UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UNB
FACULDADE DE MEDICINA - FM
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA MOLECULAR

MARIELLY REIS RESENDE SOUSA

INFLUENCIA DA MOLECULA QUORUM SENSING OdDHL
PRODUZIDA POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA SOBRE AS
PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS

BRASILIA

2022



MARIELLY REIS RESENDE SOUSA

INFLUENCIA DA MOLECULA QUORUM SENSING OdDHL
PSEUDOMONAS AERUGINOSA SOBRE AS PROPRIEDADES
FUNCIONAIS DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Po6s- Graduacdo em
Patologia Molecular da Faculdade de
Medicina, Universidade de Brasilia,
como requisito parcial a obtencdo do
titulo de Doutora em Patologia
Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Felipe Saldanha de

Araujo

Brasilia

2022



Autorizo a reproducdo e divulgagdo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico, para fins de ensino, estudo ou pesquisa, desde que citada a fonte.

Ficha Catalografica

Sousa, Marielly Reis Resende

RS725i  INFLUENCIA DA MOLECULA QUORUM SENSING OdDHL PRODUZIDA
POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA SOBRE AS PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS / Marielly Reis Resende Sousa; orientador Felipe
Saldanha de Araujo. -- Brasilia, 2022. 113 p.

Tese (Doutorado - Doutorado em Patologia Molecular) -- Universidade de Brasilia, 2022.

1. Pseudomonas aeruginosa. 2. quérum sensing. 3. OdDHL. 4. Células-tronco mesenquimais.
5. licenciamento. I. Saldanha de Aradjo, Felipe, orient. Il. Titulo.




MARIELLY REIS RESENDE SOUSA

INFLUENCIA DE MOLECULA QUORUM SENSING OdDHL
PRODUZIDA POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA SOBRE AS
PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Molecular,
Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, como requisito parcial a obtencéo do titulo

de Doutor em Patologia Molecular.

Aprovada em_26 de_setembro de 2022.

Banca Examinadora

Prof. Dr. Felipe Saldanha de Aradjo

Prof. Dr. Simoni Campos Dias

Prof. Dr. Rinaldo Wellerson Pereira

Profa. Dra. Danyelle Romana

Suplente — Prof. Dr. Alex Leite Pereira



“Um pouco de ciéncia nos afasta de Deus. Muito, nos aproxima.”

(Louis Pasteur)

’

“Vocé nunca sabe a forga que tem. Até que a sua Unica alternativa é ser forte.’

(Johnny Deep)
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1. INTRODUCAO

1.1 Células-tronco Mesenquimais: caracterizacao e propriedades

As Células Tronco Mesenquimais (CTMs) sdo células progenitoras, multipotentes, que
inicialmente foram identificadas como Unidades Formadoras de Fibroblastos por Friedenstein e
colaboradores (FRIEDENSTEIN; CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970). Essas células
apresentam morfologia fibroblastoide e possuem a capacidade de se diferenciar em ostedcitos,
condracitos e adipdcitos (PITTENGER et al., 1999). Como as CTMs ndo apresentam um
marcador celular especifico para sua identificacdo, a Sociedade Internacional de Terapia
Celular (ISCT, do inglés International Society for Cellular Therapy), estabeleceu trés critérios
minimos que caracterizam essas células em condicdes de cultivo padréo in vitro: aderéncia ao
plastico; caracterizacdo imunofenotipica com auséncia de marcadores hematopoiéticos (CD11,
CD14, CD34 e CD45), moléculas co-estimulatérias (CD40, CD80 e CD86) e presenca de
marcadores como CD105, CD73 e CD90; além da capacidade de diferenciagdo em ostedcitos,
condrdcitos e adipdcitos (HORWITZ et al., 2005; DOMINICI et al., 2006). As CTMs foram
inicialmente identificadas da medula 6ssea, porém, posteriormente foi demonstrado que essas
células podem ser isoladas de diversos tecidos como da placenta, sangue do corddo umbilical,
tecido adiposo e polpa dentaria (DA SILVA; CHAGASTELLES; NARDI, 2006; COVAS et al.,
2008).

A primeira propriedade identificada nas CTMs foi a de suporte a producdo de células
sanguineas (MEIRELLES et al., 2009, LI et al., 2013). Entretanto, estudos adicionais
mostraram que além de suportar a hematopoiese, as CTMs também atuam no controle da
resposta imune, possuem efeito antiapoptético (GALLEU et al.,, 2017), antimicrobiano

(NEMETH et al., 2009; KRASNODEMBSKAYA et al., 2010; CHOW et al., 2020), estimulam



15

a angiogénese (TAO, HAN e LI, 2016), além de migrarem para sitios inflamatérios

(MEIRELLES et al., 2009, OGGU et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1: Propriedades das CTMs. O potencial terapéutico das CTMs pode ser explicado pelas principais
propriedades que elas apresentam como: a capacidade de secretar varias moléculas bioativas, sdo capazes de
estimular a regeneracdo e inibir a inflamacg&o; possuem baixa imunogenicidade e capacidade de exercer funcdes
imunomoduladoras; capacidade de se migrar para locais de inflamacdo apds leséo tecidual e a capacidade de se

diferenciar em varios tipos celulares (Obtido e adaptado de SANCHEZ-CASTRO et al., 2021).

Dentre todas essas propriedades, merece destaque a capacidade das CTMs de
imunorregular o sistema imune. Através de diferentes receptores como os Toll-like (TLRS), as
CTMs podem detectar sinais de perigo e responder aos sinais pro-inflamatorios por meio de
receptores para fator de necrose tumoral alfa, (TNF-a), interferon gama (INF-y) e interleucina

1 beta (IL-1pB), exercendo assim, sua atividade imunossupressora (JIANG e XU, 2020).
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Dependendo dos tipos e intensidade de sinais, as CTMSs secretam citocinas para promover ou
suprimir respostas imunes de varias células e manter o controle imunoldgico (Figura 2).
Estudos pregressos in vitro demonstram que as CTMs exercem um efeito supressivo sobre 0s
linfocitos T (KRAMPERA et al., 2006; MOUGIAKAKOS etal., 2011). Esse efeito supressivo
ocorre através de trés mecanismos principais: inducao de linfocitos regulatérios (Tregs), adesdo
célula-célula e liberacdo de fatores soltuveis (GAJEWSKI et al., 2006; IANNI et al., 2008,
SALDANHA-ARAUJO, et al., 2012). Nesse contexto, moléculas como indoleamina 2,3
dioxigenase (IDO), hemeoxigenase, arginase 1 e 2, 6xido nitrico, HGF, TGF-B, IL6, IL10,
prostaglandina E, e adenosina constituem fatores bem descritos que estdo envolvidos na
regulacdo mediada pelas CTMs sobre a imunidade inata e adaptativa (NICOLA et al., 2002;
MOUGIAKAKOS et al., 2011; SALDANHA-ARAUJO et al., 2011; POGGI e GIULIANI,

2016; POGGI, VARESANO e ZOCCHI, 2018).
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Figura 2: Células imunes moduladas por CTMs. As CTMs apresentam fun¢bes imunomoduladores,
promovendo ou suprimindo vérias células imunes. Moldura azul indica inibicdo das fungdes; moldura vermelha
indica a ativacdo das fungbes. Breg: célula B reguladora; CD: célula dendritica; MDSC: células supressoras
derivadas de mieloides; CTM: células-tronco mesenquimais; NK: célula natural Killer; Thl: célula T auxiliar, tipo
1; Th17: célula T auxiliar, tipo 17; Th2: célula T auxiliar, tipo 2; Treg: célula T reguladora (Obtido e adaptado de

JIANG e XU, 2020).
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Vale ressaltar que as CTMs possuem também a capacidade de combater infec¢Ges
bacterianas, através da secrecdo de peptideos antimicrobianos (AMPs). Os principais AMPs
produzidos pelas CTMs sdo catelicidina LL-37, hepcidina e [-defensina
(KRASNODEMBSKAYA et al., 2010; GUPTA et al., 2012; ALCAYAGA-MIRANDA et al.,
2015; SUNG et al., 2016; SILVA-CARVALHO, et al., 2021). Os AMPs possuem a capacidade
de interagir com varios receptores do hospedeiro (ALENCAR-SILVA et al., 2018), modulando
a sensibilidade aos antibioticos e o controle do crescimento bacteriano (JOHNSON et al., 2017,
AL-ANAZI e AL-JASSER, 2015; AL-ANAZIV, AL-ANAZI, AL-JASSER, 2020).

Vaérios estudos relatam que os AMPs tem a capacidade de romper a integridade fisica
da parede bacteriana uma vez que, entram em contato com a superficie aniénica da membrana
citoplasmatica onde se inserem de forma que inicialmente atravessam a interface dos grupos
hidrofilicos das cadeias de acil graxo dos fosfolipidios da membrana. Apds a insercdo na
membrana, 0s AMPs agem interrompendo a integridade fisica da bicamada, via afinamento da
membrana, poros de transicdo e/ou interrupcao da funcao de barreira, ou translocam através da
membrana e atuam em alvos internos, inibindo a biossintese de proteinas, de acido ndcleico,
atividade da protease ou a divisao celular (HANCOCK e SAHL, 2006; HUAN et al., 2020).

Foi relatado que o peptideo LL-37 exerce papel antimicrobiano em espécies Gram-
positivas e negativas suscetiveis e resistentes a antibiéticos (DEAN et al., 2011). Além de
exercer a atividade antimicrobiana, a LL-37 ao sinalizar receptores de peptideo formil 1
(FPRL1), é capaz de induzir quimiotaxia de neutréfilos, mondcitos e células T (YANG et al.,
2000); induz a proliferagdo de células endoteliais e promove a angiogénese (KOCZULLA et
al., 2003). As B-defensina 1 e 2 sdo capazes de exercer uma atividade antibacteriana em
bactérias Gram-negativas ¢ fungos, enquanto as [-defensina 3 exercem seu efeito sobre as

bactérias Gram-positivas (JARVA et al., 2018). A partir de interagdes com CCR2 e CCRS, as
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B-defensina sdo capazes de exercer um papel importante na quimiotaxia de células T, células
dendriticas e neutréfilos (ROHRL et al., 2010). Ja a hepcidina mostrou-se eficaz reduzindo a
disponibilidade de ferro extracelular como um dos mecanismos antimicrobianos (MAISETTA
et al., 2010). Além de exercer um papel importante na remodelagdo ¢ssea de CTMs (LU et al.,

2015) (Figura 3).
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Figura 3: Fun¢des dos AMPs secretados por CTMs. LL-37 possuem capacidade imunossupressora, cicatrizacéo
de feridas e capacidade migratéria das CTMs. Além disso, LL-37, B-defensina e hepcidina atuam na remodelagao

ossea induzindo a diferenciacdo osteoblastica (painel esquerdo azul). Os AMPs produzidos por CTMs também
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sinergizam com antibiéticos para matar bactérias, promovendo a angiogénese e modular a resposta imune (painel

direito amarelo) (Obtido e adaptado de SILVA-CARVALHO, 2021).

Devido a essas propriedades e por possuirem caracteristicas Unicas como a baixa
imunogenicidade (REGULSKI, 2017; JIANG e XU, 2020), as CTMs tém sido alvo de intenso
interesse cientifico, especialmente em pesquisas voltadas a terapia celular, com enfoque em
doencas que incluem infarto do miocardio (AFZAL et al., 2015), doenca de Crohn (OGGU et
al., 2017), cancer, doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH) (POLCHERT et al., 2008;
MEISEL et al., 2011), diabetes do tipo I e Il (TAN et al., 2012, QI et al, 2019), defeitos dsseos
(TAN et al., 2012), lesdo cerebral (KHERA, ALBERSEN e MULHALL, 2015), desordens
oculares (DING et al., 2019, MANSOOR et al., 2019) e pulmonares associada a rejeicdo de
aloenxertos pulmonares (WARD et al.,2005 HOLBAN et al.,2014). Mais recentemente, tem
sido discutido também o uso dessas células em ensaios clinicos para tratamento de pacientes

com COVID-19 (SALDANHA - ARAUJO, et al., 2020; YASAMINEH, et al., 2022).

O Remestemcel-L (Mesoblast Limited) foi o primeiro medicamento a base de células
aprovado pelo FDA, consistindo em um preparado de CTMs liberado para tratamento de
DECH, tendo sido fabricado pela empresa Osiris Therapeutics sob o0 nome comercial de
Prochymal (CHISHOLM, RUFF e VISWANATHAN, 2019). Embora as CTMs tenham dado
origem ao primeiro medicamento a base de células e os resultados reportados na literatura frente
ao uso terapéutico dessas células (especialmente com enfoque imunol6gico) sejam promissores,
alguns efeitos limitam o sucesso da terapia celular em ensaios clinicos. Ademais, a grande
quantidade de CTMs necessarias para uso clinico (LAMOURY et al., 2011) exige um longo
processo de expansdo, consequentemente, um numero alto de passagens. Além disso, a
criopreservacao pode reduzir algumas propriedades das CTMs e induzir processos apoptoticos

ou de senescéncia (KRETLOW et al., 2008; VON BAHR et al., 2012; GALIPEAU, 2013,
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LOCATELLI, 2016). Outro ponto que merece atencdo € que, além da variabilidade de
protocolos para cultivo e ensaios com essas células - o que dificulta a obtencéo de resultados
homogéneos-, existem diferencas intrinsecas entre CTMs dependendo do doador e da fonte de
onde elas foram obtidas (NORONHA et al., 2019). Com objetivo de contornar algumas dessas
limitacGes, especialmente, o elevado nimero de células necessario para uso clinico, vérios
pesquisadores estdo buscando desenvolver estratégias de licenciamento (priming) das CTMs, o
que garantiria maior potencial para essas células e ndo comprometeria sua expansao em escala

clinica.

1.2  Priming das CTMs

O priming, também conhecido como licenciamento ou pré-condicionamento, se baseia
em preparar as células para que elas apresentem ganho de alguma funcdo especifica ou
diferenciacdo especifica de linhagem, envolvendo ativacdo celular, sinalizacdo molecular,
mudancas na morfologia e/ou fen6tipo ou modulacdes epigenéticas. Atualmente, diversas
abordagens tém sido descritas para esse propdsito, incluindo o uso de citocinas inflamatorias;
hipoxia; uso de agentes quimicos; biomateriais ou diferentes condi¢des de cultura, dentre outros
(NORONHA et al., 2019).

O licenciamento das CTMs com INF-y induz aumento da expressdo de moléculas de
adesdo como VCAM-1 e ICAM-1 na superficie dessas células (REN e ROBERTS, 2011;
CHINNADURAI et al., 2014; GUAN et al., 2018; SEREJO et al., 2019), estimula a secrec¢ao
de moléculas imunorreguladoras como HGF, TGF-f, CCL2 e IDO (KRAMPERA et.al., 2006;
RYAN et al., 2007; TIPNIS, VISWANATHAN e MAJUMDAR, 2010, CARVALHO et al.,
2019, NORONHA et al, 2019), promove efeito protetor na criopreservacao

(CHINNADURAI et al., 2014; CHINNADURAI et al., 2016) e potencializa os efeitos
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imunomoduladores das CTMs sobre as células imunes (KAMPERA et al, 2006; REN et al.,

2008; REDONDO-CASTRO et al., 2017) (Figura 4).

O uso de CTMs submetidas ao priming com INF-y tem sido analisado em diferentes
modelos de doengas com o intuito de se entender melhor os mecanismos envolvidos na
capacidade imunossupressora dessas células licenciadas. Em um estudo utilizando modelo
murino, foi demonstrado que a eficacia das CTMs para o tratamento da DECH é dependente de
niveis de INF-y, 0 que aumenta o potencial supressivo das células, além de permitir a utilizacéo
de um menor nimero de CTMs para se alcancar o efeito terapéutico desejado. Em adicéo, o
tratamento da DECH experimental com o uso de CTMs previamente licenciadas com INF-y
apresentou resultados homogéneos, além de manter a sobrevida dos camundongos
transplantados quando comparados com o uso de CTMs nao licenciadas (POLCHERT et al.,
2008). Alem disso, CTMs pré-tratadas com o INF-y apresentaram maior capacidade de gerar

diferentes subtipos de Tregs (Y| et al., 2018).
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Figura 4: Esquema dos efeitos do priming das CTMs com INF-y. O priming com INF-y estimula a secregio
de moléculas imunorreguladoras, induz a expressao de moléculas de adesdo na superficie de CTMs, promove o
efeito na criopreservacéo, é capaz de potencializar os efeitos imunomoduladores das CTMs sobre as células imunes
e favorecem o fen6tipo imunomodulador identificado por aspectos morfolégicos dessas células (Obtido e adaptado

de SILVA-CARVALHO, 2019).

Como pode ser visto, as CTMs tém sido de grande utilidade clinica, uma vez que estdo
sendo amplamente exploradas para terapia de doengas imunomediadas, inflamatorias e
degenerativas. Estudos pré-clinicos e ensaios clinicos tém demonstrado resultados terapéuticos
promissores. No entanto, alguns aspectos como requisitos para expansdo celular antes de
infusdes, variabilidades de fontes, doadores, protocolos de cultura e ensaios para avaliar as
propriedades das CTMs ainda sdo considerados como limitagdes na &rea. Além disso, 0

acumulo de moléculas autoindutoras pode interferir nas fungdes dessas células e eventualmente
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pode comprometer o tratamento com terapia celular utilizando CTMs, uma vez que a utilizacéo
dessa terapia em pacientes imunocomprometidos e susceptiveis a infecdo por patégenos Gram-
negativos, pode induzir baixa sobrevida das CTMs, afetando o progndstico e influenciando o
tratamento com terapias dessas células (HOLBAN et al.,2014).

Apesar dos avangos com relacdo aos beneficios promovidos pelo priming com INF-y,
ndo ha dados na literatura que mostrem se ha manutencdo das propriedades funcionais das
CTMs licenciadas em vigéncia de infeccdo bacteriana. Nesse estudo, investigamos se as CTMs
submetidas ao priming com INF-y mantém suas propriedades bioldgicas mesmo em presenca

de moléculas de quorum sensing produzidas por Pseudomonas aeruginosa.

1.3  Pseudomonas aeruginosa e quorum sensing

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) é uma espécie de bactéria Gram-negativa,
oportunista, que representa uma ameagca para a pratica clinica. Essas bactérias sao responsaveis
por causar infeccBes cronicas, induzindo choque séptico, infeccbes do trato urinério,
gastrointestinais e cutaneas. Dentre as principais condicdes afetadas pela P. aeruginosa
destaca-se individuos imunocomprometidos, pacientes vitimas de queimaduras, prematuros
(GELLATLY e HANCOCK et al., 2013; KARIMINIK, BASERI-SALEHI e KHERIRKHAH,
2017) e transplantados (HOLBAN et al., 2014). O fato dessas bactérias terem a capacidade de
formar um biofilme com extrema tolerancia a antibioticos em infecgdes nosocomiais levou 0s
Centro de Controle e Prevencgdo de Doencas e a Sociedade de Doencas Infecciosas da América
(IDSA) a classifica-las como um dos seis micro-organismos perigosos, de alta prioridade,
resistentes a medicamentos (TABOLT et al.,, 2006). A Pseudomonas aeruginosa possui

capacidade de se desenvolver em ambientes com poucos nutrientes, como em reservatorios de
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agua ao redor de pias e em ar condicionado situados em ambientes hospitalares (SIMANEK e
PACZKOWSKI, 2022).

A capacidade de viruléncia desses microrganismos se deve a um processo denominado
quérum sensing (QS) (LIAO AET AL., 2022) que, em geral, consiste em um sistema de
comunicagdo pelo qual os microrganismos regulam a sua densidade populacional através da
producdo e liberacdo de moléculas de sinalizacdo denominadas moléculas auto indutoras (Als).
Essas moléculas sdo sintetizadas pelo gene LuxR e sdo difundidas no meio (MARTINEZ,
2014). E importante ressaltar que a concentragdo dessas moléculas no meio é diretamente
proporcional a concentracao de bactérias nesse milieu (GELLATLY e HANCOCK et al., 2013).
Dessa forma, se a densidade bacteriana local atingir um certo limiar, as Als serdo transportadas
para as bactérias e se ligardo ao receptor citoplasmatico LuxR, permitindo que as células
bacterianas promovam viruléncia e formacdo de biofilmes (FUQUA, WINANS e
GREENBERG, 1994; NG e BASSLER, 2009; HOLM e VIKSTROM, 2014). Em adi¢éo, essas
moléculas de sinalizacdo estdo presentes em um grande nimero de bactérias: em bactérias
Gram-positivas estdo presentes o sistema de QS a base de oligo peptideo; em bactérias Gam-
positivas e Gram-negativas estdo presentes o sistema de QS a base de 4, 5 di-hidroxi-2, 3-
pentanodiona (DPD, Al-2) e em bactérias Gram-negativas, o sistema de QS a base de quinolona
em alguns géneros como Alteromonas, Burkholderia e Pseudomonas. O sistema de QS
envolvendo as bactérias Gram-negativas dentre as mais encontradas sdo as N- Acyl homoserina
lactonas (AHLS) - que consistem de &cidos graxos, com diferentes comprimentos e residuos,
ligado a um nadcleo de homoserina (WRIGTH, et al., 2013; THIERBACH et al., 2019).

Em relacdo a Pseudomona aeruginosa, o primeiro sistema de QS reportado foi lasR-
lasl, homologo ao V. fischeri luxR-luxl, tendo como principal molécula autoindutora o N-(3-
oxododecanoil)-L-homoserina lactona (OdDHL) (GAMBELLO e IGLEWSKI, 1991;

PEARSON et al., 1994). O segundo sistema QS descoberto foi o rhIR- rhll, responsavel pela
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biossintese de ramnolipideos utilizando como Al o N-butiril- Lomosomos lactona (BHL)
(PEARSON et al., 1995; WINSON et al.; 1995). O terceiro sistema de QS identificado foi o
sinal de quinolona (PQS) 2-heptil3-hidroxi-4-quinolona, que é regulada pelo gene pgsR-
pgsABCDH, (GALLAGHER et al.; 2002). Até o momento, o Gltimo sistema de QS identificado
foi o 2- (2-hidroxifenil) -tiazol-4- carbaldeido (LEE et al., 2013). Estes sistemas de QS sdo
responsaveis por administrar alguns desses genes de Pseudomonas que estdo envolvidos com
alguns fatores de viruléncia (Figura 5) como protease alcalina, piocianina, elastase, fosfolipase
C, entre outros (VENTURI,2006; WILLIAMS e CAMARA, 2009). A expressdo regulada
desses genes de viruléncia oferece a bactéria uma vantagem seletiva sobre as defesas do
hospedeiro, sendo importante para a acdo patogénica do micro-organismo (TURKINA e

VIKSTROME, 2019).

QS com base em AHL em Pseudomonas aeruginosa

-
-

Exotoxina Elastases Ramnolipideo

Figura 5: Quérum sensing baseado em AHL em Pseudomas aeruginosa. Genes envolvidos na viruléncia desses

microrganismos (Obtido e adaptado de GUO et al., 2020).

O OdDHL é composto por o anel de lactona homoserina carregando cadeias acil com
12 carbonos de comprimento em sua estrutura. Essa unidade de L-homoserina lactona, também
conhecido como grupo oxo sdo fundamentais para garantir uma estabilidade na estrutura da

molécula bem como exercer a atividade biologica de OdDHL (HORIKAWA et al., 2006;
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CHAN et al., 2015). Ritchie e colaboradores (2007) descreveram que, devido a
lipossolubilidade e permeabilidade membrana, o OdDHL pode ser rapidamente transportado
para as células de mamiferos e, assim, exercer suas atividades biologicas. Guo et al., (2020)
demonstram através de uma marcacdo prévia por fluorescéncia que o OdDHL entra nos
osteoblastos e apds 15min adere em algumas organelas, como mitocdndrias e reticulo
endoplasmatico. Alguns estudos sustentam que, devido a alta solubilidade e permeabilidade da
membrana, 0 OdDHL pode ser rapidamente transportado para as células de mamiferos exibindo

sua atividade intracelular (RITCHIE et al., 2007, TURKINA e VIKSTROME, 2019).

Em adicdo, alguns estudos tém demonstrado que estas moléculas AHLSs, principalmente
0 OdDHL, possuem efeito imunomodulador significativo na resposta imune (TELFORD et al.,
1998, WILLIAMS et al.,2004; BAO et al., 2017). Foi demonstrado que o OdDHL afeta as
células T e inibe a funcdo de células apresentadoras de antigenos (APCs) (RITCHIE et al.,
2005), além de gerar a ativacdo de neutréfilos e macrofagos e inducdo de mediadores pro-
inflamatdrios (KANNO et al., 2013; KANNO et al., 2016). Além disso, a molécula autoindutora
de OdDHL foi capaz de inibir a producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) por
macrofagos estimulados por lipopolissacarideo (LPS) de murinos in vitro em concentra¢fes
acima de 3x10° M (TELFORD et al., 1998, TATEDA et al., 2003). Em outro estudo foi
demonstrado que a molécula de OdDHL pode induzir a proliferagdo de células linfocitérias,
através da sinalizacdo de receptores TLRs (BAO et al., 2017). OdDHL foi capaz de induzir
apoptose celular em uma variedade de linhagens celulares incluindo células epiteliais
(SCHWARZER et al., 2012; LOSA, et al., 2015) células endoteliais (SHINER et al., 2006),
fibroblastos (SHINER et al., 2006; SCHWARZER et al., 2014), linfocitos (JACOBI et al.,

2009) e em CTMs néo licenciadas (HOLBAN et al., 2014).

E importante ressaltar que a apoptose é um mecanismo de morte celular programada

mediada por varios mecanismos enddgenos e processos de regulacdo génica, podendo ser
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estimulada por trés vias diferentes. O OdDHL é capaz de desencadear a apoptose em varias
células eucarioticas utilizando as trés vias (Figura 6). Na via intriseca conhecida também como
via da mitocondria, 0 OdDHL induz alteragfes na membrana mitocondrial onde o citocromo C
é liberado da mitoc6ndria para o citosol, ativando assim uma cascata de eventos, envolvendo a
ativagdo de caspases 9, 3 e 7 contribuindo para a lise do citoesqueleto e degradacdo do DNA
(JACOBI et al., 2009; SCHWARZER et al., 2012; NEELY et al., 2018). Na via extrinseca,
também denominada como a via do receptor, ocorre a trimerizacdo do TNFR1 através da
ligagdo do complexo TNF/TNF1 , o OdDHL ativa caspase 8 e 10, resultando em morte celular
(TATEDA etal., 2003; SCHWARZER et al., 2012; SCHWARZER et al., 2014). A terceira via
é a via do reticulo endoplasmatico (RE), em que o OdDHL induz a sobrecarga de Ca 2*, através
do canal IP3R e IP3 (receptor de inositol g, 4, 5-trifosfato),promovendo a redistribuicdo de

citocromo C e ativacdo da apoptose dependente de caspase 9 e 12 (VIKSTROM et al., 2010) .
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Figura 6: Vias de apoptose desencadeadas pelo OdDHL em células mamiferas. OdDHL induz apoptose em
células mamiferas através de trés diferentes vias de sinalizacdo apoptética. A via intrinseca indicada pelas setas
verdes, causa a libera¢do do citocromo ¢ seguido pelas mitocdndrias e ativacdo da Caspase-9. A via extrinseca
indicada pelas setas azuis, desencadeia a trimerizagdo do TNFR1, induzindo ativagdo da Caspase-8. A via do
reticulo endoplasmatico, indicada pelas setas pretas, desencadeia a sobrecarga intracelular de Ca2+ através do
canal de célcio IP3RelP3 e promove a redistribui¢do do citocromo c. Cada fase dessas vias leva uma ativacdo de

Capas-3 e/ou 7 (Obtido e adaptado de GUO et al., 2020).
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Com relagdo a outros potenciais mecanismos, o OdDHL, além de mediar a
imunomodulacdo (TELFORD et al., 1998, WILLIAMS et al.,2004; BAO et al., 2017), pode
estar envolvido no processo de cicatrizagdo de feridas agudas infectadas em ratos com P.
aeruginosa (KANNO et al., 2013; KANNO et al., 2016). Outro estudo demonstrou que OdDHL
também foi capaz de inibir o efeito vasoconstritor dos vasos sanguineos coronarianos e
pulmonares em suinos. Esses achados demonstraram que essa a¢do presente no tecido muscular
liso dos vasos pode ser devido ao comprimento da cadeia de N-acil e por uma pequena porcéo
da cadeia de hemoserina lactona (LAWRENCE, et al.,1999). Dessa forma, estes resultados
confirmam que as AHLs, além de estarem envolvidas no processo de regulacdo de viruléncia
bacteriana, também estimulam células eucarioticas responsaveis no processo de inflamacéo e
defesas imunoldgicas (SMITH et al., 2002).

Considerando o amplo potencial terapéutico das CTMs submetidas ao priming com
INF-y, especialmente no tratamento de pacientes internados, como ocorre na doen¢a do DECH,
em transplantes de tecidos e em situac@es de reparacao tecidual, torna-se fundamental investigar
o0 comportamento dessas células frente a presenca de QS promovido pela Pseudomonas

aeruginosa.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da molécula quérum sensing OdDHL sobre as propriedades das

CTMs submetidas ou ndo ao priming com INF-y.

2.2  Objetivos Especificos

o Caracterizar fenotipicamente e funcionalmente CTMs de tecido adiposo;

o Investigar a influéncia da molécula OdDHL sobre a viabilidade de CTMs submetidas ou
n&o ao priming com INF-y;

o Determinar se a molécula OdDHL modula a atividade das enzimas Caspase 3/7 e a
liberacdo de LDH em CTMs submetidas ou ndo ao priming com INF-y;

o Avaliar se a molécula OdDHL impacta o potencial de membrana mitocondrial de CTMs
submetidas ou ndo ao priming com INF-y;

o Investigar se a exposi¢cdo de CTMs submetidas ou ndo ao priming com INF-y a molécula
OdDHL modula o potencial migratorio dessas células;

o Determinar se a molécula odDHL exerce algum efeito sobre o potencial
imunossupressivo de CTMs submetidas ou ndo ao priming com INF-y;

o Avaliar a expresséo de genes relacionados aos processos celulares acima descritos;

o Investigar funcionalmente se CTMs submetidas ao priming com INF-y sdo capazes de

inibir o crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa;

o Avaliar se a bactéria Pseudomonas aeruginosa impacta na sobrevida das CTMs.
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