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RESUMO

Escherichia coli ¢ uma bactéria gram-negativa, que apresenta uma alta
diversidade genética e fenotipica. Muitas linhagens de E. coli sdo inofensivas, mas
algumas apresentam fatores de patogenicidade. Muitos produtos, estruturas e
propriedades bacterianas podem ser utilizadas para evadir as defesas do hospedeiro
através de sistemas de secregdo. O sistema de secreg@o de tipo VI (SST6) ¢ considerado
como um potencial fator de viruléncia que tem a capacidade de translocar
substratos efetores para o interior de varios tipos de células, tanto procaridticas quanto
eucarioticas. O SST6 tem sido descrito como uma importante maquinaria celular
envolvido principalmente na competi¢ao entre células procaridticas. No entanto, o papel
do SST6 na imunidade da célula hospedeira eucaridtica ¢ pouco compreendida.
Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o papel do SST6 bacteriano na
apresentacdo de antigenos e sobre a inducdo da ativagdo da resposta inflamatdria em
cé¢lulas de mamiferos infectados por E. coli. Nos avaliamos a modulacdo de alguns
mecanismos da imunidade inata durante a infec¢do causada pela bactéria E coli
SEPT362 e a linhagem mutante para o gene IcmF. Aqui demonstramos que SST6
beneficia a E. coli, promovendo sua sobrevivéncia no interior das células do hospedeiro
participando da adesdo, internalizacdo e viabilidade da bactéria no interior de
macrofagos. Nossos resultados mostraram que E. coli selvagem inibe a expressdo das
moléculas CD1 dos grupos I e II e consequentemente, a apresentagdo de antigenos
lipidicos. Diferentemente, a linhagem mutante para IcmF desencadeou uma regulagdo
positiva dessas moléculas, mostrando a participagdo do SST6 nesse processo. Além
disso, SST6 esta associada a inibi¢do da expressdo de moléculas de MHC 1I, indicando
provavel bloqueio na apresentacdo de antigenos peptidicos e uma possivel forma de
escape imunologico pelo patégeno. Ademais, os nossos resultados mostraram que,
SST6 participa na modulagdo negativa da expressdo de moléculas co-estimulatérias
CD40 e CD80 em macrofagos. Também verificamos que, E. coli SEPT362 induz a
expressao aumentada do receptor nuclear PPARYy dependente de SST6 em macrofagos e
nao induz a translocacao do fator de transcricdo NF-kB durante a infecgdo. A infecgao
por E. coli também induziu o aumento da biogénese de corpusculos lipidicos de forma
dependente de SST6. Nos identificamos que SST6 participa na reducdo da viabilidade
das células de macrofagos, recrutamento de macréfagos para a cavidade peritoneal e
favorece o estabelecimento do patdogeno no figado. Finalmente, observamos que SST6
participa na inducdo da secrecdo de 6xido nitrico e a da citocina IL-6 em macréfagos,
no entanto, a regulagdo positiva da secre¢do de IL-10 ¢ independente do SST6. Todos
estes resultados mostram um novo papel para o papel do SST6 na imunidade inata dos
hospedeiros e no progresso da patogénese.

Palavras-chave: Escherichia coli, SST6, apresentacao de antigenos, CD1, MHC
IT, PPARY, resposta inflamatoria.
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ABSTRACT

Escherichia coli is Gram-negative bacteria that exhibit a high genetic and phenotypic
diversity. Many products, structures and bacterial properties can be used to overcome
host defenses, mainly through a mechanism mediated by secretion systems. The type VI
secretion system (T6SS) is considered a potential virulence factor capable of
translocating substrate effectors into largest cell types, both prokaryotic and eukaryotic
cells. T6SS has been described as important cell machinery involved mainly in
competition among prokaryotic cells. However, the role of T6SS in eukaryotic host cell
immunity is poorly understood. Therefore, the aim of this study was investigate the role
of bacterial T6SS on the antigen presentation and modulation of inflammatory response
in mammalian cells infected by E. coli. We evaluated the modulation of different
mechanisms involved in innate immune during the infection caused by E. coli wild type
strain (SEPT362) and the knockout strains IcmF-deficient (delta IcmF). Here we
demonstrate that, T6SS is beneficial to survival advantage of E. coli into host cells,
since it participates in adherence, internalization and viability of E. coli bacteria within
macrophages. Our results showed that E. coli wild type inhibits the expression of CDI1
group I and group II molecules, and consequently the lipids antigens presentation. In
contrast, the knockout strain delta IcmF triggered an upregulation of these molecules,
showing the participation of T6SS in this process. Moreover, T6SS is associated with
inhibition of expression of MHC II molecules, indicating participation in peptide
antigen presentation and a possible form of immune escape by the pathogen.
Furthermore, our results showed that T6SS participates in the modulation of expression
of co-stimulatory molecules CD40 and CD80 on macrophages. In addition, we also
found that E. coli SEPT362 induces an increased expression of the nuclear receptor
PPARYy in macrophage dependent of T6SS and did not induce the translocation of the
transcription factor NF-kB during the infection. The infection by E. coli SEPT362 also
induced a T6SS dependent increase of lipid droplets biogenesis. Moreover, we
identified that T6SS participates in the reduction of macrophage cell viability,
macrophages recruitment to mice peritoneal cavity and establishment of the pathogen in
the liver. Finally we observed that T6SS participates in the induction of secretion of
nitric oxide and IL-6 cytokine in macrophage, however the upregulation of IL-10
secretion is T6SS independent. Taken together, our results present a new T6SS role in
innate immune host response and progress of E. coli pathogenesis.

Key words: Escherichia coli, T6SS, antigen presentation, CD1, MHC II, PPARY,
inflammatory response.
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1- INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli ¢ uma espécie de bactéria caracterizada por ser um bacilo gram-
negativo, anaerdbio facultativo pertencente a familia Enterobacteriace (Kaper et al.,
2004). Essa bactéria ¢ comumente encontrada na microbiota intestinal de varios animais
e também nos seres humanos. Entretanto, algumas cepas de E. coli patogénicas podem
causar desde desordens gastrointestinais até mesmo sepse (Wachi et al., 2005).

Nesse contexto, as cepas de E. coli podem ser classificadas em trés grupos
baseados em critérios genéticos e clinicos: 1. Comensal. 2. Patogénica intestinal 3.
Patogénica extraintestinal (Russo & Johnson 2000). As patogénicas intestinais podem,
ainda, se dividir em: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC). As patogénicas
extraintestinais em FE. coli uropatogénica (UPEC), E. coli associada a meningite
(MNEC) e aviaria patogénica E. coli (APEC) (Kaper, et al., 2004).

O grupo APEC, consiste em bactérias causadoras de doencas extra-intestinais e
septicemia em aves, gerando grandes e perdas econdmicas quando infectam aves (Dho-
Moulin & Fairbrother 1999; Dias da Silveira et al. 2002). Além disso, estas bactérias
possuem significante importancia zoonoética, pois sdo capazes de infectar mamiferos e
causar meningite (Tivendale et al. 2010). De fato, ja foi demonstrado que cepas de E.
coli APEC sdo potenciais patdogenos humanos (Moulin-Schouleur et al. 2006; Sadeyen
et al. 2014, 201). Também, ja foi demonstrado que estas bactérias podem induzir a
morte celular por apoptose em macréfagos (Bastiani et al., 2005). Isso ocorre pelo fato
destas bactérias apresentarem alguns fatores de viruléncia, desencadeando entdo uma
resposta imunoldgica no hospedeiro. Dentre os varios fatores de viruléncia podemos

destacar o sistema de secrec¢ao do tipo VI (SST6).

15



Figura 01. Microscopia eletronica de varredura da bactéria E. coli SEPT362.
Imagem feita no microscopio da marca JEOL modelo JSM- 7001F, 17.000x, lum,
10.0kV

1.2 Sistema de Secrecao do tipo VI (SST6)

A secre¢dao de toxinas ¢ um fator importante em processos de patogénese. Essas
toxinas podem exercer diversas funcdes bioldgicas, de modo a favorecer e promover a
infectividade da bactéria (Bleves et al. 2010). Nesse contexto, bactérias gram-negativas
possuem sistemas de secre¢do que sao responsaveis por transportar substratos, incluindo
essas toxinas, para o meio extracelular. Nessas bactérias gram-negativas os sistemas de
secre¢do podem variar do sistema de secrecdo tipo I (SST1) ao sistema de secre¢do do
tipo VII (SST7) sendo o SST6, um dos mais recente descrito na literatura (Pukatzki et
al. 2000).

O SST6 tem a estrutura similar a um bacteridfago, apresentando a capacidade de
translocar substratos efetores diretamente no citoplasma de células adjacentes devido a
presenga de um nanotibulo em formato de agulha (Zoued et al. 2014). O SST6 ¢
constituido por cerca de treze proteinas conservadas, um conjunto de proteinas nao
conservadas que apresentam funcdes acessorias e regulatorias, as quais sdo codificadas
por cerca de quinze a vinte genes (Filloux, et al., 2008).

Considerado como um potencial fator de viruléncia, o SST6 ja foi descrito como
importante fator na interacdo procarioto-procarioto e procarioto-eucarioto (Jani &
Cotter 2010; Schwarz, et al., 2010). J& foi descrito que o SST6 apresenta um papel

crucial na viruléncia em vérias infec¢des, como em Burkholderia mallei (Burtnick et al.
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2010), Francisella tularensis (Barker et al. 2009), Pseudomonas aeruginosa (Bleves et
al. 2010; Jiang et al. 2014) Burkholderia cenocepacia (Aubert, et al., 2015; Rosales-
Reyes et al. 2012) e, também Escherichia coli (de Pace et al. 2010; J. Ma et al. 2014).

A secre¢ao via o SST6 ¢ um mecanismo importante no processo de patogénese.
Contudo, sabe-se que muitas bactérias que apresentam SST6 ndo sdo conhecidas por
serem patogénicas, sugerindo entdo que a secre¢do por esse sistema pode funcionar em
interacdes ndo patogénicas entre bactérias e hospedeiro. Diante disso, existe uma
atribuicdo dual para esse sistema, participando de processos de patogénese € em
relagdes comensais (Jani & Cotter, 2010).

Quanto a interagcdo entre procariotos, o SST6 esta descrito como participante da
formag¢do de biofilme em Pseudomonas aeruginosa, na formagdo de corpos de
frutificagdo em Myxococcus xanthus e tem sua agao regulada pelo quorum sensing entre
outras bactérias gram-negativas (Gode-Potratz & McCarter 2011, Hood et al. 2010;
Konovalova,et al,. 2010), mostrando entdo a relevancia desse sistema de secrecdo em

relacdes intraespecificas e interespecificas.

1.3 Constituicio do Sistema de Secrecio tipo VI

Algumas proteinas que compdem o SST6 ja foram caracterizadas e sdo conservadas
em varias espécies. As proteinas constituintes do SST6 que mais se destacam sdo:
VegrG, (proteinas G de repetigdes em valina e glicina) Hep (Proteinas Co-reguladoras
de Hemolisinas), ClpV (Protease dependente de ATP-V) e IcmF (fator de multiplicacao
intracelular) (Silverman et al. 2012).

A proteina VgrG esta localizada na extremidade do nanotiibulo, e forma trimeros
que juntamente com a proteina Hcp constituem uma estrutura que se assemelha a um
complexo do bacteriofago T4 (Kanamaru et al. 2002; Leiman et al. 2009). Essas
proteinas ndo sdo apenas componentes essenciais do sistema, pois além de formarem o
nanotubulo, que ¢ requerido para o aparato funcional do SST6, elas sdo secretadas
juntas para o interior da célula adjacente. Com isso, ha a indica¢ao de uma dupla fungao
tanto como componente estrutural quanto como substrato do SST6 (Silverman et al.
2012).

A proteina ClpV hidrolisa o ATP e era reconhecida como a ATPase que geraria a
energia suficiente para a translocacdo de proteinas. Entretanto, foi descoberto que a

proteina ClpV ndo ¢ necessaria para o “killing” bacteriano dependente de SST6,
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servindo somente para aumentar a eficiéncia do SST6 (Basler et al. 2012; Zheng, et al.,
2011). Além disso, o real papel da ClpV estaria relacionado as proteinas VipA e VipB
(proteina de interacdo de ClpV), que auxiliam na formag¢ao tubular do SST6. Com isso,
a real fungdo da ClpV seria o reconhecimento, desagregacao e reciclagem de VipA e
VipB por um processo dependente de hidrolise de ATP (Pietrosiuk et al. 2011). Desta
forma, a ClpV participa como ATPase no remodelamento das subunidades do SST6
deixando-as entdo disponiveis no citosol (Kapitein et al. 2013). Nesse contexto, toda a
energia requerida para a secrecdo e translocacao de proteinas estaria entdo contida
intrinsicamente nas proteinas da montagem da estrutura do SST6.

Ja a IemF ¢ uma proteina estrutural que fornece energia ao SST6 e esta
associada a membrana interna da bactéria. Uma das particularidades desta proteina ¢
que tem atividade de ATPase, acdo que ¢ crucial para o recrutamento da proteina Hep
(L.-S. Ma, et al., 2012). A proteina IcmF contém varios dominios transmembrana e
participa do processo de translocacdo de proteinas para o interior das células alvo. Tal
proteina estd relacionada a varios processos celulares incluindo motilidade bacteriana,
formacdo do biofilme, e aumento da frequéncia de conjugacao (Das et al. 2002; de Pace
et al. 2011). Quanto aos processos de patogénese, a IcmF esta relacionada a aderéncia a
células epiteliais, ao aumento da replicagdo do patdgeno em macrofagos, a fagocitose, a
inibi¢do da fusdo fago-lisossomo e a indugdo da apoptose (Purcell & Shuman 1998;
Zink et al. 2002). Esses trabalhos demonstram a importancia dessa proteina em
processos de patogénese e sua influéncia em alguns mecanismos da resposta

imunolégica da célula eucaridtica hospedeira.
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Figura 02. Modelo de montagem do SST6. (A) Reciclagem de algumas moléculas
estruturais como IcmF, TssJ, TssL, Tssk, TssE; (B) VgrG e algumas proteinas efetoras
sdo recrutadas provavelmente contribuindo para uma estabilidade maior do sistema; (C)
A proteina Hep € polimerizada no centro do sistema abaixo do um trimero VgrG e em
seguida, a Vipa / VipB ¢ polimerizada e formam uma bainha em torno do tubo Hcp
crescente; (D) Analogamente ao fago, ocorre uma alteracdo de conformacgao na estrutura
de bainha que resulta numa contrac¢do onde lanca o tubo formado pela proteina Hcp para
fora da célula atravessando a membrana alvo da célula alvo; (E) A proteina ClpV usa
ATP para remodelar a bainha formada por Vipa / VipB, deixando essas subunidades
disponiveis no citosol; (F) O complexo permanece pronto para ser reciclado ou
desmontado, dependendo do seu estado de ativagdo para o SST6.

Fonte: de: Ho et al., A View to a Kill: The Bacterial Type VI Secretion System,
Cell Host & Microbe (2014), http://dx.doi.org/ 10.1016/j.chom.2013.11.008 Figura

com adaptacoes.

1.4  Resposta imunoldgica nas infeccoes bacterianas
O processo de patogénese tem a caracteristica de ser multifatorial, dependendo

da interagdo entre o sistema imunologico do hospedeiro e o patdgeno, e pode resultar ou
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nao em doengas infeciosas, sendo dependente da eficiéncia da resposta imunologica do
hospedeiro para o a contengdo da infec¢do e da capacidade de viruléncia do patéogeno.

A primeira linha de defesa do hospedeiro ¢ tida como a barreira epitelial, além
dela existem outros mecanismos para a contengdo do patégeno como a producdo de
agentes antimicrobianos, pH acido, presen¢a de microbiota comensal, e outros
mecanismos que podem também desencadear algum tipo de resposta imunolégica.

A resposta imunoldgica ¢ dividida em duas: resposta imune inata e resposta
imune adaptativa. Na resposta inicial, a resposta imune inata, ocorre o reconhecimento
de diversos microorganismos por meio de seus receptores de reconhecimento padrao
(PRR) que identificam os padrdes moleculares associados aos patdégenos (PAMPs), os
quais sdo conservados em muitos agentes patogénicos e podem ser secretados ou
estarem presentes na membrana (Seider et al. 2010). Nesse sentido, no curso da
evolugdo algumas bactérias evoluiram e desenvolveram formas de escape, como por
exemplo, a capsula que podem ocultar alguns desses PAMPs bacterianos (Seitz et al.
2014 ; Sharma et al. 2012).

O reconhecimento de PAMPs pelos PRRs desencadeiam uma reposta celular e
com consequente secrecdo de citocinas, quimiocinas, ativacdo celular, ativacao de
proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK), e translocacdo de fatores de
transcri¢do para o nicleo, como o NF-kB (McGuire & Arthur 2015). Todavia, o sistema
imune inato apresenta algumas limitagdes para o reconhecimento de uma pluralidade de
antigenos e geracao de memoria imunoldgica. Essas limitagdes sdo supridas pela
resposta imune adaptativa. As células da imunidade adaptativa sdo linfocitos B que
produzem anticorpos especificos, células T CD8+ que tem atividade citotoxica, e
células T CD4+ que também produzem citocinas efetoras.

Mesmo com essa pluralidade de mecanismos da resposta imunoldgica, alguns
microorganismos podem subverter acdo do sistema imunoldgico como, por exemplo, a
E. coli EXPEC que consegue sobreviver no interior de neutrdfilos sem sofrer o processo
de fagocitose (Nazareth, et al., 2007). Além disso, produtos de E. coli patogénicas
podem inibir seletivamente a secrecdo de algumas citocinas pro-inflamatorias, incluindo
IL-1b, IL-6, IL-8, IL-12, e inibir seletivamente a ativac¢do de linfocitos (Klapproth et al.
1995).

Em infeccdo por Shigella foi demonstrado que essa bactéria gram-negativa

consegue invadir linfocitos TCD4+ ativados, e que para isso ¢ requerido o sistema de
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secrecao tipo III (T3SS). Além disso, essa invasdo resulta na inibicdo da secrecdo da
quimocina CXCLI12 que induz migracdo de células T (Konradt et al. 2011). Coxiella
burnetii também consegue se estabelecer bem, crescendo e se replicando dentro da
célula do hospedeiro via sistema de secrecao tipo IV (T4SS) (Beare et al. 2011 ; Carey
etal. 2011)

Os sistemas de secrecdo tém sido demonstrados como importantes fatores de
viruléncia do patogeno relacionados a resposta imunoldgica. Nesse contexto,
componentes estruturais de sistemas de secrecdo podem ser potencias indutores de
patogénese como, por exemplo, o componente estrutural do T3SS, IpaB, que ¢ capaz de
induzir a formagdo de poros i6nicos, destruir o fagossomo e induzir as células imunes a
necrose ou apoptose em infec¢ao por Shigella (Yang et al. 2015).

Assim, alguns patogenos utilizam de seus sistemas de secrecdo para entregar
substratos efetores no citoplasma da célula hospedeira para alterar processos celulares
em seu beneficio. Podemos citar como exemplo o substrato Cbul314 de T4SS que pode
modular a transcri¢do de vérios genes do hospedeiro relacionados a sinalizagdo celular,
apoptose e resposta imune, em infeccao por Coxiella burnetii (Weber et al. 2016). Além
desse, o efetor NleA, dependente de T3SS ¢ usado por E. coli para inibir a formacao do
complexo proteico mais importante da inflamagdo, o inflamassoma, em macrofagos
(Yen et al,. 2015). E em Vibrio cholerae o efetor VopE dependente de T3SS modula a
dindmica mitocondrial e a sinalizacdo imune inata (Suzuki et al. 2014). Sendo em
Brucella spp. VirB dependente de T4SS regula a resposta inflamatéria e consegue
manipular o trafego de vesiculas dentro das células do hospedeito (Ke et al. 2015). Com
isso, nota-se a participagdo de alguns sistemas de secre¢do e seus substratos na
modulagdo de varios processos celulares do hospedeiro para evasao do patogeno.

Patdégenos podem ser selecionados ao longo da evolugdo por apresentar
mecanismos de evasdo altamente especializados em modular a resposta imunologica do
hospedeiro, evitando sua deteccdo e eliminacdo. Dentre os diversos mecanismos de
deteccao de patogenos pelo sistema imunologico destaca-se a apresentagdo de antigenos
proteicos e lipidicos do patégeno pelo hospedeiro, a qual ¢ essencial para a indugdo e

ativacdo da resposta imunologica adaptativa e controle da infeccao.

1.5 Apresentacio de antigenos proteicos
Dentro da analise da resposta imunologica um dos pontos importantes ¢ a

apresentacao antigénica. Macrofagos e células dendriticas sdo células com alta
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capacidade fagocitica, um evento essencial ndo sé para permitir a internalizagdo do
patdégeno, como possibilitar a degradacdo do patdogeno e a apresentacdo de seus
antigenos ao receptor de células T (TCR), o qual reconhece antigenos especificos. Nesse
processo juntamente com citocinas, moléculas co-estimulatorias, quimiocinas e sinais
metabolicos ha a geracdo de células T com diferentes fenotipos e agdes (Daniels &

Teixeiro 2015).

O produto gerado pelo processo de fagocitose pode resultar em varios peptideos que
serdo apresentados por moléculas especificas e que levardo ao desencadeamento da
reposta imune adaptativa. Nesse contexto, se tem estudado a apresentacao de antigenos
proteicos via molécula MHC de classe I e de MHC de classe II. Sendo entdo a

apresentacdo de MHC classe I por via endogena e a de MHC de classe II via exogena.

O perfil de peptideos apresentados vai variar de acordo com a fenda da molécula de
MHC (Neefjes et al. 2011). A via classica de apresentacao de antigenos proteicos ¢ a
que o MHC I apresenta antigenos enddgenos e leva a ativagao de linfocitos TCD8+,
enquanto que MHC II apresenta antigenos exogenos para linfocitos TCD4+ (Cresswell
1994; Heemels & Ploegh 1995). Contudo, MHC I pode apresentar antigenos exdgenos

por um processo chamado apresentagao cruzada (Joffre et al. 2012).

Classicamente os peptideos que se ligam ao MHC I sdo gerados no citosol, onde sao
ubiquitinados e sofrem a acdo do proteassoma. Esses peptideos sao importados para o
limem do Reticulo endoplasmatico pelo transportador associado com o processamento
de antigenos (TAP). Ocorre entdo o dobramento da molécula MHC I e o acoplamento
do peptideo a molécula de MHC I com o auxilio de algumas chaperonas, como a
calnexina que confere estabilidade a molécula de MHC (Wearsch & Cresswell 2008).
Além disso, a acdo em conjunto de calreticulina, Erp57 e tapasina possibilita a inser¢ao
do peptideo de forma correta na molécula de MHC e peptidades associadas ao reticulo
endoplasmatico (ERAP) ajustam o tamanho ideal do peptideo (Basu & Srivastava 1999;
Belicha-Villanueva et al. 2008; Lorente et al. 2013). Finalmente, a molécula de MHC 1,
contendo o antigeno peptidico, vai ser exportada para superficie celular através do
Aparato de Golgi para apresentacdo aos linfocitos TCD8+. Esse tipo de apresentacdo
de antigenos pela via enddégena ¢ muito importante para a resposta imunologica em

infeccdes virais (Dolan et al. 2012; Murat & Tellam 2015).
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A saida da molécula MHC de classe I do reticulo endoplasmatico ¢ feita apos a
ligagdo com o peptideo e assim ¢ exportada para a superficie celular, diferentemente, a
molécula MHC II se associa a uma cadeia invariante li que possui sequéncias proteicas
de enderegcamento para o compartimento endossomal e para o compartimento de MHC
IT (MIIC). Assim a molécula de MHC II possui um trafego de enderecamento
intracelular que ¢ mediado pela acdo de proteinas adaptadoras (AP) (Hofmann et al.
1999). Ao chegar ao compartimento MIIC, o complexo MHCII/li sofre a ag¢do de
catepsina S, com isso ocorre a degradacao da cadeia invariante li e permanece apenas

um peptideo associado de cadeia invariante (CLIP) (Riese et al. 1996).

O peptideo CLIP bloqueia a regido da fenda do MHC II para ndo ocorrer ligacao de
nenhum peptideo prematuramente. Com isso, no compartimento MIIC a molécula
HLA-DM interage com o complexo MHC II/CLIP, induzindo alteragdes
conformacionais, as quais diminuirdo a afinidade de CLIP com MHCII, nesse processo,
vai haver a dissociagdo e a possibilidade de ligagcdo de antigenos peptidicos na fenda do
MHC II (Busch et al. 2000). Ocorre entdo a fusdo do fagolissoma com o MIIC, assim,
peptideos de patdégenos serdo acoplados a molécula de MHCII a qual sera direcionada a
membrana plasmatica para apresentacao a linfocitos TCD4 (Mosyak, et al 1998; Inaba
et al. 2000). Esse tipo de apresentacdo de antigenos pela via exdgena ¢ muito importante

para a resposta imunoldgica em infecgdes por patdgenos extracelulares.

Quanto a regulacao, as moléculas de MHC sdo reguladas pelo fator de transcrigao
NF-«kB. Tal fator de transcricdo por ser ativado pelo reconhecimento do patdégeno nos
receptores Toll (TLR) e pela proteina adaptadora Myd88 (Forloni et al. 2010; Kissner et
al. 2011). A expressdo do gene de MHC pode ser modulada por estimulos inflamatdrios
e imunologicos, com isso, citocinas como IFN-y estimulam a transcricao de genes de
MHC II (Lee et al. 2006). Em contrapartida, IL-10 modula negativamente a expressao
de MHC I (Terrazzano et al. 2000). E ainda um grande imuno ativador, o LPS, bem
como DNA de bactérias, podem aumentar a expressdo de genes de MHC IIL
(Barrachina,, et al. 1999). Tais modulagdes exercem um efeito direto na ativacao de

linfocitos T.

Entretanto, para a ativacdo de linfécito T naive além da ligagdo do MHC ao TCR ¢
necessario a participagdo de moléculas co-estimulatorias e a presenca de citocinas pro-

inflamatérias  (Curtsinger & Mescher 2010). A expressao de moléculas co-
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estimulatérias em células APCs ¢ fundamental no desenvolvimento da resposta

imunoldgica.

Varias sdo as moléculas co-estimulatorias, dentre elas CD80, CD83, CD40, CD86
presentas na superficie de células APCs e CD28, CTLA-4, CD40L e OX40 presentes
na superficie de linfocitos T. O nivel de expressao dessas moléculas pode desempenhar
um papel importante no decorrer da doenga ou na sua remissdo. Além disso, a expressao
das moléculas co-estimulatérias pode direcionar dois eventos distintos: 1. A
proliferagdao de linfocitos T e a diferenciagdo de células efetoras; 2. apoptose (Jenkins
1994). Ja foi descrito que a ligagdo das moléculas co-estimulatorias CD80/CD86 a
CD28 ¢ essencial para a prevencao da apoptose em células T, além disso a ligagdo de
CD40/CDA40L resulta em uma eficiente producdo de citocina IL-12, que regulam
positivamente as outras moléculas co-estimulatorias (Cella et al. 1996; Orabona et al.

2004; Boise et al. 2010).

Vista a importdncia imunoldgica da apresentacdo de antigeno proteico e das
moléculas co-estimulatorias para o hospedeiro, alguns patdogenos podem fazer a
modulagdo dessas moléculas ajudando na sua permanéncia dentro da célula. Por
exemplo, em infec¢des por Clamydia trochomatis, sabe-se que ela pode inibir moléculas
MHC I a nivel transcricional (Hornef et al. 2002; Stenger, et al 1998). A Mycobacteria
tuberculosis consegue exercer essa mesma inibi¢do, podendo também diminuir a
expressao de CD80, CD86 e¢ CD40 em APCs, indicando uma forma de escape
imunologico (Schreiber et al. 2010; Bonato et al. 2001). Em infecgdes por Salmonella
enterica também foi visto que essa bactéria consegue interferir na via de processamento
da apresentacdo de antigenos (Cheminay, et al. 2005). A enterotoxina termolabil de E.
coli participa na redug¢dao da expressao de MHC II e as moléculas co-estimulatorias
CD80 e CD86. (Ji et al. 2015) Além de infecgdes, alguns processos celulares como
autofagia, trogocitose e transferéncia intracelular de exossomos contribuem para a
apresentacdo de antigenos (Duraes et al. 2015; Wakim & Bevan 2011; Théry et al.
2001).

Nas ultimas décadas estudou-se majoritariamente a apresentagdo de antigenos
somente com caracteristicas proteicas através das moléculas MHC 1 e MHC 11, os quais
apresentam peptideos na membrana de células APC. Porém, uma nova familia de

moléculas descobertas na década de 90 mostrou que € possivel apresentar antigenos de
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cunho lipidico, denominadas proteinas CD1 (Beckman et al. 1994). Isso mudou de
forma significativa o entendimento de apresentagdo de antigeno tanto no campo da

imunidade inata quanto adaptativa.
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Figura 03. Esquema da via basica de apresentacdo de antigenos de MHC de classe
I e de MHC de classe II. (A) Apresentacdo antigenos peptidicos intracelulares por
MHC de classe I. Os antigenos sao degradados no proteassoma. Apods isso, os peptideos
sdo translocados via transportador associado com o processamento de antigenos (TAP)
para o limem do reticulo endoplasmatico (RE). No RE os peptideos se ligam ao MHC 1,
formando um complexo que serd encaminhado para o Golgi. Com isso, via Golgi sera
transportado para a membrana plasmatica para apresentar antigenos a linfocitos TCDS.
(B) Apresentagdo antigenos peptidicos extracelulares por MHC de classe II As cadeias
a- ¢ - sdo montadas no RE e formam um complexo com a cadeia invariante (li). O
heterodimero de MHC 1I-1i ¢ transportado via Golgi para o compartimento de MHC de
classe II (MIIC). O fragmento de peptideo associado de classe II (CLIP) permanece
impedindo a ligacdo prematura de peptideos antigénicos ao MHC II. Proteinas
endocitadas e 1i sdo degradadas por proteases residentes no MIIC. O fragmento de
peptideo associado de classe II (CLIP) ¢ retirado da fenda de MHC pelo peptideo
antigénico com a ajuda da chaperona HLA-DM. As moléculas de MHC II sao

transportadas para a membrana plasmatica para apresentar peptideos aos linfocitos
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TCDA4. Fonte: Neefjes et al. Towards a systems understanding of MHC class I and

MHC class I antigen presentation. (2011)
http://www.nature.com/nri/journal/vl1/n12/full/nri3084.html. Figura com
adaptacoes.

1.6 Apresentacao de antigenos lipidicos

A descoberta de apresentadores de antigenos lipidicos, pela molécula CDI1
modificou o ponto de vista sobre o papel dos lipideos no controle da resposta imune
(Porcelli, Morita, and Brenner 1992; Beckman et al. 1994). A estrutura da molécula
CD1 se assemelha ao MHC I, possuindo também a microglubulina B2 ancorada na
membrana (Zeng et al. 1997)

Assim como ocorre nas moléculas de MHC I e II, os genes que codificam CD1
estdo presentes no genoma de varias células de mamiferos (Nei & Rooney 2005).
Existem cinco genes que codificam as isoformas da molécula CD1 em células
apresentadoras de antigenos, as quais sdo classificadas em familias sendo o grupo I:
CDla, CD1b e CDlc; grupo II: CD1d e o CDle ¢ tido como um intermedidrio. Os
grupos | e II sdo expostos na superficie celular e formam complexos com antigenos
lipidicos. Nos seres humanos encontram-se todas as isoformas de CD1, enquanto que
em murinos encontram-se apenas a isoforma CD1d (Van Rhijn & Moody 2015a).

As isoformas CDla, CDIb, CDlc e CDId sdao moléculas apresentadoras de
antigenos ancoradas na membrana que se diferenciam quanto a sua estrutura da fenda de
ancoragem de lipideo, padroes do trafico intracelular e os padrdes de expressio em
diferentes tecidos (Van Rhijn & Moody 2015a). Em contrapartida, a molécula CDle ¢
uma proteina soliivel encontrada no limen e em compartimentos extracelulares, sendo
que uma de suas funcdes consistem em auxiliar na transferéncia de lipideos de
membrana para outras proteinas CD1 (Facciotti et al. 2011; de la Salle et al. 2005).

Assim como para proteinas, os glicolipideos sdo parcialmente degradados no
endossomo tardio, sendo reduzidos a pequenas moléculas que serdo compativeis com a
fenda hidrofobica na estrutura da molécula CD1. Entretanto, cada proteina CDI
apresenta vias secretoras e caminhos endossomais distintos, que sdao baseados em
sequéncias padroes de proteinas na cauda citoplasmatica das proteinas CD1 (Van Rhijn
& Moody ,2015). Essa sequéncia de proteinas padrdes contém tirosina (Y), seguida por

algum aminodcido (X) e um residuo hidrofébico (Z), portanto, essa sequencia proteica
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YXXZ ¢ responsavel por se ligar a proteinas adaptadoras que irdo encaminhar os
compartimentos endossomais e lissossomais na maturagdo (Jayawardena-Wolf et al.
2001; Sugita et al. 1996). Nesse contexto, cada sequencia padrao YXXZ se liga a dois
(CD1b, CD1d), um (CDlc) ou zero(CD1a) tipos de complexos de proteinas adaptadoras
(AP). CD1b se liga tanto a AP2 quanto AP3, sendo assim mais eficiente a sua chegada
a endossomas tardios (Moody & Porcelli 2001) CD1c e CD1d pode se ligar a AP2 e ndo
em AP3, mostrando menos penetragdo em ensossomos tardios (Sugita et al. 1996)
(Sugita et al. 1999). Entretanto, alguns estudos mostram que o trafego de CD1d para
endossomos tardios ¢ debilitado na auséncia de AP3, indicando que CDId pode
interagir com AP3 (Elewaut et al. 2003). Nesse aspecto a montagem da molécula CDla
ocorre independente de proteinas adaptadoras, sendo entdo, a molécula internalizada via
endocitose mediada por clatrina, reciclada em endossomas iniciais, € posteriormente, de
forma dependente do fator ADP de ribosilacdo-6 (ARF6), ¢ encaminhada para
superficie celular (Sugita, et al. 2000).

Como citado, a montagem de CD1b, CDlc e CD1d ocorre em endossomos tardios,
as quais apresentam um pH acido, que induz um desdobramento parcial das moléculas e
possibilita a ligacao ao antigeno lipidico. Sendo assim, verifica-se que a molécula de
CDla consegue se ligar aos antigenos sem o requisito de um pH &cido, indicando que
ndo necessita de um desdobramento completo para se ligar aos lipideos. Isso ocorre por
essa molécula apresentar uma maior abertura na fenda de ligacdo ao antigeno quando
comparado as outras isoformas (Manolova et al. 2006; Sugita, et al.2000; Ernst et al.
1998). Portanto, grandes sdo as diferencas na montagem, funcdo e apresentacdo de
antigenos lipidicos entre as isoformas de CD]1.

De modo particular, a montagem da molécula CDId apresenta também algumas
particularidades. Essa molécula consiste em um polipeptideo transmembrana
complexado com a microglobulina 2 (Sugita et al. 1997). Apoés a sintese e translocagao
para o reticulo endoplasmatico, a molécula CD1d ¢ estabilizada por interacdes com
lecitina, calreticulina e calnexina (Neefjes et al. 2011). A ligacdo dessas chaperonas
fazem com que haja recrutamento de ERp57 que facilita o dobramento final da
molécula CD1d, com isso, pode haver a ligacao a uma proteina que facilita a aquisi¢ao
de lipideos, a proteina de transferéncia de lipideos (MTP) (Kang and Cresswell 2002
;Brozovic et al. 2004 ; Kang & Cresswell 2002). Apos isso, moléculas CDId se
associam ao fosfatidilinositol no reticulo endoplasmatico e rapidamente sao

translocadas do Golgi para superficie celular pela via secretéria (De Silva et al. 2002).
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Essas moléculas na superficie celular podem ser internalizadas por endocitose mediada
por clatrina e reciclada varias vezes pela via endocitica. Algumas moléculas acessorias
facilitam a troca de lipideos na via endocitica, sendo entdo importante para a aquisi¢ao
de antigenos lipidicos. Apds isso, uma pequena fracdo de moléculas CD1d pode se
associar com complexos da cadeia invariante de MHC Il e com isso, serem desviados
para o endosso tardio ou compartimentos de MHCII (MIIC) (Sullivan, et al. 2005).

As moléculas CDI1 sdo reconhecidas pelo receptor aff do TCR, sendo assim, as
moléculas CD1 do grupo 1 apresentam antigenos para os linfocitos TCD8+
desencadeando um fendtipo primariamente inflamatorio com a expressdao de IFN-y e
atividade citotoxica. A molécula CD1c € capaz de apresentar antigenos os linfécitos T
v6 (Spada et al. 2000). Em contrapartida as moléculas CD1 do grupo II apresentam
antigenos para linfocitos T e células NKT (Brigl & Brenner 2004).

Proteinas CD1 apresentam aos linfécitos uma variedade de lipideos derivados de
patogenos in vitro. Existe uma variedade de lipideos que s3o apresentadas pelas
moléculas CD1 como: I) dihidroxemicobactina (DDM), um lipopeptideo mycobateriano
ligante de CD1a, II) lipoarabinomanana (LAM), acido micolico, fosfatidil-myo-inositol
manosidase (PIMs), ligantes de CD1b; III) manofosfoisoprenoides ligante de CDlc; e
IV) a-galactosilceramida e fosfatidilinositol manosidade (PIM) de mycobacteria,
ligantes de CD1d (Young et al. 2009 ;Van Rhijn & Moody 2015), mostrando entdo a
pluralidade de ligantes lipidicos das moléculas CDI.

Para que haja essa ligacdo entre lipideo e CD1, ¢ necessario o trafico da molécula
CDI ao endossomo tardio, que juntamente com o pH baixo proporcionam um ambiente
adequado para a montagem da molécula ao ligante. Quanto a regulacao do CD1, foi
demonstrado que as moléculas CD1 do grupo I sdo expressas apenas em niveis
insignificantes em mondcitos circulantes, entretanto na presenga de GM-CSF mais IL-4
ocorre a inducdo da sua expressao (Kasinrerk et al. 1993; Thomssen, Kahan, and Londei
1996).

Alguns estudos mostram que a expressao de moléculas CD1 ¢ modulada pelo
receptor de ativados por proliferacao de peroxissomo y (PPAR-vy) (Szatmari et al. 2007;
Szatmari et al. 2006 ;Gogolak et al. 2007). PPAR-y ¢ um fator de transcrigdo que regula
a expressao de genes que estdo relacionados ao metabolismo lipidico. Esse fator reside
no citoplasma em um estado de inativacdo até ser ativado por um ligante especifico.

Depois de ativado, ele ¢ translocado para o nucleo promovendo a transcricdo de varios
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genes, entre eles a molécula CD1. Agonistas de PPAR, regulam positivamente a
expressdo de CD1d em células dendriticas, o que leva a uma maior atividade de células
NKT (Szatmari et al. 2004). PPAR leva a uma maior ativacdo celular de macrofagos
sendo importante para o combate de varias infeccdes (Zhang & Chawla 2004). M.
tuberculosis ¢ capaz de modular negativamente a via de ativacdo do PPAR a fim de

promover sua sobrevivéncia no interior de macrofagos (Mahajan et al. 2012a).

Figura 04. Esquema do trafego intracellular das diferentes isoformas de CDI1.
Depois de exportado para a superficie celular, a molécula CDla ¢ internalizada por

endocitose media por clatrina depois € exportada para a superficie dependente de ARF6.
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A cauda citoplasmatica de CDIlc e CDId contém uma sequéncia peptidica padrao
baseada em tirosina, que se liga a proteina adaptadora 2 (AP2) que direciona a vesicula
endoplasmatica contendo CD1c e CDI1d ao endossomo tardio (ET). Além disso, uma
pequena fracdo de CD1d pode se associar com complexos da cadeia invariante de MHC
IT e com isso, serem desviados para o endosso tardio ou compartimentos de MHCII
(MIIC). CDIb ¢ a tinica isoforma de CD1 que possui a capacidade de se ligar a AP3,
promover a triagem para o compartimento de MHCIIL. Entretanto, alguns estudos
mostram que AP3 também influencia a localizagdo intracelular de CD1d. ER:Reticulo
endoplasmatico; EIl: endossomo inicial. Fonte: Moody e Porcelli. Intracellular
pathways of CD1 antigen presentation(2003)

http://www.nature.com/nri/journal/v3/nl/fig_tab/nri979 F2.html. Figura com

adaptacoes.

2 —JUSTIFICATIVA

O papel do SST6 de E. coli sobre a resposta imune inata dos hospedeiros eucariotos
ainda ¢ fracamente descrito, ndo se conhecendo a fungdo deste sistema de secregao
bacteriano sobre as moléculas apresentadoras de antigenos e co-estimulatorias. Assim, o
estudo neste campo pode gerar um melhor entendimento sobre os mecanismos de
patogénese de E. coli patogénica que podem ocasionar at¢ mesmo a sepse. Portanto, o
presente projeto visou caracterizar o papel do SST6 bacteriano sobre a apresentacao
antigénica e inducgdo da resposta inflamatoéria em células de mamiferos. Espera-se que
os resultados gerados aqui possam auxiliar no melhor entendimento sobre os fatores de
viruléncia bacteriano, e seu papel na patogenicidade de linhagem de APEC, via SST6, e

possibilitando também, a geragdo de novos alvos farmacoldgicos antimicrobianos.

3-OBJETIVOS
Caracterizar o papel do sistema de secrecdo do tipo VI bacteriano sobre a apresentacdo

antigénica e inducdo da ativagdo da resposta inflamatoria de células de mamiferos

infectadas por E. coli in vitro e in vivo.
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4 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o papel do SST6 sobre:
1. Viabilidade celular de macrofagos;
2. A adesdo, internalizacdo e viabilidade das bactérias E. coli no interior de
macréfagos;
A ativagdo de macrofagos, analisando a biogénese de corpusculos lipidicos;
A secrecao de citocinas e 6xido nitrico;
A regulagao do PPARY e do fator de transcricao NF-kB;
Analisar o papel de PPARY sobre a atividade microbicida de macrofagos em E. coli;
A expressao de moléculas CDla e CD1d;

A expressao de moléculas MHC de classe 1I;

o ® N 0 kW

A expressdo de moléculas co-estimulatorias ;
10. O Recrutamento de células imunologicas ao local da infecgao;

11. A colonizagdo pela bactéria E. coli no bago e no figado;

5-MATERIAL E METODOS

5.1- Cultivo bacteriano

Neste trabalho foram utilizadas as cepas: SEPT 362, que ¢ a cepa selvagem de E. coli
APEC e a mutante para a proteina IcmF do SST6 (AlcmF). O cultivo das linhagens
patogénica SEPT362 (SOROTIPO OR:H10) e AlcmF foi realizado em meio LB liquido a
37 °C por 24 horas, acrescido dos seguintes antibidticos: Estreptomicina (100pg/ml),
Ampicilina (100pug/ml) e Tetraciclina (50pg/ml). Todas as bactérias foram opsonizadas com
IgG murina (Invitrogen® 10410), em uma concentracdo de 20%, por 15min previamente a
infec¢do de células de mamiferos. Para as infec¢des foram utilizadas mondcitos humanos de
linhagem THP-1 e monocitos humanos primarios de sangue periférico, bem como
macréfagos murinos derivados de medula 6ssea (BMDM) e macrofagos peritoniais, ambos

provenientes de camundongos C57/BL6.

5.2 — Manuten¢io da linhagem THP-1
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A linhagem celular THP-1 (Monoécitos Humanos) foi obtida do banco de células do Rio
de Janeiro (BCRJ). As células foram mantidas em garrafas contendo meio de cultura
RPMI com 10% de soro fetal bovino, em incubadora com uma atmosfera contendo 5% de

CO; e uma temperatura de 37°C.

5.3 — Isolamento das células mononucleares do sangue periférico

Monocitos humanos primdrios foram obtidos a partir do sangue periférico de doadores
saudaveis separados a partir de um gradiente de densidade obtido através de Histopaque
1077 (Sigma-Aldrich). As células serdo mantidas em meio RPMI suplementado com 10%

de SFB e em estufa a 37°C com 5 % de CO2.

5.4 — Diferenciacdo de macrofagos murinos derivados de medula 6ssea

Células BMDM foram obtidas a partir de camundongos C57/BL6 com
aproximadamente 8 a 12 semanas. Durante o processo de diferenciacdo as células foram
plaqueadas em placas de petri com meio de cultura R20/30 (50% RPMI 1640-Gibco®, 20%
de Soro Fetal Bovino-Gibco®,e 30% LCCM, 1% de gentamicina). Apds o 8° dia as cé€lulas
diferenciadas foram contadas e plaqueadas em placas de 24 pocos tendo 5x10° células por
pogo com 500 pLL de meio de cultura R 10/ 5 (50% de RPMI 1640, 10% SFB, 5 % LCCM )

sem antibidtico e mantidas overnight a 37°C com 5 % de CO2.

5.5 — Coleta de macrofagos peritoneais

Macrofagos peritoniais foram obtidos a partir de camundongos C57/BL6 com
aproximadamente 8 a 12 semanas. Foi realizada a coleta das células a partir de um lavado
peritoneal em que as células foram plaqueadas em placas de 24 pocos, tendo 5x10° células
por poco com 500 pL de meio de cultura (RPMI 1640 e 10% SFB) e mantidas a 37°C com
5 % de CO2.
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5.6- Estimulacido com a bactéria E. coli

As células de mamiferos foram infectadas pelas bactérias na multiplicidade de infecc¢ao
(MOI) de 1:10 e 1:100. Apos 2 horas de estimulagdo as células foram lavadas trés vezes
com a solucdo tampao PBS 1X e, em seguida, adicionado meio RPMI com 1% de

penicilina-estreptomicina e gentamicina. As células foram incubadas em estufa a 37 °C com

5% de CO2 por diferentes periodos de infec¢do ( 6h, 18h, 24h, 48h).

5.7- Analise por microscopia confocal

Para a analise da expressao de microscopia confocal as células foram permeabilizadas
com Triton X100 (Sigma-Aldrich) 0,2% por 20 minutos, bloqueadas com PBS 2% BSA
por 30min, incubadas com anticorpo primario anti-NFkb e anti-PPARg na concentragao
1/300 durante aproximadamente 16h a 4°C e posteriormente, com os anticorpos secundarios
anti-rabbit Alexa 546 (Life Technologies) e anti-rabbit Alexa 488 (Life Technologies) por
lh. O ntcleo foi visualizado através da marcacao com DAPI (Life Technologies) na
concentragdo de 1/5000. As laminas foram montadas em meio anti-fadding Prolong (Life

technologies) e as imagens obtidas no Microscopio Leica com aumento de 63x e zoom 4.

5.8- Analise por microscopia eletronica de varredura

Para a andlise da interagdo foi utilizada microscopia eletronica de varredura.
Macrofagos BMDM foram estimulados com as E. coli SEPT 362 e AlcmF e apos 30
minutos de infecgao feita a fixagdo do material com fixador karnovsky e tampao cacodilato.
As amostras foram submetidas ao recobrimento metalico com ouro com espessura de 8nm
sob atmosfera de argodnio, utilizando o equipamento da marca Balzers modelo SCD 050
Sputter Coater. Logo depois foram analisadas no microscépio da marca JEOL modelo JSM-
7001F. Além disso, o detector de elétrons secundarios € o equipamento operou com a

poténcia de 15 a 20 kW.
5.9— Analise da expressao de moléculas MHC 11 e sua via de sinalizacio in vitro

A andlise das moléculas de superficie responséaveis pela apresentacdo de antigenos

proteica foi feita através de imunomarcagdo com anticorpos conjugados a moléculas
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fluorescentes (Ebioscience) para citometria de fluxo. Macrofagos peritoneais, BMDMs e
PBMCs foram infectados com E. coli SEPT 362 e AlcmF, e ap6s 24 e 48 horas de infec¢ao

foi feita a analise da molécula MHC I1.

5.10— Analise da expressao de moléculas CD1 e sua via de sinalizacio in vitro

A andlise das moléculas de superficie responséaveis pela apresentacdo de antigenos
lipidicos foi feita através de imunomarcagdo com anticorpos conjugados a moléculas
fluorescentes para citometria de fluxo. Macrofagos peritoneais, BMDMs e PBMCs foram
infectados com E. coli SEPT 362 e AlcmF e apds 24 e 48 horas de infecgdo foi feita a
analise da molécula CD1a (Ebioscience) quantificadas em modelo humano na infec¢do de
cé¢lulas PBMCs, enquanto a CD1d (Ebioscence ) foi quantificada em modelo murinho em
macréfagos peritoneais, € macrofagos derivados de medula. A expressao do fator nuclear
PPARg (Santa Cruz) normalmente envolvido na regulacao da expressao de moléculas CD1
foi analisada por microscopia confocal e citometria apos 6 e 18 horas apds a infec¢do com
E. coli SEPT 362 e AlcmF. Além disso, foi utilizado GW 9669 (Sigma) para inibicdo de
PPARg.

5.11- Analise da super expressio de PPARg

O plasmideo GS56450-1 pcDNA3.1(+)-seql que confere a super expressao de PPARg,
foi transfectado em células THP-1 e macréfagos derivados da medula oOssea. Para a
transfecc¢do foi utilizado o reagente Viromer red, um andlogo da lipofectamina (Rao et al.
2015). A transfeccdo foi feita em placa de 96 pogos com a confluéncia em
aproximadamente 70% de densidade. A quantidade de pDNA e dos reagentes utilizados
foram utilizadas de acordo com o fabricante, sendo 100ng de pDNA diluido em Buffer E
para a concentragdo de 100mg/ul e 0,5 ul de viromer por pogo, sendo entdo misturados e
permanecidos 15 min de interagdo a temperatura ambiente. Vinte e quatro horas apos a
transfeccdo as células foram infectadas com E. coli SEPT 362 e AlcmF e apds 24 horas de
interacdo foi feita a analise de formagao de unidades de colonias (CFU). Para a verificagao
de superexpressao foi realizada a andlise da expressdo de PPAR por citometria de fluxo nas

células transfectadas com os diferentes vetores analisados.

5.12 — Analises in vivo
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Camundongos C57BL/6 foram infectados com a E. coli SEPT 362 e AlcmF. Todos os
procedimentos seguiram as normas de manuseio € uso de animais recomendado pelo
Comité de Uso ¢ Etica de Animais (CEUA). Para a infecgio as bactérias foram preparadas
em uma concentracdo de 10°7 bactérias por 100 ul de salina e foram inoculadas
intraperitonealmente nos camundongos. Apos 24 ¢ 48 horas de infec¢ao os camundongos
foram sacrificados e foram coletados o sangue, soro e lavado peritoneal destes animais para
a dosagem de citocinas por ELISA, quantificagdo de moléculas CD1d, quantificacdo de

moléculas MHC II e moléculas co-estimulatorias.

5.13 - Anadlise da biogénese de corpusculo lipidico

Para a quantificagdo de corpusculos lipidicos, apds as infec¢des, as células foram
marcadas com a sonda BODIPY (Life Technologies) na dilui¢cao de 1/300 por 30 minutos e
analisadas por microscopia confocal e na diluicdo 1/5000 e analisadas por citometria de

fluxo.

5.14 - Analise dos dados

Os dados de citometria foram obtidos no FACSVerse ¢ FACSCalibur (BD Bioscience )
e foram analisados com o software Flowjo (Tree Star Inc. ). As microscopias de
fluorescéncia confocal foram plotadas em pranchas. A andlise estatistica foi feita pelo

software GraphPadPrism, utilizando o teste anova e pds-teste de Turkey.

6- RESULTADOS

6.1 SST6 participa da reducao da viabilidade celular ocorrida em macrofagos
infectados por E. coli apés 48 horas de infeccio.

O SST6 de patogenos participa em varias modulagdes celulares em macrofagos
como, por exemplo: escape da fusdo fagolissomo, aderéncia do patdogeno, rearranjo do
citoesqueleto (de Pace et al. 2010; Aubert, et al. 2015). Desta forma, inicialmente,
buscamos tentar entender o efeito do SST6 na viabilidade celular de macrofagos
infectados com FE coli. Através do método de MTT, verificamos a viabilidade celular de
macréfagos infectados com a cepa selvagem SEPT362 e a cepa deletada para a proteina

IcmF do SST6 (delta IcmF). O ensaio de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazolium bromide) (Mosmann 1983) ¢ um método colorimétrico que
mensura a viabilidade das células, e se baseia na conversdo do MTT em cristais de
formazan por enzimas desidrogenases presentes em mitocondrias de células viaveis.
Esses cristais tém a coloracdo azul e sdao solubilizados para andlise por
espectrofotometria. Conclui-se entdo que, quanto menor a viabilidade celular, menor

sera o sinal no espectofotometro e a redugdo do MTT.

Inicialmente, observamos que a viabilidade de macrofagos infectados com a
bactéria SEPT362 diminuiu de forma estatisticamente significativa, quando comparado
ao ndo estimulado apds 24h de infeccdo. Entretanto, macrofagos infectados pela
bactéria deficiente para a IcmF ndo apresentaram reducdo de viabilidade celular no
mesmo periodo de infec¢do, quando comparado com o ndo estimulado (Figura 5A). Foi
ainda observado que a viabilidade de macréfagos infectados pela bactéria SEPT362,
também diminuiu de forma significativa apds 48 horas de infeccdo quando comparado
tanto aos macrofagos ndo estimulados, quanto aos macrofagos infectados com a cepa
deficiente para IcmF (Figura 5B). Portanto, estes resultados demonstram que o SST6
participa da indugdo da perda da viabilidade celular de macrofagos causada pela

bactéria E. coli ap6s 48h de infeccao.
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Figura 05. O SST6 desempenha um importante papel na reducio da viabilidade de
macrofagos peritoneais durante a infec¢io por E. coli. O ensaio MTT foi realizado
no periodo de 24 horas (A) e 48 horas (B) pos-infeccao com a bactéria SEPT362 e delta
IcmF com o MOI 1:100. A taxa de sobrevivéncia foi calculada pela referéncia no valor
de 100% de sobrevivéncia da cultura de macrdéfagos sem infec¢do (NE), e o controle de
morte celular foi DMSO a 20% no meio RPMI. Esse ensaio ¢ referente a duas
repeticoes experimentais, sendo a analise estatistica realizada por Anova, o ¢

asterisco(*) representa p<0,05.
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6.2 E. coli deve estar viavel e com estrutura morfoldégica preservada para que
ocorra diminuicio da viabilidade celular de macrofagos infectados: produtos da
composicao e secrecio bacteriana também nio influenciam na viabilidade celular
de macrofagos.

Para saber a influéncia dos produtos da secre¢do ou da composi¢do bacteriana na

viabilidade de macréfagos, foi realizado o teste MTT com as seguintes condicdes:

A. Macrofago nao estimulado (NE);

B. Macréfago infectado com a bactéria selvagens (SEPT362) e deficientes para a
proteina IcmF (delta IcmF) e andlise com 24 horas pds infecgdo ;

C. Macrofago infectado com a bactéria selvagens (SEPT362 48h) e deficientes para
a proteina IcmF (delta IcmF 48h) e analise com 48 horas pos infec¢ao;

D. Macréfagos estimulados com o sobrenadante (livre de células) de uma cultura de
macrofagos peritoneais infectados com a bactéria selvagens (SEPT362) e
deficientes para a proteina IcmF (delta IcmF) por 24h.

E. Macroéfagos estimulados com as bactérias selvagens (SEPT362) e deficientes
para a proteina IcmF (delta IcmF) mortas pelo calor (HK). Nesta condicdo, as
bactérias foram tratadas com cocktail inibidor de proteases por 10 minutos, apds
esse periodo foram fervidas a 65°C por 10 minutos, e utilizadas para estimulagao
de macrofagos.

F. Macroéfagos estimulados com as bactérias selvagens (SEPT362) e deficientes
para a proteina IcmF (delta IcmF) com desestruturacio morfoldgica. Nesta
condi¢do, as bactérias foram sonicadas por 40kHz por 15 minutos e utilizadas
para estimulagdo de macréfagos.

G. Macrofagos foram estimulados com o meio de cultivo (LB) onde as bactérias
selvagens (SEPT362) e deficientes para a proteina IcmF (delta IcmF) foram
cultivadas.

H. Macrofagos foram estimulados com o meio de cultivo (RPMI) onde as bactérias
selvagens (SEPT362) e deficientes para a proteina IcmF (delta IcmF) foram

cultivadas.

Para comprovar que nenhuma bactéria estaria vidvel apos a execugao das
condigoes testadas (HK, sonicacdo, crescimento em RPMI, crescimento em LB e

transferéncia de sobrenadante pos-interagdo) nos filtramos todos os substratos
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remanescentes com filtro de 0,22um e realizamos o ensaio de unidade formadora de
coldnias (CFU). Apds 48 horas de ensaios ndo identificamos o crescimento de nenhuma
bactérias nas condi¢cdes acima, sendo observado crescimento somente na condi¢dao
SEPT362 (Figura 06) e delta IcmF (Dado nao mostrado). Apos esta anélise, as bactérias
das condigOes citadas acima bem como as amostras de sobrenadante filtradas foram
utilizadas para infectar os macrofagos. Apos 24 horas desses estimulos, foi realizado o

ensaio de MTT a fim de verificarmos a viabilidade celular.
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Figura 06. Teste de validacao experimental. Apos o preparo de todas as condigdes

foi realizado o experimento para a verificagao de unidade formadora de coldnias.
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De maneira geral, mais uma vez foi observada a reducao da viabilidade de macréfagos
pela bactéria SEPT362 apoés 24h e 48h comparado ao ndo estimulado. Entretanto
quando os macrdfagos foram infectados com a mesma bactéria morta pelo calor (HK)
ou sem a sua estrutura morfolédgica preservada (sonicada) nao foi observada diminuig¢ao
da viabilidade celular de macrofagos, sugerindo que a bactéria deve estar viavel para a
inducdo da citotoxidade observada nestas células (Figura 7A). De maneira similar,
nenhum dos sobrenadantes e produtos de cultivo de bactérias selvagens testados foram
capazes de induzir uma diminuicao da viabilidade celular em macrofagos (Figura 7A).
Além disso, a bactéria deficiente para a proteina IcmF, bem como todas as condigdes
relativas a esta bactéria testadas, induziram qualquer perda de viabilidade celular em
macrofagos (figura 7B). Estes dados sugerem que a presenga da proteina IcmF do SST6,
com integridade estrutural bem como funcional, ¢ essencial para a indugdo da

citotoxidade de E. coli sobre macréfagos.
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Figura 07. Analise de viabilidade pelos produtos de bacterianos. O ensaio MTT foi
realizado no periodo de 24 horas p6s infecgao com a bactéria SEPT362 (A) e delta IcmF
(B) com 0 MOI 1:100. A taxa de sobrevivéncia foi calculada pela referéncia no valor de
100% de sobrevivéncia da cultura de macrofagos sem infeccdo (NE), e o controle de
morte celular foi DMSO a 20% no meio RPMI. Esse ensaio ¢ referente a uma repeti¢ao
experimental sendo a andlise estatistica realizada por Anova, e o asterisco (*) representa

p<0,05.
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6.3 SST6 possui um papel crucial na adesio, internalizacao e viabilidade das
bactérias E. coli no interior de macrofagos.

Descrevemos previamente a participagdo do SST6 de E. coli na viabilidade
celular de macrofagos. Sabe-se que o SST6 e seus componentes proteicos (Hep e ClpV)
afetam a adesdo bacteriana em células HEp-2 (linhagem de célula derivada de
carcinoma humano) (Liu et al. 2015). Nesse contexto, verificamos por MEV a
participagdo do SST6 na adesdo aos macrofagos infectados por E.coli. Foi feita a
interacdo das bactérias selvagens SEPT362 e deficientes para a proteina IcmF (delta
IcmF) com macréfagos peritoneais por trinta minutos, em RPMI e na presenca de 5%
de CO2. Constatou-se entdo, que nesse periodo, a maioria das bactérias selvagens
estavam aderidas a membrana dos macrofagos, havendo entdo um maior contato com a
célula (Figura 8A). Em contrapartida, observou-se que um nimero bem menor de
bactérias delta IcmF encontravam-se aderidas aos macrofagos, sugerindo de fato uma
menor capacidade de adesdo aos macrofagos por estas bactérias (Figura 8B). Além
disso, notou-se também que bactéria selvagem induziu a formagdo de poros na
membrana dos macrofagos, o que ndo foi observado na infec¢ao pela bactéria deficiente
da proteina IcmF (Figura 8C e D). Provavelmente pela presenga de hemolisina A que
induz o aumento da permeabilidade da membrana de macrofagos (Menestrina et al.

1996).

Além da adesdo do patdgeno ser crucial, o processo de fagocitose ¢ um fator
importante para o desenvolvimento da resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro.
(Henneke & Golenbock 2004) No entanto, varios patdogenos t€ém desenvolvido varios
mecanismos de escape que incluem: a manipulagdo do trafico do fagossomo (Dramsi &
Cossart 2002); alteragao da antigenicidade de moléculas de superficie para evitar a
fagocitose (Seifert 1996). Assim, verificamos se a proteina IcmF desempenharia algum
papel na fagocitose e analisamos a formagao de colonias nos macrofagos infectados pela
bactéria selvagem e deficiente para IcmF. Observamos que na infecgdo em macrofagos
com a bactéria selvagem houve maior formacdo de coldnias quando comparada a
infeccdo pela bactéria delta IcmF, indicando que um maior niimero de bactérias
selvagens sdo internalizadas por macrofagos e/ou que estas permanecem mais viaveis
dentro dos macrofagos quando comparadas as bactérias deficientes para a proteina IcmF

(Figura 8E).
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Figura 08. SST6 possui um papel crucial na adesao, internalizacdo e viabilidade
das bactérias E. coli no interior de macroéfagos. Os macrofagos foram incubados a
37°C com as bactérias SEPT362 e delta IcmF MOI 1:10. Apds 24 horas do tempo de
infeccdo foi realizada a microscopia eletronica de transmissao com 3500x a 5000x de
ampliacao da adesdo diferencial da bactéria SEPT362 (A) e delta IcmF (B) e da indugao
de poros na membrana pelas bactérias bactéria SEPT362 (C) e delta IcmF (D) . Além da
quantificagdo de unidade formadora de colonias (CFU) (E). As setas em (C) e (D)
indicam os poros presentes na membrana. Esse ensaio ¢ referente a duas repeticdes

experimental sendo a analise estatistica por teste t asterisco (*) representa p<0,1.
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6.4 SST6 participa da inducao de NO e na biogénese de corpusculo lipidicos de
macrofagos infectados por E. coli.

Sabemos que 6xido nitrico inibe o crescimento de varias bactérias e parasitas
(Burgner et al,1999). Com isso, verificamos a participacdo do SST6 no potencial
microbicida da célula. Analisamos a inducdo de secrecdo de oxido nitrico (NO) e
verificamos que a bactéria SEPT362 induz o aumento da secre¢do de NO quando
comparado ao ndo estimulado e a bactéria IcmF, indicando a participacdo do SST6 na
inducdo da secrecdo de o6xido nitrico (Figura 09). Além da avaliacdo da participacdo do
SST6 na atividade microbicida da célula, nos investigamos também a participacao do
SST6 na ativagdo celular de macrofagos infectados por E. coli, através da analise da

biogénese de corpusculos lipidicos.
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Figura 09. Anailise do papel do SST6 sobre a secrecio de oxido nitrico de
macrofagos infectados por E coli.. As células BMDM foram incubados a 37°C com as
bactérias SEPT 362 e delta IcmF . Apds 24 horas de estimulo foi feita a coleta do
sobrenadante e de 6xido nitrico. Esse experimento ¢ representativo de uma triplicata

experimental. Asterisco (*) representa p < 0.05

Os corpusculos lipidicos sd3o marcadores de ativacdo celular e estdo
intrinsicamente ligados a resposta imunoldgica e inflamatéria. Nesse sentido analisamos

se o SST6 poderia participar da modulagdo da biogénese dessa organela. Nossos dados
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mostraram que macrofagos infectados com a bactéria SEPT362 apresentaram uma

maior quantidade dessa organela comparado ao ndo estimulado e os macrofagos

infectados com delta IcmF, indicando entdo que o SST6 participa da indugdo do

aumento da biogénese dessa organela celular (Figura 10).
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Figura 10. SST6 participa da inducdo da biogénese de corpisculo lipidico em

macrofagos infectados por E.coli.. Os macrofagos foram incubados a 37°C com as

bactérias SEPT362 e delta IcmF MOI 1:10. Ap6s 24 horas do tempo de infeccao foi

realizada a marcacdo de Bodipy e posterior andlise por citometria de fluxo. Esse

experimento ¢ representativo de uma duplicata experimental
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6.5 SST6 participa da inducao da secrecao de IL-6 em macroéfagos infectados por
E coli.
Alguns artigos ja mostraram a relacdo da organela celular corpusculo lipidico

com a secre¢do de citocinas (Cervia et al. 2010), apontando esta organela como sitio de
sintese e armazenamento de diferentes citocinas. Foram entdo realizadas dosagens de
citocinas do lavado peritoneal pelo método de ELISA de animais infectados com as
bactérias selvagens e deficientes para IcmF durante 24h. Verificou-se que as bactérias
selvagens e delta [cmF induzem a secre¢do das citocinas IL-10 (Figura 11A) e TNF-a
(Figura 11B) de forma estatisticamente similar. Enquanto a secrecdo de IL-12 (Figura
11C) e IL-6 (Figura 11D) induzidas pela bactéria SEPT 362 ¢ aumentada comparado ao
nao estimulado, mas ndo havendo diferenga significativa entre a secrecao induzida por
delta IcmF e SEPT 362 (Figurall). Com isso, decidimos investigar quais os fatores de

transcricdo que poderiam estar envolvidos nessa via.

A B
1500- 40,
E T E 30
=, 1000 E
2 | g
° 5 20
S 500 L
= Z 10 T
0 . . ; . —_—
c PBS SEPT 362 delta lcmf ° PBS SEPT 362 delta lcmF
D o
50 . 250
E 40 T
230
N
- 20
5 T
= 10
0 e ———

PBS SEPT 362 delta lcmf PBS SEPT 362 delta lcmF
Figura 11. Analise do papel de SST6 sobre a secrecdo de citocinas de macrofagos
infectados por E coli. Animais foram infectados intraperitonealmente com diferentes
cepas de E. coli SEPT 362 e delta IcmF. Apds 24 1L-10 (A), TNF- a (B) , IL-12 (C) e
IL-6(D) de lavado peritoneal foram analisados. Esse experimento ¢ representativo de

uma triplicata experimental. Asterisco (*) representa p < 0.05.
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6.6 E. coli induziu a expressao do fator de transcricio PPARy em macrofagos de
maneira dependente da presenca do SST6 e ndo induziu a translocacio de NFxB
para o nucleo de macrofagos infectados

Os dados apresentados até o momento indicam que o SST6 participa de varios
processos cruciais da reposta imunologica relacionada a viabilidade celular do
hospedeiro, potencial antimicrobiano e ativagdo celular. Entdo para se entender melhor
os mecanismos envolvidos nessa via nos analisamos o fator de transcri¢do NF-kB. Apos
o estimulo que pode ser derivado de patogeno, o NF-kB ativo transloca para o nucleo e
leva a producdo de varias citocinas pro-inflamatérias (Inohara and Nunez 2003;
Hyldahl, Schwartz, and Clarkson 2013). Nossos dados indicaram que a infec¢do por
SEPT362 e delta IcmF ndo induziram a translocagao de NF-kB para o nucleo (Figura 12
). O fator de transcrigdo NF-kB costuma apresentar uma ativagao antagdnica ao fator de
transcrigdo PPARy. Com isso investigamos a expressio de PPARy induzida por
SEPT362 e delta IcmF. Nossos resultados mostraram que macrofagos infectados com
E. coli selvagem apresentaram um aumento da expressdao de PPARy nos tempos de 6
horas (Figura 13B) e 18 horas (Figura 13A e 13C) poés infec¢do quando comparado ao
ndo estimulado. Além disso, os macrofagos infectados pela bactéria deficiente para a
proteina IcmF apresentaram niveis menores de expressio de PPARy quando
comparados as cé€lulas infectadas com a cepa selvagem desta bactéria. Estes dados
sugerem que o SST6 participa da indug¢do da expressdo do fator de transcricio PPARy

em macréfagos infectados por E. coli.
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Figura 12. Analise da participacdo do SST6 na modulac¢io do fator de transcricio
NF-kB induzido por E. coli em macréfagos. As células BMDM foram incubados a
37°C com as bactérias SEPT362 e delta IcmF MOI 1:100. Ap6s 24 horas de estimulo

foi feita a marcacdo com DAPI e NF-kB (Alexa 546) e andlise por microscopia

confocal.
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Figura 13. Analise do papel de SST6 na modulacio do fator de transcricdo
PPARY em macrofagos infectados por E coli. As células BMDM foram incubados a
37°C com as bactérias SEPT362 e delta cmF MOI 1:100. Apds 18 horas de estimulo
foi feita a marcacdo com DAPI e PPARy (Alexa 546) e andlise por microscopia
confocal (A); Ap6és 6 horas e 18 horas apds a infecgdo e a marcagdo de PPARy foi
analisada para citometria (B e C). Esse experimento ¢ representativo de uma triplicata

experimental.
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6.7 SST6 e a inibicio de PPARY participam da reducio de secrecio de citocinas
IL-6 e IL-12 em macrofagos infectados por E. coli.

Verificamos ainda que a inibicdo de PPARY reduz a capacidade dos macréfagos
infectados com E. coli em secretar as citocinas IL-6 e IL-12, ¢ ndo modula a secrecao de
TNF-a. Identificamos entdo que a bactéria SEPT362 induz uma maior secrecido de
citonas IL-12 e IL-6 em macrofagos peritoneais sem tratamento do em células tratadas
com GW 9662. Além disso, as células sem tratamento e tratadas com GW apresentaram
o mesmo perfil de secrecdo de citocinas quando infectadas pela bactéria delta IcmF.
Contudo, verificamos que macréfagos sem tratamento infectados com a bactéria
SEPT362 e delta IcmF apresentam um perfil de secrecdo de TNF-a similar aos
macréfagos tratados com GW9662 e infectados, indicando entdo que a secrecao de

TNF-a ¢ independente de inibi¢ao de PPARY e do SST6 (Figura 14).
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Figura 14. SST6 e a inibicdo de PPARy participam da reducio de secrecio de
citocinas IL-6 e IL-12 em macréfagos infectados por E. coli. As células BMDM
foram incubados a 37°C com as bactérias SEPT 362 e delta IcmF e com o inibidor
GW9662 na concentragdo de 1puM. Apos 18 horas de estimulo foi feita a coleta do
sobrenadante e dosagem das citocinas TNF-a (A), IL-6 (B) e IL-12 (C). Esse
experimento ¢ representativo de uma triplicata experimental. Asterisco (*) representa p

<0.05.
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6.8 A presenca do fator de transcricio PPARy promove uma menor capacidade
microbicida de macréfagos infectados por E. coli.

Para analisar o papel do fator de transcricdo PPARy durante a infeccdo por E.
coli utilizamos duas estratégias diferentes: 1) inibicdo farmacolégica de PPARy com a
droga GW9662 previamente a infecgdo com as diferentes cepas de E. coli; 2) indugao
da super-expressao do fator nuclear PPARYy através da transfeccdo de macrofagos com o
plasmideo direcionado ao PPARY previamente a infec¢do com as diferentes cepas de E.
coli. Apos 24h de infeccdo a capacidade microbicida destes macrofagos foi analisada

por CFU.

Nossos resultados mostraram que quando ha inibi¢ao farmacoldgica de PPARYy
em macrofagos e ha infecgdo, tanto pelas bactérias selvagens quanto pelas bactérias
deficientes para a proteina IcmF, houve uma diminui¢do de formagdo de colonias
quando comparada a infec¢do sem tratamento prévio (Figura 15A), indicando entdo que
a auséncia de PPARy favorece a capacidade microbicida de macréfagos frente a
infeccdo pela bactéria E. coli. Além disso, observamos mais uma vez que bactérias
deficientes para o SST6, através da delegdo da proteina IcmF, sdo mais propicias a
serem eliminadas e/ou serem menos internalizadas pelos macroéfagos. Em contra partida,
quando ocorre a super-expressdo do fator nuclear PPARy ocorre uma diminui¢do da
capacidade microbicidade de macrofagos infectados pelas diferentes cepas de E. coli

(Figura 15B).
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Figura 15. Analise do papel do fator nuclear PPARy sobre a capacidade
microbicida de macréfagos infectados por E. coli. Células BMDM foram tratadas
com luM do antagonista do PPARy por 1h (A) ou com o plasmideo para super-
expressado do PPARy (B) e posteriormente infectadas com as bactérias selvagens
(SEPT362) e deficientes para a proteina IcmF (delta IcmF). Apods 18 horas de infecgdo
foi feita contagem da formagdo de colonias (CFU) nos macrofagos. (V1) transfectadas
com o plasmideo GS56450-1 pcDNA3.1(+)-seql (V1), o vetor vazio (VV), ou sem
vetor (SV) e infectadas com as bactérias SEPT362 e delta IcmF, apds 24 horas de
estimulo foi feita contagem da formacao de colonias (CFU) (B). Esse experimento ¢

representativo de uma triplicata experimental. Asterisco (*) representa p < 0.05
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6.9 SST6 participa da modulacio da expressao de moléculas CD1 do grupo I e Il
em células infectadas com E. coli in vivo e in vitro.

O fator de transcricdo PPARy estd envolvido em varias vias metabdlicas
celulares, além de estar relacionado ao metabolismo lipidico e na regulacdo de
moléculas CD1 (Ahmadian et al. 2013; Szatmari et al. 2006). As moléculas CDI1
apresentam antigenos lipidicos que sdo reconhecidos por células T e NK (Roura-Mir et
al. 2005). Portanto, analisamos o papel do SST6 na modulacdo da expressdo de

moléculas CD1.

Identificamos que ap6s 24 e 48 horas de infec¢do em macrofagos pela bactéria
SEPT362, ocorre a diminuicao da expressao de moléculas CD1d comparado ao nao
estimulado. Além disso, verificamos ainda que macrdéfagos infectados pela bactéria
delta IecmF no periodo de 24 horas, apresentam uma expressao de moléculas CD1d na
superficie similar ao ndo estimulado, diferentemente do periodo de 48 horas pos-
infeccdo onde os macréfagos apresentaram um aumento de expressao da molécula CD1
quando comparado ao ndo estimulado. Indicando surpreendentemente que o SST6
estaria participando também da modulacdo da apresentacdo de antigenos lipidicos in

vitro (Figura 16A).

Para corroborar esses resultados, experimentos in vivo também foram realizados.
Macrofagos de animais infectados com a cepa SEPT362 apresentaram uma redugdo da
expressao de moléculas CD1d em sua superficie comparado ao animal sem infecgao.
Porém, macrofagos de animais infectados com a cepa delta IcmF apresentaram um
perfil de maior expressdo de CD1d comparado ao ndo estimulado e ao infectado pela E.
coli selvagem SEPT362, sugerindo que o SST6 participa da modulacdo de apresentagdo
de antigenos lipidicos (Figura 16B).

Analisamos, também, a modulacao da expressdao de moléculas CDla, isoforma
do grupo I encontrada em humanos mas ndao em camundongos, em PBMCs. Nossos
resultados mostraram um perfil similar ao observado previamente na modulacdo da
expressao de moléculas CD1d. PBMCs humanos infectados com a cepa selvagem de E.
coli (SEPT362) apresentaram uma redugdo da expressao de moléculas CDla em sua

superficie quando comparados ao nao estimulado. Em contrapartida, células infectadas
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com a cepa delta [cmF apresentaram um aumento da expressdao de moléculas CD1a em

sua superficie quando comparados ao ndo estimulado e infectados com SEPT362.

Desta forma, estes resultados sugerem que também hé participagdo do SST6 na
modulacdo da apresentacdo de antigenos lipidicos pelas moléculas CD1a (Figura 16C).
Também foram realizados testes para a verificacdo da modulagao da apresentacao de
antigenos lipidicos em células dendriticas, entretanto ndo foi apresentado recrutamento

de células dendriticas (Figura 19A).
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Figura 16. Analise da participacdo de SST6 na modula¢io da expressido de CDla e
CD1d em células infectadas por E coli. As células PBMC e BMDM foram incubados
a 37°C com as bactérias SEPT 362 e delta IcmF MOI 1:10. Apos 24 horas e 48 horas
de estimulo foi feita a marcagdo e andlise das moléculas CD1d (A) em BMDM. Apos
48 horas de estimulo foi feita andlise de CDla em PBMC. (C) Animais foram
infectados intraperitonealmente com diferentes cepas de E. coli SEPT 362 e dekta IcmF
.Ap0s 24 horas e 48 horas de infecgao foi realizada a marcacao com CDI11be MHC Il e
analisadas por citometria de fluxo. Sendo os dados verificados na forma de histograma

(B). Esse experimento ¢ representativo de uma triplicata experimental.
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6.10 SST6 esta relacionado com a inibicdo da expressao de moléculas MHC II em
células infectadas com E. coli in vitro e in vivo.

A apresentacdo de antigenos bacterianos pela célula hospedeira, bem como o
desencadeamento da resposta inflamatoria inicial sdo processos primordiais para que
uma eficiente resposta imunoldgica. Alguns sistemas de secrecdo microbianos € seus
produtos podem modular a apresentagcao de antigenos (Riissmann et al. 2010; Xiao et al.
2013; Morse et al. 2012). Por esse motivo decidimos investigar o papel do SST6 na
apresentacdo de antigenos proteicos. Para isso PBMCs isoladas de sangue periférico
foram infectadas com a bactéria selvagem (SEPT362) e a bactéria deficiente para a
proteina IcmF (delta IcmF), por 24 horas e 48 horas a 37°C. Apds este periodo o nivel
de expressdo de MHC II na superficie destas células foi quantificado por citometria de

fluxo.

Os dados de 24 horas in vitro mostraram que a infec¢@o pela bactéria SEPT362 e
delta IcmF reduziu de forma semelhante a expressao de moléculas MHC II na superficie
de PBMCs quando comparadas as células ndo estimuladas (Figura 17A). Porém, 48
horas pos-infec¢cdo ndo foi observada modulagdo na expressao de MHC de classe II na
superficie de PBMC, onde macrofagos infectados tanto com SEPT362 quanto com delta
IcmF apresentaram uma expressao semelhante de MHC II ao nao estimulado (Figura

17A).

Para avaliar melhor o possivel papel do SST6 na modulacdo da apresentagdo de
antigenos proteicos, nds utilizamos o modelo murino para andlises in vivo. Inicialmente,
os animais foram infectados pelas bactérias SEPT362 e delta IcmF e apds 24 horas e 48
horas de infeccdo, as células do lavado peritonial destes animais foram coletadas e
marcadas com MHC II e analisadas por citometria de fluxo. Divergentemente dos
dados in vitro, os resultados in vivo indicaram que as células do lavado peritonial dos
animais infectados tiveram uma reducdo da expressdo de moléculas MHC II quando
infectados pela bactéria SEPT362 comparado ao nao estimulado. Por outro lado, células
do lavado peritonial dos infectados com a bactéria delta IcmF apresentaram um aumento
de moléculas MHC de classe II em sua superficie comparado ao ndo estimulado (Figura

17B).
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Para confirmar se macrofagos seriam as células dentro do lavado peritonial a
sofrerem a modulacdo de expressdo de moléculas MHC II observada, nos realizamos
um experimento com dupla marcagcdo CD11b e MHC II das células do lavado peritonial
dos camundongos infectados ou ndo pelas duas cepas de E. coli. Nossos resultados
mostraram que os macrofagos peritoneais (CD11b+) de animais infectados com
SEPT362 tem uma menor porcentagem de expressao de MHC Il quando comparada ao
animal sem infec¢do (PBS) e o animal infectado por delta IcmF (Figura 17C). Nesse
contexto, denota-se a importancia do SST6 na modulacao da apresentacao de antigenos

proteicos em macrofagos no modelo in vivo.

Foram também realizados testes para a verificacdo da modulagdo da
apresentacdo de antigenos peptidicos em células dendriticas, entretanto ndo foi

apresentado recrutamento de células dendriticas ao peritonio. (Figura 19A).
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Figura 17. Analise da participa¢ao do SST6 na modulacdo da expressio de MHC

II em células infectadas por E. coli. As células PBMC foram incubadas a 37°C com as

bactérias SEPT 362 e delta IecmF MOI 1:10. Apds 24 horas do tempo e 48 horas foi

realizada a marcagdo e MHC II e analisado por citometria de fluxo. (A) Animais foram

infectados intraperitonealmente com diferentes cepas de E. coli SEPT 362 e delta IcmF

.Ap0s 24 horas e 48 horas de infecgao foi realizada a marcacao com CDI11be MHC Il e

analisadas por citometria de fluxo. Sendo os dados verificados na forma de histograma

(B) e dotplot (C). Esse experimento ¢ representativo de uma triplicata experimental.
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6.11 SST6 participa na modulacio da expressao de moléculas co-estimulatorias
CD40 e CD80 em células do lavado peritonial in vivo.

Demonstramos previamente que o SST6 na infec¢do in vivo reduz a expressao
de células MHC 1II na superficie de macrofagos. Entretanto, além do MHC ser
importante para a ativagcao de linfocitos T € necessario a participagao de moléculas co-
estimulatdrias. A expressao dessas moléculas em células APCs ¢ fundamental para o

desenvolvimento da resposta imunolédgica (Curtsinger and Mescher 2010).

Nesse contexto, analisamos o papel do SST6 na modulagdo de moléculas co-
estimulatorias presentes na superficie de células APCs. Verificamos que apdés 24 de
infeccdo intraperitoneal pelas bactérias SEPT362 e delta IcmF a expressao de moléculas
CD83 (Figura 18C) e CD86 (Figura 18D) nao foram moduladas pelas bactérias quando
comparadas ao ndo estimulado. Contudo, macrofagos de animais infectados com a
bactéria SEPT 362 apresentaram uma redu¢do na expressdo de moléculas CD80 (Figura
18A) e CD40 (Figura 18B) em sua superficie quando comparados aos do animal
controle . Os macréfagos de animais infectados com a bactéria delta IcmF, apresentaram
um comportamento diferencial, havendo entdo o aumento da expressdo de CD40 e
CD80 em sua superficie quando comparado aos macrofagos do animal controle. Os
dados entdao sugerem que além da modulagdo da molécula de MHC II o SST6 participa
na modulagdo da expressao das moléculas co-estimulatorias CD40 e CD80, podendo

levar a uma posterior inibi¢ao da resposta imunolégica.
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Figura 18. Anilise da modulacio da expressiao de moléculas co-estimulatorias por

SST6 de E coli. Animais foram infectados intraperitonealmente com diferentes cepas

de E. coli SEPT 362 e delta IcmF .Ap6s 24 horas de infec¢do foi realizada a marcagao
com CD11b, CDl11c, CD80 (A), CD40 (B), CD83 (C) e CD86 (D) e analisadas por

citometria de fluxo, sendo os dados verificados na forma de histograma.
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6.12 A infecc¢ao por E. coli induz recrutamento de macrofagos ao peritonio de
animais infectados de maneira dependente da presenca do SST6.

Analisamos o recrutamento de células para o local de origem da infecgdo, o
peritonio. Nossos dados relevam que, os animais infectados com SEPT362 apos 24
horas de infec¢do tiveram um aumento na porcentagem de macréfagos comparado ao
ndo estimulado. E os animais infectados com delta IcmF apresentaram uma

porcentagem de macrofagos similar ao animal sem infecgdo. (Figura 19A).

Em contrapartida, no decorrer da infec¢do, no periodo de 48 horas os animais
infectados com SEPT362 apresentam uma maior porcentagem de macrofagos
comparados ao nao estimulado. Concomitante a esse resultado, animais infectados com
delta IcmF em 48 horas pos-infecgao apresentam uma drastica reducao na porcentagem
de macrofagos quando comparados ao animal sem infec¢do. Entretanto, ndo houve
deteccdo de uma populagdo de células dendritica para nenhum grupo experimental.

(Figura 19B).
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Figura 19. Analise do recrutamento de macréfagos por SST6 de E coli. Animais

foram infectados intraperitonealmente com diferentes cepas de E. coli SEPT 362 e delta

IcmF. Apods 24 horas (A) e 48 horas (B) de infeccdo foi realizada a marcagdo com

CD11b e CDll1c e analisadas por citometria de fluxo. Sendo os dados verificados na

forma de dotplot. Esse experimento € representativo de uma triplicata experimental.
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6.13 A infec¢io de animais por 72h com E. coli induz um aumento do tamanho do
figado e baco de maneira dependente da presenca do SST6.

Além de recrutamento, verificamos o peso dos 6rgaos dos animais 24 horas, 48
horas e 72 horas pos-infecgdo. Identificamos o aumento do peso do baco e do figado
pos infeccdo pelas bactérias SEPT362 e delta IcmF comparado ao animal controle no
periodo de 24 horas. No periodo de 48 horas de infec¢ao ndo houve modificacdo de
peso nos animais infectados com as bactérias SEPT362 e delta IcmF comparando com o
grupo de animais sem infec¢do. Entretanto, no periodo de 72 horas houve redugdo do
peso do bago de animais infectados com delta IcmF quando comparados aos infectados
com SEPT362 e os animais sem infec¢do .Nesse mesmo tempo de infecdo houve
aumento do peso do figado de animais infectos com SEPT362 quando comparados ao
peso do figado dos animais infectados com delta IcmF e dos animais sem infec¢ao

(Figura 20).
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Figura 20. Anailise da modula¢ao do peso dos 6rgao induzida por SST6 de E coli.
A 1ais foram infectados intraperitonealmente com diferentes cepas de E. coli
SEPT362 e delta IcmF. Apos 24 horas (A, B) , 48 horas (C, D) e 72 horas (E, F) foi
feita a pesagem do figado e do bago . Esse experimento ¢ representativo de uma

triplicata experimental. Asterisco (*) representa p < 0.05.
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6.14 SST6 participa da migracao de E. coli para o figado de animais infectados

Os nossos dados mostrados até¢ agora indicam que a participagdo do SST6 de
alguma forma influencia o peso do figado e do baco. Para verificar a presenga e
viabilidade de bactérias no figado dos animais infectados, foi realizado o CFU desses
orgdos apoOs 24 horas de infeccdo com as bactérias SEPT362 e delta IcmF em que as
células hepaticas foram lisadas e as colonias formadas (CFU) pelos bactérias foram

quantificadas.

Verificamos a presenca de um numero maior bactérias selvagens no figado em
relacdo ao observado com as bactérias delta IemF (Figura 21A). Além disso, ndo
observamos nao observamos diferenca significativa quanto ao nimero de bactérias
quando comparado a selvagem e a bactéria delta IcmF (Figura 21 B) Isso sugere que as
bactérias selvagens poderiam possuir maior capacidade de migragdo para o figado ou
estariam menos propicias a serem eliminadas pelos mecanismos microbicidas do

hospedeiro
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Figura 21. Analise do papel do SST6 na migracao e viabilidade de E. coli para o
figado de animais infectados. Animais foram infectados intraperitonealmente com
diferentes cepas de E. coli SEPT362 e delta IcmF Apos 24 foi feito CFU do figado.
Esse experimento ¢ representativo de uma duplicataexperimental. Asterisco (*)

representa p < 0.05.
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7- DISCUSSAO

Neste trabalho visamos caracterizar o papel do SST6 de E. coli na modulacao da
resposta inflamatoria e imunologica inata de células de mamiferos. Descrevemos aqui
pela primeira vez diferentes mecanismos pelos quais o SST6 da bactéria E. coli pode ser
usado com um dos fatores de viruléncia bacteriano e mecanismo de escape desta
bactéria patogénica, em infec¢des de células imunologicas de mamifero. A cepa
SEPT362 da E. coli foi escolhida neste trabalho como modelo, por apresentar apenas o
SST6 como sistema de secrecdo. Entre as proteinas constituintes do SST6, destaca-se a
proteina IcmF. Pace e colaboradores (2010, 2011) demonstraram um importante papel
de IcmF na motilidade bacteriana, na aderéncia e invasdo em células HelLa, bem como
na capacidade de formar biofilme. Portanto, a proteina IcmF deve possuir significativo
papel na patogénese induzida durante a infec¢do por E. coli. Adicionalmente, dentre as
proteinas constituintes do SST6, somente a auséncia da proteina IcmF ¢é capaz de
desativar funcionalmente este sistema de secre¢do. Desta forma, o uso da cepa delta
IcmF de E. coli se apresenta com um modelo de exceléncia para o estudo da funcao do

SST6 bacteriano.

Inicialmente, verificamos a capacidade citotoxica do SST6 de E. coli em
macrofagos. Em experimentos in vitro, identificamos que a infec¢ao por E. coli induziu
reducdo da viabilidade celular de macrofagos, e observamos que o SST6 exerce um
papel crucial nesse processo. Estes dados estdo de acordo com o observado por Suarez e
colaboradores (2010) que identificaram que a proteina estrutural do SST6, VgrGl,
induz toxicidade na célula do hospedeiro eucaridtico. De maneira semelhante, Montaner
e colaboradores (2000) descreveram que, os produtos secretados pelos sistemas de
secrecdo, possuem a capacidade de induzir morte celular por apoptose. Nesse contexto,
buscamos ainda verificar se os produtos da composicao e secrecao bacteriana através do
SST6 poderiam ser os indutores de citoxicidade celular em célula eucaridtica.
Identificamos que esses produtos ndo exerceram modulacdo na viabilidade celular de
macréfagos, indicando a necessidade de mais estudos nessa area para o entendimento

dos produtos do SST6 na citotoxicidade das células do hospedeiro.

No presente trabalho identificamos que SST6 exerce um papel crucial na adesao
e internalizacao das bactérias E. coli em macrofagos. Este dado corrobora o descrito por

Pace e colaboradores (2011) que demonstraram que proteina IcmF do SST6 ¢ necessaria
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para que ocorra aderéncia de E. coli a superficie de células epiteliais HeLa. Suarez
(2010) e Liu (2015) e colaboradores demonstraram que proteinas Hep e ClpV,
componentes importantes do SST6, estariam participando na aderéncia do patégeno a
célula hospedeira (Giovanni Suarez et al. 2010; Liu et al. 2015). Sendo assim, nossos
dados ressaltam a importancia do SST6 na adesdo e internalizagdo de E. coli em

macrofagos murinos peritoneais, corroborando com o demonstrado na literatura.

Além da adesdo do patogeno ser crucial, o processo de fagocitose ¢ um fator
importante para o desenvolvimento da resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro.
(Henneke & Golenbock 2004). No entanto, varios patogenos tém desenvolvido
diferentes mecanismos de escape que incluem: a manipulacao do trafico do fagossomo
alteracdo da antigenicidade de moléculas de superficie para evitar a fagocitose (Dramsi
& Cossart 2002; Seifert 1996). Nesse sentido, decidimos avaliar outro importante
mecanismo que ¢ a viabilidade de E. coli no interior de macrofagos. Caracterizamos a
participacdo do SST6 nesse processo e verificamos que a delecao da proteina IcmF esta
intimamente relacionada a viabilidade da bactéria E. coli no interior de macréfagos. de
maneira similar, Zink (2002) e Purcell (1998) e colaboradores demonstraram com outro
patogeno, a Legionella pneumophila, que a proteina IcmF ¢ essencial para a fagocitose,
a replicagao da bactéria em macréfagos, e a inibicao da fusdo fagossomo-lisossomo.
Ademais, foi demonstrado que bactérias com delecao para vasH e vasK sao facilmente
fagocitadas quando comparadas a bactéria selvagem, demonstrando um papel
importante do SST6 no processo de fagocitose (Giovanni Suarez et al. 2010). Nesse
contexto, acreditamos que o SST6 possa estar participando da inibi¢do da fusdo fago-
lisossomo, promovendo o escape da fagocitose e o estabelecimento do patogeno no

interior da célula hospedeira mediado pela proteina IcmF.

Kwuan e colaboradores (2013) demonstraram o impacto da formacao de poros
na membrana de macréfagos causados pelo SST3 em infeccdo por Yesinia
pseudotuberculosis. No presente trabalho, demonstramos a participagdo do SST6,
mediado pela presenga da proteina IcmF, na formagdo de poros na membrana de
macrofagos. Esses trabalhos ilustram a importdncia dos sistemas de secre¢do na
permeabilidade da membrana da célula do hospedeiro. Além disso, foi demonstrado que
substratos efetores secretados por sistemas de secrecdo, como a hemolisina A, podem

proporcionar o mesmo fendmeno de permeabilidade na membrana em macréfagos.
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(Menestrina et al. 1996). O que demonstra mais uma vez a agao que os sistemas de

secre¢do tem para o desenvolvimento da patogénese.

Sabe-se ,ainda que, produtos microbianos podem a levar ativacdo de macrofagos
desencadeando a ativacdo de genes envolvidos na producdo de citocinas e o
desenvolvimento de uma capacidade microbicida celular baseada na secrecao de 6xido
nitrico (NO). Nesse sentido, verificamos que SST6 participa da inducdo da secrecdo de
NO e da citocina IL-6. A citocina IL-6 ¢ um importante modulador da resposta
imunolégica, a qual apresenta uma funcdo dual na inducdo de citocinas Thl e também
Th2, inibindo a producdo de IFNy e aumentando a producdo da citocina IL-10 pela
inducdo de SOCS (Jin,et al 2013; Dong et al. 2009; Diehl & Rincén 2002).

Corroborando com os dados de Brauner (2001) e colaboradores, em que foi
demonstrado que E. coli induz a secrecdo de IL-6, identificamos que a bactéria
selvagem SEPT362 induz altos niveis de citocina IL-6 na cavidade peritoneal de
camundongos. Além disso, descrevemos que SST6 participa desse processo, uma vez
que a bactéria deletada para a proteina IecmF induziu niveis significativamente menores
de IL-6. Também caracterizamos que E. coli da cepa SEPT362 induz significantes
niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10, dado que corrobora o ja descrito por Hessle e
colaboradores (2000). Contudo, descrevemos no presente trabalho que a secrecao de II-
10 induzida por E. coli ndo ¢ mediada pelo SST6 Hessle e colaboradores (2000)
destacaram ainda que a producao de IL-10 pelo sistema imune inato em infecgao por E.
coli pode levar a uma inibi¢ao da geracao da resposta imune adaptativa, inibindo a
secrecao de IFNy, geracdo de memoria imunoldgica e proliferacdo de linfocitos T. Estes
dados indicam que a indugdo da citocina IL-10 pela bactéria E. coli pode ser mais um
mecanismo de escape ao promover uma desativacdo da resposta imune adaptativa do

hospedeiro.

Para melhor entender os mecanismos celulares que estdo associados a
patogénese pelo SST6, analisamos o fator de transcricdo NF-kB que exerce um fator
central na resposta do hospedeiro a agentes infecciosos (Rahman & McFadden 2011).
Esse fator de transcri¢dao estd relacionado a transcricdo de varios genes relacionados a
apoptose, proliferacdo, migragdo, inflamagdo e varias citocinas (Baeuerle & Henkel
1994). Savkovic e colaboradores (1997) demonstraram que E. coli enteropatogénica

consegue induzir a ativagdo de NF-kB no epitélio intestinal. Vossenkdmper e
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colaboradores (2010) mostraram que o sistema de secregao tipo 3 (SST3) e seu efetor, a
proteina NleE, inibem a ativacao de NF-kB e a produgdo de citocinas IL-8, IL-6 e TNF-
a, indicando que o T3SS utiliza da injecdo de substratos efetores para inibir
importantes fatores da imunidade do hospedeiro. Contudo, diferentemente da acao do
SST3, nossos dados indicam que o SST6 através da fungdo da proteina IcmF, ndo

modula a ativagdo do fator de transcricio NF-kB.

Verificamos também que, a infecg¢@o por E. coli induziu o aumento da expressao
de PPARY, corroborando com alguns dados da literatura que demostram que outras
bactérias também induzem o aumento da expressdo dessa molécula (Mahajan et al.
2012; Almeida et al. 2012). Neste trabalho, demonstramos que o SST6 participa da
inducdo do aumento da expressio de PPARy em macréfagos. Adicionalmente
verificamos que a presenca de PPARy diminui a capacidade microbicida de macrdéfagos
durante a infecc¢do por E. coli. Similarmente, a super-expressao de PPARY promove um
aumento na capacidade microbicida destas células. Portanto, no presente trabalho
demonstramos, pela primeira vez na literatura, a relagdo entre o fator nuclear PPARy em
macrofagos com um sistema de secre¢do bacteriano, e propomos um importante
mecanismo de escape de E. coli, uma vez que esta bactéria induz o aumento da
expressao de PPARY, o que consequentemente leva a uma diminuicdo da capacidade
microbicida de macrofagos. Interessantemente, a modulacao da capacidade microbicida
do macréfago durante a infecgdo por E. coli parece ndo ser mediada pela producao de
NO e seu mecanismo precisa ser mais profundamente investigado. Estes dados estdo de
acordo com os achados de Philipson e colaboradores (2013) que demonstraram que o
PPARYy favorece o estabelecimento de E. coli enteroagregativa no hospedeiro, sendo
proposto at¢ mesmo o seu bloqueio de PPARy como novo alvo terapéutico para o

combate da infeccao.

O PPARy ¢ uma molécula que exerce controle no metabolismo lipidico e
consegue de forma indireta modificar o fenotipo da resposta imunologica, estando
relacionado com uma potencial atividade anti-inflamatéria (Smith 2002; Martin
2010;Clark 2002). Além disso, a expressao de PPARY esta intrinsicamente associada a
biogénese de corpusculo lipidicos que ¢ uma organela marcadora de ativagdo celular
(Ahmadian et al. 2013; Melo et al. 2011). Essa organela est4 relacionada a diversos

processos inflamatdrios. E também varios patdgenos podem interagir com essa
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organela. (Luo, et al. 2005), e utilizd-la com um dos mecanismos de obtencao de energia
através da captacdo de nutrientes ou de modulagdo da resposta inflamatoria da célula
hospedeira. Neste trabalho, n6s descrevemos que a bactéria SEPT362 ¢ capaz de induzir
significativamente a biogé€nese dos corpusculos lipidicos e que o SST6 participa dessa
indugdo através da proteina IcmF ou SST6 integro. Portanto demonstramos pela
primeira vez a participagdo do SST6 e da proteina IcmF na biogénese de corptisculo
lipidico durante a infeccdo pela bactéria E. coli, e propomos que esta organela possa
constituir mais um importante mecanismo de favorecimento da permanéncia da E. coli

no interior da célula hospedeira.

O reconhecimento antigénico ¢ um fator muito importante para o
desenvolvimento da resposta imunoldgica frente a infecdes. Alguns patdgenos utilizam
da reducdo da expressdo das moléculas apresentadoras de antigenos para evadir a
imunovigilancia de linfocitos TCD4+ e TCD8+, promovendo assim uma infec¢ao

cronica (Tobian et al. 2003; Antoniou & Powis 2008) .

A molécula CD1 ¢ responsavel por apresentar antigenos lipidicos a linfocitos
TCD8+ e células NK para desenvolver a resposta imunologica do tipo citotoxica. Estas
moléculas sdo agrupadas em 2 grupos distintos: as isoformas do grupo I (CD1a, CDIb,
CDlc, CDle) e do grupo II (CD1d). Cada isoforma apresenta uma montagem diferente
no endossomo, o que garante a oportunidade de apresentacdo de antigenos lipidicos

microbianos.

As moléculas CD1 também participam de importantes fendmenos da resposta
imunoldgica. Kassianos e colaboradores (2012) identificaram que células dendriticas
CDlc+ ativadas por E. coli suprimem a proliferagdo de linfocitos T pela secre¢do de IL-
10. De Libero e colaboradores (2005) demonstraram que E. coli induz aumento da
sintese de lipideos proprios em células APCs que adquirem a capacidade de estimular
células T pela apresentagdo de glicolipideos proprios via CD1, indicando entdo que este
auto-reconhecimento induzido por E. coli, via CDI, leva a eficiente estimulagdo de

linfécitos T reativos, o que pode contribuir para repostas auto-imunes.

Portanto a participacdo da molécula CD1 na infec¢do por E. coli ¢ de extrema
importancia. Nesse aspecto, verificamos que a infecc¢ao por E. coli induziu a reducao da
expressao de moléculas CD1a e CD1d na superficie celular de monocitos € macrofagos,

respectivamente, tanto in vitro quanto in vivo. Adicionalmente, nossos dados
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demonstraram que o SST6 participa dessa reducdo. Sabemos que varios patdogenos
conseguem modular a apresenta¢do de antigenos lipidicos pela molécula CD1 (Stenger,
et al 1998; Roura-Mir et al. 2005; Lang & Glatman-Freedman 2006) .Entretanto ¢ a
primeira vez que se demonstra que o SST6 atua na modulagdo negativa da apresentacao
de antigenos lipidicos durante a infec¢do por E. coli. Portanto, acreditamos que por esse
mecanismo a E. coli possa estar evadindo a resposta imune adaptativa, tendo em vista
que a reducdo da expressdo de moléculas CDI1 levard a uma possivel diminui¢do da
ativacdo de linfocitos TCD8+, células NK e o desenvolvimento de uma reposta
citotoxica. Entretanto para essas conclusdes sao necessarios mais estudos que elucidem

melhor o papel do SST6 durante a resposta imunoldgica adaptativa.

Na busca por entendermos o papel do SST6 na imunidade inata, investigamos a
expressdo de moléculas apresentadoras de peptideos — MHC II. Figueira e
colaboradores (2013) identificaram que uma cepa de Salmonella enterica via T3SS
entrega antigenos peptidicos a molécula MHC 1 para a ativagdo de linfocitos T.
Também foi demonstrado que em infecgdes por E. coli ocorre a apresentagdo de
antigenos peptidicos via MHC II de produtos produzidos pelo patogeno (Altman,et al
1993). Além disso, componentes do T4SS de VirB2, VirB7,VirB11, e VirD4 de
Anaplasma marginale geram imunogenicidade mediada pela MHC II (Sutten et al.
2010). Assim, investigamos o papel do SST6 na modulacdo da expressiao de
apresentacdo de antigenos peptidicos via MHC II. Neste trabalho, identificamos que a
infec¢do por E. coli induziu a reducdo da expressdo de molécula MHC II na superficie
celular de macrofagos in vivo. Nossos dados demonstraram que o SST6 participa dessa
redugdo, sendo um dado inédito, mostrando a participagdo do SST6 na modulacao da
apresentacdo de antigenos peptidicos e lipidicos durante a infecg¢@o por E. coli. Tendo
em vista que a reducdo da expressdo de moléculas MHC II levard a uma possivel
diminui¢do da ativa¢do de linfécitos TCD4+, este pode ser mais um mecanismo de
escape da bactéria E. coli ao infectar macrofagos. Entretanto, sdo também necessarios
mais estudos que elucidem melhor o papel do SST6 durante a resposta imunologica

adaptativa.

Para uma ativacao ideal de linfocitos T naive € necessario o sinal de ligacao de
moléculas co-estimulatorias além da ligagdo de moléculas MHC ou CD1 ao TCR. A
expressao de moléculas co-estimulatorias na superficie de células APCs um fator crucial

para o desenvolvimento de uma resposta imunologica. (Khan et al. 2012). Muitos
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patogenos utilizam da modulacdo da expressao de moléculas co-estimulatorias para o
estabelecimento de infecgdes cronicas como observado em infecgdes por
Mycobacterium tuberculosis (Bonato et al. 2001; Schreiber et al. 2010). Produtos
bacterianos também podem modular a expressao de moléculas co-estimulatorias como ¢
o caso da enterotoxina termo 1abil de E. coli, a qual promove a expressao de CD80 e
CD86 na superficie de células dendriticas (Brereton et al. 2011). Similarmente,
Lipopolisacarideo (LPS) bacteriano pode induzir a expressdo de genes de CD40 em
macréfagos (Qin et al. 2005). No presente trabalho, identificamos que E. coli inibe a
expressao de moléculas CD40 e CD80 na superficie de macrofagos, de maneira
dependente do SST6, o que consequentemente prejudicard a apresentacdo antigénica de
peptideos de E. coli aos linfécitos T. Portanto, este parece ser mais um mecanismo de

escape imunologico que pode estar sendo mediado pelo SST6 de E. coli.

A interferéncia na inibi¢ao da expressdao dessas moléculas ¢ extremamente
prejudicial ao hospedeiro. A interagdo da molécula CD40 de células APCs com seu
ligante CD40L de linfécitos T resulta em uma eficiente producdo de citocina IL-12 e
uma incrivel regulacdo positiva de outras moléculas co-estimulatorias(Cella et al.
1996).Além disso, a ligacdo da molécula co-estimulatéria CD80 ao receptor CD28 de
linfécitos T € essencial para a prevengao da apoptose em cé€lulas T (Orabona et al. 2004;
Boise et al. 2010). Essa importante atuacdo do SST6 na imunidade do hospedeiro na
modulagdo de moléculas co-estimulatorias, nunca havia sido demonstrada na literatura,

indicando entdo a importancia desse sistema de secrecao no processo de patogénese.

SST6 pode ,entdo, estar modulando o trafego vesicular intracelular, acidificagao
e formagao de endossomos nas células do hospedeiro, inviabilizando a montagem da
molécula MHCII, CD1 e as co-estimulatérias, e inibindo sua exposicao na superficie
celular. Este ¢ um mecanismo similar ao desenvolvido por Mycobactéria que reduz a
acidez do endossomo pela retirada da ATPase H+, e altera a sua composi¢ao proteica
para viabilizar a sua sobrevivéncia (Sturgill-Koszycki et al. 1994; Ferrari et al. 1999).

Entretanto, mais estudos precisam ser realizados para melhor elucidar este mecanismo.

O recrutamento de células da imunidade ao local da injuria pelo patoégeno ¢ um
importante mecanismo da resposta imunoldgica. Abtin e colaboradores (2014)
demonstraram que o recrutamento de neutréfilos na infec¢do por Staphylococcus aureus

¢ mediado por macréfagos perivascular. Balamayooran e colaboradores (2011)

75



identificaram a quimiocina MCP-1 como importante molécula para defesa pulmonar do
hospedeiro através do recrutamento de leucdcitos na infecgdo por E. coli. Além disso,
LPS de bactéria gram-negativa modula o recrutamento e polarizacdo de células da
imunidade inata (Chakraborty et al. 2015). Assim, fomos investigar se o SST6 poderia
estar participando no recrutamento de macrofagos ao local inicial da infecgao.
Verificamos que a bactéria E. coli induz o recrutamento de macréfagos e que o SST6
participa significativamente deste processo, tendo em vista que a bactéria deletada para
a proteina IcmF quase ndo apresentou recrutamento de macréfagos. Pouco havia sido
descrito na literatura sobre o papel de sistemas de secre¢ao sobre o recrutamento de

células imunolégicas.

Todo os nossos dados de verificagdo de modulacao pelo SST6 sdo relacionados
a funcdo e presenga da proteina IcmF. Essa proteina apresenta um papel crucial na
motilidade bacteriana, aderéncia a células ao aumento da replicagdo do patdégeno em
macréfagos, a fagocitose, a inibigdo da fusdo fago-lisossomo e a inducdo da apoptose
(Purcell & Shuman 1998; Zink et al. 2002). Além disso, tem atividade de ATPse, com
acdo que ¢ crucial para a montagem do SST6 (L.-S. Ma, et al., 2012). Nesse trabalho
noés identificamos a participacdo da fungdo ou da presenca da proteina IcmF na
modulagdo da expressdao da apresentacdo de antigenos, na modulacdo da expressao de
moléculas co-estimulatorias, na secre¢do de NO e IL-6, na modulagdo do PPARy e

metabolismo lipidico.

Por fim, tomando todos nossos dados em conjunto, identificamos no presente
trabalho uma importante fun¢do imunomoduladora para o SST6 de E. coli e
caracterizamos diferentes mecanismos celulares e moleculares que podem estar
envolvidos nos eventos de escape a resposta imunologica do hospedeiro, onde este
sistema de secre¢ao tem func¢do crucial. Portanto, além de importante na relagao de
competi¢do procarioto-procarioto, o SST6 possui um proeminente papel como fator de
imunomodulacdo e, consiste assim num atrativo alvo para para o desenvolvimento de

futuras terapias ou mesmo alvo de vacinas funcionais.
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8- CONCLUSOES
Tomados em conjunto nossos dados demonstram que:

v" O SST6 pode ser usado por bactérias gram-negativas como um mecanismo para
a evasdo da resposta imune através da reducdo da apresentagdo de antigenos
lipidicos pela molécula CD1, e com isso ,consequentemente, induzir a reducdo
da ativagao de linfocitos TCD8+ e células matadoras naturais.

v" O SST6 pode ser usado como um mecanismo de escape da resposta imune pela
redugdo da apresentagdo de antigenos proteicos pela molécula MCH de classe II,
e com isso, reduzir consequentemente a ativacao de linfécitos TCD4+.

v" O SST6 modula positivamente o fator de transcrigdo PPARy ¢ a biogénese de
corpusculo lipidico indicando a importancia do metabolismo lipidico nesse
processo de patogénese.

v O SST6 juntamente com PPARy favorecem o estabelecimento intracelular de E.
coli em macrofagos

v" O SST6 ¢ relevante na resposta imunoldgica do hospedeiro, podendo ser um

alvo interessante para o desenvolvimento de vacinas funcionais.
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‘ 1 RECRUTAMENTO ‘

COLONIZAGAO DO FiGADO

Esquema 01. Modelo proposto para o papel do SST6 no metabolismo lipidico ,
apresentacio de antigenos lipidicos, apresentacio de antigenos proteicos,
moléculas co-estimulatdrias e os mecanismos associados a essa via.
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Esquema 02. Modelo proposto para o papel do SST6 e PPARYy na capacidade
microbicida de macréfagos peritoneais.
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