de patdgenos por esta porta de entrada a qualquer momento
(BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; FISCHER et al., 2006). Diversos
estudos comprovam o papel relevante das DCs na resposta a diferentes
patbgenos bem como mecanismos de escape que envolvem a modulacao
da biologia de tais células. Assim, neste trabalho procuramos iniciar a
elucidacdo de tais mecanismos, focando na interacdo inicial entre DCs

humanas e duas cepas de UPECs.

Para tal abordagem, utilizamos DCs humanas geradas in vitro a partir
de mondcitos estimulados com IL-4 e GM-CSF e infectadas com cepas
diferentes de bactérias E. coli. uropatogénicas. Apés os 30 minutos de
interacdo entre DCs e bactérias, a morfologia habitual das DCs foi
drasticamente alterada pelas bactérias (Figura 4A, B e C). As MoDCs tem
morfologia Unica caracterizada pela presenca de estruturas semelhantes a
dentritos (BOYETTE et al, 2017). Também foi possivel verificar a
capacidade das duas cepas em infectar as DCs humanas com recuperacao

de col6nias apds infeccdo de 24h (Figura 6).

Ha auséncia de trabalhos que estudem a interacdo de DCs e cepas
de E. coli uropatogénicas, porém outros trabalhos descrevem bactérias que
também sdo intracelulares, tais como a Salmonela, Mycobacterium
tuberculosis e Bortedella pertussis (HOVINGH et al., 2017; LAPAQUE et al.,
2009; MADAN-LALA et al., 2014), também apresentam tal capacidade de
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interacdo com DCs humanas. Além disso as UPECs tem como processo
caracteristico da patogénese a invasdo celular e criagdo de comunidades
intracelulares, utilizando-se de varios fatores de viruléncia para a instalacéo
e éxito da infeccdo (ANDERSEN et al., 2012; AZEVEDO et al., 2016;
CROXEN; FINLAY, 2009; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; TOTSIKA et
al., 2012b; ULETT et al., 2013).

Ap6s a infeccdo das DCs pelas UPECs, partimos para a
caracterizacdo fenotipica das DCs ap0s tal contato. Assim, foi realizada
primeiramente a deteccdo da expressdo de CDla na superficie celular por
citometria de fluxo. No entanto, a expressdo deste marcador somente foi
satisfatoria nos primeiros dois doadores, excluidos desta andlise, por terem
sido parte do estabelecimento do protocolo. Foi utilizado um segundo
marcador fenotipico de diferenciacdo de DCs mieldides, o CD1llc
(BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; HARRISON et al.,, 2012; SAID;
WEINDL, 2015; STEINMAN, 2003). Assim, identificamos popula¢des de DCs
expressando niveis acima de 90% de marcador CD1lc (Figura 5). Vale
ressaltar que a aquisicdo deste marcador demandou tempo e quando foi
possivel utiliza-lo, ja findava o prazo de execucao dos experimentos. Porém,

novos doadores serdo realizados para a elaboracao do artigo.

Logo apOs a caracterizacdo das DCs e infeccdo com as bactérias,
fomos avaliar se a infeccdo com as UPECs interferia nos marcadores de
diferenciacdo e maturacdo celular (Figura 8), as porcentagens de CD1lc
(Figura 8A) apresentaram diminuigdo em todos os doadores e perda celular
na células infectadas com a cepa V27 . J4 a molécula CDla permanece com
valores aproximados, apesar da expressao baixa, apés a infeccdo em todas
as condicles, resultados ja encontrados pelo grupo, com outro patdgeno
intracelular do género Leishmania (FALCAO et al., 2016). O comportamento
da média de intensidade de fluorescéncia comparou-se as porcentagens de

expressao (Figura 8A, B, e C)

Para avaliarmos a maturacédo das DCs humanas apos a infeccdo com

as duas cepas de E. coli, processo este fundamental para a apresentacdo de
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antigenos, medimos entdo expressao de CD83. As DCs em estagio imaturo
tém uma maior habilidade em executar a fagocitose, enquanto que as DCs
maduras tém a habilidade em processar e apresentar antigenos. Esta
maturacdo é induzida diretamente pelo reconhecimento e internalizacdo de
antigenos, que dispara dentre outros processos a expressao de moléculas
de superficie, que permite que as DCs ativem linfécitos T virgens
(HARRISON et al., 2012; STEINMAN, 2007). A porcentagem deste marcador
revela uma tendéncia de aumento em todos os doadores e no controle
positivo (Figura 7C), corroborando com estudos realizados com Lactobacillus
reuteri, Staphylococcus aureus e Streptococcus gordoni, nos quais 0s
autores observaram que, apds interacdo com DCs humanas, houve aumento
relativo da expresséo de CD83, caracterizando uma ativacao do processo de
maturacdo de DCs por estas bactérias (HAILESELASSIE et al., 2016; KO et
al., 2017).

Considerando a capacidade de reconhecer e internalizar antigenos,
uma via importante depende de receptores de lectina tipo C (CLR), j& bem
estabelecido na literatura. Tais receptores possuem dominios de
reconhecimento de hidratos de carbono que lhes permitem ligar-se a
estruturas presentes na superficie de muitos patégenos, reconhecendo e
permitindo adeséo e internalizacdo desses microrganismos. Considerando
especificamente a familia dos CLRs, o DC-SIGN (CD209) é expresso
especificamente por DCs (KOPPEL et al., 2005; ORTIZ et al., 2009).

Nossos experimentos relativos ao CD209 em células ndo estimuladas,
mostraram média de porcentagem de expressdo acima de 60%, valor
satisfatorio para DCs. Estes valores exibem uma tendéncia a diminuicédo
apos infeccdo com as duas cepas de bactérias analisadas, apesar de
somente a cepa J96 apresentar diferenca estatistica na porcentagem de
expressao (Figura 9C), enquanto no MFI as duas cepas apresentam valores
diminuidos de CD209 (Figura 10C). Esta diminuicdo pode sugerir a
fagocitose das bactérias via CD209, uma vez que estes receptores podem

ser internalizados junto com o microrganismo fagocitado. Resultados



47

semelhantes foram encontrados com Lactobacilus reuteri infectando DCs
diferenciadas a partir de mondcitos, Helicobacter pilori infectando mondcitos
e posteriormente levados a diferenciacgdo em DCs também apresentou
regulacéo negativa em DC-SIGN (FEHLINGS et al., 2012; HAILESELASSIE
et al., 2016).

Apés reconhecimento e internalizacdo, o0s antigenos serao
processados e apresentados as células T. Assim, as DCs precisam migrar da
periferia até o linfonodo, processo este dependente de CCR7 e CD62L como
demonstrado DCs no modelo murino (CHEONG et al., 2011; OHL et al.,
2004). Nossos niveis de expressdo de CD62L exibiram tendéncia a
diminuicdo apds a infecgcdo com as duas cepas (Figura 9A). Ja as médias de
expressao de CCR7 demonstram leve aumento quando estimulamos as DCs
com as bactérias (Figura 9B). Esses dados estdo em contraste com estudos
nos quais a expressado de CCR7 € aumentada em DCs humanas interagindo
com L. reuteri, S. aureus e H. pilori (FEHLINGS et al., 2012
HAILESELASSIE et al., 2016). Resultados semelhantes em estudos com
Salmonella reafirmam o papel de CCR7 na migracdo de DCs para o
linfonodo (CARDEN et al., 2017; FEHLINGS et al., 2012; HAILESELASSIE
et al., 2016).

Outra caracteristica das DCs maduras é a expressao de altos niveis
de MHC e de moléculas co-estimulatérias, aumentando sua habilidade em
apresentar antigenos e também de estimular as células T virgens, apés a
entrada no linfonodo drenante. Como mecanismo de escape, alguns
microrganismos inibem a apresentacdo via moléculas de MHC para escapar
do sistema imune adaptativo (FONTENEAU et al., 2003; SALLUSTO;
LANZAVECCHIA, 1994). E descrito que T. cruzi modula especificamente a
sua infeccdo através de um mecanismo desconhecido de pos-transcricao
gue inibe a expressdo dos componentes da via de MCH de classe | em
células HeLa (CAMARGO et al., 2014). Nossos resultados mostram uma
tendéncia a diminuicdo da porcentagem e MFI da expressdo de HLA-DR
(Figura 11A e 12A), que nos leva a levantar a hipotese que as UPECs
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subvertem a ativacado da resposta imune adaptativa. Um estudo com DCs
plasmocitodes reforgca o papel essencial de MHC-II na apresentacdo de
antigenos (DASGUPTA et al.,, 2014). E. coli modificada infectando DCs
derivadas de DCs bovinas, apresentou uma menor expresséo de HLA-DR
(HAJAM et al., 2015). O mesmo padrao se repete em L. infantum infectando
DCs humanas, onde os autores observaram uma diminuicdo de HLA-DR
(FALCAO et al., 2016).

O reconhecimento de antigenos via MHC enté@o € o primeiro sinal de
ativacdo de linfocitos, um segundo sinal é essencial para esta ativacao: as
moléculas co-estimulatérias. Dentre essas moléculas estdo varios membros
da superfamilia B7, tais como B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), que estimulam ou
inibem a ativacao de células T, respectivamente, apés a ligacdo com CD28
ou CTLA-4 nas células T. A interacdo CD40/CD40L aumenta a poténcia de
ativacdo do sistema imune das APCs (ABBAS ABUL K.; LICHTMAN;;
PILLAI, 2012; FONTENEAU et al., 2003; STEINMAN, 2003). Assim,
avaliamos entdo a expressao de CD80, CD86 e CD40 de DCs infectadas
com as UPECs. Obtivemos resultados com tendéncia de aumento de CD80
(11C e 12C) e diminuicdo da média de expressdo de CD86 (Figura 11B e
12B), ja para CD40 houve uma grande variacdo com apenas dois doadores
diminuindo células expressando CD40 ap6s a infeccdo com as UPECs
(Figura 11D e 12D). Resultado semelhante foi encontrado com CD80 em
DCs humanas colocadas em contato com Escherichia coli K12, Lactobacillus
rhamnosus e M. capsulatus, mostrando uma indugdo no aumento da
expresséo de CD80 e CD40 (INDRELID et al., 2017),. Tais dados diferem de
resultados encontrados com Leishmania amazonensis, onde os achados
foram inversamente proporcionais (FAVALI et al., 2007), Por outro lado,
estudos em DCs bovinas infectadas com E. coli modificada, as duas
populacdes expressando CD80 e CD83 estdo aumentadas (HAJAM et al.,
2015). Estes achados terdo que ser repetidos, uma possivel solucdo seria
utilizarmos doadores conhecidos em triplicatas, para descartarmos uma
possivel variacdo genética. A avaliacdo de expressdo de CD274 (PDL1/2),

uma molécula de inibicdo da ativacdo de células T teve suas expressdes
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bastante variadas, ora aumentado, ora diminuindo. Dados com H. pylori
interagindo com DCs humanas, porém mostram um aumento de células
expressando PDL1. (FEHLINGS et al., 2012). Achados semelhantes foram
também encontrados com DCs humanas e Neisseria gonorrhoeae, onde se
confirmou aumento de PDL1 e conseguinte inibicdo de células T (ZHU et al.,
2012).

Além de seu papel na resposta imune inata, as DCs ajudam na
depuracédo de células apoptoéticas na periferia. Apds a absorcao de células
em apoptose ou corpos apoptéticos, as DCs mantém um fendtipo imaturo e
induzem efeitos imunomoduladores. Estas DCs regulam negativamente a
expressao de moléculas co-estimulatérias como CD80 e CD86 e produzem
TGF-B, uma citocina necessaria para a diferenciacdo de células T virgens
para T reguladoras (SAID; WEINDL, 2015). Em contraste, a captagao de
células necréticas estimula a maturacdo e secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias. Para o reconhecimento e captura de uma célula em apoptose
€ necessario o reconhecimento de moléculas que sinalizem a necessidade
de eliminacdo e receptores de fagocitose. Uma das principais moléculas
sinalizadoras é a fosfatidilserina (PS) que é translocada para a face externa
da membrana plasmatica de células apoptéticas. PS pode ser reconhecida
por varios receptores (LI; HE, 2012), sua ligacdo com anexina V permite a
avaliacdo do processo de apoptose por citometria de fluxo. Quando
analisada em conjunto com a marcacao por PI, caracterizanando células
viaveis, em apoptose inicial e células néo viaveis devido a morte celular por

necrose.

Como ja citado anteriormente, alguns patégenos desenvolveram
estratégias que induzem apoptose em Dcs, interferindo na apresentacéo de
antigenos bem como na ativacdo de linfécitos T. Diante da observacéo de
alteracdes morfologicas tais como: morfologia totalmente alterada, perda
severa do numero de células do poco. A avaliacdo da morte celular foi de
suma importancia na tentativa de entendimento da dindmica da infeccao

pelas cepas V27 e J96. Assim, as células foram classificadas de acordo com
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a marcacdo em ceélulas em apoptose (AnexinaV+/Pl-), em necrose
(AnexinaV-/Pl+) e apoptose tardia/necrose (AnexinaV+/Pl+). Nossos dados
demonstram que aparentemente a cepa V27 induz a morte por apoptose ou
um processo de apoptose mais tardia das DCs (Figura 11A). Ja a cepa J96
parece mostrar uma tendéncia a morte por necrose ou apoptose tardia,
(Figura 11A). O processo de apoptose celular pelas UPECs € bem descrito
na patogénese da infeccdo e na interagdo com hospedeiros humanos em
células epiteliais (TOTSIKA et al., 2012b; ULETT et al.,, 2013). Dentre
diversos estudos do processo de morte celular, podemos citar a Salmonella
induzindo morte celular por apoptose em células epiteliais (KNODLER;
FINLAY; STEELE-MORTIMER, 2005), o mesmo efeito de inducdo de
apoptose e necrose regulada por caspase-2, em DCs de murinos foi relatado

com a bactéria Brucella abortus (LI; HE, 2012).
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8 Conclusao

As cepas de UPECs J96 e V27 sdo capazes de infectar in vitro células
dendriticas humanas derivadas de mondcitos no estado imaturo, regulando
negativamente a expressdo de DC-SIGN, moléculas co-estimulatoérias como
o CD86, além de regularem de forma diferente, porém comprometendo a
sobrevivéncia dessas células. Assim, temos aqui o primeiro relato cientifico
das alteracdes geradas pelas interacfes inicias de UPECs e DCs que
podem comprometer a resposta imune inata e consequentemente a resposta

adaptativa em humanos.
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