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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa, considerada como patdgeno
oportunista humano, causando infecgdes agudas potencialmente letais, sendo de grande
importancia clinica. A resposta imune inata ocorre através do reconhecimento do patégeno
seguida de uma intensa resposta inflamatoria que auxilia na eliminagdo da bactéria. Contudo,
essa resposta deve ser controlada, sendo a IL-10 considerada como uma citocina
imunorreguladora que inibe a producdo excessiva de citocinas pré-inflamatorias, e as
metaloproteinases (MMPs) também importantes reguladores da resposta imune e estdo
associadas a diversos processos fisioldgicos e patolégicos. Dada a importancia dos
mecanismos imunoldgicos para o melhor entendimento da patofisiologia da infeccdo por
P. aeruginosa, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o papel da IL-10 murina enddgena na
infeccdo pela cepa virulenta PA14 de P. aeruginosa. Para avaliar o papel da IL-10, foi
realizada a infeccdo intratraqueal com a cepa PA14 virulenta em camundongos C57BL/6 ou
IL-10 KO. Dez horas ap0s a infeccdo foi analisada a contagem de unidades formadoras de
colénias (UFCs), analises histopatologicas, estereoldgicas, zimografia e PCR em tempo real
nos pulmdes dos animais. As andlises in vivo demonstraram que a cepa PA14 foi recuperada
em ambos os tipos de animais, no qual os camundongos IL-10 KO apresentaram elevado
namero de bactérias viaveis no 6rgdo quando comparado ao grupo C57BL/6. As anélises
histopatoldgicas e estereoldgicas mostraram que os camundongos IL-10 KO apresentaram
espessamento de septos alveolares, uma inflamacao difusa intensa com elevada concentracao
de infiltrado de células inflamatdrias e alveolos colapsados culminando na diminuicdo do
espaco alveolar e da superficie pulmonar quando comparados aos animais controles. A
atividade da MMP-9, mas ndo da MMP-2, foi aumentada nos animais infectados, sendo mais
ativa nos animais IL-10 KO, assim como o aumento da expressao diferencial dos genes IL-6 e
TNF-a. Este trabalho apresenta de forma inédita a estreita relagdo entre o controle da infecgéo
por P. aeruginosa pela 1L-10 enddgena e o seu controle sobre a MMP-9 e 0s processos

histopatol6gicos do processo infeccioso em questao.

Palavras chave: Pseudomonas aeruginosa. Interleucina-10. Inflamacdo. Metaloproteases.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative bacterium, considered as a human opportunistic
pathogen causing acute lethal infections being of great clinical importance. The innate
immune response occurs through recognition of the pathogen leading to an inflammatory
response which is beneficial for the elimination of the bacterium. However, this response
must be controlled being IL-10 an immunoregulator cytokine that inhibits the overproduction
of proinflammatory cytokines, and also metalloproteinases (MMPs) that are associated with
physiological and pathological processes and immuneregulators. Given the importance of
immunological mechanisms for a better understanding of the pathophysiology of P.
aeruginosa infection, the objective of this study was to evaluate the role of endogenous
murine IL-10 in infection with the virulent strain P. aeruginosa PA14. To assess the role of
IL-10, was performed intratracheal infection with PA14 strain in C57BL/6 or IL-10 KO mice.
Ten hours after infection, the recovery of viable bacteria, histopathological and stereological
analyzes, zymography and real-time PCR were performed in mice lungs. In vivo analyzes
demonstrated that IL-10 KO mice were more susceptible due to the high number of viable
bacteria in lung when compared to C57BL/6 group. Histopathological and stereological
analyzes showed that IL-10 KO mice had alveolar septal thickening, an intense diffuse
inflammation with a high concentration of inflammatory cell infiltrate and collapsed alveoli
culminating with decrease in alveolar space and lung surface when compared to control
animals. The activity of MMP-9, but not MMP-2, as well as IL-6 and TNF-a expression were
augmented in the lungs of infected animals, being much more evident in IL-10 KO animals
when compared to the other analyzed groups. Taken together, the results of this work presents
in an unprecedented way the close relationship between the control of P. aeruginosa infection
by endogenous IL-10 and its control over MMP-9 activity, IL-6 and TNF-a expression and

the histopathological processes of this infectious process.

Key words: Pseudomonas aeruginosa. Interleukin-10. Inflammation. Metalloproteases.
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1 INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa, oxidase positiva e nao
fermentadora de glicose, ubiqua e que geralmente habita o solo e a 4gua. E uma bactéria
considerada como patdgeno oportunista humano, causando infeccGes agudas potencialmente
letais em pacientes com lesdo na barreira epitelial, como nas feridas por queimaduras, e em
pacientes imunossuprimidos, resultando em bacteremia, infeccdo do trato urinario e
pneumonia. A P. aeruginosa possui grande importancia clinica devido ao seu elevado nivel de
resisténcia intrinseca aos antibiéticos (GRIMWOOD et al., 2015; BREIDENSTEIN et al.,
2011).

A infeccdo pela P. aeruginosa é composta por trés fases: (1) adesdo bacteriana e
colonizacéo, (2) invasao local e (3) disseminacdo. ApOs uma fase inicial de colonizacéo, o
processo infeccioso evolui para uma infeccdo aguda, caracterizada pela alta producdo de
fatores de viruléncia extracelulares, ou crénica em que ha baixos niveis desses fatores. Em
alguns casos, durante a exacerbacdo da infeccdo cronica, como na fibrose cistica, a produgéo
de fatores de viruléncia extracelulares pode estar aumentada (VAN DELDEN; IGLEWSKI,
1998; TODAR, 2009).

A resposta imune inata contra uma infeccdo pela P. aeruginosa ocorre atraves da
producdo de citocinas inflamatorias, recrutamento celular e depuracdo fagocitica dessa
bactéria por neutréfilos e macréfagos. A imunidade adaptativa exibe especificidade e
memoria, pode ter uma resposta humoral ou celular com ativacdo e diferenciacdo dos
linfocitos B e T. Dentre os fatores capazes de regular a resposta imune esta a interleucina-10
(IL-10). A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria responsavel pelo controle das respostas
imunes inata e adquirida, evitando lesdes teciduais decorrentes de respostas inflamatorias
exacerbadas ndo somente durante processos infecciosos como também na prevencao de
patologias inflamatdrias assépticas e de doencas autoimunes (CHRISTOFI; APIDIANAKIS,
2013; LOVEWELL et al., 2014; HAZLETT et al, 2014).

Apesar dos grandes progressos obtidos no modelo murino, muitos mecanismos
imunoldgicos induzidos pela P. aeruginosa no hospedeiro ainda necessitam ser desvendados.
Além disso, estudos da regulacdo da resposta imune baseado nos mecanismos mediados pela
IL-10, uma citocina supressora das respostas pro-inflamatérias da imunidade inata e

adaptativa, sdo necessarios para o melhor entendimento da patofisiologia da infec¢do por
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P. aeruginosa. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o papel da IL-10 end6gena

na resposta imune frente a infeccdo pela bactéria P. aeruginosa em modelo murino.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo apresentamos a revisdo de literatura dividida em topicos para melhor

compreensdo do assunto.

2.1 Pseudomonas aeruginosa, caracteristicas e fatores de viruléncia

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa, oxidase positiva e nao
fermentadora de glicose, ubiqua e que geralmente habita o solo e a 4gua. Seu genoma de
6.264.403 pares de bases, juntamente com os sistemas de regulacdo adaptaveis, versatilidade
metabolica e alta resisténcia intrinseca aos antibidticos, permite sua sobrevivéncia em
diversos ambientes (GRIMWOOD et al., 2015; MADIGAN et al., 2016).

A baixa permeabilidade das principais proteinas porinas da membrana externa da
P. aeruginosa e a presenca de varias bombas de efluxo de farmacos séo fatores que
contribuem para 0s mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, no qual esta incluida a
resisténcia intrinseca cromossomicamente codificada do organismo a diversos antibioticos, a
capacidade de adquirir resisténcia por mutacGes e a transferéncia horizontal de genes. A
persisténcia da infeccdo por esta espécie bacteriana € devido a capacidade de formacédo de
biofilmes e resisténcia aos antibidticos, que leva a diversas complicacdes terapéuticas e €
associada a tratamento ineficaz e morte do paciente infectado (PELUSO et al., 2010; SUN et
al., 2011).

As proteinas da membrana externa, o lipopolisacarideo (LPS), o pili e os flagelos sdo
estruturas presentes na P. aeruginosa e sdo investigados como possiveis alvos para o
desenvolvimento de vacinas. A P. aeruginosa sintetiza substancias da parede celular que
permitem a formacdo de biofilmes caracterizados por uma matriz extracelular contendo
polissacarideos (ex; alginato), proteinas e DNA extracelular. Os polissacarideos participam da
iniciacdo, desenvolvimento, manutencdo do biofilme e evasdo do sistema imune inato (Fig. 1)
(PELUSO et al., 2010; HORINO et al., 2012; HILL et al., 2017).

Outra importante caracteristica da P. aeruginosa é a expressdao de um sistema de
secrecdo do tipo Il (T3SS), que permite a secrecdo de potentes toxinas diretamente no
citoplasma do hospedeiro, através de um canal (“agulha”) denominado de injessoma,

localizado na superficie celular bacteriana. Diversas bactérias Gram-negativas expressam o


http://femspd.oxfordjournals.org/content/73/2/1.1.long#ref-58
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T3SS, permitindo que essas bactérias invadam células ndo fagociticas ou inibam a fagocitose,
reduzam ou promovam as respostas pro-inflamatdrias, induzam a apoptose, previnam a
autofagia ou modulam o tréfico intracelular, sendo os efetores do T3SS de P. aeruginosa
caracterizados pela atividade anti-fagocitica e citotoxica (CORNELIS, 2006; SATO; FRANK,
2011; BOUILLOT et al., 2017).

Os fatores de viruléncia secretados pela P. aeruginosa, como pequenas moléculas
organicas, exoenzimas, toxinas, piocianina e hemolisinas séo controlados pelo quorum
sensing, permitindo que as bactérias produzam esses fatores de uma forma coordenada. O
quorum sensing € um mecanismo de sinalizacdo no qual a bactéria € capaz de detectar a sua
densidade populacional e o ambiente ao seu redor e ativar ou inibir a expressdo de genes
especificos de maneira cooperativa em vez de células individuais. Além das bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, 0 quorum sensing também pode ser observado em fungos. O
quorum sensing contribui para a formagdo de biofilmes, assim, favorece a sobrevivéncia
bacteriana em diversos ambientes (WILLIAMS, 2007; MORKUNAS et al., 2016;
STRATEVA; MITOV, 2011).

Pili

Flagelo

N\

Alginato/biofilme
Produtos extracelulares:

3 Exoeqzimas
) Toxinas
S|stem.a de Hemolisinas
secrecaodo Piocianina
tipo 111 (T3SS):

ExoS
ExoT
ExoU
ExoY

Figura 1 - Caracteristicas e fatores de viruléncia da P. aeruginosa.

Fonte: Adaptado de sahsrojas.pbworks.com

Nota: O lipopolisacarideo (LPS), o pili e os flagelos sdo fatores de viruléncia presentes na estrutura da P.
aeruginosa. O alginato é um polissacarideo presente na parede celular da P. aeruginosa, que permitem a
formagdo de biofilmes. O sistema de secre¢do do tipo 11l (T3SS) permite a secre¢do de potentes toxinas
(ExoS, ExoT, ExoU e ExoY) diretamente no citoplasma do hospedeiro. As exoenzimas, toxinas,
hemolisinas e piocianina sdo fatores de viruléncia produzidos no interior da bactéria e secretados para o
meio extracelular.
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2.2 Doencas causadas por Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa é uma bactéria capaz de causar doencas oportunistas de cunho
importante em infeccBes hospitalares. E responsavel por infeccdes agudas geralmente
associadas com feridas de queimaduras, procedimentos invasivos, podendo levar a bacteremia
e infecgbes cronicas nos pacientes com doenca pulmonar persistente, principalmente os
pacientes que necessitam de ventilacdo mecénica, como na doenga pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) e na fibrose cistica, e imunossuprimidos, incluindo o0s pacientes
transplantados e em tratamento contra canceres. As altas incidéncias de infecgdes respiratorias
agudas e crénicas levaram ao esforco para compreender as condigdes que facilitam a infeccéo
e colonizacdo da P. aeruginosa, bem como mecanismos de patogénese nos pulmdes dos
hospedeiros mamiferos (PELUSO et al., 2010; LOVEWELL et al., 2014; MUNGUIA et al.,
2017).

As infecgdes por biofilmes de P. aeruginosa incluem pneumonia em pacientes com
fibrose cistica (FC), infecgdes de feridas cronicas, otite média cronica, prostatite bacteriana
crénica e infecgdes relacionadas a utensilios e equipamentos médicos. Pacientes com FC sdo
frequentemente acometidos por infeccdes causadas pela P. aeruginosa, devido a uma mutacgéo
no gene que regula a proteina transmembrana CTFR, gerando um mau funcionamento do
canal de cloreto, que resulta em um microambiente anormal do epitélio pulmonar devido a
alteracdes na secrecdo da mucosa e diminuicdo do transporte mucociliar. Nestes individuos o
biofilme de bactérias presente nos pulmdes é cercado por leucdcitos, que sdo constantemente
recrutados, gerando uma significativa resposta inflamatoria que causa danos aos pulmdes e
consequentemente resulta em insuficiéncia respiratoria (RYBTKE et al., 2015; SAINT-CRIQ
et al., 2018).

Apesar do elevado numero de pacientes que desenvolvem infeccdo por P.
aeruginosa e ineficacia ao tratamento dessa infeccdo, ainda ndo ha vacina disponivel no
mercado, apesar dos esfor¢cos na investigacdo para o desenvolvimento de vacina e imunizagao
passiva. Varios desafios necessitam de mais estudos, sendo um deles a vacinagdo profilatica
que requer imunizacao antes da colonizacdo da P. aeruginosa nas vias respiratorias, com seu
uso limitado para os idosos e pacientes com FC ndo infectados. Por outro lado, ha necessidade
de imunizacdo passiva para pacientes criticamente doentes que possuem uma baixa resposta a
imunizacdo ativa (PELUSO et al., 2010; GRIMWOOD et al., 2015).
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2.3 Resposta imune contra Pseudomonas aeruginosa

As barreiras de defesa, como a barreira fisica da pele, muco intestinal e a baixa ou
elevada acidez do trato gastrointestinal sdo as primeiras linhas de defesa contra
microrganismos invasores, seguida da resposta imune mediada pelas células de defesa que
pode induzir uma resposta rapida e abrangente. A eliminacdo da P. aeruginosa depende do
seu reconhecimento pelos fagocitos, tais como neutréfilos e macréfagos, internalizacdo e
degradacdo da bactéria, induzindo a producdo de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas
(SKERRETT et al., 2007; LOVEWELL et al., 2014; CHRISTOFI; APIDIANAKIS, 2013).

As células do sistema imune inato reconhecem o patdgeno através de receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs) presentes na superficie das células, em endossomos e no
citosol. Os receptores reconhecem os padrdes moleculares associados a agentes patogénicos
(PAMPs) e, em seguida, ativam as vias de transdugdo intracelulares como a mediada pelo
fator nuclear-kB (NF-kB), que € um complexo de proteina que controla a transcricdo de genes
codificadores de componentes inflamatérios. Apds a ativagdo do NF-kB ocorre a producéo de
mediadores da inflamac&o para induzir reagdes precursoras da resposta inflamatdria (JEON et
al., 2014).

Dentre os PAMPs da P. aeruginosa, o LPS é capaz de ativar o receptor semelhante a
Toll 4 (TLR4), a flagelina o receptor TLR5 e 0 TLR9 reconhece 0 DNA CpG nédo-metilado,
contribuindo para o reconhecimento do DNA extracelular presente no biofilmes desta
bactéria. O T3SS injeta efetores bacterianos nas células hospedeiras e sdo reconhecidos pelos
receptores citosdlicos envolvidos na ativacdo do inflamossoma. Apoés a ligacdo entre esses
produtos bacterianos e o receptor citosolico NLRP3 ocorre a clivagem e ativacdo da pro-
caspase-1 ativando e secretando a citocina pro-inflamatéria IL-1p. A ativacdo dos TLR 2, 3, 4
ou 7 induzem a expressdo da pro-1L-1p e NLRP3 e consequentemente ativa o inflamossoma
(LIN; KAZMIERCZAK, 2017). A IL-1 apds se ligar a seu receptor induz a sintese de
produtos pro-inflamatérios, estimulando o recrutamento de fagocitos para o local da infeccéo
para a eliminacdo da bactéria. Entretanto, os produtos secretados pelos fagocitos, como
espécies reativas de oxigénio, em niveis elevados sdo responsaveis por lesdes teciduais no
hospedeiro. Torres et al. (2018) demonstra que um ambiente &cido promove um aumento da
inflamacdo dependente de IL-1 em uma infeccdo por P. aeruginosa, sendo o controle do pH
um mecanismo para evitar a progressdo da doenca. Alguns produtos secretados pela P.
aeruginosa sao capazes de modular o sistema imune do hospedeiro, tais como os efetores do

T3SS (ExoS, ExoT, ExoU e ExoY) e a piocianina, responsaveis pela viruléncia da bactéria.
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Os efetores ExoS, ExoT, ExoU possuem atividades enzimaticas e citotoxicas nas células
hospedeiras. O efetor ExoY pode inibir a ativacdo da caspase-1 que é um componente
essencial para a resposta inflamatéria mediada pelo inflamossoma. Ja a piocianina é capaz de
inibir a secrecdo de IL-1 mediado pela inibi¢do pds-transcricional de NLRP3. A capacidade
da P. aeruginosa de evadir do sistema imunoldgico do hospedeiro através desses produtos,
contribuem para a sua disseminacdo e progressao da doenca (JEON et al., 2017; WINTER,;
ZYCHLINSKY, 2018).

A resposta imunoldgica adaptativa contra bactérias extracelulares, como a
P. aeruginosa, é caracterizada pela imunidade humoral e celular. Na imunidade humoral ha a
producdo de anticorpos especificos que atuam na neutralizacdo do patégeno, opsonizacao e
ativacdo do complemento pela via classica. Além disso, 0s antigenos proteicos da
P. aeruginosa ativam as células TCD4" via células apresentadoras de antigenos (APCs),
levando os linfocitos a secretarem citocinas que estimulam a producéo de anticorpos, induzem
a inflamacdo e acentuam as atividades microbicidas dos fagocitos (ABBAS et al., 2012;
RICKLIN et al., 2010).

As bactérias Gram-negativas, como a P. aeruginosa quando reconhecidas pela
resposta imune inata, sdo capazes de ativar uma resposta imune adaptativa potente. Um dos
perfis de resposta imune adaptativa celular ¢ a inducdo de um perfil Thl, no qual a IL-12
produzida pelas células da imunidade inata juntamente a apresentacdo dos antigenos proteicos
bacterianos aos linfocitos TCD4", estimulam essas células a secretar IFN-y. Essa importante
citocina do perfil Thl estimula o poder fagocitico, inflamatério e microbicida de macrofagos
ao ativa-los classicamente (M1). A estimulacdo excessiva ou prolongada de M1,
frequentemente leva a lesdo tecidual e contribui para a patogénese. Os macrofagos também
podem desempenhar papéis importantes como imunomoduladores. Neste caso as citocinas
IL-4 e IL-13 secretadas pelas células Th2 induzem a ativacdo dos macrofagos da classe M2
capazes de produzir IL-10 e antagonizar ao papel dos M1. Os pacientes com FC infectados
com P. aeruginosa tem maior quantidade de M2 em seus pulmdes (HAZLETT et al., 2014;
SINGH, et al., 2015).

A IL-17 secretadas pelas células Th17 é responsavel pela inducdo da inflamagdo com
predominio de neutrofilos. A capacidade da IL-17 de induzir citocinas como IL-6, IL-1B e
TNF-a e quimiocinas sdo essenciais para a defesa do hospedeiro contra P. aeruginosa.
Entretanto, a resposta inflamatdria induzida por IL-17 pode ser prejudicial ao hospedeiro,
levando a danos teciduais através da acumulacéo de neutréfilos no local da infeccdo e inducéo
de metaloproteinases (LI et al., 2014; BAYES et al., 2016).
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2.4 Controle da resposta imune, IL-10 e as metaloproteinases

Muitas das complicagdes graves da infeccdo sdo devidas a uma resposta imunologica
excessiva. Essa resposta exacerbada causa danos nos tecidos e aumento da mortalidade. O
papel dos componentes imunoregulatérios da resposta imune é importante para limitar a
patologia (COUPER et al., 2008; SARAIVA; O’GARRA, 2010).

Um mecanismo de controle da resposta imune sdo as células Treg. Essas células
expressam CD25" e uma subpopulacdo de células T CD4", necessitam de IL-2 para sua
geracdo, manutencdo e funcdo. O desenvolvimento e a funcdo das células Treg sao
controladas pelo fator Foxp3 e desempenham um papel importante no controle do
desenvolvimento do céncer, doencas autoimunes e infecciosas. As células Treg secretam
citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-f (BARTHLOTT et al., 2005; WAN;
FLAVEL, 2007; LI et al., 2017).

A 1L-10 é uma citocina anti-inflamatdria essencial na prevencdo de patologias
inflamatdrias e autoimunes. A IL-10 € um imunorregulador nas infeccbes com virus,
bactérias, fungos, protozoarios e helmintos, inibindo a producdo excessiva de citocinas pro-
inflamatorias secretadas pelas células Thl e CD8", como INF-y e TNF-a, evitando lesdes
teciduais que sdo responsaveis por grande parte da imunopatologia. A IL-10 humana é uma
proteina homodimérica de 35 kDa, secretada por diversos leucocitos que contribui para a
regulacdo da resposta inflamatdria, levando a uma reposta imune equilibrada com a depuracao
eficaz dos patdgenos e poucos danos no tecido do hospedeiro. A IL-10 também é secretada
por ceélulas dendriticas, mastocitos, macrofagos, células natural killer (NK) e
polimorfonucleares (PMN), assim, a producéo de IL-10 esta associada a resposta imune inata
e adquirida (COUPER et al., 2008; HAZLETT et al., 2014; PENAZOLA, et al., 2016).

O fenotipo M2 dos macrofagos secreta citocinas como IL-4 e IL-10 e esta associado
ao reparo tecidual. No inicio da resposta inflamatéria ha predominio do fendtipo M1,
importante para a fagocitose e eliminacdo do microrganismo, e durante essa reposta ocorre a
mudanca para o fendtipo M2 levando ao reparo do tecido lesionado (ARNOLD et al., 2007;
SILVA et al., 2015; XU et al., 2017; SACKMANN et al., 2017)

A producdo de IL-10 por células da imunidade inata pode ser induzida pelo
reconhecimento dos PAMPs pelos PRRs. O receptor TLR2 é responsavel pela expressdo de
IL-10 por celulas apresentadoras de antigenos. A estimulacdo de TLR4 e TLR9 também
expressa IL-10 pelos macrofagos e células dendriticas, e IL-10 produzidos apds estimulacéo

de TLR3 ocorrem apenas nos macréfagos. A IL-10 inibe a producdo de citocinas pro-
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inflamatorias inibindo a ativacdo de NFxB, pela inibicdo da fosfoliracdo de IkB ou pela
inibicdo da ligacdo do fator de transcricio ao DNA (Fig. 2). A IL-10 também inibe a
expressao de MHC de classe Il através de um mecanismo pés-trancricional, no qual envolve a
inibicdo do transporte das moléculas MHC Il ligadas a peptideos microbianos para a
membrana plasmatica, prejudicando a ativacdo de linfocitos T CD4" (GRUTZ, 2005;
MOORE et al., 2001; SARAIVA; O’GARRA, 2010; PENALOZA et al., 2016).
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Figura 2 - Mecanismo de inducdo da expressao da IL-10 e pontos de controle da inibicdo da ativacdo da resposta
pré-inflamatoria.

Fonte: Adaptado de Maiti et al., 2015.

Nota: A producgdo da IL-10 por células da imunidade inata pode ser induzida pelo reconhecimento dos PAMPs
pelos PRRs. Um exemplo é o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram negativas pelo TLR4 que ativa o
fator transcricional NFxB capaz de induzir além de citocinas pré-inflamatorias também induz a IL-10. A
IL-10, por um processo de feedback negativo, inibe a producéo de citocinas pro-inflamatorias inibindo a
ativacdo de NFkB, pela inibi¢do da fosfoliracdo de IkB ou pela inibi¢do da ligacdo do fator de transcri¢do
ao DNA.

Outros importantes componentes reguladores da resposta imune sdo as
metaloproteinases (MMPs). As MMPs sdo proteases que degradam a matriz extracelular, e
estdo associadas a processos fisiologicos e patolégicos. As MMPs sdo enzimas zinco-
dependentes, e sdo classificadas de acordo com seus substratos em colagenases, gelatinases,
estromelisinas, matricinas e MMPs de membrana, que integram a membrana celular como
enzima ativa. As atividades das MMPs sdo reguladas em nivel transcricional, ativacdo de
zimdgenos e pela acdo de inibidores enddgenos. Normalmente as MMPs ndo sdo expressas
em tecidos saudaveis, geralmente sdo detectadas em processos de reparacdo ou
remodelamento, em tecidos inflamados e em carcinomas (PARKS et al.,, 2004; BREW,
NAGASE, 2010).
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As MMPs desempenham papel fisiologico na remodelagdo tecidual, como
desenvolvimento embrionario, angiogénese, no treinamento fisico e cicatrizacdo de feridas.
Em eventos patolégicos como a inflamacdo, as MMPs sdo responsaveis por regular a
integridade das barreiras fisicas, transmigracdo de leucécitos dos vasos sanguineos para 0s
tecidos, através da geracdo de gradientes de quiomiocinas, disponibilidade e atividade de
mediadores inflamatorios e regulacdo da sobrevida de células inflamatérias (NISSIENEN;
KAHARI, 2014; HELMERSSON-KARLQVIST et al., 2012).

As MMP-2 e MMP-9 sdo gelatinases ou também denominadas de colagenases do tipo
IV, e estdo associadas ao cancer e a fibrose tecidual. A MMP-9 esta envolvida em diversos
aspectos da inflamacéo, tais como o acumulo de células inflamatorias, a cicatrizacdo e 0s
processos de remodelamento tecidual (LI et al, 2015; BRUSCHI et al., 2014).

A MMP-2 é expressa em diversos tipos de células e esta envolvida na regulacdo de
guimiocinas, com isso essa gelatinase participa da modulacdo da inflamacéo, essas funcoes
estdo associadas a inativacdo, aumento, antagonismo ou dispersdo das propriedades
quimiotaticas das quimicinas. A MMP-2 esta associada positivamente a expressao de IL-10 e
negativamente a IL-1p, indicando sua importancia na regulacdo da inflamacdo (MEDEIROS
et al., 2017).

A MMP-9 esta envolvida na migracdo celular e na remodelacdo do tecido durante o
desenvolvimento de patologias relacionadas a processos inflamatérios, levando a uma
resposta imunolégica exacerbada. A MMP-9 é capaz de clivar a IL-1p em uma via
independente de caspase-1, contribuir para a secrecdo de TNF-a, além de ativar o TGF-p,
envolvido na fibrose (MEDEIROS et al., 2017; WANG et al., 2002).

Os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) sdo capazes de inibir uma
grande variedade de MMPs, entretanto, existem diferencas de especificidade entre eles. A
ativacdo de MMPs e TIMPs ocorre de forma concomitante, o desequilibrio entre essas
enzimas e sua inibicdo resulta em danos teciduais. Além de sua atividade inibidora de MMPs,
as TIMPs possuem vaérias atividades biolégicas, como a promocdo da proliferacdo celular,
atividades anti-angiogénicas, pré e anti-apoptoticas e sinapticas, muitas das quais sdo
independentes da inibicdo da metaloprotease (GARLET et al., 2006; BREW; NAGASE et al.,
2010). Os TIMPs sdo produzidos por varios tipos de células e induzidos ou expressos
constitutivamente pela maioria dos tecidos e fluidos corporais. TIMP-1 inibe a atividade da
maioria das MMPs, mas possui atividade como um inibidor natural da MMP-9 (BRUSCHI et
al, 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

Pseudomonas aeruginosa possui a capacidade de colonizar varios ambientes e infectar
diversos organismos, incluindo o homem. Nao existem terapias que previnem esta infeccéo,
sendo o uso de antibidticos o Unico tratamento aprovado. Dificultando ainda mais o
tratamento, P. aeruginosa apresenta maltiplos mecanismos de resisténcia, inclusive a
ciclosporinas de terceira geragdo. A IL-10 é uma citocina envolvida no controle da resposta
imunoldgica inata e adaptativa, com o intuito de evitar lesbes teciduais decorrentes de uma
resposta inflamatdria exacerbada. Apesar dos grandes progressos obtidos no modelo murino,
muitos mecanismos imunoldgicos induzidos pela P. aeruginosa no hospedeiro ainda
necessitam ser desvendados. Além disso, estudos da regulacdo da resposta imune baseado nos
mecanismos mediados pela IL-10 sdo necessarios para o melhor entendimento da

patofisiologia da infeccdo por Pseudomonas aeruginosa.
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4 OBJETIVOS

Abaixo serdo descritos o objetivo geral e o0s especificos.

4.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da IL-10 murina enddgena na infeccdo pela cepa virulenta PA14 de

Pseudomonas aeruginosa.

4.2 Obijetivos especificos:

Os objetivos especificos foram descritos a seguir:

a) Quantificar o numero de bactérias viaveis no pulmdo, baco e figado de
camundongos C57BL/6 ou IL-10 KO infectados com P. aeruginosa;

b) Analisar a expressdo de genes codificadores de IL-10, TNF-a e IL-6 no pulméo
de animais C57BL/6 ou IL-10 KO infectados com P. aeruginosa;

c) Analisar o papel da IL-10 nas variagdes histopatologicas frente a infeccdo pela
P. aeruginosa;

d) Awvaliar a atividade de metaloproteinases MMP-2 ou MMP-9 no pulméo de

animais C57BL/6 ou IL-10 KO infectados com P. aeruginosa.
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5 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo apresentamos a metodologia deste estudo.

5.1 Cultivo das cepas de Pseudomonas aeruginosa

A cepa virulenta de Pseudomonas aeruginosa PA14, que utilizada neste trabalho
pertence a colecdo de culturas bacterianas do Laboratério de Vacinas do Departamento de
Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal de Alfenas. O cultivo da bactéria se deu
em meio Lauria Broth (LB), a temperatura de 37 °C e a 180 rotac¢des por minuto. Para o
cultivo da cepa bacteriana, 1 mL de cultura congelada (-80°C) de P. aeruginosa foi inoculado
em 50 mL de meio Lauria Broth (LB) e incubados a 37°C sob constante agitacdo até a fase de
crescimento exponencial da bactéria (fase log), previamente demonstrado pelo nosso grupo de
pesquisa (aproximadamente 6 horas de crescimento), no qual foi utilizada 1x10° unidades

formadoras de colénia (UFC) para os experimentos.

5.2 Animais, certificado da CEUA-UNIFAL e Certificado de qualidade de
biosseguranca (CQB)

Os animais utilizados nesse projeto foram camundongos da linhagem C57BL/6 com
seis a oito semanas de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Os animais IL-10 KO foram gentilmente doados pelo Prof. Dr. Jodo
Santana da Silva da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. Os animais foram
mantidos sob condi¢des controladas de temperatura e limpeza, alimentacdo baseada em agua e
racdo ad libitum. Os protocolos do experimento foram submetidos e aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da UNIFAL- MG, registrado com o n° 42/2017 (Anexo). A
experimentacdo que envolveu o uso dos animais IL-10 KO foram realizadas em colaboracao
com a Universidade Federal de Sdo Jodo Del-Rei — Campus Dona Lindu - CCO, sob a
coordenacdo da Profa. Dra. Débora de Oliveira Lopes nas dependéncias do Laboratério de

Biologia Molecular que possui certificacdo CQB 301/10.
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5.3 Infeccéo

Os animais foram anestesiados com aproximadamente 0,1 mL de solucdo anestésica
composta por 260 uL de quetamina 10%, 130 ul de xilasina [2.3g] e 1110 uL de salina estéril.
E em seguida a traqueia dos animais foi exposta e quantidades iguais de P. aeruginosa PA14
foram inoculadas (1x10° UFCs) (FACCHINI et al., 2014). Apés o procedimento, 0s animais
retornaram ao biotério, 10 horas ap0s a infeccdo, os camundongos foram eutanasiados com
dose letal de anestésico para a retirada de fragmentos do pulméao, baco e figado para contagem
de UFC de bactérias viaveis nos tecidos, analise histopatoldgica, estereolégica, e a partir do
macerado do pulmdo destes animais foram realizados a analise da expressdo dos genes
codificadores de IL-6, TNF-a e IL-10 e avaliacdo da atividade das metaloproteinases MMP-2

e MMP-9 por zimografia.

5.4 Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs)

Os fragmentos de pulmado, figado e baco extraidos dos animais C57BL/6 e I1L-10 KO
foram macerados em 9 mL de salina estéril e diluidos serialmente. O macerado de pulméo foi
diluido a 10, 10, 10, 10° e 10°® e os macerados de figado ou de baco foram diluidos a
102, 10%, 10™. As diluicdes foram plaqueadas em duplicata em 4gar Lauria Broth (LB). As

placas de Petri foram incubadas a 37°C por 24 horas e realizado a contagem de UFCs.

5.5 Zimografia

Os fragmentos de pulmao de camundongos C57BL/6 e IL-10 KO foram triturados e
centifugados a 3000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado para dosagem de
proteinas e preparacdo das amostras para determinacdo de MMP-2 e MMP-9. As amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% contendo 1% de gelatina.
Apos a eletrofore os géis foram retirados das placas e imersos em Triton X-100 a 2%, sob
suave agitacdo por 30 minutos, sendo esse processo repetido por trés vezes para remoc¢do do
SDS (dodecil sulfato de sodio, utilizado para linearizar as proteinas). Em seguida, os géis
foram colocados em solucdo de Tris-HCI 50mM por 16 horas em temperatura de 37°C para
ativacdo das MMPs. Posteriormente os geis foram corados em solucdo Coommassie Blue, em
seguida foi realizada a descoloragdo com metanol a 30% e &cido acético a 10%. Os géis foram

digitalizados e a atividade enzimatica das MMPs foram determinadas de acordo com 0s pesos
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moleculares, utilizando o programa de imagem ImageJ (National Institutes of Health)
(CERON et al., 2013).

5.6 Histopatologia e estereologia

Fragmentos do figado e do pulmédo foram fixados em solucdo de formol a 10%,
desidratados, diafanizado e embebidos em parafina. Secc6es de tecido de quatro micrémetros
de espessura foram corados com hematoxilina e eosina. As avaliagdes histopatolégicas
presentes em seccdes histologicas dos érgdos foram determinadas usando um microscépio
Axiolab (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com camera fotogréfica digital acoplada. As
imagens digitalizadas foram obtidas utilizando-se o software de captura e analise de imagens
Axion Vision LE (Axioscope Al, Carl Zeiss, Alemanha) na objetiva de 40x. As anéalises
estereoldgicas foram determinadas pelos parametros contagem de alvéolos (alvéolos/mm?),
densidade de volume de septo e espaco alveolar (Vv %) e densidade de superficie alveolar
(Sv, um*pum?). A contagem de alvéolos e densidade de volume de septo e espago alveolar
foram determinadas em uma area de 35x103 um2. A densidade de volume (Vv, %) de septo e
espaco alveolar foi estimada utilizando um sistema de teste de 100 pontos que incidem sobre
septos ou alvéolos em uma area de acordo com a seguinte formula: Vv=XP / Pt; em que XP
representa 0 nimero de pontos do sistema de teste que incidem sobre septos ou alvéolos e Pt
corresponde ao numero total de pontos do sistema de teste. A densidade de superficie foi
estimada utilizando um sistema de teste de 25 arcos cicloides de acordo com relagdo Sv= (2 x
1)/ LT, em que XI indica o nimero total de interse¢des entre os arcos cicloides e a superficie
alveolar, e LT representa o comprimento total do sistema de arcos cicldides (757,02 um). As
andlises estereoldgicas foram realizadas utilizando o software de analise de imagens Image-
Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA) (NOVAES et al.,
2012).

5.7 Andlise da expressdo dos genes codificadores de IL-10, IL-6 e TNF-a por PCR em

tempo real

Nesta secdo apresentamos a metodologia da analise da expressdo dos genes
codificadores de IL-10, IL-6 e TNF-a por PCR em tempo real dividida em topicos para

melhor compreensao do assunto.
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5.7.1 Extracdo de RNA total

Para analise da expressdo diferencial dos genes, 0 RNA das amostras provenientes do
macerado de pulméo de camundongos C57BL/6 e IL-10 KO infectados com a P. aeruginosa e
ndo infectados, foram extraidos utilizando o reagente LS Trizol® (Life Technologies, USA)
seguindo as instrugbes do fabricante. As amostras com Trizol foram homogeneizadas e
incubadas por 3 minutos em temperatura ambiente. Adicionou-se entdo 200 uL de
cloroférmio, homogeneizou-se, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 1200 g.
Apobs a centrifugacdo, a fase aquosa foi transferida para um tubo estéril. O RNA total foi
precipitado com 200 uL de isopropanol por 10 minutos em temperatura ambiente, seguido de
centrifugacdo por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado, e o precipitado lavado
com etanol 75%. Por fim, o RNA total foi eluido com 25 uL de agua livre de RNAse. Apos a
extracdo, 0 RNA total foi quantificado em Nanodrop (ThermoScientific, USA) a 260 nm e

armazenado a -80°C até ser utilizado para a sintese do cDNA de fita simples.

5.7.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada atraveés da reacdo de transcri¢ao reversa utilizando o
kit ilustra™ Ready-to-Go™ RT-PCR Beads — GE, no qual contem a enzima transcriptase
reversa, dNTPs, tampdo MgCl,, Tris HCI e KCI, de acordo com os dados do fabricante.
Foram adicionados aos eppendorfs pertencentes ao kit utilizado, 1 puL de oligo dT, 1ug de
RNA obtidos do macerado de pulmédo dos animais infectados com a P. aeruginosa e nao
infectados e H,O nuclease free (q.s.p. 49 pL). As amostras foram levadas para termociclador
Geneamp pcr system 9700 a 42°C por 30 minutos, 95°C por 5 minutos e 4°C oo. Apos a
conclusdo da reacdo de transcricao reversa, as amostras de cDNA obtidas foram armazenadas

a -20°C para posteriores analises de PCR em tempo real.

5.7.3 PCR em tempo real para analise de genes codificadores de citocinas

Para a analise da expressao diferencial dos genes codificadores das citocinas IL-10,
IL-6 e TNF-a foram utilizados iniciadores previamente desenhados pelo nosso grupo de
pesquisa. Os iniciadores utilizados e suas sequéncias estdo representados na tabela 1. As
reacoes da PCR foram realizadas no equipamento ABI 7500 Real-Time PCR Systems
Applied Biosystems utilizando SYBR® Green para deteccdo das fitas duplas de DNA
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sintetizadas. O volume final das reacGes foi de 10 uL, contendo 5 pL de SYBR® Green
Master Mix (Applied Biosystems), 1uL de cada oligonucleotideo a 250nM e 3 uL do cDNA
de cada amostra. As condicbes de amplificacdo utilizadas para a analise de genes
codificadores de citocinas consistiram de aquecimento a 50°C por dois minutos, 95°C por dez
minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. Os dados foram
analisados conforme o método comparativo do ciclo limiar (Ct), de acordo com a equagédo
222Ct (Relative Quantification getting started guide for the 7300/7500 System e User Bulletin
#2: ABI Prism 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystem). O controle endégeno
utilizado foi a S-actina. A presenca de produto de amplificacdo ndo especifica foi verificada

pela curva de dissociagéo.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados nas analises de PCR em tempo real

Primer Sequéncia

IL-10 F 5 -GGTTGCCAAGCCTTATCGGA- 3’
IL-10R 5> -ACCTGCTCCACTGCCTTGCT -3’

IL-6 F 5’-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA-3’
IL-6 R 5’-GATGGATGCTACCAAACTGGA-3’
TNF-a F 5’>-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACA-3’
TNF-a R 5’>-TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3’
S-actina F 5>-AGGTGTGCACTTTTTATTGGTCTCAA-3’
S-actina R 5-TGTATGAAGGTTTGGTCTCCCT-3’

Fonte: Corsetti et al., 2018.

5.8 Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram analisados usando o programa GraphPadPrism 5 (GraphPad

Software, Inc), atraves de teste t / teste one way ANOVA, com pos teste de Turkey.
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6 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo estardo apresentados na seguinte ordem: analises de
CFU, histopatoldgicas, estereoldgicas, expressao dos genes IL-10, IL-6 e TNF-« e zimografia.

6.1 Animais IL-10 KO sdo mais suscetiveis a infeccdo pulmonar pela P. aeruginosa

Dez horas apés a infeccdo intratraqueal de camundongos C57BL/6 ou IL-10 KO,
nenhum animal foi a Obito, entretanto os camundongos IL-10 KO mostraram-se mais
debilitados que os camundongos C57BL/6. Ap6s serem eutanasiados, 0 nimero de bactérias
viaveis foi avaliado nos pulmdes, no bago e no figado destes animais.

A contagem de UFC foi realizada e resultados significativos foram observados apenas
no pulm&o, mostrando que nesse periodo ndo ocorreu disseminacdo bacteriana para 0s outros
Orgdos. As analises in vivo demonstraram que a cepa PA14 foi recuperada de pulmdes de
ambos os tipos de animais, no qual os camundongos IL-10 KO mostrou-se mais suscetivel
devido ao elevado nimero de bactérias vidaveis no orgdo (Média 4,8 log UFC), quando
comparado ao grupo C57BL/6 (Média 3,3 log UFC) (Fig. 3). A diferenca entre os grupos é de

aproximadamente 1,5 log UFC recuperados do pulmé&o desses animais em média.
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Figura 3 - Animais IL-10 KO séo mais suscetiveis a infeccdo pulmonar pela P. aeruginosa.

Fonte: Da autora.

Nota: O pulméo de animais infectados com 1x10° UFCs da cepa PA14 de P. aeruginosa foi recuperado 10 horas
apos a infeccdo e foi feita a contagem de UFCs viaveis. Os dados foram transformados em valores de log
de UFC por pulmdo. O resultado apresentado € representativo de 2 experimentos independentes. *p<0,05.
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6.2 A auséncia da IL-10 enddgena acarreta em maiores danos teciduais durante a

infecdo pulmonar por Pseudomonas aeruginosa, mas néo altera a arquitetura hepética.

As andlises histopatoldgicas foram realizadas com amostras de pulmao e figado de
animais infectados e ndo infectados com a P. aeruginosa ap6s 10 horas de infeccdo, sendo
observadas alteragdes somente nos pulmdes dos animais infectados quando comparados aos
pulm@es dos animais ndo infectados, concordante com os resultados de obtencdo de bactérias
viaveis neste 6rgdo. Os fragmentos de tecido pulmonar corados com hematoxilina e eosina
mostraram que os camundongos 1L-10 KO apresentaram espessamento de septos alveolares,
uma inflamagdo difusa intensa com elevada concentracdo de infiltrado de células
inflamatorias e alvéolos colapsados quando comparados aos demais grupos analisados (Fig.
4).

Figura 4 - Anélise histopatologica do pulméo de camundongos infectados com a cepa PA14 de P. aeruginosa

demonstram maiores danos em animais IL-10 KO quando comparados aos controles.

Fonte: Da autora.

Nota: Fragmentos do pulméo de animais C57BL/6 ou IL-10 KO, infectados ou ndo infectados, foram fixados
em solucdo de formol a 10%, desidratados, diafanizado e embebidos em parafina. Sec¢Bes de tecido
foram corados com hematoxilina e eosina. (A) Arquitetura histologica normal de C57BL/6 ndo infectado.
(B) Espessamento de septo e presenga de infiltrado inflamatério, com moderada celularidade nos
camundongos C57BL/6 infectado. (C) Arquitetura histolégica normal, apresentando alvéolos maiores
comparados aos C57BL/6 nédo infectado nos camundongos IL-10 KO néo infectado. (D) Espessamento de
septo, infiltrado inflamatério difuso, elevada celularidade e alvéolos colapsados nos camundongos
IL-10 KO infectado. Aumento de 40x. Barras (50um).
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A andlise histopatoldgica do figado de camundongos C57BL/6 e IL-10 KO
infectados ndo apresentaram alteracfes em sua arquitetura comparadas com o figado dos
animais controles (Fig. 5), corroborando com os resultados observados na contagem de UFC,
demonstrando que em 10 horas de infeccédo, a cepa PA14 de P. aeruginosa ndo foi capaz de se

disseminar e causar danos em outros tecidos.

Figura 5 - Analise histopatolégica do figado de camundongos C57BL/6 ou IL-10 KO infectados com a cepa
PA14 de P. aeruginosa e nao infectados, analisados 10 horas apos a infeccéo.

Fonte: Da autora.

Nota: A analise do tecido hepatico demonstra ndo haver alteragdes histoldgicas neste 6rgdo em nenhum dos
animais analisados. Fragmentos do figado de animais C57BL/6 ou IL-10 KO, infectados ou néo
infectados, foram fixados em solugdo de formol a 10%, desidratados, diafanizado e embebidos em
parafina. Secces de tecido foram corados com hematoxilina e eosina. (A) Arquitetura histolégica normal
de C57BL/6 ndo infectado. (B) Arquitetura histolégica normal de C57BL/6 infectado. (C) Arquitetura
histolégica normal de IL-10 KO ndo infectado. (D) Arquitetura histolégica normal de IL-10 KO
infectado. Aumento de 40x. Barras (50pm).

Para quantificar as alteracdes observadas, andlises estereologicas foram realizadas
para a determinacdo da contagem de alvéolos, espaco alveolar e septo alveolar e densidade de
superficie. Na contagem de alvéolos ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os
grupos analisados (Fig. 6A). As analises estereoldgicas demonstraram uma diminui¢do do
espaco alveolar dos animais IL-10 KO infectados quando comparado aos camundongos
IL-10 KO néo infectado e C57BL/6 infectados (Fig 6B) e uma diminuicdo da densidade de

superficie do pulmédo dos animais IL-10 KO infectados quando comparado aos camundongos
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IL-10 KO ndo infectados e C57BL/6 infectados (Fig 6C), corroborando com as alteracGes

observadas no corte histologico (Fig 4).
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Figura 6 - Analises estereoldgicas do pulméo de camundongos infectados com a cepa PA14 de P. aeruginosa
demonstram diminuicdo do espaco alveolar e da superficie pulmonar em animais IL-10 KO quando
comparados aos controles.

Fonte: Da autora.

Nota: Nas andlises estereoldgicas, ndo foram encontradas diferencas significativas na contagem de nimero de
alvéolos (A). Os camundongos IL-10 KO infectados apresentaram menor espaco alveolar comparado
com os camundongos IL-10 KO ndo infectados e C57BL/6 infectados, também foi observado uma
diminuicdo do espago alveolar nos tecidos pulmonares de camundongos C57BL/6 infectados comparado
com os C57BL/6 ndo infectados (B). Foi mostrada uma diminuicdo na densidade de superficie alveolar
nos camundongos IL-10 KO infectados comparados aos IL-10 KO no infectados e C57BL/6 infectados
(C). *p<0,05 em relacdo ao C57BL/6 ndo infectados; #p<0,05 em relacdo IL-10 KO néo infectado;
&p<0,05 em relagdo ao C57BL/6 infectado.
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6.3 Animais IL-10 KO apresentam maior expressdo de IL-6 e TNF-a nos pulmdes

guando infectados pela P. aeruginosa quando comparado aos animais controles

A expressdo dos genes IL-10, IL-6 e TNF-a do macerado de pulmé&o de camundongos
C57BL/6 e IL-10 KO apds 10 horas de infeccdo com cepa PA14 de P. aeruginosa foram
avaliados utilizando RT-qPCR.

Na analise da expressdo diferencial de IL-10 foi observado um aumento desta citocina
em camundongos C57BL/6 infectados em relacdo aos camundongos C57BL/6 n&o infectados.
N&o foi observada a expressdo de IL-10 nos camundongos IL-10 KO, confirmando sua
delecéo (Fig. 7A).

Na anélise da expressdo diferencial do gene codificado da IL-6 foi demonstrado um
aumento da citocina no macerado de pulméo de camundongos IL-10 KO quando comparados
aos demais grupos analisados. Além disso, também pode ser observado um aumento da
expressdo de IL-6 em camundongos C57BL/6 infectados em relagdo aos camundongos
C57BL/6 nédo infectados, contudo o gene IL-6 teve uma expressdo significativamente maior
nos animais IL-10 KO (Fig. 7B). Na analise da expressdo de TNF-« verificou-se um aumento
significativo desta citocina nos animais IL-10 KO infectados e C57BL/6 infectados em
relacdo aos animais controles, sendo esse aumento relativamente maior nos camundongos
IL-10 KO infectados comparados aos camundongos C57BL/6 infectados com a cepa PA14 de

P. aeruginosa (Fig. 7C).



33

A 80 -
®
60 4
=
a5
3L
s 40
==
T
= E
20
0 T T
o o o o
o & & &
& & ol ¥
& & & &
o \}6 0 *_0
\Q{\ ‘s\Q *-0 :\Q
'\Q’V © NS N
& Y
10000001 #
100000 ;
£ 10
£3
§ N 8
35 © :
2 E 4
2
c T T
0 @p &0 80
5 @ L
3 ,‘.3'\(‘ & °¢
gb 6\& '°a9 .\Q‘t‘
,;@& < S ¥
< i
C 800+ #
-
-‘5‘. g 100 L+ ]
10+
8%
A<
T =
=E 5
[
0 I T 1 [ T I
o o o o
'@Q &‘? af}‘b'b 's’??
& ¢ ¢ ¢
] o o\ >
(@' ,\Q\} (@‘ (3*—
\>_‘3 A *_O N
< ¥

Figura 7 - Animais IL-10 KO infectados pela P. aeruginosa apresentam maior expressdo diferencial dos genes
IL-6 e TNF-a no pulm&o quando comparados aos animais controles.

Fonte: Da autora.

Nota: A anélise da expressdo dos genes pro-inflamatdrios IL-6 € TNF-o ou anti-inflamatério IL-10 no macerado
de pulmédo de animais C57BL/6 e IL-10 KO n&o infectados e infectados com a cepa PAl4 de
P. aeruginosa foi realizada por RT-qPCR. Andlise da expressdo diferencial de I1L-10 (A), IL-6 (B) ou
TNF-« (C) em animais C57BL/6 ou IL-10 KO quando infectados ou ndo infectados pela cepa virulenta de
P. aeruginosa. *p<0,05 em relacdo ao grupo C57BL/6 ndo infectados; #p<0,05 em relacdo ao grupo

IL-10 KO néo infectado.
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6.4 Animais IL-10 KO apresentam maior atividade enzimatica de MMP-9, mas ndo da

MMP-2, quando infectados com a cepa virulenta de P. aeruginosa

O macerado dos pulmdes foi utilizado para a analise da atividade das MMP-2 e
MMP-9 por zimografia. As analises dos geéis de zimografia mostraram a presenca de bandas
de aproximadamente 64kDa correspondente a atividade da enzima MMP-2 em amostras de
fragmentos de pulméo de animais C57BL/6 e IL-10 KO ndo infectados (controles) e nos
animais C57BL/6 e IL-10 KO ap6s 10 horas de infeccdo com a cepa PA14 de P. aeruginosa.
Né&o foi observada diferenca significativa da atividade de MMP-2 entre os animais controles e
IL-10 KO, como mostrado na figura 8A.

Ja a andlise da atividade da MMP-9, foi possivel observar elevada atividade de
MMP-9 em animais IL-10 KO infectados com P. aeruginosa comparado aos animais dos
demais grupos, também foi observado um aumento significativo de MMP-9 nos animais
C57BL/6 infectados comparados aos animais C57BL/6 ndo infectados (p<0,05), mostradas

pela presenca de bandas de aproximadamente 89 kDa (Fig. 8B).
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Figura 8 - Animais IL-10 KO apresentam maior atividade enzimatica de MMP-9, mas ndo da MMP-2 quando

infectados com a cepa PA14 de Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: Da autora.

Nota: A atividade enziméatica de MMP-2 e MMP-9 no tecido pulmonar de animais C57BL/6 ou IL-10 KO
infectados ou nédo infectados com a cepa PA14 de P. aeruginosa foi avaliada por zimografia. Em A
observa-se a avaliacdo da atividade da MMP-2 no tecido pulmonar de animais C57BL/6 ndo infectado
(C57NI), IL-10 KO ndo infectado (IL-10NI), C57BL/6 infectado (C571) ou IL-10 KO e infectado
(IL-101) e a representagdo do gel da zimografia é demonstrada pela intensidade das bandas utilizando o
programa de editoracdo de imagens ImageJ em relacdo ao grupo de menos atividade apresentada (Neste
caso o grupo IL-10). Em B observa-se a avaliacdo da atividade da MMP-9 no tecido pulmonar de animais
C57BL/6 ndo infectado (C57NI), IL-10 KO néo infectado (IL-10NI), C57BL/6 infectado (C571) ou IL-10
KO infectado (IL-101) e a representacdo do gel da zimografia é demonstrada pela intensidade das bandas
utilizando o programa de editoracdo de imagens ImageJ em relacdo ao grupo de menos atividade
apresentada (Neste caso o grupo IL-10). *p< 0,05 em relacdo aos demais grupos; #p<0,05 em relacdo ao
C57BL/6 ndo infectado. STD: padrao.
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7 DISCUSSAO

A IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatoria responsavel pelo controle da
resposta imunologica, evitando resposta exacerbada e prevenindo danos teciduais. O
reconhecimento da P. aeruginosa pelos receptores nas células do sistema imune inato resulta
na ativacdo das vias de sinalizacdo de NF-kB, levando a secre¢do de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-6, IL-8 e TNF-a necessarias para a depuragao bacteriana. As respostas
inflamatorias exacerbadas estdo associadas com o aumento da morbidade e mortalidade do
hospedeiro, sendo a causa principal da doenca e ndo a presenga do microrganismo patogénico
(LIN; KAZMIERCZAK, 2017).

Neste estudo foi mostrado de forma inédita que na delecédo da IL-10 enddgena houve
uma recuperacgdo elevada de bactérias viaveis no pulméo dos animais infectados com a cepa
virulenta PA14 da P. aeruginosa. Esse dado foi obtido através da contagem de UFC no
pulmdo de camundongos IL-10 KO comparados aos camundongos C57BL/6, ambos
infectados com 1x10°> UFCs da cepa PA14 de P. aeruginosa (Fig. 3). Entretanto, ndo foram
recuperadas bactérias no baco e figado desses animais, mostrando que ap6s 10 horas de
infeccdo, a P. aeruginosa ndo foi capaz de se disseminar para outros o0rgdos. Em estudo
prévio do nosso grupo de pesquisa, animais C57BL/6 infectados com 1x10° UFC da cepa
virulenta PA14 da P. aeruginosa, todos os animais foram a obito 16 horas apos a infeccdo e
que essa cepa foi capaz de se espalhar por diversos 6rgdos dos animais (trabalho em processo
de submissdo). Xavier e colaboradores (2013) mostraram que os macrofagos murinos isolados
possuem papel limitado na producédo de IL-10 frente a uma infeccdo pela bactéria patogénica
intracelular Brucella abortus, contribuindo para uma menor sobrevida do patdgeno em
macrofagos derivados de camundongos IL-10 KO. Contudo foi demonstrada uma menor
sobrevivéncia de B. abortus no baco e no figado de camundongos IL-10 KO, sugerindo que
B. abortus pode residir em células com baixa atividade microbicida. Ja Corsetti e
colaboradores demonstraram uma maior depuracdo da mesma bactéria em animais IL-10 KO,
chegando ao clearence total da bactéria 14 semanas apds a infeccdo (Corsetti et al., 2013).

Um estudo de Chen e colaboradores (2017) demonstraram que camundongos com
infeccdo secundaria pela P. aeruginosa apds sepse, apresentaram diminui¢do na depuragdo
bacteriana no pulméo, aumento da mortalidade desses animais e aumento na expressao de
IL-10. Piao e Yuan (2017) demonstraram que a osteopontina (OPN), uma glicoproteina

presente em varios tecidos e células imunes, promoveu a expressao de citocinas pro-
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inflamatorias, mas ndo alterou a expressdo de IL-10 e gerou elevada mortalidade em
camundongos infectados com P. aeruginosa. Apesar da maior depuracdo bacteriana nos
camundongos controles 12 horas ap6s a infeccdo, esses camundongos apresentaram maiores
danos no baco, indicando que a auséncia de OPN leva a resisténcia a infeccdo por
P. aeruginosa. Esses trabalhos demonstram um papel importante da IL-10 no controle da
bactéria no hospedeiro mediada por uma resposta imune efetiva.

No presente estudo foi observada, nas analises histopatoldgicas, elevado infiltrado
de células inflamatorias no tecido pulmonar (Fig. 4), e através de andlises estereoldgicas, foi
demonstrada uma diminuicdo do espaco alveolar e da densidade de superficie alveolar de
camundongos IL-10 KO infectados (Fig. 6), mostrando que essas alteracbes na arquitetura do
pulmdo colaboram com a gravidade da doenca. Apesar de um maior influxo de células
inflamatorias para o local da infecgdo, os animais IL-10 KO ndo conseguiram manter uma
depuracéo bacteriana eficiente como nos animais C57BL/6 (Fig. 3). No estudo de Pefialoza e
colaboradores (2015), foi demonstrado que a auséncia de IL-10 em uma pneumonia causada
pelo Streptococcus pneumoniae leva a uma inflamagdo excessiva, com aumento do
recrutamento de neutrofilos e producdo de citocinas pré-inflamatdrias, acarretando em
elevada mortalidade do hospedeiro. Os resultados de Pefialoza e colaboradores corroboram
com as analises histopatoldgicas observadas neste trabalho. Contudo, nenhum dos animais
IL-10 KO foi a 6bito no pequeno espaco de tempo analisado no presente estudo. Esses dados
sugerem que a citocina IL-10 tem papel importante na depuracdo bacteriana e no controle da
resposta inflamatoria.

No estudo de Wolbeling e colaboradores (2011) foi demonstrada a diminuicdo da
funcdo pulmonar de camundongos C57BL/6 apés infeccdo intratraqueal com 6x10° UFC da
P. aeruginosa, apresentando infiltrado inflamatério, com presenca de células
polimorfonucleares nos alvéolos, histiocitose alveolar, necrose do septo alveolar e edema, em
animais mais fortemente afetados, apresentaram sinais de pneumonia supurativa. As
alteracdes mais significativas foram observadas entre 24 e 48 horas ap0s a infeccdo, nesse
tempo também foi observado reducdo da contagem de UFC no pulméo. Entretanto o infiltrado
inflamatério foi observado a partir de 2 horas apés a infec¢éo.

A secrecdo de citocinas por células do sistema imune inato sdo de extrema
importancia nas respostas inflamatorias agudas. Dentre as principais citocinas da reposta
imune inata estdo a IL-6 e TNF-a, responsaveis pelo recrutamento de leucocitos para o local
da infeccdo, a fim de eliminar o microrganismo patogénico (ABBAS, 2012). No presente

estudo foi observado um aumento da expressao tanto do gene codificador da IL-6 quanto de
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TNF-a no pulméo de camundongos infectados pela P. aeruginosa, sendo esse aumento mais
evidente e diferencialmente aumentado nos pulmdes dos animais IL-10 KO comparados com
os demais grupos analisados, corroborando com as analises histopatoldgicas e estereoldgicas,
no qual a inflamacdo é mais evidente nesses animais.

Gutierrez-Murgas et al. (2016) demonstrou aumento de IL-6 em camundongos
IL-10 KO com cateteres infectados com Staphylococcus epidermidis implantados no cérebro.
Também foi observado que a auséncia de IL-10 ndo influenciou na depuracdo bacteriana.
Entretanto, o aumento da inflamag@o em animais 1L-10 KO foi importante para 0 aumento da
gravidade da doenga.

Corsetti et al. (2013) mostra um aumento de TNF-a no soro de camundongos
IL-10 KO comparados ao background genético dos camundongos analisados (wild-type)
quando infectados com Brucella abortus. Guilbault et al. (2002) demonstrou um aumento de
TNF-o nos pulmdes de camundongos IL-10 KO comparados aos controles apds 4 dias de
infeccdo por P. aeruginosa, sugerindo que niveis elevados de TNF-a podem ser prejudiciais
ao hospedeiro ao longo do tempo em um processo infeccioso. Além disso, um estudo anterior
do mesmo autor mostra que o aumento de TNF-a nas primeiras 24 horas apos a infecgédo foi
benéfico na erradicacdo da bactéria divergindo do resultado obtido neste trabalho, onde,
mesmo com aumento significativo dessa citocina (Fig. 7C), foi recuperado um maior ndmero
de bactérias viaveis no pulmao dos animais IL-10 KO (Fig. 3).

Neste estudo foi observado um aumento da IL-10 em camundongos C57BL/6
infectados com a cepa PA14 de P. aeruginosa comparados aos camundongos C57BL/6 néo
infectados. Esse dado indica o potencial da funcéo reguladora da IL-10 frente uma infecéo por
P. aeruginosa, Vvisto 0 aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatoérias, a producédo de IL-10
se faz necessaria para o controle da resposta inflamatéria. E provavel que a expressio
diferencial do gene codificador dessa citocina esteja acompanhando um aumento prévio da
expressdo dos genes codificadores de citocinas pro-inflamatérias em um processo capaz de
imunorregular um processo inflamatorio tdo extenso provocado pela P. aeruginosa como
pode ser visto nas analises histopatoldgicas pulmonares (Fig. 4) e quantificados pelas analises
estereoldgicas (Fig. 6).

Levando em consideracdo o efetivo aumento na expressao de genes codificadores
das citocinas pro-inflamatorias e o aumento do influxo inflamatério no pulméao de animais
IL-10 KO infectados pela P. aeruginosa, o presente estudo avaliou a atividade das
metaloproteinases 2 e 9 no pulméo dos animais C57BL/6 ou IL-10 KO durante a infec¢do

pela P. aeruginosa. As MMPs sé@o consideradas importantes controladoras da resposta imune
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(PARKS et al., 2004), sendo assim se torna de suma importancia determinar quais outros
fatores imunorregulatérios que podem vir a suprir a auséncia da IL-10 no processo infeccioso
em estudo. Os resultados apresentados na figura 8 demonstram que hd um aumento da
atividade da MMP-9, mas ndo da MMP-2 no pulméo dos animais infectados, sendo mais ativa
nos animais I1L-10 KO. As MMPs sé@o endopeptidases dependentes de zinco que degradam a
matriz extracelular e sdo secretadas por diversos tipos celulares, participando de processos
fisiologicos e patoldgicos. A MMP-2 é constitutivamente expressa pela maioria das células, e
geralmente ndo sdo induzidas por citocinas ou fatores de crescimento. Ao contrério, a
expressdo de MMP-9 é baixa em tecidos normais e elevada, induzida por citocinas
inflamat6rias, como em células inflamatorias e células cancerosas. Esses dados
correlacionam-se com os resultados ndo somente da histopatologia e estereologia dos pulmdes
dos animais infectados pela P. aeruginosa obtidos neste trabalho, como também na analise da
expressao diferencial dos genes pro-inflamatorios indicando que o aumento da atividade de
MMP-9 esta relacionado com a elevada concentracdo de células inflamatdrias no tecido
pulmonar de camundongos IL-10 KO infectados com a cepa PA14 de P. aeruginosa (Fig.
8B).

A MMP-9 tem papel importante na protecdo contra endotoxinas mediadoras do
choque, reducédo da migracédo de células dendriticas, reducdo de angiogénese, diminuicdo da
bronquiolizacdo apds lesdo pulmonar aguda, alteragbes nos gradientes de quimiocinas e
leucdcitos induzindo a inflamacdo (PARKS et al., 2004; LI et al., 2015; ZHANG et al, 2017).

Embora tenha sido observado aumento da inflamacéo e de MMP-9, foi recuperado
mais bactérias no pulméo de camundongos IL-10 KO, comparados os camundongos do tipo
selvagem, sugerindo que a IL-10 tem papel na modulacdo da inflamacéo, na expressdo de
MMP-9 e na depuracdo bacteriana. O trabalho de Kothari et al. (2014) relata um bloqueio na
expressdo de MMP-9 em macrofagos expostos a IL-10 exdgena e um aumento na expressao
de MMP-9 em macro6fagos incubados na presenca de 1gG anti-1L-10, corroborando 0s nossos
resultados.

Outro importante estudo de Hong et al. (2011), a MMP-2 e, em menor grau, a
MMP-9, clivam a IL-17 diminuindo sua funcdo pré-inflamatoria. Esse dado foi observado
utilizando camundongos BALB nocautes para MMP-2 e 9 infectados com Streptococcus
pneumoniae, no qual também foi relatado maior neutrofilia, porém, com fagocitose
prejudicada em camundongos MMP-9 nocautes, limitando a depuracdo bacteriana. Este
estudo demonstra que a MMP-2 e MM-9 possuem papéis imunomoduladores que atenuam a

IL-17, evitando aumento de polimorfonucleares no pulmao. Neste trabalho ndo foi analisada
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expressao da IL-17 devido ao curto periodo de analise do processo infeccioso. A IL-17 é uma
citocina altamente expressa por linfocitos do perfil Th17 e podem estar presentes em um
periodo posterior ao proposto neste trabalho.

Zhang et al (2017) mostram que a expressdo elevada de MMP-9 pode levar a
resposta inflamatdria exacerbada da artéria pulmonar, inducdo da proliferacdo de células
musculares e degradagdo da matriz extracelular. A inibicdo de MMP-9 pode ter resultados
satisfatdrios na prevencao e tratamento da Doenca Pulmonar Crénica Obstrutiva (DPCO). De
forma cognata Li e colaboradores (2016), demonstram que o silenciamento do gene do
indutor extracelular de MMPs (EMMPRIN) resulta em elevada carga bacteriana em uma
infeccdo por P. aeruginosa, aumento da expressao de citocinas do perfil Thl, como IFN-y,
IL-12 e IL-18 e diminuicdo da expressao de citocinas do perfil Th2, como IL-4, IL-5, assim
como diminuicdo da citocina regulatéria I1L-10, demonstrando que o EMMPRIN leva a maior

resisténcia a infeccdo por P. aeruginosa, sendo um dos motivos o aumento da MMP-9.
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8 CONCLUSAO

Este trabalho apresenta de forma inédita a estreita relagdo entre o controle da
infeccdo por Pseudomonas aeruginosa pela IL-10 enddgena e o seu controle sobre a
expressao de genes pro-inflamatérios como IL-6 e TNF-a, na atividade da MMP-9 e nos
processos histopatologicos do processo infeccioso em questdo. Este trabalho d& suporte a
possibilidade de investigacdo de novos trabalhos que visem a busca por terapias baseadas na
resposta imune para uma maior qualidade de vida para individuos que fazem parte do grupo
de risco de serem infectados pela P. aeruginosa.
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