Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto
Programa de P6s Graduag¢iao em Imunologia Bésica e Aplicada

Prostaglandina E, via EP4/IL-1R inibe a
diferenciaciao de células Th17 durante a eferocitose

de células infectadas

Naiara Naiana Dejani

Ribeirao Preto

2016



Naiara Naiana Dejani

Prostaglandina E, via EP4/IL-1R inibe a

diferenciacao de células Th17 durante a eferocitose

de células infectadas

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo para a
obtencdo do titulo de Doutor.

Area de Concentracio: Imunologia
Baésica e Aplicada

Orientadora: Profa. Dra. Alexandra Ivo
de Medeiros

Ribeirao Preto

2016



Catalogacao da Publicacdo
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP

Dejani, Naiara Naiana

Prostaglandina E, via EP4/IL-1R inibe a diferenciacao de células Th17 durante
a eferocitose de células infectadas

Ribeirao Preto, 2016.

160 p. : I1. ; 30cm

Tese de Doutorado. Apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
Universidade de Sao Paulo — FMRP-USP

Area de Concentracio: Imunologia Bésica e Aplicada.

Orientadora: Medeiros, Alexandra Ivo

1. Eferocitose; 2. Prostaglandina E,; 3. Linf6citos Th17; 4. Colite infecciosa.




Nome: Naiara Naiana Dejani

Titulo: Prostaglandina E, via EP4/IL-1R inibe a diferenciacdo de células Th17 durante a
eferocitose de células infectadas

N

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo para
obtencdo do titulo de Doutor

Aprovado em:

Banca Examinadora:

Profa. Dra.  Alexandra Ivo de Medeiros Instituicdo: UNESP
Julgamento: Assinatura:

Profa. Dra. Vanessa Carregaro Pereira Instituicdo: FMRP-USP
Julgamento: Assinatura:

Profa. Dra. Cristina Ribeiro de Barros Cardoso Instituicdo: FCFRP-USP

Julgamento: Assinatura:

Prof. Dr.  Aristébolo Mendes da Silva Instituicdo: UFMG-1CB
Julgamento: Assinatura:

Prof. Dr.  Alexandre Salgado Basso Institui¢do: EPM-UNIFESP

Julgamento: Assinatura:




Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Imunologia Celular das
Infec¢des Pulmonares na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP de Araraquara e
no Laboratério do Dr. C. Henrique Serezani na Indiana University, Indianapolis, EUA.
Recebeu apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
(FAPESP - 11/17611-7, 12/23580-0, BEPE - 14/17374-3) ¢ do Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq - 741509/2006-0) .



Agradecimentos

A Professora Dra. Alexandra Ivo de Medeiros pela oportunidade de participar de
seu grupo de pesquisa, pela orientacdo, ensinamento e dedicagcdo para a realizacdo deste

trabalho.

Ao Professor Dr. Carlos Henrique Serezani pela oportunidade de realizar o

estdgio no exterior em seu laboratdrio, pela orientagcdo, apoio e todo ensino.

Aos alunos do laboratério da profa. Dra. Alexandra, pela ajuda durante o
desenvolvimento desta tese. Felipe Fortino e Fernanda Dias que contribuiram na etapa
inicial da padronizacdo dos experimentos. Allan B. Orlando que ajudou na realizacdo dos
experimentos e finalizacdo deste trabalho. Victéria Nino, Leticia Penteado, Ana Codo,
Jilia Bazano e Alexsander Céssio pela ajuda durante os experimentos in vivo € Ana
Salina por sempre nos ajudar com os pedidos dos animais e compras do laboratério. A
técnica Valéria Mallavolta que nos ajuda na organizagdo do laboratério e biotério. Além
de todo o apoio para a realizacdo deste trabalho, agradeco imensamente pelo carinho e
pelos momentos alegres e divertidos que compartilhamos e principalmente pelo

companherismo e respeito na nossa rotina de trabalho.

Ao pessoal do laboratério do Prof. Dr. C. Henrique Serezani, Stephanie Brandt,
Sue Wang, Nicole Glosson-Byers e Annie Pifiero, por todo apoio durante meu estdgio no
exterior e ajuda durante a realizacdo dos experimentos. E a Dra. Ana Moreira Serezani

pelo apoio e sugestoes.

Ao prof. Dr. Cristiano Gallina Moreira (UNESP) pela colaboracdo e doacdao da

cepa de Citrobacter rodentium.

Aos amigos da Pés-Graduacdo, em especial Amanda Zangirolamo pela ajuda
durante as disciplinas, pela amizade e carinho. A professora Dra. Vania L. D. Bonato e o

pessoal de seu laboratdrio, Thais B. Bertolini e Ana Fldvia, por toda ajuda e apoio.



N

A secretdria da P6s-Graduacdo em Imunologia da FMRP-USP, Ana Cristina S.

Ferreira por todo apoio e orientacao.

As técnicas de citometria Denise Ferraz - FMRP/USP e Cldudia Tavares dos
Santos - FCFAR-Unesp, pela ajuda na aquisicdo das amostras e a Mariana Marchi

Santoni Biasioli — FCFAR-Unesp, pelo suporte na técnica de PCR.

A todos amigos e funciondrios do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - Unesp e do Departamento de

Bioquimica e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto - FMRP-USP.

Aos professores da comissdo julgadora deste trabalho pela disponibilidade e

aten¢ao.

A Fapesp pelo apoio financeiro para a realizacdo desta tese e do estigio no
exterior (11/17611-7, 12/23580-0 e BEPE-14/17374-3), e ao CNPq (741509/2006-0) e
CAPES.



Sumario

63T 6 L (o 1 15
LinfOcitos T CD4 " elPET ....o.uvveeeieeeceeeeeeeeeeeeeee e 15
LINfOCIIOS TRLT .ot 18
Apoptose, eferocitose e diferenciacdo de linfocitos Th17......ccccocvveiiiiviieniiniieniienene, 20
Prostaglandina E; e vias de SinalizaGa0 ..........ccceeevuieriiiiiieniieiieeie e 30
PGE; na resposta imune adaptativa.........cccveerieeeriieenieeeieeceeeere e e 34

3 0 T 11 38

ODJELIVOS wurersssssrsesesessssssssssssssssessssssssssssssessssssasssssssssssessassssssss e s n AR AR AR AR AR AR AR RAR AR R R R R AR AR R R R RS 38
ODJEtIVOS ESPECTIICOS: .viitrieiieeiiietieeie ettt et ettt e ete et esbeebeeebeesseessaeesaesnseenseennnas 39

Material € MELOUOS wurrursmssmsersmssssesssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssnsssssssssssssssnsssssssnsssssssnssnssssnssnssssassnsas 40
AIIIMAIS ...ttt et e b e ettt et e h e et a ettt nhe e e bt e bt et e naee e 40
Diferenciacdo de DCs a partir de precursores de medula dssea...........ccoeevvevveeniiennnnnnn. 40
BACTETIAS ..ttt et 40
Geragao das células apoptdticas infectadas (IACS) .....ccveveeeieerieeiiieiecieeee e 41
ENSaio de €feIOCIEOSE ..c..veuieiieiieiieeiieieet ettt e 42
Geracdo do meio de cultura condicionado ..............cceuveeeiieeiiiieeciieece e 42
Obtengao de CEIUIAS Th HAIVE .........ooocuvieeiiece e 44
Ensaio de diferenciacdo de linfocitos Th.........cccooovviieoiiiiiiiiiiiiccecceeeee e, 45
Analise da proliferagao CelUlar..........ccoeviiiiiiiiiiiiieeceee e 46
Analise da expressdao de marcadores de superficie e intracelulares por citometria de
fluxo nos linfocitos diferenciados iz VIitro ...........ceeueeveivieniniiiiieieeseeeeee e 46
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) ....ccoiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee et 48
Analise da expressao de genes por QPCR Ar7ay ......c.oeevveeeeeciieeiieiieeieeeeceeee e, 48
Real Time PCR quantitativo (QPCR).........ccoiiiiiiiiiiicieeee e 49
Modelo de colite infecciosa induzida por C. rodentium..................ccoeevevveecreeneennnnnn. 50
UFC de C. FOANIIUNML...........cccvveeeeeeiieeiieieeeie ettt ettt ettt eve et sseesseassseenseeseseenns 52
Isolamento de IELS € LPLS N0 COLON.......cceiiiiiiiiieiiiieieccieeeeee e 53
ANALISE ESLAtISTICA ...eveeueieiiiieiie e 54

RESUIAAOS wrurrnssssusssssmssssssasssssnssssnsssssssssssssssssssssssnsssssssnsssssssnssnssssssssssssnssnssssnssnssssnssnssssnssnssssnssnsas 55
Geragao de células apoptoticas infectadas..........cc.eevveeciierieeiieniiecieeee e 55
PGE; inibe a diferenciacdo de linfécitos Th17 no contento da fagocitose de IACs .....62
PGE,, proveniente da fagocitose de IACs, inibe a diferenciacdo de Th17 ................... 66
PGE; produzida pela eferocitose de células infectadas favorece a expressao de IFN-y e
suprime a expressao de Foxp3 nos linfocitos Th........cccuveeieeiieiiiiciieiecieceeeeeeeee, 68
EP4 ¢ o principal receptor de PGE; envolvido na supressao da diferenciacdo de Th17
no contexto da fagocitose de TACS .....c.eociiiiieiiieieecie e 73
PGE; proveniente da fagocitose, por DCs, de IACs inibe a diferenciagdo de Th17 via
ativacdo de EP4-Adenilato ciclase-PKA ...........cooviiiiiiiciecceeceeeeeeeeee e 78

PGE, via EP4 modula negativamente a expressao do receptor de IL-1B em linfocitos
Th, no contexto da fagocitose de TACS.......cooviieiieriieeiieeeeie e 81



PGE; via EP4 compromete a diferencia¢do de Th17 e a defesa do hospedeiro contra C.

FOAMITUNL ...ttt ettt ettt et ettt e h e et e et et esbt e e bt e sateebeenaee e 90
DISCUSSAO tursrssesssssssesssssssessssssssssssnssssssssssssssssssessssssssssssssssassssssesassas s ae e s e s e R R R R A AR R R R R R AR R R R R R AR R R RS 103
L7075 T 1D T 112
S 1S) 1) 1 102 114
N 1) (0 N 129
N o). (0 1 130

AN 1) J0 T 131



Lista de Figuras

Fig. 1. Diferenciacdo de linfocitos T CD4 " naive em subtipos de linfocitos Th. ............. 17
Fig. 2. Ativacdo de diferentes vias de apOPLOSE......cccverrvireriererieerriesieeereeereeeeeeeseee e 22
Fig. 3. Receptores e moléculas adaptadoras envolvidas no reconhecimento de células
APOPLOTICAS .evierereeeerieetieeiteeesteeesteesteesseeesseeasseeassseesseessseessseesssaessseeansseessseensseenssesssseesssees 25
Fig. 4. Padrdes de morte da celular induzida durante infecgdes .........cooceeveenienieniennenne. 28
Fig. 5. Receptores de PGE; e vias de sinalizagao ..........cccoceereiriinieniinienienieneeneeneee 34
Fig. 6. Estratégias utilizadas para investigar o papel da PGE, na diferenciagcdo de Th17
durante a fagocitose de células apoptoticas infectadas. ........ceccvveveveerciieniiescieenieeeieeee, 39
Fig. 7. Delineamento experimental das diferentes condi¢des para a obtencdo de CM
utilizado nos ensaios de diferenciagdo de linfocitos Th naive .........ccceeeeviiieiciiiicicineeens 44
Fig. 8. Delineamento experimental do ensaio de diferenciacdo de Th naive.................... 46
Fig. 9. Delimitagao das populagdes celulares para andlise da expressao de IL-17A em
HNFOCIIOS T CDA .ottt 47
Fig. 10. Delineamento experimental do ensaio de colite infecciosa induzida por C.
FOAEIEIIUM. ...ttt ettt sttt ettt at e b e s bt e s bt e s bt e sbeesbeesheesaeenbeenaee 52
Fig. 11. Delimitacao da populagdo de linfocitos Th isolados do epitélio e ldmina propria
O COLOM. .ttt st sh e st s et sbe e bt bt e bt e s b e ae 54
Fig. 12. Delineamento experimental da geracdo de células apoptoticas infectadas.......... 55
Fig. 13. Eferocitose de IACs aumenta a expressao de COX-2 .......coovriiniinienieneennenne. 57
Fig. 14. A fagocitose de células apoptoéticas infectadas por DCs induz altos niveis de
PG ettt ettt ettt et e bt ne et e eaeeneeanan 58
Fig. 15. O tratamento com indometacina ndo afeta a eferocitose por DCs..........c...c...... 59
Fig. 16. A fagocitose de IACs induz a sintese de citocinas envolvidas na diferenciacao de
CIUIAS TIT7 ittt sttt sbe e st st esbee b e e 61
Fig. 17. O tratamento de DCs com ibuprofeno reduz a sintese de PGE, e TGF-j ........... 62
Fig. 18. PGE; inibe a diferenciacdo de Th17, mas ndo afeta a proliferacdo de linfocitos
Th na presenca do CM .....coiiiiiiiiiieiieete ettt 63
Fig. 19. A fagocitose de IACs por DCs gera um microambiente favoravel a diferenciacdo
6 S 1 10 USSR 65
Fig. 20. PGE; inibe a diferenciagdo de Th17 e a producgdo de IL-17A, no contexto da
fagoCitose de TACS POI DICS...oouiiiiiieiiieciie ettt ettt et e st eeeae e saeessbeeenbeesnsee s 67
Fig. 21. Eferocitose de células infectadas inibe a expressdo de Foxp3........ccceevvvervnnee. 69
Fig. 22. A fagocitose de IACs por DCs favorece a diferenciacdo de linfocitos produtores
6 S N USSR 71
Fig. 23. Niveis de IL-17A prevalecem aos de IFN-y no sobrenadante da cultura de
linfocitos diferenciados coOm CM ........coouiiiiiiiiiieniiiiieeeeeeeee ettt 72
Fig. 24. A diferenciag@o de células Th17 na presenga de CM resulta no aumento da
EXPIESSAO A€ EP4 ..ot e e raeennee s 73
Fig. 25. EP4 ¢ o principal receptor envolvido na inibi¢ao da produgdo de IL-17A por
linfocitos Th diferenciados na presenga de CM.........coocvveviieriieeciieenie e 75
Fig. 26. EP4 modula negativamente a diferenciacdo de linfocitos Th17 no contexto da
eferocitose de células Infectadas .........cooeeruieiiiiiinienieeee e 77
Fig. 27. A ativacao de adenilato ciclase ou PKA inibem a diferenciacdo de Th17 na
Presenca de CIM/INAO ....oeeviieiiiiii ettt e st e e tae et e e saeessbeesnseesnnneenes 79

Fig. 28. PGE, via EP4-cAMP-PKA inibe a diferenciagdo de Th17 na presenga de CM.. 80



Fig. 29. A producao de PGE, durante a fagocitose de IACs modula negativamente a

expressao de genes relacionados @ Th17......ccovvciiiiiiiniiiniiecie e 82
Fig. 30. Validagao da expressdo dos principais genes modulados por PGE, identificados
PELO PCR AITAY ..ottt ettt e st e st e e staeetae e saeesnseesnseesnneeenes 83
Fig. 31. PGE,, via EP4-cAMP-PKA, modula negativamente a expressao de ill17a e illr
em linfocitos Th diferenciados na presenca de CM .........cccvvvviieeciiieiieenieerie e 85
Fig. 32. PGE,, via EP4, inibe a expressdo do IL-1R e impede a diferenciacao de linfocitos
Th17 no contexto de eferocitose de células infectadas ...........ccoceerieriiniiniiniinienennne. 87
Fig. 33. A diferenciagdo de linfocitos Th17 no contexto de eferocitose de células
infectadas depende da sinalizag@o do IL-1R......cccociiiiiiiiiiiiiineeeeeeeee e 88
Fig. 34. A sinalizacdo via IL-1R ¢ essencial para a diferenciacdo de linfocitos Th17, no
contexto da eferocitose de células infectadas..........cccceereerieiiiiiiiiiiiiniinin e 89
Fig. 35. Os tratamentos dos animais com indometacina ou antagonista de EP4 aumentam
a populagdo de linfocitos Th17 na ldmina propria intestinal de animais infectados......... 92
Fig. 36. Os tratamentos dos animais com indometacina ou antagonista de EP4 favorecem
a porcentagem e o numero de Th17 no célon de animais infectados...........cccecevverveennnenn. 93
Fig. 37. Os tratamentos dos animais com indometacina ou antagonista de EP4 nao
modulam a populacdo de IELs produtores de IL-17A ........cccoeeciiivciienciieeeeeee e 94
Fig. 38. Os tratamentos com indometacina ou antagonista de EP4 nao afetam a
porcentagem de linfocitos Th17 entre 08 IELS ....cceeeviiieiiieiciiecieeeee e 95
Fig. 39. A quantifica¢do de PGE,, IL-17A, IL-22 e IFN-y no c6lon dos animais............. 96

Fig. 40. Os tratamentos dos animais infectados com indometacina ou antagonista de EP4
previnem a perda de peso e o encurtamento do colon causado pela infec¢ao por C.
FOAECIETUIN ...ttt tee et et e et et e e st esebaeesseeessaeessseessseesssaessseesnsaeansseesseensses 98
Fig. 41. Os tratamentos dos animais infectados com indometacina ou antagonista de EP4
reduzem o numero de bactérias C. rodentium 10 COlON..........ccoceerieriiiiiniiniiinicnienee 99
Fig. 42. Os tratamentos dos animais infectados com indometacina ou antagonista de EP4
aumentam a expressao de peptideos antimicrobianos...........eccvveecveeriveeeriveeseeenreeereeeees 101
Fig. 43, CONCIUSAOD ..oeoviiiiiieciie ettt ettt e et e e ae e b e e s beessbeessseesnseeesneenes 112



LISTA DE SIGLAS

AC - Célula apoptética

Apaf-1 - Apoptotic protease activating factor 1

APC — Célula apresentadora de antigeno

BAIl - Brain-specific angiogenesis inhibitor 1

cAMP - Cyclic adenosine monophosphate

CD28 - Cluster of differentiation 28

CD3 - Cluster of differentiation 3

CD&O0 - Cluster of differentiation 80

CD86 - Cluster of differentiation 86

CM - Meio Condicionado

COX - Ciclo-oxigenase

cPLA?2 - Fosfolipase A2 citosélica

DAMP - Damage associated molecular pattern

DC - Célula Dendritica

DR - Death receptor

EAE - Encefalomielite autoimune experimental

EP1, EP2, EP3, EP4 - Receptor de prostandide E 1,2, 3 ou 4
EPAC - Proteina de troca de nucleotideo guanina ativada por AMPc
FADD - Fas-associated protein with Death Domain
Foxp3 - Forkhead box P3

Gas6 - Growth arrest-specific 6

IAC - Célula apoptética infectada

IEL - Linfécito intraepitelial

IEN-vy - Interferon gamma

Ig - Imunoglobulina

IL — Interleucina

IL-1R - Receptor de interleucina 1

IL-1Ra - Antagonista do receptor de interleucina 1

IL-23R - Receptor de interleucina 23

IRF4 - Interferon regulatory factor 4

iTreg - Células Treg induzidas

LPL - Lipoprotein lipase

LRP (CD91) - Low density lipoprotein receptor-related protein
MFG-ES - Milk fat globule-EGF factor 8 protein

MHC-II - Complexo de histocompatibilidade principal classe II
MIP-1a - Macrophage Inflammatory Protein 1o

Myd88 - Myeloid differentiation primary response gene 88
NLR - Nod-like receptors

nTreg - Células Treg naturais

PAF - Fator de Agregacao Plaquetdria

PAMP - Padrao molecular associado ao patégeno

PC - Fosfatidilcolina

PE - Fosfatidiletanolamina

PG - Prostaglandina



PGD, - Prostaglandina D,

PGE, — Prostaglandina E,

PGF, — Prostaglandina F,

PGH, - Prostaglandina H,

PGI, — Prostaglandina I,

PI3K - Posfatidilinositol-3-quinase

PKA - Proteina quinase A

PLA?2 - Fosfolipase A2

PRRs — Receptores de reconhecimento de padrio
PS — Fosfatidilserina

PS-OX - Fosfatidilserina oxidada

PSR - Receptor de fosfatidilserina

Roryt - RAR-related orphan receptor gamma

ROS - Espécies reativas do oxigénio

SOCS3 - Suppressor of cytokine signaling 3
STATS3 - Signal transducer and activator of transcription 3
TCR — Receptor de célula T

TGF-f3 — Fator de crescimento tumoral

Th1 — Células T auxiliadora (helper) 1

Th17 — Célula T auxiliadora (helper) 17

Timl - T-cell immunoglobulin and mucin domain 1
Tim4 - T-cell immunoglobulin and mucin domain 4
TLR — Receptor do tipo toll

TNF-a - Fator de necrose tumoral

TNEFR - Receptor do Fator de necrose tumoral
TRADD - Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein
Treg — Células T reguladoras

TRIF - TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f3
TxA2 - Tromboxana A2

UFC - Unidades formadoras de coldnia

UV - Ultravioleta



DEJANI, N.N. Prostaglandina E, via EP4/IL-1R inibe a diferenciacio de células Th17
durante a eferocitose de células infectadas. 2016. 160 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Resumo

A fagocitose de células apoptdticas promove a sintese de mediadores como o fator de
transformagdo de crescimento (TGF-B), a prostaglandina E, (PGE,) ¢ a interleucina-10 (IL-
10), importantes para a diferenciagdo de células T reguladoras (Treg). No entanto, a
fagocitose de células apoptoéticas infectadas, por células dendriticas, resulta na sintese de
citocinas, tais como TGF-fB, IL-6 e IL-23, que sabidamente favorecem a diferenciagdo de
linfocitos T heper 17 (Th17). Resultados preliminares obtidos por nosso grupo demonstram
que, além destas citocinas, a PGE, também ¢ produzida durante a eferocitose de células
infectadas, no entanto, nada se sabia at¢ o momento quanto ao envolvimento deste
prostandide no processo de diferenciagdo de linfocitos Th17. Desta forma, a hipdtese deste
trabalho fundamentou-se no estudo do mecanismo de sinalizagdo intracelular pelo qual a
PGE,, via receptor E prostanodide (EP), estaria envolvida na diferenciacao de linfocitos Th17,
no contexto da eferocitose. Os resultados apresentados demonstram que além da produgao de
TGF-B e IL-6, a fagocitose de células apoptoticas infectadas com Escherichia coli, por
células dendriticas, induz a sintese de altos niveis de PGE, e IL-1P, previamente descritos
como indutores de Th17. Entretanto, diferente da nossa hipdtese original, a presenca da PGE,
inibiu a diferenciacdo de linfécitos Th17, uma vez que a auséncia deste prostanodide resultou
no aumento da porcentagem e niimero de linfocitos Th17. O tratamento de linfocitos T CD4"
naive com antagonistas ¢ agonistas de EP2/EP4 demonstrou que o efeito supressor da PGE; ¢
mediado primordialmente pelo receptor EP4, via ativagdo de cAMP e PKA. Além disso, o
eixo PGE;-EP4 modulou negativamente a expressdo do receptor de IL-1B (IL-1R),
comprometendo, desta forma, a diferenciacdo de Th17. Ainda, in vivo, no modelo de colite
infeciosa por Citrobacter rodentium, a inibi¢ao da sintese da PGE; ou o bloqueio do receptor
EP4 resultou no aumentou da populacdo de linfocitos Th17 e da expressdo de peptideos
antimicrobianos no célon, além de uma drastica reducdo na carga bacteriana. Por fim, o
conjunto destes resultados demonstram que a PGE,, via EP4-PKA-IL-1R, suprime a
diferenciacdo de linfocitos Thl7, in vitro e in vivo, ¢ desvenda um mecanismo inédito na
modulacdo da resposta imune adaptativa de linfocitos Th17 promovido pela PGE,, no
contexto da eferocitose.

Palavras-chave: Eferocitose, Prostaglandina E,, Th17, EP4, Receptor de IL-1f3.
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Abstract

Phagocytosis of apoptotic cells promotes the synthesis of mediators such as transforming
growth factor (TGF-P), prostaglandin E, (PGE,) and interleukin-10 (IL-10), which are
important for the differentiation of regulatory T cells (Treg). However, phagocytosis of
infected apoptotic cells by dendritic cells results in the synthesis of cytokines such as TGF-f3,
IL-6 and IL-23 known to promote T helper 17 cell (Th17) differentiation. Preliminary results
obtained by our group showed that, along with these cytokines, PGE, is also produced during
efferocytosis of infected cells. However, nothing was known regarding the involvement of
this prostanoid on Th17 differentiation process. Thus, our hypothesis was based on the study
of intracellular signaling mechanism by which PGE,, via E prostanoid receptor (EP), could
be involved in the differentiation of Th17 cells in the context of efferocytosis. Our results
show that, besides TGF- and IL-6 production, phagocytosis of Escherichia coli-infected
apoptotic cells by dendritic cells induces the synthesis of high levels of PGE, and IL-1f, as
previously described as Th17 inducers. However, unlike our original hypothesis, the presence
of PGE, inhibited the differentiation of Th17 cells, while the absence of this prostanoid
resulted in increased percentage and number of this phenotype. Naive CD4" T cells treated
with EP2/EP4 agonists and antagonists demonstrated that the suppressive effect of PGE, is
primarily mediated by the EP4 receptor, via activation of cAMP and PKA. Furthermore,
PGE,-EP4 negatively modulates the expression of IL-1f3 receptor (IL-1R), impairing Th17
differentiation. Also, in vivo, during Citrobacter rodentium infection, inhibition of PGE,
synthesis or EP4 receptor blockade resulted in increased population of Th17 cells and greater
expression of antimicrobial peptides in colon, as well as a drastic reduction in bacterial load.
Finally, all these data demonstrate that PGE,, via EP4-PKA-IL-1R, suppresses Thl7
differentiation in vitro and in vivo, and reveals a novel mechanism in the modulation of
adaptive immune response of Th17 cells promoted by PGE, in the context of efferocytosis.

Keywords: Efferocytosis, Prostaglandin E,, Th17, EP4, IL-1[3 Receptor.



Introducao

Linfocitos T CD4" helper

Apds estimulagio antigénica, linfocitos T CD4" naive proliferam e diferenciam-se
em subtipos de células T helper (Th) produtoras de diferentes perfis de citocinas e
funcdes efetoras (Bettelli, Oukka et al. 2007). H4 aproximadamente 30 anos, os
pesquisadores Mosmann and Coffman (1986) descreveram pela primeira vez que
linfocitos T CD4" poderiam ser caracterizados em 2 subtipos, denominados Thl e Th2,
baseado no perfil de citocinas secretadas (Mosmann, Cherwinski et al. 1986).
Posteriormente, outros subtipos de linfécitos Th foram descobertos e melhor
caracterizados. Atualmente, além de Thl e Th2, outros subtipos como Th17, Th9 e Th22,
foram descobertos e estdo sendo melhor desvendados (Belizario, Brandao et al. 2016).

Os linfécitos Thl produzem primordialmente IFN-y, enquanto que os Th2
secretam IL-4, IL-5 e IL-13 (Mosmann and Coffman 1989). Os linfocitos Thl
diferenciam-se na presenga de IL-12, produzida principalmente por células dendriticas
(DCs), assim como por outras células apresentadoras de antigenos (APCs), e pela acdo de
IFN-y produzida pelo proprio linfocito. O programa de diferenciagdo de células Thl
depende dos fatores de transcricdo STAT-1, STAT-4 e T-bet (Mendoza 2006). Por outro
lado, a diferenciagdo de Th2 é mediada pela citocina IL-4 e requer a expressdo dos
fatores de transcricdo STAT-6 ¢ GATA-3 (Peine, Marek et al. 2016). Os linfocitos Thl,
pela producdo de IFN-y, estdo envolvidos nas respostas de hipersensibilidade tardia, na
producdo de IgG por linfocitos B, na ativacdo de macrofagos e no clearance de
patogenos intracelulares. Em contraste, os linfocitos Th2, devido a produgdo de IL-4, IL-

5 e IL-13, estdo envolvidos primordialmente em inflamagdes eosinofilicas e producao de
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IgE em doencas inflamatorias cronicas como asma e doengas parasitarias (Bettelli, Oukka
et al. 2007).

Os linfécitos Th17, foco de estudo deste trabalho, foram descritos como uma
populagao distinta de Thl e Th2 pela primeira vez em 2005 (Harrington, Hatton et al.
2005). Estes linfocitos produzem principalmente I1L-17A, IL-17F, IL-22, IL-21, IL-26 ¢
TNF, e sdo requeridos para o controle de uma variedade de infec¢des bacterianas e
fungicas (Bettelli, Oukka et al. 2007). As citocinas TGF-p e IL-6 sdo requeridas para a
diferenciagdo de Thl7, assim como IL-1B, IL-23 e IL-21 sdo importantes na
diferenciagdo, manutengdo e expansdao deste fenoOtipo. Ainda, essas citocinas agem
sinergicamente ¢ promovem a ativacao dos fatores de transcri¢do, STAT-3 ¢ RORqt,
essenciais para a diferenciacdo de linfocitos Th17 (Hu, Troutman et al. 2011) (Fig. 1).

Adicionalmente varios subtipos de linfocitos T reguladores (Treg), capazes de
controlar as respostas de linfocitos Th efetores, tem sido descritos (Shevach 2006). Além
dos precursores timicos de linfécitos Treg naturais (nTreg), os linfocitos Treg induziveis
(iTreg) sao diferenciados na periferia, a partir de precursores de linfocitos Th, por meio

da acgdo de diferentes citocinas (Wan and Flavell 2006).
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Fig. 1. Diferenciacio de linfocitos T CD4" naive em subtipos de linfécitos Th. As DCs
apresentam antigenos, via moléculas de MHC-II, aos linfécitos Th naive, assim como expressam
moléculas coestimuladoras (CD80 e CD86) e desta forma, promovem o estimulo antigénico
necessario para a ativagdo dos linfocitos. A diferenciagdo em Thl, Th2, Th17 ou Treg, depende
das citocinas presentes no microambiente. Por exemplo, na presenca de IL-6 ¢ TGF-B, os Th
naive diferenciam-se em Th17, que sdo caracterizadas pela expressdo dos fatores de transcrigdo
RORyt e STATS3 e da citocina IL-17. Ainda, IL-1B e IL-23 podem induzir/estabilizar o fenotipo
de Th17 (Bettelli, Oukka et al. 2007).

A descoberta dos distintos subtipos de linfocitos Th e suas caracteristicas
particulares, como citocinas e fatores de transcricio de assinatura, alavancou a
compreensdo do papel de cada um destes subtipos celulares no desenvolvimento e
agravamento de diversas doencas inflamatérias cronicas e infecciosas. Ainda,
impulsionou a busca de estratégias terapéuticas direcionadas para controlar as respostas

de linfocitos Th especificos.
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Linfocitos Th17

A diferenciagdo de Th17 em camundongos ocorre a partir de linfécitos Th naive
ativados por DCs produtoras principalmente de TGF-§ e IL-6 (Waite and Skokos 2012).
Os linfocitos Th naive expressam um receptor funcional de IL-6, constituido por duas
proteinas de membrana funcionais: uma subunidade a de 80 kDa ligante de IL-6 (IL-6R
ou CDI26) e a subunidade sinalizadora de 130 kDa, gpl130. Ainda, durante a
diferenciagdo de Thl7, a expressdo do IL-6R ¢é favorecida por TGF-B. A sinalizagdo de
IL-6 leva a ativagdo de STAT3, que atua sinergicamente com TGF-f, induzindo fatores
de transcrigdo, tais como RORyt, RORa e RUNXI, imprescindiveis para a diferencia¢ao
de linfocitos Th17 (Korn, Bettelli et al. 2009).

O fator de transcricdo RORyt ¢ considerado uma proteina chave na diferenciago
de Th17, entretanto, apesar de sua importancia na expressao de IL-17, a deficiéncia deste
fator de transcri¢do parece nao impedir totalmente a sintese de IL-17, sugerindo que
outros fatores de transcrigdo poderiam auxiliar diretamente no aumento tanto da
expressao de RORyt, como na expressdo de IL-17 (Zhang, Fuss et al. 2014). Nesse
contexto, outros fatores de transcricdo como IRF4, BATF, STAT3 e HIFla tem sido
descritos durante o processo de ativacdo, auxiliando na estabiliza¢do e na fase final de
diferenciagdo de células Th17 (Muranski and Restifo 2013).

Adicionalmente, a sinalizag¢ao via IL-6 e TGF-B3 promove o aumento da expressao
dos receptores para IL-21 e IL-23 (Zhou, Ivanov et al. 2007, Waite and Skokos 2012). A
citocina IL-21 ¢ produzida pela propria célula Thl7 e age autocrinamente,
potencializando a diferenciacdo de Thl7, enquanto que a citocina IL-23, produzida

principalmente por DCs, esta associada com a manutencdo e a expansdo desse fendtipo
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celular (Bettelli, Oukka et al. 2007, Korn, Bettelli et al. 2009, Zhang, Fuss et al. 2014).
Ainda, a ativagdo de STAT3 via IL-6R parece ser a principal via de sinalizagdo envolvida
no aumento da expressdao do receptor de IL-1 e, embora IL-23 e IL-21 isoladamente ndo
demonstrarem efeito na expressdo do IL-1R, na presenga de IL-6, estas potencializam a
expressao desse receptor (Chung, Chang et al. 2009).

IL-1B, em associagdo com IL-6, induz a expressao de fatores de transcrigdo
envolvidos na diferenciacdo de células Th17, como o RORyt e IRF4, favorecendo a
inducdo dos primeiros eventos necessarios para a diferenciagdo e expressao de IL-17
(Chung, Chang et al. 2009). Ainda, os linfocitos Th deficientes do receptor de IL-1p
apresentam reduzida expressdo do IL-23R e menor capacidade de produzir IL-17A
quando diferenciados in vitro (Chung, Chang et al. 2009). Além disso, animais
deficientes do IL-1R sdo resistentes ao desenvolvimento de encefalomielite autoimune
experimental (EAE), o que foi associado a menor capacidade de induzir resposta de
Th17, comparado aos animais selvagens (Sutton, Brereton et al. 2006). Portanto, a IL-1f
possui um papel critico durante a diferenciacdo de Th17, bem como na manutencdo e
expansao deste fenotipo (Santarlasci, Cosmi et al. 2013).

Em relagdo as fungdes efetoras de Thl7, tem sido descrito uma importante
atuagdo nos mecanismos de defesa do hospedeiro contra microrganismos, em especial
fungos e bactérias. Por outro lado, a célula Th17 também ¢ uma das principais células
envolvidas na patogenia de algumas doengas autoimunes (Bettelli, Oukka et al. 2007,
Valdez, Vithayathil et al. 2012, Montgomery, Daniels et al. 2014). Suas fungdes efetoras
estdo associadas a producao de IL-17A e IL-17F, além de outras citocinas como IL-21,

IL-22 e IL-26. A citocina IL-17A induz a producao de citocinas infamatorias (IL-6, TNF
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e IL-1) e quimiocinas (CXCL1 e IL-8) em diferentes tipos celulares (Bettelli, Oukka et al.
2007), assim como favorece o recrutamento de neutrdfilos para o local da infec¢do ou
para o tecido acometido pelo processo inflamatorio em doengas autoimunes (Bettelli,
Oukka et al. 2007, Cho, Pietras et al. 2010, Marwaha, Leung et al. 2012). Ainda, a IL-
17A e a IL-22 estimulam a produgdo de peptideos antimicrobianos, também conhecidos
como defensinas, por queratindcitos e células epiteliais do célon (Liang 2006, Peric,
Koglin et al. 2008). Quanto a IL-26, recentemente, foi demonstrado que esta citocina
pode agir como um peptideo antimicrobiano, capaz de destruir bactérias via formacao
direta de poros na membrana, ou ainda formar complexos com o DNA bacteriano,
gerando complexos IL-26-DNA capazes de ativar TLR9 e induzir a expressdo de
interferons do tipo I por DCs plasmocitéides (Meller, Di Domizio et al. 2015).

Desta forma, as citocinas derivadas da populagdo de Thl7 estdo associadas na
protecdo contra bactérias extracelulares e fungos. Além disso, promovem a migracao de
neutrofilos, estimulam a produgdo de peptideos antimicrobianos pelas células epiteliais e
potencializam as respostas imunes ¢ destruicdo dos patdégenos, melhorando a defesa do
hospedeiro contra infec¢des (Korn, Bettelli et al. 2009). Por outro lado, respostas
exacerbadas de células Th17 sdo relacionadas a algumas inflamagdes cronicas, como a
doenca inflamatdria do intestino, e autoimunidades, como artrite, lapus e EAE (Yang,

Sundrud et al. 2014).

Apoptose, eferocitose e diferenciacao de linfécitos Th17

A apoptose, um tipo de morte celular programada, ¢ um processo fisiologico

envolvido no desenvolvimento e remodelamento tecidual homeostatico (Elmore 2007).
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Este tipo de morte é caracterizado por mudangas morfologicas, tais como condensagdo da
cromatina, fragmentagdo nuclear e reducdo do volume celular (Galluzzi, Kepp et al.
2012), e também por mudancgas bioquimicas que incluem a ativagdo de cysteine aspartyl-
specific proteases (caspases), breakdown do DNA, e modificacdes de proteinas e
componentes da membrana que permitem o reconhecimento e a remocao das células
apoptdticas (Kroemer, Galluzzi et al. 2007).

A apoptose pode ser desencadeada por dois principais mecanismos: ativacao de
receptores de morte (via extrinseca) como o receptor do fator de necrose tumoral
(TNFR1), FAS (CD95), receptores de morte 4 ¢ 5 (DR4, DRS); ou citotoxicidade,
promovida por hipoxia, danos ao DNA, deficiéncia de fatores de crescimento, radiacao,
toxinas, infec¢des, entre outros que iniciam a via intrinsica ou mitocondrial (Ouyang, Shi
et al. 2012). Em geral, estas vias convergem na ativagao de caspases iniciadoras (caspase-
8, -9, -10) que culminam na ativa¢do de uma via efetora comum (caspase-3, -7, -6) (Koff,
Ramachandiran et al. 2015) (Fig. 2). Ainda, diferente da necrose, a permeabilidade
celular ¢ mantida durante o processo de apoptose, ¢ desta forma, ndo ocorre
extravasamento do conteudo intracelular (Jeannin, Jaillon et al. 2008).

Um mesmo estimulo também pode ativar mais de um mecanismo de indu¢do de
apoptose. Por exemplo, a radiagdo ultravioleta (UV) € um evento complexo que envolve
diferentes vias intracelulares indutoras de apoptose. Entre essas, o dano ao DNA parece
ser o fator predominante, entretanto, ndo é o Unico. A radiagdo também ativa os
receptores Fas na membrana por induzir clustering dos receptores ou liberagdo dos
ligantes (FasL), que agem de maneira autocrina ou pardcrina. Alteracdes na membrana

mitocondrial e liberacdo de citocromo ¢ também estdo envolvidos na apoptose induzida
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pela UV, porém, ainda ndo ¢ bem estabelecido se estes fendmenos sdo efeitos diretos da
radiagdo ou uma consequéncia dos danos no DNA, causados pela propria UV (Kulms and

Schwarz 2000).

S
RRRTRRADARTARARTART AR AR
S eieey soseieserstesesoull] Coese st it eeest

- TRAAD
(:_8) FAAD - <

Bcl-2 - \ N 77( cs)C8 @ Complexo 1

Bcl-x X _)(,_.,'
Caspase-8 clivada

_J_ @ - ‘l’ Genes

®  Genes
Bax %@ O _)—) (€3 Anti-apoptéticos
< ()
Bak O Caspase-9 - (<
UO © clivada @ @ .
Citocromo ¢ > ) (= 29

Caspasé?s e 7 clivadas

|

APOPTOSE

uv \
Danos ao DNA

A imagem foi criada usando Servier Medical Art Powerpoint Image Bank, disponivel em
http://www .servier.com/Powerpoint-image-bank.

Fig. 2. Ativacao de diferentes vias de apoptose. Na via extrinseca, a ativa¢ao dos receptores de
morte por FasL ou TNF-a levam a 2 mecanismos de sinalizagdo. Fas ligante promove a interagao
do receptor Fas com Fas-associated protein with Death Domain (FADD) e caspase-8 para formar
o complexo Death-inducing signaling complex (DISC). TNF-o promove o recrutamento do
receptor TNFR1 com Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein
(TRADD) e outras moléculas que formar o complexo de sinalizagao 1, que promove sobrevida ao
induzir a expressao de genes anti-apoptdticos, como por exemplo, genes inibidores da sinalizagdo
do TNFR. Entretanto, modificacdes pds-traducionais do complexo 1, podem promover a
dissociacdo do TRADD do complexo 1, que se liga a caspase-8/-10 para formar o complexo
apoptotico. Ambos mecanismos promovem clivagem de caspase-8 e ativagdo de caspases
efetoras. Na via intrinseca, estimulos como o dano ao DNA, levam a ativa¢do de Bax, induzindo
a permeabilidade na membrana mitocondrial, que leva a liberacdo de citocromo ¢ no citoplasma.

O citocromo c¢ recruta Apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1) e caspase-9 para promover
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autoativacdo de caspase-9 e subsequente ativagdo de caspases efetoras (caspase-3 e -7). As
caspases efetoras ativam endonucleases citoplasmaticas que degradam o material nuclear e
proteases, que degradam proteinas nucleares e do citoesqueleto, promovem condensagdo da
cromatina e formagdo dos corpos apoptédticos. Um mesmo estimulo pode ainda ativar mais de

uma via de morte, como por exemplo, a radiagdo UV (Koff, Ramachandiran et al. 2015).

Um dos primeiros eventos no processo apoptético é a perda da assimetria e
consequente exposicdo de fosfolipidios, que normalmente estdo presentes na camada
interna da membrana plasmatica, como a fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina e
fosfatidilcolina (Roos, Xu et al. 2004). Dentre estes, a PS ¢ a principal molécula
envolvida no reconhecimento das células apoptoticas pelos fagocitos (Elliott and
Ravichandran 2010). Além das células fagociticas, como os macrofagos e as DCs, outros
tipos celulares, como as células epiteliais também participam na remogao dos corpos
apoptoticos (Elliott e Ravichandran 2010).

O reconhecimento e a remog¢do dos corpos apoptdticos, também denominado
eferocitose, ¢ extremamente importante para o controle da homeostase tecidual,
prevencao de inflamagdes e injuria tecidual. Curiosamente, o termo effere deriva do
Latin e significa carregar ou enterrar os corpos ao timulo (Vandivier, Henson et al. 2006,
Vives-Pi, Rodriguez-Fernandez et al. 2015). O processo de eferocitose envolve o
reconhecimento, englobamento dos corpos apoptoéticos e a formagdo de um fagossomo
(também denominado eferossoma). Posteriormente, ocorre a fusdo deste a lisossomos,
resultando na digestdo do conteudo presente no interior do eferossoma (Martin, Peters et
al. 2014).

Em relacdo ao reconhecimento das células apoptoticas por fagocitos, sabe-se que

este processo envolve a interagdo de um grande numero de receptores, como o0s
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receptores de reconhecimento de padrao (PRRs), presentes na membrana dos fagdcitos ou
mesmo em formas soluveis (Jeannin, Jaillon et al. 2008). Ainda, os PRRs soluveis atuam
como opsoninas € possuem uma importante funcdo no reconhecimento das células
apoptoticas, entre estes, encontram-se os componentes do sistema complemento,
colectinas, ficolinas e pentraxinas (Litvack and Palaniyar 2010). Ainda, moléculas com
funcdo bridge ligam-se a PS exposta e, secundariamente, aos receptores em fagocitos.
Por exemplo, a glicoproteina MFG-E8 e as opsoninas, Gas6 e a proteina S, se ligam a PS
e secundariamente, as integrinas ovf3 ou ao receptor de tirosina kinase Mer,
respectivamente, e assim favorecem o reconhecimento e a fagocitose das células
apoptdticas (Hall, Obin et al. 2002, Litvack and Palaniyar 2010).

Adicionalmente, duas proteinas transmembranas, Timl e Tim4 (Miyanishi, Tada
et al. 2007) e trés receptores, estabilina-2, BAIl ¢ RAGE (Park, Tosello-Trampont et al.
2007, Park, Jung et al. 2008), foram descritos como receptores de PS. Além disso, formas
oxidadas da PS também contribuem para o reconhecimento e clerance das células
apoptoticas pelos fagocitos. Por exemplo, as moléculas de PS oxidadas ou mesmo LDL
oxidadas podem ser reconhecidas por receptor scavenger CD36 (Greenberg, Sun et al.

2006) (Fig. 3).
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Fig. 3. Receptores e moléculas adaptadoras envolvidas no reconhecimento de células
apoptoticas. A PS exposta na membrana da célula apoptotica, é reconhecida por fagocitos,
podendo ser reconhecida diretamente por receptores especificos, tais como BAIl, TIM1, TIM3,
TIM4, estabilina-1, estabilina-2 e RAGE. Além disso, as formas oxidadas e ndo oxidadas da PS
podem ser reconhecidas indiretamente através de moléculas bridge, como componentes do
sistema complemento, colectinas, ficolinas e pentraxinas, e também, por Milk-fat globule EGF-
factor 8§ (MFG-ES), Growth arrest-specific 6 (Gas6) e Proteina S. Estas moléculas bridge sdo
reconhecidas por receptores LRP (CD91), Mer, Axl, Tyro3 e aVB3/5 integrinas. Ainda, formas
oxidadas, de PS ou LDL, podem ser reconhecidas por moléculas CD36 em macréfago e DCs

(Castafio 2016).

Algumas etapas sdo essenciais para o processo de eferocitose, dentre as quais
destacam-se: 1) a liberacdo de sinais find-me pelas células apoptoticas, que favorecem a
migracdo dos fagocitos até essas células. Alguns sinais find-me liberados sao:

lisofosfatidilserina, esfingosina-1-fosfato e os nucleotideos ATP, UTP e algumas
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quimiocinas; 2) a exposi¢ao de moléculas eat-me na membrana celular, que favorecem o
reconhecimento e a fagocitose das células apoptoticas, tais como PS, formas oxidadas de
PS e ICAM-3; e 3) degradagdo do corpo apoptotico e liberagdo de mediadores de perfil
principalmente anti-inflamatério (Ravichandran and Lorenz 2007).

A ingestdo de células apoptoticas estéreis, ou mesmo sua ligacdo na superficie de
macrofagos, induz a liberacdo de mediadores como TGF-fB, IL-10, prostaglandina E,
(PGE,), fator de ativacdo plaquetaria (PAF), e inibe a secre¢do de mediadores como
TNF-a, IL-1, CXL1, IL-8 e leucotrieno C4 (Fadok, Bratton et al. 1998, Medeiros,
Serezani et al. 2009). Esses efeitos anti-inflamatdrios parecem estar associados a agdo
autocrina e paracrina de TGF-, PGE, e PAF (Fadok, Bratton et al. 1998). Entretanto, se
a remocao de células apoptoticas for ineficiente, estas podem progredir para o estagio de
necrose celular, com liberagdo de componentes intracelulares, conhecidos como Damage
Associated Molecular Patterns (DAMPs), que favorecem a ativagdo celular e inflamagao
(Jeannin, Jaillon et al. 2008).

Ainda, o acumulo de células apoptdticas nos tecidos, ou uma ineficiéncia na
remocdo destas células por fagocitos resulta no desencadeamento de condigdes
patoldgicas, como doengas degenerativas, desordens autoimunes e cancer (Birge, Boeltz
et al. 2016). Adicionalmente, altas taxas de apoptose sdo observadas em doencas
degenerativas como Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) ou apds a inalagao
de agentes toxicos (Demedts, Demoor et al. 2006).

Além das condigdes homeostaticas e patologicas, que induzem um grande
acaimulo de células apoptoticas, as infecgdes microbianas também sdo capazes de

promover a morte celular do hospedeiro. Dentre as modalidades de morte, tem sido
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demonstrado que os patégenos bacterianos podem induzir apoptose, necrose ou piroptose
(Ashida, Mimuro et al. 2011) (Fig. 4). O tipo de morte varia dependendo de uma série de
fatores como o tipo de célula do hospedeiro, o estagio de infecgdo, a carga bacteriana,
assim como fatores intrinsecos relacionados ao patogeno (Ashida, Mimuro et al. 2011).
Por exemplo, as bactérias Escherichia coli enteropatogénica (EPEC),
enterohemorragica (EHEC) e Citrobacter rodentium usam um sistema de secrecdo do
tipo III (T3SS) para injetar componentes no interior das células epitelias do intestino. Um
desses componentes, EspF, interfere em varias fungoes celulares, assim como estimula a
morte celular pela disrup¢do da membrana mitocondrial (Brereton and Blander 2010,
Brereton and Blander 2011). Por outro lado, alguns patdégenos como Legionella
pneumophila e Chlamydia spp. ativam mecanismos que promovem a sobrevivéncia das
células do hospedeiro, favorecendo a replicagdo e disseminagdo do patdégeno (Rudel,

Kepp et al. 2010, Ashida, Mimuro et al. 2011).
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Fig. 4. Padrdes de morte celular induzido durante infec¢cées. As bactérias podem induzir a
morte de células do hospedeiro por meio de diferentes mecanismos, como a apoptose, necrose € a
piroptose. A apoptose pode ocorrer pela via extrinseca (caspase-8) ou intrinseca (caspase-9). Este
tipo de morte ¢ caracterizado pela vesiculacdo da membrana, retracao celular, fragmentacdo do
DNA e ativagdo de caspases. Na apoptose, as bactérias ou componentes bacterianos sdo mantidos
dentro dos corpos apoptoticos, que posteriormente serdo reconhecidos pelos fagdcitos. A necrose
¢ caracterizada pela ruptura da membrana, inchago celular e liberagdo do contetido celular e ¢
acompanhada de inflamacdo. A necrose ¢ desencadeada pela producdo de ROS ou sinais de
perigo, como desestabilizagdo lisossomal e deplecdo de ATP, desencadeados por infecgdes
bacterianas ou danos fisicos. A piroptose ¢ um tipo de morte coordenada pela caspase-1 ativada
pelo inflamassoma. Os PAMPs e DAMPs sao reconhecidos por NOD-like receptors (NLR), esse
reconhecimento leva a formagdo do inflamassoma e ativacdo da caspase-1, responsavel pela
inducdo da piroptose. Este tipo de morte ¢ acompanhado pela ruptura da membrana,
fragmentagdo nuclear e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como a IL-1B e a IL-18 (Albert

2004).
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Estudos demonstram que a apoptose ¢ um mecanismo de defesa contra infecgdes
e promove respostas imunes efetoras que levam a eliminagdo direta do patégeno ou a
ativagdo de DCs. Estas, ao eferocitar os corpos apoptoticos, contendo bactérias ou
produtos bacterianos, garantem o acesso desses antigenos as moléculas de MHC e a
ativagdo de respostas imunes adaptativas protetoras (Elliott and Ravichandran 2010).

Interessantemente, foi demonstrado que o reconhecimento de células apoptoticas
infectadas com Escherichia coli por DCs promove um microambiente ideal para a
diferenciagdo de células Th17 por promover a producao de IL-23, TGF- e IL-6. O papel
destes mediadores na diferenciagdo de linfécitos Th17 foi comprovado por meio da
diferenciagdo de linfocitos Th naive, na presenga do meio condicionado proveniente de
DCs incubadas com células apoptéticas infectadas (Torchinsky, Garaude et al. 2009). A
importancia da presenga da bactéria ou componentes bacterianos no interior dessas
células apoptoticas foi confirmada utilizando meio condicionado oriundo de DCs
deficientes em TRIF e MyD88. Nessas condigdes, o meio de cultura condicionado,
oriundo de DCs deficientes em TRIF e MyD88, impediu a diferenciagdo de células Th17
e promoveu a diferenciagdo de células Treg (Torchinsky, Garaude et al. 2009). Além
disso, foi demonstrado in vivo que durante a colite infecciosa causada por C. rodentium, a
inibigdo farmacologica da apoptose diminuiu a diferenciagdo de Thl7, reafirmando a
importancia da apoptose de células infectadas na indug@o deste subtipo de linfocito Th

(Torchinsky, Garaude et al. 2009, Brereton and Blander 2010).
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Prostaglandina E, e vias de sinaliza¢ao

As prostaglandinas (PGs) sdo mediadores lipidicos oriundos do 4cido
araquidonico liberado de membranas pela acdo das fosfolipases, principalmente pela
fosfolipase citosolica tipo 4 (cPLA2) (Burke and Dennis 2009). O é4cido araquidonico
liberado pode ser metabolizado pela ciclo-oxigenase 1 (COX-1) e ciclo-oxigenase 2
(COX-2) para formar a prostaglandina intermediaria PGH,. A enzima COX-1 ¢é expressa
constitutivamente, sendo responsavel pelos niveis basais da produ¢do de PGs, enquanto
que a enzima COX-2, embora seja fisiologicamente expressa em alguns tecidos, esta ¢
principalmente induzida durante processos inflamatdérios e atua potencializando a
produgdo de PGs (Smith, DeWitt et al. 2000). As enzimas que metabolizam a PGH,
determinam o destino da mesma, podendo ocorrer a formagdo de PGIl,, PGF,, PGD,,
PGE; ou tromboxanas A,. Esses prostanoides sdo liberados pela célula por meio de um
transportador de membrana e logo exercem sua funcdo efetora de forma autocrina e
paracrina (Schuster 1998).

Particularmente, a PGE, ¢ uma das mais abundantes PGs produzida pelas células
de nossos tecidos. Varios estimulos como lipopolissacarideo (LPS), IL-1B e TNF-a
induzem a expressao de COX-2 e promovem aumento na sintese de PGE, (Font-Nieves,
Sans-Fons et al. 2012). Este prostandide tem uma importante fungdo em processos
inflamatorios assim como na ativagdo, maturagdo, migragao e secre¢do de citocinas por
células imunes como macrofagos, DCs e neutrofilos (Agard, Asakrah et al. 2013). Além
das condigdes infecciosas que promovem a sintese de PGE,, também tem sido

demonstrado que o reconhecimento de células apoptoticas por macréfagos e DCs, em
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condi¢des estéreis, favorece a sintese deste prostanoide (Fadok, Bratton et al. 1998,
Medeiros, Serezani et al. 2009).

A PGE; pode exercer diferentes fungdes dependendo do tipo celular e receptor
envolvido. A sinalizagdo pode ocorrer por 4 subtipos de receptores: EP1, EP2, EP3 ¢
EP4. Esses subtipos sdo receptores associados a proteina G e variam quanto a
propriedades de ligacdo a PGE,, distribuicdo tecidual, expressdo e tipo de proteinas G e,
consequentemente, a transdugdo de sinais (Sugimoto and Narumiya 2007). Dentre esses,
EP1, EP2 e EP4 sdo expressos em altos niveis em células Th naive, enquanto EP3
apresenta uma baixa expressdo (Nagamachi, Sakata et al. 2007). Ainda, a ativagdo de
células T humanas favorece o aumento da expressao principalmente dos receptores EP2 e
EP4 (Boniface, Bak-Jensen et al. 2009).

EP1 é um receptor acoplado a proteinas Goq e promove o aumento de Ca®’
intracelular. EP3 ¢ acoplado a protéinas Gai e sua ativacdo inibe a enzima adenilato
ciclase e a sintese de adenosina mono fosfato ciclica ((CAMP). EP2 e EP4 estdo acoplados
a subunidade a estimuladora da proteina G (Gas) e, portanto, a ligagdo de PGE; a esses
receptores promove a ativacdo da adenilato cilase, promovendo o aumento da
concentragdo de cAMP (Sugimoto and Narumiya 2007, Serezani, Ballinger et al. 2008).

Os niveis intracelulares de cAMP sdo regulados pela atividade de dois tipos de
enzimas: a adenilato ciclase e as fosfodiesterases. Através de sinais extracelulares
recebidos por receptores acoplados a proteina G, o cAMP ¢ sintetizado pela adenilato
ciclase, a partir de ATP (Serezani, Ballinger et al. 2008). O aumento intracelular de
cAMP, importante segundo mensageiro, pode levar a respostas celulares por meio da

ativagdo de diversas moléculas efetoras, entre essas a proteina quinase A (PKA) e a
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proteina de troca diretamente ativada por cAMP (EPAC) (Serezani, Ballinger et al. 2008,
Medeiros, Peres-Buzalaf et al. 2012). Dentre os inimeros processos bioldgicos mediados
pelo cAMP incluem memdria, metabolismo, regulagdo génica e fun¢do imune (Serezani,
Ballinger et al. 2008, Gerlo, Kooijman et al. 2011).

A PKA ¢ um tetramero constituido de duas subunidades reguladoras e de duas
subunidades cataliticas que, quando unidas, formam a holoenzima inativa presente no
citoplasma. A ligagdo do cAMP a subunidade reguladora de PKA promove uma mudanga
conformacional que leva a dissociacdo das subunidades cataliticas, tornando-as ativas
com capacidade de fosforilar residuos de serina e treonina, que possuem sequéncia de
substrato apropriado (Fimia and Sassone-Corsi 2001). Em um mecanismo de feedback
negativo, a PKA pode também ativar fosfodiesterases e promover a quebra do cAMP
(Beene and Scott 2007). Ainda, a fosforilagdo de substratos nucleares e citoplasmaticos
mediada pela PKA estd envolvida em maultiplas fungdes celulares, incluindo
metabolismo, diferenciagdo, transmissdo sinaptica, atividade de canais i0nicos,
crescimento ¢ desenvolvimento celular (Feliciello, Gottesman et al. 2005, Serezani,
Ballinger et al. 2008, Gerlo, Kooijman et al. 2011).

Entre os alvos de PKA, esta o fator de transcricdo de proteina de ligacdo ao
elemento de resposta a cAMP (CREB) (Delghandi, Johannessen et al. 2005), que se
destaca por ser um dos principais substratos nucleares para essa quinase. Entre os genes
regulados pela via cAMP-PKA-CREB, estd o da IL-10, importante na regulacdo da
resposta imune por suas propriedades anti-inflamatodrias (Platzer, Fritsch et al. 1999). O
CREB também tem sido relacionado na indugdo da expressdo de IL-2, IL-6, TNF-a e

COX-2 (Brenner, Prosch et al. 2003, Hughes-Fulford, Sugano et al. 2005). A ativacdo de
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CREB em linfocitos esta envolvida na proliferagdo e sobrevivéncia, como também na
geracdo de Treg e regulagdo das respostas de Thl, Th2 e Th17 (Wen, Sakamoto et al.
2010).

A EPAC contém um dominio de ligacdo ao cAMP semelhante a subunidade
reguladora de PKA, além de um dominio de fator de troca (GEF). Apds a ligagdo do
cAMP, a EPAC induz respostas intracelulares via ativagdo seletiva de pequenas GTPases,
como uma proteina da superfamilia Ras, chamada de Rapl (Breckler, Berthouze et al.
2011). Assim, a EPAC ativa Rapl ao promover a troca de GDP para GTP (Bos 2006,
Grandoch, Roscioni et al. 2010). Estudos tem demonstrado que a via EPAC/Rapl esta
envolvida em um grande numero de fungdes celulares, tais como divisdo celular,
diferenciagdo, secrecdo, crescimento, adesdo celular e formagdo de jungdes celulares
(Grandoch, Roscioni et al. 2010, Breckler, Berthouze et al. 2011).

Portanto, vias que induzem aumento nos niveis intracelulares de cAMP, como a
ativagdo de EP2 e EP4, podem resultar na ativacao tanto de PKA quanto de EPAC, o que
depende da concentragdo e localizagdo dessas duas enzimas dentro das células. Ainda,
estudos prévios tem demonstrado que PKA e EPAC podem ter efeitos redundantes,
independentes e até mesmo opostos dentro da mesma célula (Aronoff, Canetti et al. 2005,

Huang, Wettlaufer et al. 2008, Serezani, Ballinger et al. 2008) (Fig. 5).
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Fig. 5. Receptores de PGE, e vias de sinaliza¢do. A PGE, sinaliza por meio dos receptores EP1,
EP2, EP3 e EP4, os quais sdo acoplados a proteina G. A sinalizagdo de EP3 libera a subunidade
Gai, inibidora de adenilato ciclase, enquanto a sinalizacdo de EP1 libera a sub-unidade Gaq. A
liberagdo da sub-unidade Gaq promove o aumento de Ca>" intracelular. EP2 e EP4 sio associados
a liberagdo da sub-unidade Gas, que ¢ capaz de se ligar & adenilato ciclase, ativando-a e
promovendo a geracdo do cAMP, o qual ativa moléculas efetoras como a PKA e/ou EPAC, que

possuem diversas fungdes celulares (Serezani, Ballinger et al. 2008).

PGE; na resposta imune adaptativa
A PGE, regula uma variedade de fungdes nos linfocitos Th, como ativacao,
diferenciagdo e expansdo. O efeito ativador ou inibidor varia dependendo do

microambiente da célula, do estado de maturagdo e ativacdo, do tipo de receptor
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envolvido e da concentracao local da PGE, (Kalinski 2012, Sreeramkumar, Fresno et al.
2012).

Os primeiros estudos relacionados ao envolvimento da PGE; na diferenciagdo de
células da imunidade adaptativa, desenvolvidos principalmente nas décadas de 70 e 80,
relatam um papel supressor da PGE,. Varios mecanismos foram propostos para explicar
como a PGE; poderia inibir a ativacdo de linfocitos Th. Por exemplo, dentre os efeitos
supressores da PGE,, destaca-se o efeito inibitorio direto na producdo de IL-2, assim
como na expressao do receptor para esta citocina (Rincon, Tugores et al. 1988, Kolenko,
Rayman et al. 1999). Além disso, altas concentragdes de PGE, induzem anergia de
linfocitos T (Wu, Wang et al. 1998), assim como comprometem a proliferacdo, ao
aumentar os niveis de cCAMP intracelular, via ativagdo de EP4 nos linfécitos T (Baratelli,
Lin et al. 2005). Em um modelo de reagdo linfocitdria mista, também foi demonstrado
que a PGE; inibe a capacidade proliferativa de células T por meio da ativagdo de EP2
(Nataraj, Thomas et al. 2001). Além disso, foi demonstrado que os efeitos downstream de
EP2 ¢ EP4, levam a ativacdo de PKA que ativa a tyrosine-protein kinase (Csk), a qual
age inibindo a atividade da Ilymphocyte-specific protein tyrosine kinase (Lck),
comprometendo, desta forma, a sinalizagdo do TCR e a ativagdo das células T (Mustelin
and Tasken 2003, Vang, Abrahamsen et al. 2003).

Posteriormente, foi demonstrado que, em baixas concentragdes, a PGE, altera o
padrdo de diferenciacdo de linfocitos Th e induz a expressdo de IL-4 e IL-5, enquanto
inibe a expressdo de IFN-y, favorecendo a diferenciacdo de Th2 (Betz and Fox 1991). Por
outro lado, trabalhos demonstram que a PGE, promove a diferenciagdo e expansdo de

células T reguladoras (CD4 Foxp3'CD25") inibindo, desta forma, as respostas de outros
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subtipos de linfocitos Th efetores (Sharma, Yang et al. 2005, Bergmann, Strauss et al.
2007). Ainda, a presenca de PGE, facilita a expressdo do fator de transcricdo Foxp3
mesmo em linfocitos T CD4 CD25, favorecendo uma atividade supressora nessas
células (Baratelli, Lin et al. 2005).

Atualmente, diferente dos efeitos supressores da PGE, previamente descritos na
ativagdo de linfocitos Th, recentes trabalhos destacam uma relevante fungao facilitadora
deste mediador lipidico no desenvolvimento de células Th produtoras de IFN-y e IL-17,
em varios modelos de infec¢do e autoimunidade (Yao, Sakata et al. 2009, Kalinski 2012).
Por exemplo, foi demonstrado que a forte interagdo mediada por TCR e o complexo CD3
podem superar o efeito inibidor da PGE,. A adicdo de altas concentracdes de anti-
CD3/anti-CD28 na presenca de PGE, aumenta a porcentagem de células com perfil Thl,
produtoras de IFN-y (Yao, Hirata et al. 2013). Além disso, EP4 foi o principal receptor
envolvido na expressdo de IL-12RB2 e IFN-yR1, favorecendo assim a diferenciagdo em
Thl (Yao, Hirata et al. 2013). Entretanto, outro trabalho demonstrou que EP1 ¢
majoritariamente expresso em linfocitos Thl, e também esta envolvido na diferenciagdo
de células Th naive em Thl, uma vez que o uso de agonistas deste receptor promoveu a
diferenciagdo neste subtipo de linfocito Th (Nagamachi et al. 2007).

Em relacdo aos linfocitos Thl7, tem sido demonstrado que a PGE, age
sinergicamente com IL-23 e favorece a expressdo de IL-17A (Valdez, Vithayathil et al.
2012). Em DCs, a PGE; aumenta a produgao de IL-23 e indiretamente facilita a expansao
de Th17 (Myer, Mezayen et al. 2010, Schirmer, Klein et al. 2010). Ainda, foi

demonstrado em modelo de artrite que a PGE, promove a expressao de IL-17 enquanto
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inibe o eixo IL-12/IFN-y, e assim indiretamente promove o recrutamento de neutréfilos
para a cavidade articular (Lemos, Grespan et al. 2009).

Sabe-se que a PGE,, via EP2 e EP4, aumenta a expressao dos receptores de IL-1 e
IL-23, favorecendo a expansdo de células Th17 humanas. A ativacdo de EP2 e EP4
promove diferentes efeitos nas células Th17 humanas. Por exemplo, a expressao de IL-17
ocorreu principalmente via EP2, enquanto EP4 regulou negativamente a producdo de
IFN-y e inibiu a produgdo de citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10. Entretanto,
quando células Th17 humanas foram geradas pela combinagao de IL-1B e IL-23, a PGE;
ndo foi capaz de inibir a secrecdo de IFN-y (Boniface, Bak-Jensen et al. 2009),
demonstrando que a habilidade da PGE, em inibir a produ¢dao de IFN-y e favorecer a
expressao de IL-17 ¢ complexa e depende do tipo de citocina presente no meio.

Portanto, a PGE, ¢ capaz de modular o padrio de resposta da imunidade
adaptativa, podendo agir tanto como um mediador supressor como ativador, o que
depende de uma série de fatores como, por exemplo, a concentracao da PGE,, o estado de
maturacdo das células T e as citocinas presentes no microambiente. Além disso, a
concentragdo local da PGE, varia dependendo do tipo ou estagio da condi¢do patologica
em questdo. Desta forma, o presente trabalho avaliou a atuacdo da PGE,, no contexto da
fagocitose de células apoptdticas infectadas, na diferenciagdo de linfécitos Th17, assim

como os receptores e as vias de sinalizacdo envolvidos neste processo.
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Hipotese

O reconhecimento de células apoptéticas infectadas por DCs direciona a sintese
simultanea das citocinas TGF-f3 e IL-6. A presenca destes mediadores promove a
condicdo bdsica necessdria para a diferenciacdo de linfécitos Th17 e desvenda um
mecanismo inédito na diferenciacdo desta subpopulacdo de linfécitos Th. Tem sido
demonstrado que a eferocitose, em condicdes estéreis, induz a sintese de PGE,,
entretanto, durante a fagocitose de células apoptéticas infectadas, a producdo e o papel
deste mediador na diferenciacdo de Th17 ainda € desconhecido. A funcdo da PGE, na
diferenciacdo de Th17 € controversa, porém estudos recentes descrevem um papel
imunestimulador deste prostandide na diferenciagcdo destes linfocitos.

Portanto, a hipétese deste estudo fundamenta-se no entendimento da atuacdo da
PGE, in vitro e in vivo na diferenciacdo de células Th17, a partir da fagocitose de células
apoptoéticas infectadas com E. coli ou C. rodentium. A fagocitose de células apoptéticas
infectadas por DCs levaria a sintese de citocinas envolvidas na diferenciacdo de Thl7,
assim como PGE,. A presenca de PGE, e consequente interagdo com seus respectivos
receptores (EP2 e EP4) levaria a ativacdio de cAMP-PKA e/ou EPAC, resultando na

estimulagdo da diferenciacao de células Th17.

Objetivos

O objetivo desse estudo foi investigar o0 mecanismo pelo qual a PGE,, proveniente
da fagocitose de células apoptéticas infectadas, participa na diferenciacdo de células
Th17. Para isso, avaliou-se os receptores e as vias de sinalizacdo que culminam na

expressdo de genes envolvidos na diferenciacdo e ativagdo desta subpopulacao celular.
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Fig. 6. Estratégias utilizadas para investigar o papel da PGE, na diferenciacio de Th17

durante a fagocitose de células apoptoticas infectadas. Em (1), inibir o efeitos da PGE,

utilizando-se antagonistas de EP2 e EP4; (2) inibir ou ativar Adenilato ciclase, PKA e EPAC para

entender vias downstream dos receptores de PGE, que poderiam modular a diferenciacdo de

Th17; (3) analisar a expressdo gé€nica dos linfécitos por qPCR Array e (4) avaliar em modelo de

colite infecciosa por C. rodentium, os efeitos da inibicdo da sintese ou sinalizagdo PGE, na
diferenciacdo de Th17 in vivo.

Objetivos especificos:

1) Determinar a participacdo da PGE,, proveniente da eferocitose de células infectadas, e
de seus receptores (EP2 e EP4) na diferenciacao de linfécitos Th17;

2) Caracterizar os efeitos da ativacdo da PKA e/ou EPAC na diferenciacao de linfécitos
Th17, no contexto da eferocitose de células infectadas;

3) Avaliar o papel da PGE, na modulacio da expressdo génica de linfécitos Th
diferenciados na presenca de sobrenadante da eferocitose de células infectadas;

4) Determinar in vivo a participacio da PGE, na diferenciacao de linf6citos Th17.
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Material e Métodos
Animais

Camundongos C57BL/6, fémeas, com 6 a 14 semanas de idade, foram obtidos do
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica - CEMIB/UNICAMP. Os animais
foram mantidos em mini-isoladores com temperatura, umidade, fluxo de ar, ciclo de luz
claro/escuro controlado e livre acesso a 4dgua e racdo esterilizadas. Todos os
procedimentos experimentais foram julgados e autorizados pelo comité de ética local.
Parecer n° 24/2012 e n° 06/2016.
Diferenciacao de DCs a partir de precursores de medula 6ssea

As DCs foram diferenciadas a partir de precursores da medula 6ssea do fémur e
tibia dos animais C57BL/6. As células precursoras foram cultivadas na presengca de 40
ng/mL de GMCSF (Prepotech) em meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino
fetal (FBS) e 10 pg/mL de antibidtico gentamicina, segundo protocolo preconizado por
Lutz et al. (1999). No décimo dia de cultura, as células semi-aderentes foram coletadas e
avaliadas quanto a expressao de CD11¢c, MHCII, CD80 e CD86 por citometria de fluxo e
posteriormente utilizadas para os ensaios de eferocitose e geracdo do meio condicionado.
Bactérias

As amostras de bactérias Escherichia coli-GFP, Escherichia coli (cepa ATCC
259992) ou Citrobacter rodentium (cepa ICC168) foram armazenadas a -80 °C. Para o
crescimento bacteriano, inicialmente uma coldnia foi isolada em meio LB de cultivo
solido (Difco LB Agar, Miller Luria-Bertani) e, posteriormente, foi realizado o
crescimento bacteriano em meio LB liquido (Difco LB, Broth Luria-Bertani), sob

agitacdo por 24 h, a 37 °C. No dia seguinte, as bactérias foram diluidas 100x em novo
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meio LB liquido e cultivadas sob agitacdo a 37 °C por aproximadamente 3 h. A
quantificagdo do nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) foi feita por leitura da
densidade optica a 600nn. Apds o crescimento, as bactérias foram centrifugadas a 4000
rpm por 10 minutos a 4 °C, lavadas 2x com PBS gelado e entdo ressuspensas em meio
RPMI para infec¢do in vitro ou em PBS para infecgdo in vivo.

Geracao das células apoptoéticas infectadas (IACs)

Como fonte de TACs, utilizamos as células da linhagem RAW 264-7 infectadas
com E. coli (1:10). A RAW 264-7 (ATCC TIB-71) ¢ uma linhagem de monocito-
macrofago transformado com o virus de leucemia murino Abelson. Estas células foram
adquiridas diretamente do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram
cultivadas em meio DMEM 10% FBS com antibidtico gentamicina (10 pg/mL). As
trocas de meio de cultura foram realizadas em dias alternados. Para a infec¢do das células
com E. coli, as mesmas foram coletadas, centrifugadas a 300 g por 5 minutos, lavadas em
PBS, e 1x10° células/mL foram ressuspensas em DMEM 10% FBS, sem antibiotico. Para
a infecgio, 1x10” células RAW 264-7 foram incubadas com 10° E. coli-GFP ou E. coli
vivas (propor¢do 1:10). Apos 2 h, as células foram coletadas e lavadas em PBS gelado,
contendo antibidtico gentamicina (10 pg/mL). Para avaliar a eficiéncia de infecgdo,
utilizamos E. coli-GFP e a porcentagem de células infectadas foi determinada por
citometria de fluxo, analisando a porcentagem de células RAW 264-7 (CD11b) positivas
para GFP. Para a inducdo da apoptose, as células infectadas ou estéreis foram irradiadas
com 5 mJ de ultravioleta C (UVC), conforme protocolo adaptado de Torchinsky et al.

(2009). Apos 4 h de irradiacdo, a porcentagem de morte celular foi confirmada por
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citometria de fluxo pela marcagdo com Anexina-V e 7-AAD, marcadores de apoptose e
necrose, respectivamente.
Ensaio de eferocitose

Para determinar a porcentagem de eferocitose, as DCs foram incubadas por 18 h
com TACs, na propor¢do 1:3. Apenas as IACs foram previamente marcadas com CFSE,
de acordo com as instrugdes do fabricante (CellTrace CFSE Kit, Life). Ainda, em alguns
ensaios, as ACs ou IACs foram incubadas com Anexina-V recombinante para o
recobrimento da PS exposta, comprometendo, desta forma, o reconhecimento das ACs e
IACs pelas DCs. Para a ligacdo da Anexina a PS, as células foram incubadas com
Anexina-V na presenca de 2.5 mM de Ca®", de acordo com as instrugdes do fabricante
(Miltenyi, Biotec). Posteriormente, 1x10° DCs incubadas na presenca ou auséncia de
indometacina (10 pM) foram co-cultivadas com 3x10° ACs e IACs, previamente
marcadas com CFSE e incubadas ou ndo com Anexina-V, em placa de 24 pogos no
volume final de 1 mL de RPMI sem soro. Apds o tempo de co-cultura, as células foram
marcadas com anticorpos anti-CD16/CD32 (Fc-Block), anti-CD11c-PeCy7 e analisadas
por citometria de fluxo. As DCs que fagocitaram as IACs adquirem a marcagdo do CFSE
e desta forma, a porcentagem de eferocitose foi determinada pela analise da populacao de
DCs (CDl11c) positivas para CFSE.
Geracao do meio de cultura condicionado

As DCs foram incubadas na presenga ou auséncia de inibidores de COX e
cultivadas na presenca de TACs. Assim, 1x10° DCs foram incubadas com 10 pM de
indometacina, ibuprofeno (Cayman) ou inibidor seletivo de COX-2 (NS-398, Tocris), €

co-cultivadas com 3x10° IACs. A co-cultura foi feita em placa de 24 pogos em 1 mL de
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RPMI sem soro. Apos 18 h, o meio condicionado (CM) oriundo do sobrenadante da co-
cultura foi coletado, centrifugado para remogao de células, armazenado em aliquotas de 1
mL, ¢ mantido a -80 °C até a realizagdo dos ensaios de diferenciacdo de células Th naive.
A proporcao de 1 DC para 3 IACs ou ACs foi utilizada em todos os experimentos. Como
controles experimentais, foi utilizado o sobrenadante de DCs cultivada na auséncia de
IACs, DCs cultivadas com E. coli (propor¢ao 1:3), ou ativadas com 1 pg/mL de LPS
(Sigma), assim como o sobrenadante de 3x10° IACs ¢ ACs na auséncia de DCs. O CM
também foi tratado em coluna de purificagdo para a remo¢ao de PGE, (Prostaglandin E2
affinity column, Cayman). A seguir, encontra-se esquematizada a geracao dos diferentes

CMs e sobrenadantes de controles experimentais (Fig. 7).
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A imagem foi criada usando Servier Medical Art Powerpoint Image Bank, disponivel em
http://www .servier.com/Powerpoint-image-bank.
Fig. 7. Delineamento experimental das diferentes condicdes para a obtencio de CM

utilizado nos ensaios de diferenciacdo de linfécitos Th naive. Apés 18 h de co-cultura, o

sobrenadante foi coletado e armazenado para posterior uso nos ensaios de diferenciacao de Th.

Obtencao de células Th naive
Os linfécitos Th naive foram isolados a partir de células do bago de animais
C57BL/6 utilizando-se beads magnéticas (CD4 CD62L" T Cell Isolation Kit I mouse,

Miltenyi Biotech) de acordo com instrugdes do fabricante.
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Ensaio de diferenciagao de linfocitos Th

As células Th naive foram diferenciadas na presenga de CM, oriundo das
diferentes condigdes experimentais como descrito acima: CM, CM/Indo, CM/Ibup, CM s/
PGE,, DC+E.coli, IAC, AC ou na presenca de sobrenadante de DCs contendo apenas
meio de cultura (Fig. 8). Assim, 5x10° linfocitos Th naive foram adicionados em placas
de 48 pogos com 4 pg/mL de anti-CD3, 2 pg/mL anti-CD28, 5 pg/mL de anti-IL-2, anti-
IL-4 e anti-IFN-y (BD) em 0.5 mL de IMDM suplementado com 20% de FBS,
aminoacido ndo-essencial, 2 mM L-glutamina, 1 nM piruvato de sédio e 50 uM de 2-
Bmercaptoetanol. Posteriormente, 0.5 mL de CM obtido das diferentes condi¢des
experimentais foi adicionados aos pogos. Como controles de diferenciagao, as células Th
naive foram cultivadas em condi¢des polarizantes para Th17 (controle positivo) (IL-6: 20
ng/mL, TGF-B: 2.5 ng/mL e IL-1B: 10 ng/mL) ou apenas meio IMDM (controle
negativo). Para avaliar o envolvimento da PGE,, as células Th naive foram cultivadas na
presenga de diferentes concentracdes de agonistas/antagonistas de receptores de PGE,
(Butaprost, Cay10598 (Cayman); SC19220, SC51089, AH6869, PF04418948 ¢ L-
161,982 (Tocris), ativadores e inibidores de adenilato ciclase, PKA e Epac (Forskolin, 8-
Bromo-cAMP, 8-CPT-2Me-cAMP, SQ22536, H89, KT520 ¢ ESI-09 (Tocris), assim
como anticorpos neutralizantes de IL-1 (BD) e antagonista do receptor de IL-1p (IL-
1Ra, Prepotech). Apds 3-4 dias do inicio do ensaio de diferenciacdo, o sobrenadante foi
coletado para quantificagdo de citocinas por ELISA e os linfocitos foram lavados com
PBS e estimulados com PMA, Ionomicina ¢ Brefeldina A em meio IMDM 10% FBS,
para a determinagdo da expressdo de citocinas e fatores de transcricdo envolvidos na

diferenciagdo de células Thl, Treg e Th17.
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Fig. 8. Delineamento experimental do ensaio de diferenciacdo de Th naive. Linfocitos Th
naive foram diferenciados por 3-4 d na presenga dos diferentes CMs, sobrenadantes controles,
apenas meio para C- ou coquetel polarizante de Th17 para C+. Anticorpos ativadores anti-CD3,

CD28 ou bloqueadores anti-IL-2, anti-IFN-y e anti-IL-4 foram adicionados na cultura.

Analise da proliferagdo celular

Os linfocitos (10° células/mL) foram incubados com 0.5 uM de CFSE em PBS
por 15 min, em estufa a 37 °C. Em seguida, os mesmos foram centrifugados e mantidos
em meio IMDM 10% FBS, por 30 min. antes de serem utilizados nos ensaios de
diferenciagdo celular. A proliferagdo foi avaliada por histograma, observando a diferenga
na intensidade de fluorescéncia obtida por citometria de fluxo.
Analise da expressao de marcadores de superficie e intracelulares por citometria de fluxo
nos linfocitos diferenciados in vitro

Apo6s a diferenciagdo, as células Th obtidas das diferentes condigoes
experimentais, como descrito previamente, foram estimuladas por 4 h com 0.1 pg/mL de
PMA (Sigma) e 0.5 pg/mL de Ionoforo do calcio (A23187) na presenca de 10 pg/mL de
Brefeldina A (Sigma). Posteriormente, as mesmas foram incubadas com corante para
determinar a viabilidade celular (Fixable Viability Dye, eBioscience), fixadas e

permeabilizadas, conforme descrito pelo fabricante (Foxp3 Transcription Factor Staining
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Buffer Set, eBioscience). Em seguida, as células foram incubadas com anticorpos anti-IL-
17A-PECy7 ou APC, anti-CD4-FITC ou PE, anti-Foxp3-APC, anti-Roryt-PE, APC ou
PerCP-CyS5 e anti-IFN-y-APC ou FITC (BD e eBioscience). As células foram adquiridas
em citometro FACSCantoll (Becton & Dickinson, San Diego, CA, USA) e analisadas
pelo programa FCS Express (De Novo™ Software). As células mortas foram excluidas
da andlise e a porcentagem da expressao das citocinas e fatores de transcri¢dao
intracelulares foi determinada na populagio CD4'. A seguir, encontra-se descrita a

estratégia de selecdo da populagdo analisada (Fig. 9).

Populagao Total Exclusédo de Doublets
I
O
n0
N
FSC-H / FSC-A
Selegao de linfécitos CD4* “viaveis" % de expresséo de IL-17A
W @
A 2
o O
Marcador de Morte Celular - APC—Cy? ‘ IL-1 7A-‘PECy7

Fig. 9. Delimitacdo das populacdes celulares para anadlise da expressio de IL-17A em
linfécitos T CD4". As células T positivas para CD4 e negativas para APC-Cy7 (marcador de
morte celular) foram analisadas quanto a porcentagem e MFI da expressdo de citocinas e fatores

de transcrigao.
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Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os diferentes meios condicionados e os sobrenadantes dos ensaios de
diferenciagdo de linfocitos Th foram avaliados quanto a presenga de citocinas e PGE,. O
limite de deteccdao dos ensaios foram: 31,25 pg/mL para IL-6, IL-1p ¢ IL-10 (BD); 15,6
pg/mL para IFN-y e TGF- (R&D); 4 pg/mL para IL-17A (eBioscience); 7.8 pg/mL para
PGE, (PGE, EIA Kit, Cayman Chemicals) e 8 pg/mL para IL-23 e IL-22 (Biolegend).
Nos experimentos in vivo, o tecido foi armazenado em tampao PBS na presenca de
inibidor de protease e indometacina. Em seguida, o mesmo foi homogeneizado e
centrifugado para a obtencdo do sobrenadante para quantificagcdo de citocinas ¢ PGE,. A
quantidade de citocinas ¢ PGE; no célon foi normalizada pela concentragdo de proteina
total, determinada de acordo com as instrugcdes do fabricante (Protein Assay kit, Bio-
Rad).

Analise da expressao de genes por qPCR Array

A expressao diferenciada de genes relacionados a diferenciacdo e ativacdo de

Th17 foram avaliados por PCR Array de acordo com as instru¢des do fabricante (7h17

Response PCR Array, Qiagen). Os genes analisados encontram-se descritos a seguir.

Tabela 1. Genes do Th17 Response PCR Array PAMM-073Z - Qiagen

Moléculas de Superficie: Cd2, Cd28, Cd34, Cd4, Cd8a, Icaml, Icos, Isg20, Tir4.
Citocinas: Csf2 (GM-CSF), Csf3 (GCSF), Ifng, 1110, 1112b, 1113, 1115, Il17a, 1l17c, 11174,
1171 1118, 111b, 112, 1121, 1122, 1123a, 1125 (1l17e), 1127, 113, 114, 115, 116, 119, Tgfbl, Tnf.
Quimiocinas: Ccll, Ccl2 (Mcp-1), Ccl20 (Mip-3a), Ccl22 (Mdc), Ccl7 (Mcp-3), Cx3cll,

Cxcll, Cxcli2 (Sdf1), Cxcl2, Cxcl5 (Ena78/Lix).
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Receptores de Citocinas: Ccr2, Ccr4, Ccr6, llirl, 1112rbl, 1112vrb2, 1l17ra, 1117rb,
1l17rc, Il17re, 11237, 1l6ra, 1177

Fatores de Transcricio e Moléculas de Vias de Sinalizacao: Cd40lg (Tnfsf5), Cebpb,
Clec7a (Dectin-1), Foxp3, Gata3, Irf4, Jakl, Jak2, Mmp3, Mmp9, MydS§S8, Nfatc2, Nfkbl,
Rora, Rorc, Runxl (Amll), Slprl, Socsl, Socs3, Stat3, Stat4, Stat5a, Stat6, Syk, Thx21,

Trafb.

Para a realizacdo do ensaio, linfécitos Th naive foram cultivados com anticorpos
ativadores anti-CD3 (4 ug/mL), anti-CD28 (2 pg/mL) e anticorpos bloqueadores anti-IL-
2, anti-IL-4 e anti-IFN-y (5 pg/mL) na presenca de CM, oriundo da fagocitose de IACs
por DCs, tratadas ou ndo com 10 pM de indometacina ou ibuprofeno (CM, CM/Indo e
CM/Ibup). Apos 48 h, os linfocitos foram coletados para a extragdo de RNA e posterior
sintese de cDNA, de acordo com as instrugdes do fabricante (Qiagen). A diferenga na
expressao dos 89 genes, descritos anteriormente, foi avaliada pelo método 2”-Delta Ct e
representada em Scatter Plot utilizando-se ferramenta on line de analise da Qiagen-R72
Profile PCR Array (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php). A
modulagdo, negativa ou positiva dos genes, encontrada no Array foi confirmada
individualmente por qPCR convencional, utilizando-se primers especificos.

Real Time PCR quantitativo (qPCR)

O RNA obtido das amostras de colon ou da cultura de DCs ou Th, nas diferentes
condi¢des descritas anteriormente, foi isolado de acordo com as instru¢des do fabricante
(RNeasy Mini Kit, Qiagen) e transcrito para cDNA (iScript cDNA Synthesis Kit, BioRad).

Posteriormente, a andlise da expressdo de genes especificos foi determinada por
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quantificagdo da amplificacdo, utilizando-se SybrGreen (Life) e primers especificos para
os genes de interesse (Sigma) por meio da técnica de qPCR. A expressdo relativa do gene
de interesse, utilizando a formula 24", foi calculada através do método de controle (Ct)
comparativo. Para realizacdo do qPCR foi utilizado o termociclador ABI Prim 7500
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Os primers utilizados encontram-se descritos no
Anexo 1.
Modelo de colite infecciosa induzida por C. rodentium
Os camundongos fémeas C57BL/6, de 8 semanas de idade, foram infectados pela
via oral gastrica (gavagem) com 2x10° UFC de C. rodentium em 200 uL de PBS ou,
como controle, tratados pela mesma via apenas com o PBS. Os animais foram divididos
em 6 grupos experimentais:
* Controle: grupo ndo infectado e tratado com veiculo;
* Controle+Indo: grupo ndo infectado e tratado com indometacina (5 mg/kg);
¢ Controle+tEP4 Ant: grupo ndo infectado e tratado com antagonista de EP4 (L-
161,982) (10 mg/kg);
* Infectado: animais foram infectados e tratados apenas com veiculo;
* Infectado+Indo: animais foram infectados e tratados com indometacina (5
mg/kg);
¢ Infectado+EP4 Ant: animais foram infectados e tratados com L-161,982 (10
mg/kg).
O tratamento dos animais com indometacina foi feito pela via intraperitoneal (i.p.)

nos dias 1, 3, 5 e 7 apds a infeccdo. O tratamento com L[-161,982 foi realizado
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diariamente, via i.p., durante 7 dias. Os demais animais receberam apenas o veiculo
(PBS+2%DMSO). O peso dos animais foi avaliado diariamente durante 8 dias (Fig. 10).
No oitavo dia de infecgdo, os animais foram eutanasiados para a coleta do cdlon e
fezes. As fezes foram armazenadas em meio LB liquido para determina¢do do numero
de UFC, e o coélon, apés ser medido e fotografado, foi divido em 4 partes para
determinagdo de diferentes parametros:
¢  Numero de UFC - uma por¢ao do colon foi armazenada em meio LB;
* Quantificagdo de citocinas ¢ PGE, - uma por¢do do cdlon foi armazenada em
solugdo de PBS contendo inibidor de protease ¢ 10 uM de indometacina,
* Avaliacdo da expressdo génica - uma porc¢ao do célon foi armazenada em tampao
de lise (Qiagen), para posterior extracdo de RNA.
* Linfocitos da lamina propria (LPLs) e intraepiteliais (IELs) - uma por¢ao do coélon

foi lavada e digerida com colagenase para obtencao destes linfocitos.
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Grupos infectados Grupos nao infectados

Infectado Controle
Infectado+Indo * Controle+Indo *
Infectado+EP4 Ant # Controle+EP4 Ant #
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4
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Coleta do Cdélon
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Tratamento (i.p.)

*
5 mg/Kg Indometacina

# 10 mg/Kg L-161,982 (Antagonista de EP4)

Fig. 10. Delineamento experimental do ensaio de colite infecciosa induzida por C. rodentium.
Um dia apds a infecgdo iniciou-se o tratamento dos animais com indometacina, antagonista de
EP4 ou veiculo, e ap6s 8 dias de infecgdo, as amostras de fezes e colon foram coletadas para
analises posteriores.
UFC de C. rodentium

O numero de UFC de C. rodentium no cdlon e fezes foi determinado apds a
maceragdo do tecido em meio liquido LB e diluigdes seriadas semeadas em agar LB

solido, contendo 50 pg/mL de antibidtico acido nalidixico (NAL, Sigma), para a sele¢ao

especifica das bactérias C. rodentium, que possuem gene de resisténcia a este antibiotico.
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Isolamento de IELs e LPLs no célon

O colon dos animais dos diferentes grupos experimentais foi coletado 8 d apos a
infeccdo com C. rodentium. Para isolar IELs e LPLs, o tecido foi cortado
longitudinalmente e entdo lavado com PBS 2% FBS, para remocdao de fezes.
Posteriormente, o tecido foi processado em fragmentos menores e entdo transferidos para
tubos conicos contendo 20 mL de PBS 2% FBS, com 1 mM de DTT (Sigma) e incubados
por 20 min., a 37 °C, em agitador orbital. Este procedimento foi realizado 2x. Em
seguida, a suspensdo foi transferida para novo tubo e armazenada a 4 °C. O sobrenadante
foi centrifugado, o sedimento celular foi lavado com PBS, ressuspenso em PBS 2% FBS
e mantido a 4 °C até o momento do isolamento dos IELs utilizando o gradiente de Percoll
(Sigma). Ainda, o tecido residual foi transferido para placas de 6 pogos com 5 mL de
RPMI 5% FBS com 1.6 mg/mL de colagenase D (Roche) e incubado por 1 h a 37 °C
para digestdio ¢ obtencdo dos LPLs. Apés o periodo de digestdo, o tecido foi
homogeneizado com auxilio de seringa com agulha de 20 g e passado em peneira de 70
uM (Corning). As células obtidas foram ressuspensas em 4 mL de Percoll a 44% (GE
Healthcare) e transferidas para tubos com 4 mL de Percoll a 66%. Os tubos foram
centrifugados por 20 min. a 2800 rpm. Em seguida, a interface celular foi coletada,
lavada com PBS e ressuspensa em IMDM 10% FBS contendo PMA, Ionomicina e
Brefeldina A. Em seguida, as mesmas foram cultivadas por 4 h em estufa a 37 °C para
posterior marcagdo de moléculas de superficie, citocinas intracelulares e fatores de
transcri¢do. A analise da populacdo de linfocitos Th, isolados da lamina propria e ou
epitélio, foi feita por meio da selecdo da populacdo positiva para CD4 ¢ TCRp, como

descrito a seguir (Fig. 11).
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Fig. 11. Delimitacdo da populacao de linfécitos Th isolados do epitélio e lamina proépria do
colon. A expressdo de citocinas e fatores de transcri¢do foi avaliada por citometria de fluxo na

populagio linfocitos T CD4 TCRp".

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média £+ SEM e foram analisados
utilizando o programa estatistico Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). A
analise da variancia (ANOVA) foi realizada com pos-teste de Bonferroni ou Tukey
seguido de multiplas comparagdes do grupos experimentais entre si. Diferencas

estatisticamente significativas foram consideradas se o valor de p foi <0.05.
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Resultados

Geracgao de células apoptoticas infectadas

As células da linhagem RAW 264-7 infectadas com E. coli foram utilizadas como
fonte de TACs. A porcentagem de células que fagocitaram as bactérias foi de
aproximadamente 90% (Fig. 12a). Posteriormente, as células infectadas ou ndo infectadas
foram irradiadas com UVC e, ap6s 4 h, a porcentagem de morte celular foi confirmada

por citometria de fluxo pela marca¢do com Anexina-V e 7-AAD (Fig. 12b).
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Célula Raw 264-7 ° Apoptose
+ E. coli CD11b*GFP* smJ UVC bo 63%
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Anexina-V

CD11b

Fig. 12. Delineamento experimental da geracio de células apoptoticas infectadas. Apos 2 h
de cultura das células RAW 264-7 na presenca de E. coli-GFP (1:10), a fagocitose foi
determinada pela % de RAW 264-7 (CD11b") positivas para GFP, por meio de andlise por
citometria de fluxo (a). Apos a fagocitose, as células foram lavadas e irradiadas com UVC para a

inducdo da apoptose, que foi confirmada pela marcagdo de Anexina-V e 7-AAD (b).

55



Eferocitose de células infectadas leva a sintese de citocinas polarizantes de Th17 e PGE,

Tem sido demonstrado que o reconhecimento de IACs leva a sintese de citocinas,
tais como TGF-B, IL-6 e IL-23, que induzem a diferenciagdo de Th17. Por outro lado, a
fagocitose de ACs estéreis por DCs leva a produg¢do de IL-10, TGF-B e PGE,,
promovendo a diferenciacdo de células Treg (Torchinsky, Garaude et al. 2009). A
presenga deste prostanoide no contexto de eferocitose parece ter um papel chave na
diferenciagdo de células Treg e manutencdo da homeostase tecidual. No entanto, nada se
sabe quanto a producdo de PGE, e tdo pouco o papel deste mediador lipidico na
diferenciagdo de linfocitos Th naive em Thl7 no contexto de eferocitose de células
infectadas. Portanto, inicialmente foi avaliado se a PGE, seria produzida durante a
eferocitose de células infectadas com E. coli, por DC, e ainda qual seria o papel deste
mediador lipidico na diferenciagdo de Th17.

Como demonstrado na Fig. 13, a eferocitose ndo afetou a expressdo da enzima
constitutivamente expressa COX-1 (Prgsl) (Fig. 13a), entretanto a fagocitose de IACs
aumentou a expressdo do mRNA da enzima COX-2 (Ptgs2) em DCs (Fig. 13b). Para
confirmar se o aumento da expressdo de COX-2 estava diretamente relacionada a
eferocitose, as ACs e IACs foram previamente incubadas com Anexina-V purificada. A
ligacdo da Anexina-V a PS promoveu uma reducdo de aproximadamente 30% na
eferocitose por DCs (dados ndo demonstrados) e resultou na diminui¢do da expressao de
COX-2 (Fig. 13b), comprovando que o reconhecimento das IACs ¢ essencial para a

inducdo da expressdo de COX-2.
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Fig. 13. Eferocitose de IACs aumenta a expressio de COX-2. A expressdo do mRNA de Prgs!
(a) ou Ptgs2 (b) foi avaliada ap6s 18 h de cultura em células DCs na presenga de meio (DC) ou
ativadas com LPS (DC+LPS) ou E. coli (1:3) (DC+E. coli), assim como em DCs co-cultivadas
com ACs (DC+AC), ACs recoberta com Anexina-V purificada (DC+bAC) ou DCs co-cultivadas
com [ACs (DC+IAC) ou IACs recobertas com Anexina-V purificada (DC+bIAC). Os resultados
estdo expressos com média = SEM. Resultado de 3 experimentos independentes. N=3. Analise
da varidncia ANOVA, pés-teste Bonferroni. 'p<0.05 vs DC, DC+AC ¢ DC+bAC. $p<0.05 Vs
DC+LPS, DC+E.coli e DC+bIAC.

Considerando que a fagocitose de IACs promoveu um aumento da expressio de
COX-2, a proxima etapa foi avaliar se os niveis de PGE, também estariam elevados nesta
condi¢do. Como demonstrado na Fig. 14, a fagocitose de TACs promoveu aumento
significativo na sintese de PGE, por DCs, quando comparado as demais condigdes

avaliadas. Além disso, os tratamentos das DCs com inibidores nio seletivos de COX,
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indometacina ou ibuprofeno (CM/Indo, CM/Ibup), ou inibidor seletivo de COX-2
(CM/NS), assim como o tratamento do CM em coluna de afinidade para PGE, (CM
s/PGE,), reduziram significativamente a deteccdo de PGE, quando comparado ao CM

sem tratamento (Fig. 14 e Fig. 17d).
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Fig. 14. A fagocitose de células apoptoticas infectadas por DCs induz altos niveis de PGE,.
Apo6s 18 h de cultura, o sobrenadante das diferentes condi¢cdes experimentais foi coletado para a
quantificacdo de PGE, por ELISA. As condic¢des testadas foram: DC, sobrenadante de DC
cultivadas apenas na presenga de meio de cultura; AC, sobrenadante de AC; IAC, sobrenadante
de IAC; CM, meio condicionado de DCs cultivadas na presenga de IACs; CM-PGE,, CM tratado
em coluna de purificagdo para remoc¢do de PGE, ou CM/Indo, DCs tratadas com 10 puM de
indometacina e cultivadas com IACs. CM/Ibup, DCs tratadas com 10 puM de ibuprofeno e
cultivadas com IACs. CM/NS, DCs tratadas com 10 pM de NS-398 (inibidor seletivo de COX-2)
e cultivadas com [ACs. Os resultados estdo expressos com média £ SEM de 3 experimentos
independentes. N=6. Analise da variancia ANOVA, pos-teste Bonferroni. *p<0.05 vs DC, AC,
IAC, DC+E. coli, DC+AC, CM s/PGE, e CM/Indo. “p<0.05 vs IAC ¢ CM s/PGE2.
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Tem sido demonstrado que a PGE, pode afetar a capacidade de eferocitose de
macrofagos (Korns, Frasch et al. 2011), entretanto, nos ensaios de fagocitose de IACs,
por DCs, o tratamento com indometacina ndo afetou a porcentagem de eferocitose (Fig.
15b). Como demonstrado na Fig. 15, na auséncia do tratamento, a porcentagem de
eferocitose por DCs foi de aproximadamente de 63%. O tratamento de DCs com
indometacina, por sua vez, ndo alterou a eficiéncia da eferocitose (aproximadamente

63%), quando comparado as DCs ndo tratadas com inibidor de COX.

Co-cultura

a b

DC + IAC
u&% - Indometacina
~ 18h o |

IAC-CFSE
IAC-CFSE

© CD11c CD11c

Fig. 15. O tratamento com indometacina niao afeta a eferocitose por DCs. As IACs foram
previamente marcadas com CFSE e incubadas com DCs sem tratamento (a) ou tratadas com 10
uM de indometacina (b). Ap6s 18 h, as células foram incubadas com anticorpos anti-CD16/CD32
e anti-CD11c-PECy7 e avaliou-se por citometria de fluxo a positividade das DCs para CFSE.
Células CD11c'CFSE" indicam a % de DCs que fagocitaram IACs (respectivo a % de
eferocitose). Para a analise, as células foram selecionadas na populagio CDI11c". Resultado

representativo de 3 experimentos independentes.

Em relacdo a producdo de citocinas induzidas pela fagocitose de IACs, pode ser
observado na Fig. 16 e Fig. 17 que, além de TGF-B, IL-6 e IL-23, ja descritas
previamente na literatura, a eferocitose de IACs por DCs também induziu a produgdo de

IL-1pB. Ainda, quando o CM foi submetido a coluna de afinidade para a remogao de PGE;
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(CM s/ PGE,), observou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa na deteccio de
TGF-pB (Fig. 16b), IL-6 (Fig. 16a) e IL-23 (Fig. 16d), entretanto, os niveis de IL-1p ndo
foram alterados (Fig. 16¢). Pode-se observar também que o tratamento com inibidor ndo
seletivo de COX (indometacina, CM/Indo) reduziu significativamente a produgdo de
TGF-B (Fig. 16b), IL-6 (Fig. 16a), IL-1p (Fig. 16¢) e IL-23 (Fig. 16d), enquanto que o
tratamento com ibuprofeno (CM/Ibup) reduziu significativamente a produgdo apenas de
TGF-B (Fig. 17a).

Na cultura de DCs cultivadas unicamente na presenga do meio de cultura, apenas
os niveis de TGF-B foram detectados no sobrenadante (Fig. 16b). No entanto,
corroborando com dados da literatura (Fadok, Bratton et al. 1998), as DCs cultivadas na
presenga de ACs (DC+AC) produziram TGF-f (Fig. 16b) e baixos niveis de IL-6, IL-1B ¢
IL-23 (Fig. 16b-d). Ainda, os niveis das citocinas TGF-B, IL-1B, IL-6 e IL-23 foram
detectados no sobrenadante de TACs ou DCs cultivadas com E. coli (DC+E.coli),
entretanto, em concentragdes significativamente menores quando comparado aos niveis
detectados no CM (Fig. 16a-d), o que sugere que a eferocitose seja um processo

fundamental para producao destas citocinas.
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Fig. 16. A fagocitose de IACs induz a sintese de citocinas envolvidas na diferenciacio de
células Th17. Apos 18 h de cultura, o sobrenadante das diferentes condigdes foi coletado para a
quantificagdo de IL-6 (a), TGF-B (b), IL-1PB (c) e IL-23 (d) por ELISA. As condigdes testadas
foram: DC, sobrenadante de DCs cultivadas apenas na presenca de meio de cultura; AC,
sobrenadante de ACs; IAC, sobrenadante de IACs; CM, meio condicionado de DCs cultivadas na
presenca de IACs; CM-PGE,, CM tratado em coluna de purificacdo para remog¢do de PGE, ou
CM/Indo, DCs tratadas com 10 uM de indometacina e cultivadas com IACs. Os resultados estdo
expressos com média = SEM. Resultado de 3 experimentos independentes. N=6. Analise da
variancia ANOVA, poés-teste Bonferroni. *p<0.05 vs DC, AC, IAC, DC+E. coli, DC+AC.
*p<0.05 vs CM.
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Fig. 17. O tratamento de DCs com ibuprofeno reduz a sintese de PGE, e TGF-. As DCs
foram incubadas com IACs na presenga ou nao de 10 uM de ibuprofeno. Apdés 18 h, o
sobrenadante foi coletado para a quantificacdo de TGF-B (a), IL-6 (b), IL-1B (¢) e PGE,; (d). CM,
DCs cultivadas por na presenga de IACs. CM/Ibup, DCs foram tratadas com ibuprofeno e
cultivadas na presenca de IACs. Os resultados, de 2 experimentos independentes, estdo expressos

com média £ SEM. N=3. *p<(.05, utilizando andlise da varidncia ANOVA, pods-teste

Bonferroni.

PGE; inibe a diferenciacao de linfécitos Th17 no contento da fagocitose de IACs

Para avaliar se a fagocitose de IACs por DCs favorece um microambiente
propicio a diferenciagdo de Thl7 e, ainda, qual seria a importancia da PGE, nestas
condi¢des, ensaios de diferenciacdio de Th naive foram realizados na presenca dos

diferentes CMs. Diferente da hipdtese inicial, o CM, que possui altas concentragdes de
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PGE;, inibiu a diferencia¢do de Th17 em relagdo ao CM/Indo, no qual os niveis de PGE;
estdo reduzidos (Fig. 18a). Ainda, ndo foram observadas diferengas em relacdo a
viabilidade celular (dados ndo demonstrados) ou a proliferagdo dos linfécitos (Fig. 18b)

entre os meios condicionados testados (CM e CM/Indo).
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Fig. 18. PGE; inibe a diferenciacdo de Th17, mas nio afeta a proliferacdo de linfécitos Th
na presenca do CM. Os linfocitos Th naive foram marcados com CFSE e diferenciados com CM
ou CM/Indo, na presenca de anti-CD3, anti-CD28, anti-IL-2, anti-IFN-y e anti-IL-4. Apds 4 d de
cultura, os linfocitos foram fixados, permeabilizados e marcados intracelularmente com corante
de viabilidade celular-APC-Cy7 e anticorpos anti-CD4-FITC e anti-IL-17A-PE-Cy7. O resultado
da porcentagem de linfocitos expressando 1L-17A (dotplots) € representativo de 6 experimentos
independentes (a). A proliferagdo celular analisada pela intensidade de CFSE em histograma ¢

representativa de 2 experimentos independentes (b).
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Adicionalmente, foi investigado se os sobrenadantes oriundos das condigdes
experimentais controles seriam capazes de induzir a diferenciagdo de Thl7. Como
demonstrado na Fig. 19, o cultivo de linfocitos Th naive na presenga de sobrenadante
oriundo de TACs, DC+LPS ou DC+E. coli resultou na diferenciagdo de uma baixa
porcentagem de Th17 (Fig. 19a, b), assim como baixos niveis de IL-17A, detectados por
ELISA (Fig. 19c). As porcentagens obtidas nestas condi¢cdes experimentais foram
significativamente menores, comparado ao CM e CM/Indo. Ainda, ndo foi observado
diferenciagdo de Th17 no controle negativo (-) e tdo pouco quando os sobrenadantes de
DCs e ACs foram utilizados (Fig. 19). Estes dados demonstram que a eferocitose, de
IACs por DCs, ¢ o principal evento envolvido na indu¢do de um microambiente favoravel

a diferenciagdo de Th17.
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Fig. 19. A fagocitose de IACs por DCs gera um microambiente favoravel a diferenciacio de
Th17. Os linfécitos Th naive foram diferenciados na presenga de anti-CD3, anti-CD28, anti-I1L-2,
anti-IFN-y e anti-IL-4 com sobrenadante de: DC, DCs cultivadas apenas na presenca de meio de
cultura; AC, sobrenadante de ACs; IAC, sobrenadante de IACs; CM, meio condicionado de DCs

cultivadas na presenca de IACs; CM-PGE,, CM tratado em coluna de purificacdo para remogao

de PGE; ou CM/Indo, DCs tratadas com 10 uM de indometacina e cultivadas com IACs. Apos 4
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d de cultura, a % de linfocitos expressando de IL-17A foi determinada por citometria de fluxo
com selegdo na populacido CD4" (a, b). Dotplots representativos de 3 experimentos independentes
(a). Os niveis de IL-17A também foram detectados no sobrenadante dos linfocitos Th por ELISA
(c). Os resultados estdo expressos com média £ SEM de 3 experimentos independentes. N=3.
Analise da varidncia ANOVA, pés-teste Bonferroni. ‘p<0.05 vs DC. p<0.05 vs IAC, DC+E. coli
e DC+LPS. p<0.05 vs CM.

PGE,, proveniente da fagocitose de IACs, inibe a diferenciacdo de Th17

Embora a PGE; seja uma das mais abundantes prostaglandinas produzidas, outros
tipos de prostandides também sdo sintetizados pelas enzimas COX-1 e COX-2. Assim, a
utilizagdo de inibidores ndo seletivos de COX ndo inibe seletivamente a producdo de
PGE,. Uma alternativa encontrada para a remog¢ao deste protandide foi a utilizacdo de
uma coluna de afinidade especifica para PGE,. Desta forma, os linfocitos Th naive foram
cultivados na presenca de CM previamente submetido a colunas de purificagdo de PGE;
(CM s/ PGE,). Os baixos niveis de PGE, no CM s/ PGE; resultaram em um aumento
significativo da producdo de IL-17A, semelhante aos resultados obtidos na condi¢do em
que os linfocitos foram cultivados na presenga de CM/Indo ou CM/Ibup (Fig. 20b). Além
disso, a adi¢do exogena de PGE, promoveu inibi¢ao na produgdo de IL-17A (Fig. 20a,b).
Desta forma, os resultados sugerem que, dentre os possiveis prostanoides produzidos por
DCs durante a fagocitose de TACs, a PGE; ¢ a principal responsavel pelo o efeito

inibitorio na diferenciacdo de linfocitos Th naive em Th17.
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Fig. 20. PGE; inibe a diferenciacio de Th17 e a producido de IL-17A, no contexto da
fagocitose de IACs por DCs. Os linfocitos Th naive foram diferenciados em condicdes
polarizantes para Th17 (C+), na presenca apenas de meio (C-) ou na presenga dos CMs: CM,
sobrenadante da co-cultura de DC+IAC; CM s/ PGE,, CM tratado em coluna de remocdo de
PGE,; CM/Indo, sobrenadante da co-cultura de DC tratada com indometacina+IAC;
CM/Indo+PGE,, sobrenadante CM/Indo com adi¢do exogena de 10 nM de PGE, ou CM/Ibup,
sobrenadante da co-cultura de DC tratada com ibuprofeno+IAC. Apos 4 d de cultura, a expressdo
de IL-17A foi analisada por citometria de fluxo (a) ou detectada por ELISA no sobrenadante dos
linfocitos (b). Os resultados estdo representados em dotplots (a) ou como média £ SEM de 3
experimentos independente (b). N=3. Analise da varidncia ANOVA, pos-teste Bonferroni. *

p<0.05 vs CM. *p<0.05 vs CM/Indo+PGE,.
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PGE; produzida pela eferocitose de células infectadas favorece a expressao de IFN-y e
suprime a expressao de Foxp3 nos linfocitos Th

Para determinar se além da IL-17A, a fagocitose de IACs por DCs poderia induzir
a expressdo de citocinas e fatores de transcri¢do relacionados a outros subtipos de Th,
como Treg e Thl, a expressdo de Foxp3 e IFN-y foi investigada nos linfocitos
diferenciados na presenca dos diferentes CMs, assim como foi determinado o
envolvimento de PGE, neste processo.

Em relagdo a expressdo de Foxp3, pode-se observar que o CM oriundo da
fagocitose de IACs promoveu uma redugdo na expressao de Foxp3 em linfécitos Th
quando comparado a condi¢do AC ou DC+AC (sobrenadante da eferocitose estéril) (Fig.
21a,b). Ainda, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre o controle
negativo (C-) e as demais condi¢des avaliadas. Estes dados demonstram que a eferocitose
de células infectadas induz preferencialmente a diferenciagdo de Th17, enquanto que a
eferocitose em condigdes estéreis favorece a diferenciacdo de Treg, como previamente ja

foi descrito na literatura.
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Fig. 21. Eferocitose de células infectadas inibe a expressao de Foxp3. Os linfocitos Th naive

foram diferenciados na presenga de sobrenadantes de AC, IAC, DC, DC ativada com E. coli

(DC+E. coli) ou com os CMs: CM, sobrenadante da co-cultura de DC+IAC ou CM/Indo,

sobrenadante da co-cultura de DC tratada com indometacina+IAC. Apds 4 d de cultura, os

linfécitos foram marcados com anti-CD4-FITC, anti-IL-17A-PECy7 e anti-Foxp3-APC e corante

de viabilidade. Os dotplots sdo representativos de 3 experimentos independentes (a).

Porcentagem de expressd@o de Foxp3 analisada por citometria de fluxo (b). Os resultados estdo

representados como média + SEM de 3 experimentos independente. N=3. Analise da varidncia

ANOVA, pos-teste Bonferroni. * p<0.05 vs AC e DC+AC.
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Em relagdo a expressdo de IFN-y, os linfocitos Th naive incubados na presenca do
sobrenadante oriundo de DC+LPS apresentaram um aumento significativo na expressao
de IFN-y, comparado as condi¢des DC e DC+AC (Fig. 22a-c). Ainda, os linfocitos
diferenciados na presenca do CM apresentaram uma maior porcentagem de células
positivas para IFN-y, em relacdo a expressao de IL-17A. No entanto, a inibi¢do da PGE,
causada pelo tratamento com indometacina (CM/Indo) resultou na inversdo deste
fenotipo de diferenciagdo de linfocitos, ou seja, favoreceu a expressio de IL-17A
enquanto inibiu a expressao de [FN-y (Fig. 22a-c).

Embora a porcentagem de linfocitos positivos para IFN-y tenha sido maior que a
de linfocitos positivos para IL-17A na condigdo CM, a quantificacdo destas citocinas no
sobrenadante dos linfocitos demonstrou que na condi¢do CM a concentragao de IL-17A ¢
2x maior do que a quantidade de IFN-y (Fig. 23). Estes dados sugerem que a PGE,,
oriunda da fagocitose de IACs leva a um aumento na porcentagem de linfocitos Thl. Por
outro lado, dentre as citocinas secretadas, os niveis de IL-17A ainda sdo superiores aos de
IFN-y, indicando que a producdo de IL-17A ¢ favorecida no contexto da fagocitose de

TACs.
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Fig. 22. A fagocitose de IACs por DCs favorece a diferenciacio de linfocitos produtores de
IFN-y. Linfocitos Th naive foram diferenciados na presenca de meio de cultura apenas (C-) ou de

sobrenadantes de AC, IAC, DC, DC ativada com E. coli (DC+E. coli) ou LPS (DC+LPS); ou com
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0os CMs: CM, sobrenadante da co-cultura de DC+IAC ou CM/Indo, sobrenadante da co-cultura de
DC tratada com indometacina+IAC. Apos 4 d de cultura, os linfécitos foram marcados com anti-
CD4-FITC, anti-IL-17A-PECy7 e anti-IFN-y-APC. Os dotplots sdo representativos de 3
experimentos independentes (a). A porcentagem da expressdo de IFN-y foi analisada por
citometria de fluxo (b). O sobrenadante da cultura de linfocitos foi utilizado para a quantificagdo
de IFN-y por ELISA (c). Os resultados estdo representados como média + SEM de 3
experimentos independente. N=3. Analise da variancia ANOVA, pos-teste Bonferroni. * p<0.05

vs AC, IAC, DC e DC+AC.
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Fig. 23. Niveis de IL-17A prevalecem aos de IFN-y no sobrenadante da cultura de linfécitos
diferenciados com CM. Linfécitos Th naive foram diferenciados na presenga de CM,
sobrenadante da co-cultura de DC+IAC ou CM/Indo, sobrenadante da co-cultura de DC tratada
com indometacina + IAC. Apds 4 d de diferenciacdo, o sobrenadante da cultura dos linfocitos foi
utilizado para a quantificagdo de IL-17A e IFN-y por ELISA. Os resultados estdo representados
como média £ SEM de 3 experimentos independente. N=3. Analise da variancia ANOVA, pos-
teste Bonferroni. * p<0.05 vs CM IL-17A. © p<0.05 vs CM/Indo IL-17A. * p<0.05 vs CM IL-
17A e IFN-y.
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EP4 ¢ o principal receptor de PGE, envolvido na supressao da diferenciacdo de Th17 no
contexto da fagocitose de IACs

Para investigar quais receptores estariam envolvidos no efeito supressor da PGE,
na diferenciagcdo de Th17, utilizamos diferentes agonistas e antagonistas de EP2 ¢ EP4, e
agonista de EP1 durante os ensaios de diferenciacdo de linfocitos Th naive, na presenca
do CM ou CM/Indo. O foco em EP1, EP2 ¢ EP4 deve-se ao fato destes receptores de
PGE, serem predominantemente expressos em linfocitos Th naive, enquanto que EP2 e
EP4 sao principalmente expressos em linfocitos Th17, como pode ser observado na Fig.

24.

Linfécitos Th diferenciado Linfécitos Th diferenciado
com CM # com CM/Indo

- $ s
T

a Linfécitos Th naive
1.5

=n
o
)
w

N
h

1.04

-
o
1

3

o
2]
]

0.5+

Expressao Relativa
Expresséao Relativa
(Fold Change de Th0)
Expressao Relativa
(Fold Change de Th0)

0.0

# 4
ﬂﬂ- i

EP1 EP2 EP3 EP4 EP2 EP3 EP4 EP1 EP2 EP3 EP4

Fig. 24. A diferenciacido de células Th17 na presenca de CM resulta no aumento da
expressao de EP4. Linfocitos Th naive (a) ou apds 24 h na presenga de CM (b) ou CM/Indo (c)
foram analisados quanto a expressdo dos receptores de PGE, (EP1-EP4) por qPCR. A expressdo
relativa foi calculada a partir da expressdo do gene enddgeno gapdh. Os resultados estdo
representados como média = SEM de 3 experimentos independentes. N=3. *»<(0.05 vs EP1, EP2

e EP4. *p<0.05 vs EP1 e EP3. *p<0.05 vs EP2.

Em relacdo ao uso dos agonistas e antagonistas dos receptores da PGE,, foi
demonstrado que o efeito inibidor da PGE; ocorreu preferencialmente via EP4 (Fig. 25a).

Ainda, o efeito supressor da PGE, foi mimetizado pelo agonista de EP4 (1 uM), enquanto
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que o agonista de EP2 ndo apresentou efeito nesta mesma concentracao (Fig. 25a). No
entanto, o agonista de EP2 em concentragdes 10x maiores (10 uM) a utilizada pelo
agonista de EP4 (1 pM) inibiu a producao de IL-17A (Fig. 25¢).

Quanto ao envolvimento dos receptores EP1 ¢ EP2, o tratamento de linfocitos
com os respectivos antagonistas ndo foi capaz de restaurar a producdo de IL-17A na
presenga de CM. Por outro lado, a adigdo dos antagonistas de EP4, L-161,982 (Fig. 25a,
b) ou ONO-AE3-208 (ndo demonstrado) no CM resultou em um acentuado aumento da
producdo de IL-17A, em niveis semelhantes ao obtido na condi¢do de CM/Indo,

restaurando, desta forma, a capacidade de diferenciacdo em linfécitos Th17 (Fig. 25a, b).
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Fig. 25. EP4 é o principal receptor envolvido na inibi¢do da producdo de IL-17A por
linfécitos Th diferenciados na presenca de CM. Linfocitos Th naive foram cultivados com anti-
CD3 e anti-CD28 na presenga de: (a) Esquerda: CM apenas (-) ou CM na presenga de 1 uM de
antagonista de EP1 (SC1910); EP2 (AH6869) ou EP4 (L-161,982) e, Direita: CM/Indo (-);
CM/Indo na presenca de 1 uM de agonista de EP2 (Butaprost); CM/Indo com 1 pM de agonista
de EP4 (Cay10598) ou CM/Indo na presenca de 10 nM de PGE, ex6gena, (b) CM apenas (-) ou
CM na presenca de 5 pM de antagonista de EP1 (SC19220 ou SC51089); EP2 (AH6869 ou
PF04418948) ou EP4 (L-161,982) e (¢) CM/Indo (-); CM/Indo com PGE, (10 nM); CM/Indo
com diferentes concentracdes (1, 5 e 10 uM) de agonista de EP2 (Butaprost) ou na presenca
diferentes concentracdes (1, 5 e 10 uM) de agonista EP4 (Cay10598). Apds 4 d de cultura o
sobrenadante foi coletado e IL-17A foi quantificada por ELISA. Os resultados estdo

representados como média + SEM de 3 experimentos independente. N=5. Analise da varidncia
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ANOVA, pés-teste Bonferroni. (a) *p<0.05 vs CM (-). ** p<0.05 vs EP1 Ant e EP2 Ant. ’p<0.05
vs CM/Indo (-). (b, ¢) * p<0.05 vs (-).

Além da deteccdo da citocina IL-17A por ELISA, foi também determinada a
participagdo de EP4 na inibi¢do da diferenciagdo de Th17, por citometria de fluxo. Como
demonstrado a seguir, apenas o antagonista de EP4 foi capaz de aumentar a expressao de
IL-17A em linfocitos diferenciados na presenga do CM, ao passo que o agonista de EP4
mimetizou os efeitos diretos da PGE, e reduziu a expressdo de IL-17A nos linfocitos

diferenciados na presenca de CM/Indo (Fig. 26a-d).
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Fig. 26. EP4 modula negativamente a diferenciacio de linfécitos Th17 no contexto da
eferocitose de células infectadas. Os linfocitos Th naive foram cultivados com anti-CD3 e anti-
CD28 na presenca de CM apenas ou CM com 5 uM de antagonista de EP2 (AH6869) ou EP4 (L-
161,982); ou CM/Indo e CM/Indo na presenca de 5 pM de agonista de EP2 (Butaprost) ou
agonista de EP4 (Cayl10598). Apdés 4 d de cultura as células foram ativadas com PMA,
Ionomicina na presenca de Brefeldina A e posteriormente fixadas, permeabilizadas e marcadas
com anti-CD4-FITC e anti-IL-17A-PECy7. A porcentagem de células positivas para IL-17A foi
determinada a partir de pré-gate na populagio de linfocitos CD4" vidveis. Dotplots
representativos de 5 experimentos independentes (a). O nimero de linfocitos positivos para IL-
17A (b), assim como a porcentagem (c¢) ¢ a mediana da intensidade (MFI) (d) da expressdo de IL-

17A foi determinada a partir de pré-gate na populagio de linfocitos CD4", por citometria de
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fluxo. Os resultados estdo representados como média = SEM de 3 experimentos independente.

N=3. Analise da variancia ANOVA, pos-teste Bonferroni. * p<0.05 vs CM. "p<0.05 vs CM/Indo.

PGE, proveniente da fagocitose, por DCs, de IACs inibe a diferenciacdo de Th17 via
ativacao de EP4-Adenilato ciclase-PKA

O EP4 ¢ um receptor acoplado a proteina Gos e sua ativagdo promove aumento de
cAMP intracelular e consequente ativagdo das proteinas efetoras PKA e ou EPAC
(Serezani, Ballinger et al. 2008). Desta forma, para investigar o mecanismo intracelular
envolvido na inibi¢ao de Th17 via EP4, utilizou-se ativadores ou inibidores de Adenilato
ciclase (enzima que catalisa a conversao de ATP em cAMP), PKA e EPAC.

O aumento de cAMP intracelular, promovido pelo tratamento com o ativador de
Adenilato ciclase (Forskolin), levou a redugdo da produgdo de IL-17A em linfocitos
diferenciados com CM/Indo (Fig. 27). Ainda, o aumento de cAMP parece mediar a
supressao da diferenciagdo de Th17, principalmente via proteina efetora PKA. Ou seja, a
ativacdo de PKA, utilizando-se 8-Bromo-cAMP, diminuiu a produgdo de IL-17A na
condi¢ao de CM/Indo, enquanto que a ativagdo de EPAC nio afetou a produgdo de IL-

17A (Fig. 27).
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Fig. 27. A ativacido de adenilato ciclase ou PKA inibem a diferenciacio de Th17 na presenca
de CM/Indo. Os linfécitos Th naive foram cultivados com anti-CD3 e anti-CD28 na presenca de
CM/Indo; CM/Indo com 1 ou 5uM de ativador de Adenilato de ciclase Forskolin, 1, 5 ou 10 uM
de ativador de PKA 8-Bromo-cAMP ou ativador de EPAC 8CPT-2Me-cAMP. Apds 4 d de
cultura o sobrenadante foi coletado e os niveis de IL-17A foram quantificados por ELISA. Os
resultados equivalem a média £ SEM de 3 experimentos independente. N=3. Analise da varidncia

ANOVA, poés-teste Bonferroni. * p<0.05 vs CM/Indo.
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O uso de inibidores de Adenilato ciclase (SQ22536), PKA (H89 e KT520) e
EPAC (ESI-09) também foram utilizados, porém nao foram observadas diferengas nos
niveis de IL-17A detectados por ELISA (dados ndo demonstrados). Por outro lado, a
analise por citometria de fluxo demonstrou que a presenca de inibidores de Adenilato
ciclase ¢ PKA aumentaram a porcentagem de expressdo da IL-17A nos linfocitos

diferenciados na presenca de CM (Fig. 28).

CM+iEPAC CM+iPKA
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Fig. 28. PGE, via EP4-cAMP-PKA inibe a diferenciacio de Th17 na presenca de CM. Os
linfécitos Th naive foram cultivados com anti-CD3 e anti-CD28 na presenca de CM apenas, ou
CM com 5uM de inibidor de adenilato ciclase SQ22536 (CM+iAd); inibidor de EPAC ESI-09
(CM+EPAC) ou inibidor de PKA H89 (CM+iPKA). Ou ainda, na presenca de CM/Indo;
CM/Indo com 5uM de ativador de adenilato de ciclase Forskolin (CM/Indo+aAd), ativador de
EPAC 8-CPT-2Me-cAMP (CM/Indo+aEPAC) ou ativador de PKA 8-Bromo-cAMP
(CM+aPKA). Ap6s 4 d de cultura as células foram ativadas com PMA e lonomicina na presenca
de Brefeldina A e posteriormente fixadas, permeabilizadas e marcadas com anti-CD4-PE e anti-
IL-17A-PECy7. A porcentagem de células positivas para IL-17A foi determinada a partir de pré-

gate na populacio de linfocitos CD4" vivos. Os dotplots sdo de 1 experimento.
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PGE, via EP4 modula negativamente a expressao do receptor de IL-18 em linfocitos Th,
no contexto da fagocitose de IACs

Nesta etapa foi investigado se os genes relacionados a diferenciacdo de células
Th17 poderiam ser regulados pela PGE, proveniente da fagocitose de IACs. Assim, a
expressdo de 84 genes de linfocitos Th foi avaliada por PCR Array em linfocitos
diferenciados na presenga de CM, CM/Indo ou CM/Ibup. A expressao de 21 genes foi
positivamente regulada em linfocitos diferenciados com CM/Indo, comparado aqueles
diferenciados com CM (Fig. 29b e Anexo 2). Os genes ill7f, ill7a, illr, ccl2 e ccl7
apresentaram uma modulagdo positiva superior a 4x em linfécitos Th diferenciados nas
condi¢des CM/Indo e CM/Ibup, quando comparados a condicdo CM (Fig. 29a, b, d).
Além disso, ndo foram encontradas diferengas entre CM/Indo ¢ CM/Ibup (Fig. 29d).

Os genes que se apresentaram positivamente regulados nas condigdoes CM/Indo e
CM/Ibup, comparado ao CM, foram validados isoladamente por qPCR convencional,

como demonstrado na Fig. 30.
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Fig. 29. A producio de PGE, durante a fagocitose de IACs modula negativamente a

expressao de genes relacionados a Th17. Os linfocitos Th naive foram cultivados com anti-CD3

e anti-CD28 na presenca de CM; CM/Indo ou CM/Ibup. Apds 48 h, as células foram coletadas

para a analise da expressdo génica por PCR Array (Thi7 Response, Qiagen). Genes modulados
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positivamente (vermelho) ou negativamente (verde) foram comparados entre as condigdes CM vs
CM/Indo (a, b); CM vs CM/Ibup (¢) ¢ CM/Indo vs CM/Ibup (d). Os genes modulados na
comparagdo entre CM vs CM/Indo estdo representados na tabela com os respectivos valores de
Fold change (b). Andlise e graficos de expressao foram realizados por meio de ferramenta on line

disponibilizada pelo fabricante do Array (Qiagen).
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Fig. 30. Validacio da expressio dos principais genes modulados por PGE, identificados pelo
PCR Array. Os linfécitos Th naive foram cultivados com anti-CD3 e anti-CD28 na presenca de
CM; CM/Indo ou CM/Ibup. Apds 48 h, as células foram coletadas para a analise da expressdo
génica por qPCR. A expressdo de ill7f (a); ill7a (b); illr (¢); ccl2 (d) e ccl7 (e) foram
determinadas pela expressao relativa ao gene endogeno gapdh. Os resultados estdo representados
como média £ SEM de 3 experimentos independente. N=3. Analise da variancia ANOVA, pos-

teste Bonferroni. * p<(0.05 vs CM.

83



Considerando que a expressdo do receptor de IL-1PB, durante o processo de
diferenciagdo de Th17, é fundamental para a efetiva diferenciacdo deste subtipo celular,
foi investigado se a PGE,, por meio de sinaliza¢do intracelular via ativacdo de EP4,
controlaria a inibi¢do da expressdo do receptor de IL-1p (IL-1R) e ainda, quao importante
seria a sinalizacdo de IL-1R na diferenciacdo de linfocitos Thl7, no contexto da
eferocitose de células infectadas.

A expressdo do mRNA do IL-1R foi aumentada em linfocitos Th diferenciados na
presenga de CM com antagonista de EP4, assim como a expressdo foi reduzida na
presenga de CM/Indo com agonista de EP4 (Fig. 31b). Paralelamente, a expressdo de
ill7a seguiu o mesmo padrdo da expressdao de illr, ou seja, a expressdo de ambos 0s
genes foi restaurada pelo tratamento dos linfocitos com antagonista de EP4, na condig¢ao
CM ou inibida pelo agonista de EP4, na condi¢ao CM/Indo (Fig. 31a).

Ainda, a ativacdo de Adenilato ciclase ou PKA em linfécitos diferenciados na
presenga de CM/Indo resultou na diminuicao da expressdo de il/7a e illr, sugerindo que
o ecixo PGE;-EP4-cAMP-PKA controla a expressdo do receptor de IL-1B e,

consequentemente, afeta a diferenciacdo em Th17 (Fig. 31c, d).
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Fig. 31. PGE,, via EP4-cAMP-PKA, modula negativamente a expressao de il17a e illr em
linfocitos Th diferenciados na presenca de CM. Os linfocitos Th naive foram cultivados com
anti-CD3 e anti-CD28 na presenga de CM; CM com antagonista de EP4 (CM+EP4 Ant);
CM/Indo ou CM/Indo com agonista de EP4 (CM/Indo+EP4 Ago), ativador de Ad
(CM/Indo+aAd) ou ativador de PKA (CM/Indo+aPKA). Apos 24 h (a, b, ¢) ou 48 h (d), as
células foram coletadas para a andlise da expressao de i//7a (a, ¢) e illr (b, d) por qPCR. A
expressao relativa foi determinada pelo fold change da expressao nos linfocitos Th diferenciados
comparado com os linfocitos Th raive. Os resultados estdo representados como média + SEM de
3 experimentos independente. N=3. Analise da variancia ANOVA, pos-teste Bonferroni. *p<0.05

vs CM. *p<0.05 vs CM/Indo. *p<0.05 vs CM+EP4 Ant.
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Adicionalmente, para comprovar que a PGE,, produzida durante a fagocitose de
IACs, poderia exercer suas fungdes supressoras na diferenciacdo de Th17 via inibigdo da
expressao do receptor de IL-1p, foram utilizados anticorpos bloqueadores de IL-1p (anti-
IL-1B), assim como o antagonista do receptor de IL-1B (IL-1Ra). A presenca do
antagonista de EP4 foi capaz de restaurar a deficiéncia na diferenciagdo de Thl7 na
presenga do CM (Fig. 32 e 34). Entretanto, a adi¢do de anticorpos neutralizantes de IL-1f3
ou do IL-1Ra na condigdo CM, mesmo na presenga do antagonista de EP4, impediu a
diferenciagdo de Thl7. Estes dados sugerem que a expressao do IL-1R, bem como a
sinalizacdo dependente de sua ativagdo, estariam envolvidos na diferenciacdo destas
células (Fig. 32 e Fig. 34). Corroborando com estes dados, a diferenciacdo de Th17 na
presenga de CM/Indo, contendo baixas concentragdes de PGE,, foi comprometida quando
anticorpos anti-IL-1p ou antagonista do IL-1R foram adicionados a cultura de linfocitos
(Fig. 33 e Fig. 34). Ou seja, a auséncia da sinalizacdo via IL-1R, devido a inibi¢do da
expressao deste receptor por PGE,, leva a uma drastica supressdo da diferenciagdo de
linfocitos Th naive em Th17, no contexto de eferocitose de células infectadas (Fig. 32 -

34).
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Fig. 32. PGE,, via EP4, inibe a expressao do IL-1R e impede a diferenciacdo de linfécitos
Th17 no contexto de eferocitose de células infectadas. Os linfocitos Th naive foram
diferenciados na presenga de CM, CM com antagonista de EP2 (CM+EP2 Ant); antagonista de
EP4 (CM+EP4 Ant) ou antagonista de EP4 com anti-IL-1 (CM+EP4 Ant+anti-IL-1f), ou
antagonista de EP4 e do receptor de IL-1p (CM+EP4 Ant+IL-1Ra). Apds 4 d de cultura as células
foram marcadas com anti-CD4-PE, Royt-PerCPCy5.5 e anti-IL-17A-PECy7. A porcentagem de
células positivas para IL-17A foi determinada a partir de pré-gate na populacdo de linfocitos

CD4". Os dotplots sio representativos de 3 experimento independentes.
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Fig. 33. A diferenciacfo de linfocitos Th17 no contexto de eferocitose de células infectadas
depende da sinaliza¢do do IL-1R. Os linfécitos Th naive foram diferenciados na presenca de
CM/Indo, CM/Indo com antagonista de EP2 (CM/Indo+EP2 Ant); antagonista de EP4
(CM/Indo+EP4 Ant) ou anti-IL-1B (CM/Indo+anti-IL-1B), ou antagonista do receptor de IL-1f
(CM/Indo+IL-1Ra). Apds 4 d de cultura as células foram marcadas com anti-CD4-PE, Roryt-
PerCPCy5.5 e anti-IL-17A-PECy7. A porcentagem de células positivas para IL-17A foi

determinada a partir de pré-gate na populagio de linfocitos CD4". Dotplots representativos de 3

experimento independentes.
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Fig. 34. A sinalizacdo do IL-1R é essencial para a diferenciacdo de Th17, no contexto da
eferocitose de células infectadas. Os linfocitos Th naive foram diferenciados na presenga de
CM, CM com antagonista de EP2 (CM+EP2 Ant); antagonista de EP4 (CM+EP4 Ant) ou
antagonista de EP4 com anti-IL-1B (CM+EP4 Ant+anti-IL-1B), ou antagonista de EP4 e do
receptor de IL-1p (CM+EP4 Ant+IL-1Ra) ou, ainda com CM/Indo, CM/Indo com antagonista de
EP2 (CM/Indo+EP2 Ant); antagonista de EP4 (CM/Indo+EP4 Ant) ou anti-IL-1p (CM/Indo+anti-
IL-1PB), ou antagonista do receptor de IL-1f (CM/Indo+IL-1Ra). Apés 4 d a porcentagem de
células positivas para IL-17A e Roryt foi determinada por citometria de fluxo na populacdo de
linfocitos CD4" (a). A IL-17A foi quantificada por ELISA no sobrenadante dos linfocitos (b). A
mediana da intensidade de fluorescéncia da expressdo de Roryt foi avaliada por citometria de
fluxo (¢). Os resultados estdo representados como média + SEM de 3 experimentos independente.

N=3. Analise da varidncia ANOVA, pos-teste Bonferroni. *p<0.05 vs as demais condigdes.
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PGE, via EP4 compromete a diferenciacdo de Th17 e a defesa do hospedeiro contra C.
rodentium

Considerando os achados in vitro que demonstram que a fagocitose de IACs
controla a diferencia¢do de Th17 via produgdo de altos niveis de PGE,, a proxima etapa
foi compreender qual seria a relevancia deste fendmeno in vivo. Para isto, foi utilizado o
modelo de colite infecciosa por C. rodentium.

A colite infecciosa causada pela bactéria C. rodentium em camundongos
mimetiza a infecgdo por E. coli enteropatogénica e enterohemorragica em humanos
(Brereton and Blander 2010). Sabidamente a infec¢do causada por C. rodentium induz
elevada apoptose de células do epitélio, que resulta na diferenciagdo de linfocitos Th17
devido ao microambiente gerado pela eferocitose (Torchinsky, Garaude et al. 2009). A
importancia das respostas de linfocitos Th17 neste modelo sdo relacionados a defesa do
hospedeiro contra a infecgdo. Sabe-se que a principal citocina produzida pela Th17, a IL-
17A, esta envolvida no recrutamento de neutréfilos e na indugdo da producdo de
peptideos antimicrobianos pelas células epiteliais do intestino. Desta forma, para
determinar se a inibi¢ao da sintese de PGE, ou mesmo o bloqueio da sinalizacdo de EP4
in vivo poderiam ter um efeito positivo na diferenciacdo de Th17, assim como na defesa
do hospedeiro contra a infeccdo, os animais foram infectados com C. rodentium e
tratados ou ndo com indometacina ou antagonista de EP4 (L-161,982).

A lamina propria intestinal, de animais infectados com C. rodentium que
receberam indometacina ou antagonista de EP4, apresentou um aumento tanto na
porcentagem (Fig. 35 e 36a) como no numero (Fig. 36¢) de linfocitos Th17, quando

comparado com o grupo infectado ou os demais grupos experimentais. Em relacdo aos
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linfocitos intraepiteliais, a porcentagem de Th produtores de IL-17A ndo foi diferente
entre os grupos experimentais (Fig. 37 e 38a). Entretanto, o niimero de linfocitos
intraepiteliais Roryt'IL-17A" foi significativamente maior nos grupos de animais
infectados e tratados com indometacina ou antagonista de EP4, comparado aos demais
grupos experimentais (Fig. 38c).

Como esperado, a infeccdo promoveu aumento nos niveis de PGE,, enquanto que
o tratamento dos animais com indometacina reduziu significativamente os niveis deste
prostanoide no co6lon dos animais infectados (Fig. 39a). Embora a porcentagem e o
niamero de linfocitos Th17 estejam aumentados no cdlon dos animais infectados e
tratados com indometacina ou antagonista de EP4, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos niveis de IL-17A, IL-22 ¢ IFN-y nos homogenatos do
colon dos animais pertencentes aos diferentes grupos (Fig. 39b-d). Por outro lado, a
expressdo do mRNA de IL-17A, no coélon dos animais infectados e tratados com
indometacina ou antagonista de EP4, foi significativamente maior comparado aos

animais infectados que receberam apenas veiculo (Fig. 42g).
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Fig. 35. Os tratamentos dos animais com indometacina ou antagonista de EP4 aumentam a
populacio de linfécitos Th17 na lAmina prépria intestinal de animais infectados. Os animais
nos grupos infectados receberam 2x10° UFC de C. rodentium. Um dia ap6s a infecgio os animais
nos diferentes grupos foram tratados i.p. com indometacina (5 mg/kg), L-161,982 (10 mg/kg) ou
veiculo. 8 dias apds a infec¢do, o codlon foi coletado para digestdo com colagenase e isolamento
dos linfocitos da lamina propria. Apds a digestdo, as células isoladas foram estimuladas com
PMA, Ionomicina e Brefeldina A e posteriormente fixadas, permeabilizadas e marcadas com
corante de viabilidade e anticorpos anti-TCRB-FITC, anti-CD4-PE, anti-Roryt-PerCPCy5.5 e
anti-IL-17A-PECy7. A porcentagem de células positivas, para IL-17A e Roryt, foi determinada a
partir de pré-gate na populagio de linfocitos TCRP'CD4’. Grupos: Controle, ndo
infectado/veiculo; Controlet+Indo, ndo infectado/tratado com indometacina; Controle+tEP4 Ant,
ndo infectado/tratado com L-161,982; Infectado, infectado/veiculo; Infectado+Indo,
infectado/tratado com indometacina e Infectado+EP4 Ant, infectado/ tratado com L-161,982.

Dotplots representativos de 2 experimentos independentes.
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Fig. 36. Os tratamentos dos animais com indometacina ou antagonista de EP4 favorecem a
porcentagem e o numero de Th1l7 no célon de animais infectados. Os animais foram
infectados ou ndo com C. rodentium e tratados i.p. com indometacina (5 mg/kg), L-161,982 (10
mg/kg) ou veiculo. 8 dias os LPL foram isolados do colon. A porcentagem e numero de linfocitos
positivos para, IL-17A e Roryt (a, ¢) ou Roryt mas IL-17A negativo (b, d) foram determinados a
partir de pré-gate na populagio TCRP'CD4". Grupos: Controle, nio infectado/veiculo;
ControletIndo, ndo infectado/tratado com indometacina; ControletEP4 Ant, néo
infectado/tratado com L-161,982; Infectado, infectado/veiculo; Infectado+Indo, infectado/tratado
com indometacina e Infectado+EP4 Ant, infectado/ tratado com L-161,982. Os resultados estdo
representados como média + SEM de 2 experimentos independente. N=5-7. Analise da variancia

ANOVA, pos-teste Tukey. * p<0.05 vs controles. * p<0.05 vs Infectado.
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Fig. 37. Os tratamentos dos animais com indometacina ou antagonista de EP4 nio modulam
a populacio de IELs produtores de IL-17A. Os animais foram infectados ou ndo com C.
rodentium ¢ um dia ap6s a infec¢do os animais nos diferentes grupos foram tratados i.p. com
indometacina (5 mg/kg), L-161,982 (10 mg/kg) ou veiculo. 8 dias apds a infec¢do, o colon foi
coletado para o isolamento dos linfocitos intraepiteliais. Os IEL isolados foram estimulados e
marcados para analise da expressdo de IL-17A e Roryt. A porcentagem da expressdo foi
determinada a partir de pré-gate na populagio TCRP'CD4". Grupos: Controle, nio
infectado/veiculo; Controle+Indo, ndo infectado/tratado com indometacina; ControletEP4 Ant,
ndo infectado/tratado com L-161,982; Infectado, infectado/veiculo; Infectado+Indo,
infectado/tratado com indometacina e Infectado+EP4 Ant, infectado/ tratado com L-161,982.

Dotplots representativos de 2 experimentos independentes.
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Fig. 38. Os tratamentos com indometacina ou antagonista de EP4 nio afetam a
porcentagem de linfécitos Th17 entre os IELs. Os animais foram infectados ou ndo com C.
rodentium e tratados ou ndo via i.p. com indometacina (5 mg/kg), L-161,982 (10 mg/kg) ou
veiculo. 8 dias apos a infecgdo, IEL foram isolados do coélon, estimulados e marcados para analise
por citometria de fluxo. Porcentagem e niimero de linfocitos TCRB'CD4 Roryt IL-17A" (a, d);
TCRB'CD4 Roryt' IL-17A" (b, e) e TCRB'CD4 RorytIL-17A" (¢, f). Grupos: Controle, nio
infectado/veiculo; Controlet+Indo, ndo infectado/tratado com indometacina; Controlet+tEP4 Ant,
ndo infectado/tratado com L-161,982; Infectado, infectado/veiculo; Infectado+Indo,
infectado/tratado com indometacina e Infectadot+EP4 Ant, infectado/ tratado com L-161,982. Os
resultados estdo representados como média + SEM de 2 experimentos independente. N=5.

Analise da varidncia ANOVA, pos-teste Tukey. * p<0.05 vs Controle.
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Fig. 39. Quantificacdo de PGE,, IL-17A, IL-22 e IFN-y no cé6lon dos animais. Os animais
foram infectados ou ndo com C. rodentium e tratados i.p. com indometacina (5 mg/kg), L-
161,982 (10 mg/kg) ou veiculo. Apds 8 dias de infecg¢do, PGE, (a), IL-17A (b), IL-22 (c¢) e IFN-y
(d) foram quantificadas nas amostras de célon dos animai dos diferentes grupos experimentais:
Controle, nido infectado/veiculo; ControletIndo, nido infectado/tratado com Indometacina;
ControletEP4 Ant, ndo infectado/tratado com L-161,982; Infectado, infectado/veiculo;
Infectado+Indo, infectado/tratado com indometacina e Infectado+EP4 Ant, infectado/ tratado com
L-161,982. Os resultados estdo representados como média + SEM de 2 experimentos
independente. N=5. Andlise da varidncia ANOVA, pos-teste Tukey.* p<0.05 vs Controle,
Controle+Indo e Controle+EP4 Ant.. * p<0.05 vs Infectado.
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Os tratamentos dos animais nao infectados com indometacina ou antagonista de
EP4 ndo causaram altera¢des no peso (Fig. 40a) ou no comprimento do célon dos animais
ndo infectados (Fig. 40b), quando comparado ao grupo controle. Por outro lado, os
animais do grupo infectado que receberam apenas veiculo apresentaram uma redugdo no
comprimento do célon, em comparacao ao grupo controle (Fig. 40b, c). Os tratamentos
dos animais infectados com indometacina ou antagonista de EP4, por sua vez, preveniram
a reducdo do comprimento do cdlon causada pela infec¢do, sendo este comprimento
equivalente aos valores obtidos no célon de animais do grupo Controle (Fig. 40b, c). Os
animais infectados apresentaram uma perda significativa de peso comparado ao grupo
controle (Fig. 40a). No entanto, os tratamentos dos animais infectados com indometacina
ou antagonista de EP4, resultaram em uma menor perda de peso no dia 2 apés a infecgao,
comparado com os animais infectados que receberam apenas veiculo (Fig. 40a).

Em relagdo a carga bacteriana, os tratamentos dos animais infectados, com
indometacina ou antagonista de EP4, promoveram uma dréstica redu¢do no numero de
UFC de C. rodentium no c6lon, quando comparado aos infectados que receberam apenas
veiculo (Fig. 41a). Entretanto, ndo foi observado diferenga estatisticamente significativa
no numero de bactérias recuperadas nas fezes dos animais dos diferentes grupos
experimentais (Fig. 41b). Desta forma, estes resultados sugerem que o aumento da
populagao de Thl7, promovido pelos tratamentos dos animais com indometacina ou
antagonista de EP4, podem ter contribuido para a melhora da resposta do hospedeiro
contra a infec¢do, como demonstrado pelo reduzido numero de bactérias recuperadas no
colon, assim como a menor perda de peso e encurtamento do cdlon, provocados pela

infecgao.
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Fig. 40. Os tratamentos dos animais infectados com indometacina ou antagonista de EP4
previnem a perda de peso e o encurtamento do célon causados pela infeccio por C.
rodentium. Os animais nos grupos infectados receberam 2x10° UFC de C. rodentium. Um dia
apos a infeccdo, os animais nos diferentes grupos foram tratados i.p. com indometacina (5
mg/kg), L-161,982 (10 mg/kg) ou veiculo. O peso foi monitorado a cada 2 dias (a). No oitavo dia
de infeccdo, o cdlon foi coletado para a determinagdo do comprimento (b) assim como foi

fotografado. Imagem demonstrativa do c6lon dos animais nos diferentes grupos experimentais
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(c). Grupos: Controle, nd3o infectado/veiculo; ControletIndo, ndo infectado/tratado com
indometacina; ControletEP4 Ant, ndo infectado/tratado com L-161,982; Infectado,
infectado/veiculo; InfectadotIndo, infectado/tratado com indometacina e Infectado+EP4 Ant,
infectado/ tratado com L-161,982. Os resultados estdo representados como média + SEM de 2
experimentos independente. N=5-7. Anélise da varidncia ANOVA, pds-teste Tukey.* representa
p<0.05 vs grupo Infectado em grafico a. * representa p<0.05 vs grupo controle e * representa

p<0.05 vs grupo Controle+Indo em grafico b.
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Fig. 41. Os tratamentos dos animais infectados com indometacina ou antagonista de EP4
reduzem o nimero de bactérias C. rodentium no célon. Os animais receberam 2x10° UFC de
C. rodentium. Um dia apds a infec¢do os animais nos diferentes grupos foram tratados i.p. com
indometacina (5 mg/kg), antagonista de EP4 - L-161,982 (10 mg/kg) ou veiculo. O numero de
UFC, no célon (a) e nas fezes (b), foi avaliado 8 dias apds a infec¢do. Grupos: Infectado,
infectado/veiculo; Infectado+Indo, infectado/tratado com indometacina e Infectado+EP4 Ant,
infectado/ tratado com L-161,982. Os resultados estdo representados como média + SEM de 2
experimentos independente. N=5-7. Analise da varidncia ANOVA, pos-teste Tukey.* p<0.05 vs

grupo Infectado.
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Os linfocitos Th17 contribuem na resposta imune da mucosa contra agentes
patogénicos devido a producdo de citocinas, como IL-17A, IL-17F, IL-22 e IL-26, que
por sua vez induzem a produgdo de quimiocinas e peptideos antimicrobianos. Enquanto
os receptores de IL-17A sdo expressos em varios tipos celulares, os receptores de 1L-22
sdo preferencialmente expressos nas células epiteliais. Ainda, a ativagdo destes receptores
estd envolvida na secre¢do de peptideos antimicrobianos, como defensinas, catelicidinas e
lectinas do tipo ¢, capazes de danificar as membranas celulares de bactérias e favorecer a
eliminagdo dos patogenos (Blaschitz and Raffatellu 2010).

Interessantemente, os tratamentos dos animais infectados com indometacina ou
antagonista de EP4 induziram um aumento na expressao de peptideos antimicrobianos no
colon destes animais quando comparado aos animais infectados que receberam apenas
veiculo (Fig. 42). A expressio do mRNA para CRAMP, B-defensina 2 e 3 foi
significativamente elevada nos animais infectados e tratados com indometacina ou
antagonista de EP4, quando comparado aos animais infectados tratados apenas com
veiculo (Fig. 42a, ¢ e d). Portanto, o aumento de células Thl7, promovidas pelo
tratamento dos animais infectados com indometacina ou antagonista de EP4, pode estar
associada a uma melhor defesa do hospedeiro contra a infec¢do devido ao aumento da

produgdo de peptideos antimicrobianos.
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Fig. 42. Os tratamentos dos animais infectados com indometacina ou antagonista de EP4

aumentam a expressio de peptideos antimicrobianos. Os animais receberam 2x10° UFC de C.

rodentium. Um dia apds a infec¢do os animais nos diferentes grupos foram tratados i.p. com

101



indometacina (5 mg/kg), antagonista de EP4 - L-161,982 (10 mg/kg) ou veiculo. Apos 8 dias de
infecgdo a expressdo relativa do mRNA, de CRAMP (cramp) (a); B-defensina 1 (mbdl) (b); 2
(mbd2) (c); 3 (mbd3) (d); 4 (mbd4) (e); REG3 (reg3g) (f); IL-17A (il17a) (g); IL-22 (il22) (h)
e IL-1R (illr) (i), foi determinada em relacdo a expressdo do endogeno gapdh nas amostras de
colon dos animais dos diferentes grupos experimentais. Grupos: Infectado, infectado/veiculo;
Infectado+tIndo, infectado/tratado com indometacina e Infectado+EP4 Ant, infectado/ tratado com
L-161,982. Os resultados estdo representados como média + SEM de 2 experimentos
independente. N=5-7. Analise da variancia ANOVA, poés-teste Tukey. * p<0.05 vs grupo

Infectado.
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Discussao

Os dados obtidos neste trabalho demonstram que a eferocitose de células
infectadas com E. coli, por DCs, induziu, além das citocinas TGF-3, IL-6 e IL-23, altos
niveis de PGE, e IL-1f3, os quais foram imprescindiveis na modulag¢do da diferencia¢@o
de linfécitos Th17. A PGE,, via EP4, suprimiu a diferenciacdo de Th17 de maneira
dependente de cAMP e PKA. Ainda, a ativacdo desta via resultou na reducdo da
expressdao do IL-1R nos linfécitos em diferenciagdo, comprometendo o fendtipo Th17.
Adicionalmente, durante a colite infecciosa por C. rodentium, a presenca de PGE,
interferiu na geracdo de linfécitos Th17 e, consequentemente, afetou a resposta do
hospedeiro contra a infeccdo. Por outro lado, os tratamentos dos animais com
indometacina ou antagonista de EP4 levaram a um aumento na populacdo de células
Th17 e na expressdao de peptideos antimicrobianos, resultando na reducdo da carga
bacteriana no célon dos animais infectados.

A fagocitose de células apotdticas por fagdcitos vem sendo descrita como capaz
de modular diferentes células do sistema imune, resultando tanto na supressao como na
ativacdo destas células (Devitt and Marshall 2011). A fagocitose de células apoptéticas
estéreis por DCs ou mesmo por macréfagos leva a sintese de mediadores anti-
inflamatdrios como TGF-f3, PAF e PGE, (Fadok, Bratton et al. 1998, Medeiros, Serezani
et al. 2009). Os resultados aqui apresentados demonstraram que a eferocitose de células
infectadas com E. coli, por DCs, promoveu néo apenas a sintese de TGF-f3, IL-6 e IL-23,
mas também altos niveis de IL-1 e um expressivo aumento da expressdio de COX-2,

assim como da produc¢do de PGE,.
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A IL-1p esta envolvida em diversos eventos inflamatérios, bem como na indugéo
de células Th17 (Ikeda, Saijo et al. 2014). Ao contrdrio de outras citocinas pro-
inflamatdrias, a liberacao da forma ativa da IL-1f depende da clivagem de seu precursor
via caspase-1 ou serina proteases (Netea, van de Veerdonk et al. 2015). Para que ocorra a
producdo de IL-1f, é necessdrio a ativagdo de dois sinais. O primeiro sinal induz a
expressdo de pré-IL-1P, em parte pela ativagdo de TLR (Bauernfeind, Horvath et al.
2009) ou mesmo pela sinalizacdo de PGE, via EP2 e EP4 (Zoccal, Sorgi et al. 2016). O
segundo sinal, por sua vez, pode ser induzido por diversos mecanismos como: efluxo de
potassio, formagcdao de ROS, liberacdo de DNA mitocondrial ou catepsina liberada no
citoplasma ap6s desestabilizacdo lisossomal, bem como pelo reconhecimento intracelular
de PAMPs e DAMPs, entre outros (Guo, Callaway et al. 2015). Estes estimulos,
desencadeados por patégenos ou liberados pelas células do hospedeiro danificadas,
ativam a formacdo do complexo inflamassoma, que resulta na clivagem da pro-caspase-1
em uma forma ativa de caspase-1, que exerce sua fungdo catalitica em pro-IL-1f3,
gerando a forma madura desta citocina (Guo, Callaway et al. 2015). Em nosso modelo, o
mecanismo pelo qual a eferocitose de células infectadas com E. coli poderia induzir os 2
sinais necessdrios para a producdo de IL-1f3 ainda é desconhecido. No entanto,
considerando que DCs deficientes em TRIF ou MyD88 nao induzem a diferenciacdo de
Th17 durante a fagocitose de IACs por DCs (Torchinsky, Garaude et al. 2009), os dados
obtidos sugerem que, durante a fagocitose de IACs, ocorre o reconhecimento de
componentes bacterianos, possivelmente, via TLR presente em compartimentos

intracelulares.
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Sabe-se que os TLRs sdo expressos na membrana plasmdtica, assim como ao
longo da via endocitica. Os diferentes TLRs (1-9) reconhecem distintos PAMPs e a
sinalizacdo intracelular destes receptores depende de proteinas adaptadoras como MyD88
e TRIF. TRIF € exclusivo de TLR3, enquanto todos os outros TLRs dependem de
MyD88, e TLR4 requer ambos. Embora o TLR4 seja expresso na membrana plasmdtica,
estudos sugerem que este tipo de receptor pode ser internalizado e ativado
intracelularmente (Hornef, Normark et al. 2003, Han, Melichar et al. 2014). Além disso,
uma possivel hipdtese € que a ativacdo do TLR4 induz a expressdao de COX-2 e aumento
da sintese de PGE,, a qual agiria sinergicamente com TLR, favorecendo a indu¢do do
primeiro sinal via NF-kB e ativacdo da expressao de illb e nlrp3. Além disso, em relacdo
ao 2 sinal ainda € desconhecido se a fagocitose de IACs poderia induzir ROS ou
liberagdo de catepsina, as quais ativariam o inflamassoma. No entanto, vale ressaltar que
nas condicdes experimentais in vitro, durante a co-cultura de DCs com IACs, exista a
presenca de IACs extracelulares, ou seja, que ndo foram eferocitadas. Estas células
poderiam progredir para um estdgio de necrose com liberacio de componentes
intracelulares, como DAMPs, os quais poderiam também ativar o inflamassoma em DCs.

Além da produgdo de IL-1f3, a eferocitose de células infectadas com E. coli, por
DCs, resultou na produ¢do de ao menos 10x mais PGE, comparado aos niveis obtidos na
condicdo de fagocitose de ACs estéreis. A elevada producdo de PGE, pode estar
relacionada ao reconhecimento de componentes bacterianos, como o LPS, por TLR4,
uma vez que a expressdo de COX-2 é aumentada pela sinalizacdo deste tipo de TLR
(Fukata, Chen et al. 2006, Kuper, Beck et al. 2012). A eferocitose por DCs, em condi¢des

estéreis, leva a diferenciacdo de Treg, enquanto que a eferocitose de células infectadas
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com E. coli promove a sintese de citocinas indutoras de células Th17 (Torchinsky,
Garaude et al. 2009). Entretanto, at¢ o momento, nada se tinha descrito quanto ao
envolvimento da PGE, na diferenciacdo de linfécitos Th17 durante a fagocitose de IACs.

A participacdo da PGE, na diferenciacdo de Thl7, in vitro ou em modelos
experimentais in vivo, é bastante controversa na literatura. Alguns estudos demonstram
uma atuacao facilitadora da PGE, na expansdo de células Th17 (Boniface, Bak-Jensen et
al. 2009, Napolitani, Acosta-Rodriguez et al. 2009, Yao, Sakata et al. 2009), enquanto
outros demonstram um efeito supressor nesta sub-populacdo (Chen, Qin et al. 2009,
Dufty, Pindjakova et al. 2011, Valdez, Vithayathil et al. 2012). Por exemplo, Valdez e
cols. (2012) demonstraram que a PGE, inibe a expressdo de IL-17A em linfécitos Th
naive ativados in vitro com IL-6 e TGF-f3. Ainda, foi demonstrado que a produgdo de
PGE, por células tronco mesenquimais prejudica a diferenciacdo de linfécitos Thl17,
sendo este efeito revertido quando EP4 € bloqueado, utilizando-se antagonista especifico
deste receptor (Duffy et al. 2011). Os resultados aqui apresentados corroboram com estes
estudos, relacionando a PGE, a uma fun¢do supressora na diferenciagdo de células Th17.
Ou seja, a PGE, apresenta um efeito inibitorio na diferenciagdo de células Th17, no
contexto de eferocitose de células infectadas com E. coli.

Por outro lado, a reducdo da concentracdo da PGE,, utilizando-se inibidores de
COX, durante a fagocitose de IACs, ou pela remocdo deste prostandide em coluna de
afinidade, resultou em um expressivo aumento na diferenciagdo de linfécitos Th17. Vale
ressaltar que o tratamento das DCs com indometacina reduziu, além da sintese de PGE,,
os niveis de citocinas importantes para a diferenciacdo de Th17, como IL-6, IL-23 e IL-

1. Este resultado corrobora com dados da literatura que demonstram que a PGE, age

106



autocrina e paracrinamente em DCs, favorecendo a sintese destes mediadores (Hinson,
Williams et al. 1996, Park, Kang et al. 2004, Shi, Yin et al. 2015). Entretanto, mesmo
com a inibi¢do destas citocinas, sabidamente envolvidas na diferenciacdo de Thl7, a
baixa concentra¢ao da PGE, favoreceu a diferenciacdo de Th17 nesta condicao.

A PGE, exerce suas fungdes efetoras via 4 receptores, EP1, EP2, EP3 e EP4,
sendo EP1, EP2 e EP4 expressos em células Th naive humanas (Boniface et al. 2009,
Napolitani et al. 2009, Yao et al. 2009) e, EP2 e EP4 preferencialmente expressos em
linfécitos Th17 (Valdez et al. 2012). Em células T CD4" humanas, foi demonstrado que a
inducido de RORyt, durante a diferenciacdo em Th17, age inibindo a expressdao de EP2,
entretanto ndo afeta a expressao de EP4 nestes linfécitos (Kofler, Marson et al. 2014). Os
resultados obtidos neste estudo corroboram com dados da literatura, visto que a expressao
de EP4 foi majoritdria em linf6citos Th17 diferenciados, quando comparado aos demais
receptores de PGE,.

Sabe-se que os receptores EP2 e EP4 sinalizam via adenilato ciclase e aumento de
cAMP, resultando na ativacdo de proteinas efetoras, como a PKA e EPAC (Aronoff,
Canetti et al. 2005). Os resultados aqui apresentados demonstram que a PGE, atua
exclusivamente via EP4, suprimindo a diferenciacdo de células Th17, enquanto que o
antagonista de EP2 ndo interferiu na diferenciacdo de células Th17, no contexto da
eferocitose. Desta forma, mediante aos resultados obtidos sugere-se que o efeito
inibitério da diferenciacdo de Th17 ocorre preferencialmente via EP4, em parte, pelo fato
deste ser o receptor de PGE, predominantemente expresso nos linfécitos Th durante o

processo de diferenciacdo em Th17.
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Quando investigado os possiveis genes relacionados a diferenciagdo de células
Th17, que poderiam ser regulados pela PGE, proveniente da fagocitose de IACs, foi
observado que a baixa concentragdo de PGE,, devido ao tratamento com inibidores de
COX, resultou no aumento da expressao de il/7a e il17f. Além disso, interessantemente,
a reduzida concentracdo de PGE; favoreceu um expressivo aumento na expressao do gene
que codifica o receptor da IL-1. Para a expressdo deste receptor, a STAT-3 é um dos
fatores de transcrigdo imprescindiveis, uma vez que células T CD4" deficientes de STAT-
3 apresentaram uma drastica reducdo da expressdo do IL-1R (Chung, Chang et al. 2009).
A sinalizac¢do do IL-1R inibe a expressdo de Foxp3 induzida por TGF-f (Ikeda, Saijo et
al. 2014) e aumenta a expressdao de IRF4 e RORYt (Chung, Chang et al. 2009), facilitando
a expressao de IL-17A. Ainda, a IL-1p pode induzir um perfil mais patogénico de células
Th17, ao reduzir a expressdo de IL-10 e favorecer a expressdo de IFN-y (Koenders,
Devesa et al. 2008, Zielinski, Mele et al. 2012). Corroborando com dados da literatura, os
resultados aqui apresentados demonstram que a inibi¢do da sinalizacdo do IL-1R, por
neutralizagdo de IL-1P ou uso do IL-1Ra, comprometeu a diferenciacio em Thl7,
comprovando que a expressao do IL-1R € funcionalmente importante para a
diferenciacdo de Th17, no contexto da eferocitose de células infectadas.

Além disso, os resultados apresentados demonstram que a PGE, atua
exclusivamente via EP4-cAMP-PKA e inibe a diferenciacdo de células Th17, no contexto
de eferocitose de células infectadas. Sabe-se que PGE, via ativacio de PKA, age
sinergicamente a sinalizacdo de IL-10 e aumenta a expressao de Suppressor of cytokine
signaling 3 (SOCS3) em células de linhagem monocitica humana (THP-1). Por sua vez, a

expressdo de SOCS3 inibe sinais intracelulares dependentes da fosforilac@o e ativacao de
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STAT-3 e favorece a expressdo do receptor antagonista de IL-1f3 (Cheon, Rho et al.
2006). Ainda, tem sido demonstrado, em células de linhagens tumorais, que a ativacdo de
PKA ou EPAC inibe a fosforilagao de STAT-3, atenuando, por exemplo, a sinalizacdo de
IL-6, ao passo que aumenta a expressao de SOCS-3 nestas células (Song, Li et al. 2001,
Naviglio, Di Gesto et al. 2010, Piao, Park et al. 2014). Embora este estudo ndo tenha
desvendado o mecanismo pelo qual o eixo EP4-cAMP-PKA inibe a expressao do IL-1R
no contexto da fagocitose de IACs, uma das possiveis vias de sinalizagdo propostas neste
estudo seria que a PGE, aumentaria a expressao de SOCS-3, a qual impediria a ativa¢ao
de STAT-3 e por sua vez a expressao do IL-1R. No entanto, futuros estudos sdo
necessarios para comprovar o mecanismo pelo qual a PGE,, via EP4-cAMP-PKA, inibe a
expressao do IL-1R em linfécitos Th, no contexto da fagocitose de IACs.

As respostas proeminentes de células Th1l7 s@o relacionadas as inflamacdes
cronicas e autoimunidades, tais como artrite reumatdide, psoriase e esclerose multipla.
No entanto, as células Th17 também sdo importantes na defesa do hospedeiro contra
agentes patogé€nicos, como certos fungos e bactérias extracelulares (Korn et al. 2009). Em
relacdo a bactéria C. rodentium, varios trabalhos tem demonstrado que a protecdo contra
a infeccdo correlaciona com a producado de IL-17A e IL-22 (Rubino, Geddes et al. 2012,
Collins, Keeney et al. 2014). Além das células Th17, outras células como innate
lymphoid cells (ILCs), y0 T, NK e NK-T podem produzir IL-17A (Colonna 2009,
Takatori, Kanno et al. 2009). Por outro lado, a deplecao de células CD3*, durante
infec¢do por C. rodentium, reduz drasticamente a defesa do hospedeiro e agrava a
infec¢ao (Simmons, Clare et al. 2003, Bry and Brenner 2004), demonstrando a relevancia

dos linfocitos CD3* neste contexto. Os resultados obtidos neste estudo corroboram com a
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literatura, visto que, durante a colite infecciosa induzida por C. rodentium, ha um
aumento na porcentagem de células Th17 no colén dos animais infectados comparado aos
animais controle. No entanto, o tratamento dos animais infectados com indometacina ou
antagonista de EP4 resultou em um expressivo aumento de células Thl7, elevada
expressdo de peptideos antimicrobianos e redugdo dréstica da carga bacteriana no célon.
A importancia da Th17 na defesa do hospedeiro, contra fungos e bactérias, baseia-se
principalmente no aumento da granulopoiese e no recrutamento de neutréfilos para o sitio
inflamatério. A producdo de IL-17A e IL-22, pelas células Th17, também induz a
expressdo de defensinas e catelicidinas. Ainda, foi demonstrado que a IL-26, também
produzida pela Th17, age como um peptideo antimicrobiano, com capacidade de destruir
diferentes bactérias como Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Klebsiella pneumonia e
Staphyloccocus aureus (Meller et al. 2015).

Sabe-se que, além de linfécitos T CD4", outras células imunes e mesmo células de
diferentes tecidos também expressam EP4 (Yokoyama, Iwatsubo et al. 2013). Desta
forma, a modulacdo da sinalizacdo deste receptor pode afetar diversas funcodes celulares.
Entretanto, as doses de indometacina ou antagonista de EP4 utilizadas ndo promoveram
reducdo de peso ou alteracdo significativa na expressdo de IL-17 nos animais ndo
infectados. Por outro lado, os animais infectados e tratados, com indometacina ou
antagonista de EP4, apresentaram um evidente aumento da diferenciacdo de células
Th17. Portanto, os resultados in vivo corroboram com os resultados obtidos in vitro,
comprovando o papel supressor da PGE, via EP4 na diferenciacdo de células Thl7 e
sugerem que o uso de inibidores de COX ou antagonistas de EP4 poderiam ser utilizados

para favorecer respostas imunolégicas dependentes de linfécitos Th17.
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A habilidade de alguns patégenos de induzir a apoptose e, consequentemente,
favorecer a producdao de PGE,, traz uma intrigante possibilidade destes microrganismos
utilizarem esta via para manipular ou suprimir aspectos especificos da resposta imune do
hospedeiro. Por outro lado, a producdo de PGE, durante a eferocitose de células
infectadas também poderia ser uma forma de autocontrole da resposta imune, uma vez
que antigenos préprios e ndo proprios estardo sendo apresentados em um contexto
inflamatdrio, o que poderia ativar clones autorreativos. Desta forma, estudos posteriores
serdo importantes para a compreensdao do impacto dos tratamentos com inibidores de
COX, atualmente utilizados indiscriminadamente, assim como antagonistas de EP4, na
diferenciacdo de células Th17 em diferentes modelos de infeccdo e autoimunidade.

Portanto, o conjunto dos resultados obtidos in vitro e in vivo demonstram um
papel supressor da PGE, na diferenciacdo de Th17 durante a eferocitose de células
infectadas com bactérias Gram-negativas. A inibicdlo da PGE, ou o bloqueio da
sinalizacdo via EP4 in vivo melhoraram as respostas de Th17, assim como a defesa do
hospedeiro contra C. rodentium. Estes dados sugerem que o uso de inibidores de COX ou
antagonistas de EP4 podem ser, futuramente, estratégias promissoras para favorecer
respostas imunoldgicas dependentes de linfécitos Th17. Por outro lado, uma das
possiveis consequéncias do aumento de respostas de células Th17 poderia ser o
desenvolvimento de doencas autoimunes, uma vez que respostas exacerbadas de Th17

estdo relacionadas a diversas autoimunidades, como ldpus, psoriase, entre outras.
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Conclusao

Conclusao Geral
A PGE,, oriunda da eferocitose de células infectadas, via EP4-cAMP-PKA e

inibicdo do IL-1R, suprime a diferenciacio de linfécitos Th17 e compromete a defesa do

hospedeiro contra C. rodentium.
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A imagem foi criada usando Servier Medical Art Powerpoint Image Bank, disponivel em
http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank.
Fig. 43. Conclusao. PGE, proveniente da fagocitose de IACs inibe a diferenciagdo de Thl7 in

Vitro € in vivo.
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Conclusoes Especificas:

* A concentracdo da PGE,, proveniente da eferocitose de células infectadas, por
DCs, suprime a diferenciacdo de Th17;

* Dentre os receptores de PGE,, o EP4 € o principal responsavel pela supressdo da
diferenciacdo de Th17, no contexto da eferocitose de células infectadas;

* O comprometimento da diferenciacdo de Th17, no contexto da fagocitose de
IACs, deve-se, em parte, pela inibicdo da expressao do IL-1R, promovida pelo
eixo PGE,-EP4-PKA;

* A inibicdo da sintese da PGE, ou de sua sinalizacdo, via EP4, in vivo, aumenta a
diferenciacdo de Thl7, favorece a producdo de peptideos antimicrobianos e

melhora a defesa do hospedeiro no modelo de colite infecciosa por C. rodentium.
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Anexo 1.

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados.

1l17a F:AGGCAGCAGCGATCATCC R:GTGGAACGGTTGAGGTAGTC
nizf F:TTGATGCAGCCTGAGTGTCT R:AATTCCAGAACCGCTCCAGT
1lIr F:ACCGTGAACACAAATGG R:GAGGCACCATGAGACAAATG
Ccl2 F:AACTCTCACTGAAGCCAGCTCT R:CGTTAACTGCATCTGGCTGA
Ccl7 F:CAATGCATCCACATGCTGC R:CTTCCCAGGGACACCGAC

Ptgesl F:AGGAGATGGCTGCTGAGTTGG

R:AATCTGACTTTCTGAGTTGCC

Ptges2 F:GGGCCCTTCCTCCCGTAGCA

R:TGAGCCTTGGGGGTCAGGGA

Cramp F:CTTCAACCAGCAGTCCCTAGACA

R:TCCAGGTCCAGGAGACGGTA

Mbsl1 F:CCAGATGGAGCCAGGTGTTG

R:AGCTGGAGCGGAGACAGAATCC

Mbd2 F:AAGTATTGGATACGAAGCAG

R:TGGCAGAAGGAGGACAAATG

Mbd3 F:GCATTGGCAACACTCGTCAGA

R:CGGGATCTTGGTCTTCTCTA

Mbd4 F:GCAGCCTTTACCCAAATTATC

R:ACAATTGCCAATCTGTCGAA

Reg3g F:TCAGGTGCAAGGTGAAGTTG

R:GGCCACTGTTACCACTGCTT

Gapdh F:AACTTTGGCATTGTGGAAGG

R:ACACATTGGGGGTAGGAACA
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Anexo 2.

Tabela 3. Expressao génica de linfocitos Th diferenciados com CM ou CM/Indo.

1123r 3.23
125 1
127 1.95
113 1.13
114 1.88
115 2.01
116 -1.3
ll6ra 2.93
17r 1.51
119 2.88
Irf4 1.74
Isg20 -1.3
Jak1 1.15
Jak2 1.16
Mmp3 1
Mmp?9 -1.09
Myd88 1.68
Nfatc2 2.08
Nfkb1 1.22
Rora 2.33
Rorc 3.6
Runx1 2.55
Slprl 1.57
Socs1 1.59
Socs3 1.59
Stat3 1.78
Stat4 1.01
Stat5a 2.34
Stat6 1.88
Syk -1.04
Thx21 1.45
Tqfb1 1.4
Tir4 -1.23
Tnf 1.71
Traf6 1.68
Actb 1.36
BZ2m 1
Gapdh 1.44
Gusb 1.49
Hsp90abl | 1.44

Genes Fold
Change
(CM/Indo
vs CM)
Ccll 1
Ccl2 4.79
Ccl20 -1.03
Ccl22 -1.23
Ccl7 4.93
Cer2 1.34
Ccr4 2.38
Ccré 1.33
cd2 1.29
Cd28 1.63
Cd34 1
Cd4 1.44
Cd40lg 1.24
Cd8a 1.49
Cebpb 1.97
Clec7a 1.09
Csf2 -2.97
Csf3 2.44
Cx3cll 1.87
Cxcll -1.29
Cxcll12 1
Cxcl2 1.67
Cxcl5 -1.05
Foxp3 2.22
Gata3 -1.27
Icam1 1.05
Icos 1.44
Ifng -1.18
110 2.92
1112b -4.35
1112rb1 1.77
1112rb2 1.07
113 -1.85
115 -1.23
1l17a 7.41
1117¢ 3.23
1117d 1
H17f 6.72
ll17ra 1.73
1117rb 1.76
117rc 1.52
1l17re 3.72
118 1.18
111b 1.42
I1r1 7.79
12 2.01
121 1.73
1122 1.66
1123a -1.14
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Abstract

Diabetics are more prone to Staphylococcus aureus skin infection than healthy
individuals. Control of S. aureus infection is dependent on dendritic cell (DC)-induced Th17-
mediated neutrophil recruitment and bacterial clearance. DC ingestion of infected apoptotic cells
(IAC) drive prostaglandin E, (PGE,) secretion to generate Th17 cells. We speculated that
hyperglycemia inhibits skin DC migration to the lymph nodes (LNs) and impairs Thl17
differentiation that accounts for poor skin host defense in diabetic mice. Diabetic mice show
increased skin lesion size, bacterial load, decreased PGE, and Th17 cells compared to nondiabetic
mice after Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) infection. Bone marrow-derived DCs (BMDC)
cultured in high glucose (25 mM) exhibit decreased PGE, production, Ptges mRNA expression,
lower CCR7-dependent DC migration, and diminished maturation after recognition of MRSA-
IAC than BMDCs cultured in low glucose (5 mM). Similar events were observed in DCs from
diabetic mice infected with MRSA. Topical treatment of diabetic mice with the PGE analog
Misoprostol improved host defense against MRSA skin infection by restoring dendritic cell

migration to draining lymph nodes, Th17 differentiation, and increased antimicrobial peptide
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expression. These findings identify a novel mechanism involved in poor skin host defense in
diabetes and propose a targeted strategy to restore skin host defense in diabetes.
Introduction

Diabetes mellitus is a clinical syndrome associated with deficiency in insulin secretion or
action. As a consequence, diabetes causes hyperglycemia, which has been associated with
undermined host defense and increased susceptibility to localized and systemic infections
(Muller, Gorter et al. 2005). Skin and soft tissues are sites of prevalent infections primarily
caused by Staphylococcus aureus in diabetics (Peleg, Weerarathna et al. 2007, Dryden, Baguneid
et al. 2015). Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a frequent causative
pathogen of complicated skin and soft tissue infections in diabetics (Dryden, Baguneid et al.
2015) that can be difficult to treat and often require hospitalization and surgery (Dryden 2010).

Innate immune recognition of S. aureus promotes pro-inflammatory signals that lead to
neutrophil recruitment and abscess formation, a hallmark of S. aureus infection (Miller and Cho
2011). Extensive neutrophil apoptosis is also a hallmark of S. aureus infections (Miller and Cho
2011). An additional complication in diabetes is that neutrophils from diabetic patients have
defective antimicrobial effector functions (Tan, Anderson et al. 1975, Gin, Brottier et al. 1984).

Clearance of apoptotic cells (efferocytosis) has long been associated with resolution of
inflammation (Martin, Peters et al. 2014). However, efferocytosis of infected apoptotic cells has
been proposed to be an innate antimicrobial mechanism that results in pathogen destruction
(Martin, Booty et al. 2012), and comprises a critical link to adaptive immune responses
(Torchinsky, Garaude et al. 2009). Considering the increased neutrophil recruitment and
apoptosis at sites of MRSA infection, we speculate that the uptake of infected apoptotic
neutrophils by dendritic cells (DCs) dictate the type of host defense produced against S. aureus in
skin infections.

In the skin, DCs are prompted to respond to intracellular and extracellular modifications
that induce a rapid change in their function and phenotype, accompanied by their migration into
secondary lymphoid tissues (Stockwin, McGonagle et al. 2000). During this process, DCs require
maturation, a process associated with up-regulation of class II MHC and costimulatory molecules
(CD80, CD86, CD40) (Legler, Krause et al. 2006) and consequent migration to lymph nodes in a
CC-chemokine receptor 7 (CCR7)-dependent response to its ligands CCL19 and CCL21 (Hauser,
Schaeuble et al. 2016). In addition, it has been shown that the lipid mediator prostaglandin E,
(PGE,) is a key factor for DC maturation and migration via CCR7 (Kabashima, Sakata et al.

2003). Moreover, PGE, is required to initiate skin immunity by increasing maturation and
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migration of Langerhans cells, a subtype of skin resident dendritic cells (Kabashima, Sakata et al.
2003).

Prostaglandins are derived from arachidonic acid (AA) metabolism via the activation of
the cyclooxygenase-1 or -2 (COX-1 or -2) pathways (Medeiros, Peres-Buzalaf et al. 2012). PGE,
acts through four G protein-coupled receptors, designated EP1-4, which display different tissue
distribution and deliver distinct intracellular signals (Medeiros, Peres-Buzalaf et al. 2012).
Moreover, efferocytosis has been shown to trigger PGE, production (Medeiros, Serezani et al.
2009), although the role of PGE; on DC functions during efferocytosis remains to be determined.

While efferocytosis leads to secretion of anti-inflammatory mediators that promote
expansion of regulatory Foxp3 T cells, efferocytosis of E. coli-infected neutrophils by DCs
induces 1L-6, IL-23, and TGF-B production, which triggers Th17 differentiation (Korn, Bettelli et
al. 2009, Torchinsky, Garaude et al. 2009).

Th17 cells are fundamental players in host defense against S. aureus infection (Cho 2010)
by activating keratinocytes, and resulting in the induction of neutrophil chemoattractants and
antimicrobial peptides (Miller and Cho 2011). Patients with defective Th17 responses exhibit
increased susceptibility to S. aureus skin infections (Miller and Cho 2011), however whether
diabetics also exhibit defective Th17 during S. aureus skin infection is unknown. Reduced
frequencies of IL-17-producing memory CD4" T cells associated with elevated glucose and
increased glycated hemoglobin Alc have been observed in response to Streptococcus
pneumoniae in diabetic patients (Martinez, Mathews et al.).

Here, we found that localized deficient PGE, production impairs DC migration and
maturation, which impairs generation of Th17 T cells and drives poor skin host defense against
infection. Our data show that topical PGE, treatment restores immune responsiveness and

increases microbial clearance in diabetic mice.

Methods

Animals

WT C57BL/6 mice (8-12 weeks old) were obtained from The Jackson Laboratory. Mice were
maintained according to NIH guidelines for the use of experimental animals in the Laboratory
Animal Resource Center (LARC) at Indiana University School of Medicine in Indianapolis.
Experiments were performed under a protocol approved by Indiana University School of
Medicine Animal Care and Use Committee.

Induction of diabetes
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Diabetes was induced by 5 daily intraperitoneal injections of low dose (40 mg/kg) Streptozotocin
(STZ) as described (Filgueiras, Brandt et al. 2015). Mice with blood glucose >300 mg/dl were
considered diabetic. Experiments were performed using mice at 30 days after diabetes onset.
MRSA-skin infection and misoprostol topical treatment

Control and diabetic mice were anesthetized (Ketamine/xylazine), and the backs were shaved and
the MRSA USA300 LAC strain (5x10° CFU) was injected subcutaneously in 50 pL PBS. Lesion
and abscess size were monitored daily and determined by affected area calculated using a
standard formula for area (A = [n/2] x 1 X w) (Becker, Berube et al. 2014). Mice were topically
treated at the site of infection twice a day for 7 days with 0.03% misoprostol (prepared by
emulsifying 150 pg misoprostol in 0.5 g petroleum gel or vehicle control).

In vivo DC migration

Control and diabetic mice were injected subcutaneously with 5x10° CFU of MRSA plus 50 pg of
CellTrace FarRed DDAO-SE as suggested by the vendor (Invitrogen). Brachial lymph nodes
were harvested 36 h or 48 h post-infection. Migrating dendritic cells were identified as
FarRed CD11c" cells detected by flow cytometry.

Skin biopsies and bacterial load

Punch biopsies (8§ mm) from noninfected or infected skin were harvested at different time points
and used for determining bacterial counts, cytokine production, RNA extraction, and cell
isolation (Novelli, Savoia et al. 2000). For bacterial counts, skin biopsies were collected at day 7
post-infection, processed and homogenized in TSB media and serial dilutions were plated on TSB
agar. Colonies were counted after incubation overnight at 37°C.

MRSA-Infected Apoptotic Cells (MRSA-IAC)

DMSO-differentiated neutrophil like-cells were incubated with GFP-MRSA (MOI 50) for 2 h.
We observed by FACS that 90% of neutrophil-like cells were infected after 2 h of MRSA
infection (not shown). After phagocytosis, cells were washed and apoptosis of infected and
noninfected cells was induced using an ultraviolet irradiation crosslinker (5 mJ) and confirmed by
Annexin-V and 7-AAD staining (Figure S2).

Co-culture of bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs) with infected apoptotic cells
Bone marrow cells from control or diabetic mice were differentiated into DCs as previously
described (Lutz, Kukutsch et al. 1999) in either 5 mM or 25 mM glucose. After differentiation,
BMDCs were co-cultured with infected apoptotic cells (ratio 1:3) for 18 hours in DMEM
containing 5 or 25 mM glucose. Supernatants were then collected and inflammatory mediators
were detected by ELISA or EIA; and maturation of BMDCs were analysed by FACS.

In vitro BMDC migration
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After 18 h of co-culture with MRS A-infected apoptotic cells, BMDCs were isolated using CD11c
microbeads (Miltenyi, Biotec) and cells (1x10°) were suspended in serum-free DMEM with 5
mM or 25 mM glucose and plated into the upper chamber of a 24-well Corning Costar Transwell
plate — 5 uM (Corning Inc., USA). To study CCR7-dependent directional migration, CCL19 (100
ng/mL) and CCL21 (100 ng/mL) were placed into the lower chamber in free-serum medium with
5 mM or 25 mM glucose. Cells that had migrated into the lower chamber 8 h later were

photographed, harvested, and counted by FACS.

Skin cell isolation and staining for flow cytometry

Skin biopsies were digested with collagenase and processed to obtain a single-cell suspension.
For lymphocyte staining, skin and lymph node cells were stimulated for 5 h with 0.1 pg/ml PMA
(Sigma), 0.5 pg/ml Ionomycin calcium salt, and 10 pg/ml Brefeldin A. In all circumstances, prior
to staining with antibodies, cells were treated with anti-FcyR antibodies to prevent nonspecific
antibody binding. For lymphocyte staining, cells were fixed and permeabilized using
Cytofix/CytoPerm (BD) and were stained with the antibodies indicated in the figure legends. For
dendritic cell staining, cells were fixed in 1% paraformaldehyde and stained with fluorescent
labeled antibodies for 20 minutes.

Detection of cytokines and PGE,

Cytokines including IL-6, IL-1p, IL-17A, IL-10, TGF-B (Ebioscience or R&D), production of
PGE,, PGE metabolites, 6-keto prostaglandin Fla and cytokines (Cayman Chemicals) were
detected by ELISA or EIA in skin biopsy homogenates or supernatants from cultured BMDCs. In
all circumstances, the sensitivity limit of the assays were ~ 4-5 pg/mL.

RNA isolation, reverse transcription, quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated from skin biopsies using lysis buffer (RLT, Qiagen). cDNA and real time
PCR were performed as previously published (Filgueiras, Brandt et al. 2015) using primers
indicated in the legends on a CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Primers were
purchased from Integrated DNA technologies. Relative expression was calculated as described
(Filgueiras, Brandt et al. 2015).

Statistics Analysis

Results are shown as mean + SEM and were analyzed using the software Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA). For comparisons between two experimental groups Student's t-test
was used, and for comparisons among three or more experimental groups, we used One-way
Anova followed by Bonferroni multiple comparison test. Values of p<0.05 were considered

significant.
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Results
Decreased Th17 response during MRSA-skin infection in diabetic mice

Initially, we aimed to characterize the events involved in enhanced susceptibility to
MRSA skin infection during diabetes. Mice that were diabetic for at least 30 days were more
susceptible to MRSA skin infection than non-diabetic mice as seen by increased lesion size and
bacterial load measured at day 7 after infection (Figure 1 A-C and data not shown). We observed
that MRSA skin infection in diabetic mice led to increased number of neutrophil in the infected
skin by 18 h post infection, an event that lasted for at least 7 days (Supplementary information,
Figure S1). After ingestion and killing of bacteria, neutrophils become apoptotic and are
eliminated by macrophages and dendritic cells (Martin, Booty et al.). When clearance is not
effective, infected apoptotic neutrophils become necrotic, releasing danger-associated molecular
patterns that elicit inflammatory response. Initially, we determined the numbers of dead cells in
the infected skin of diabetic and nondiabetic mice. We observed similar increased numbers of
apoptotic cells among skin cells isolated 18 h or 7 days after MRS A-skin infection in both control
and diabetic mice (Supplementary information, Figure S2 A-C) and increased apoptosis in a
human neutrophil-like cell line (HL-60) cultured with MRSA for 18 h (Supplementary
information, Figure S2 C-E).

Bacterial infections that are associated with significant induction of apoptosis in host
tissues preferentially induce Th17 immunity (Miller and Cho 2011). Thus, we first determined the
profile of the T cell subsets in the skin of diabetic mice 7 days after infection. Diabetic mice
showed decreased percentages of Thl7, but no significant differences were observed in the
percentage of regulatory T cells (Treg) or Thl cells when compared with infected nondiabetic
mice (Figure 1 D-G).

Next, we assessed the production of PGE,, an inflammatory mediator involved in Th17
differentiation, as well as IL-17A and IL-10 in the skin of control and diabetic mice at various
time points after infection. Diabetic mice showed significantly reduced PGE, levels at day 2 and
decreased levels of IL-17A and IL-10 in the skin at day 7 post-infection compared with infected
nondiabetic controls (Figure 1 H-J). Next, we determined whether decreased PGE,; levels in DCs
cultured in low or high glucose or infected skin of diabetic mice correlated with decreased
expression of enzymes involved in PGE, synthesis, such as cyclooxygenase (COX)-1 and -2 and
Ptges. Our data clearly show that Ptges but not COX1 and 2 expression is decreased in in vivo
and in vitro. We then studied the presence of PGE metabolites in the infected skin of diabetic and

nondiabetic mice. While we did not detect the expression of the enzyme (PTG) in the skin of all
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groups tested, MRSA infection increased the production of PGE metabolites in a similar manner
in both diabetic and nondiabetic mice 48 h after infection (Supplementary information, Figure S4
A-C and S5 A-C and data not shown).

Together, these findings show that decreased PGE, foreshadows the production of IL-
17A and IL-10 suggesting a temporal relationship between PGE, and the generation of Th17 in
the infected skin of diabetic mice.

Dendritic cell migration to skin-draining lymph nodes is impaired in diabetic mice

We next studied whether impaired DC migration to skin-draining lymph nodes is
associated with the decrease in Th17 subsets during MRSA skin infection in diabetic mice. We
tracked DC migration in vivo during MRSA-skin infection and determined the numbers and
percentages of migrating DCs (FarRed CD11c¢") and Th17 cells in the skin draining lymph nodes.
Diabetic mice exhibited decreased percentages and numbers of migrating DCs and Th17 cells in
the lymph nodes compared to infected nondiabetic mice (Figure 2 A-F).

Langerhans cells have been described as the main cutaneous DC subset capable of
inducing a Thl17 response (Mathers, Janelsins et al. 2009). Whereas migrating DCs were
decreased in the lymph nodes, we observed an increased percentage of Langerin® DCs in the
infected skin of diabetic mice (Figure 3 A-C), suggesting that these cells are retained in the skin
and cannot properly migrate to the LNs. While no differences were observed in numbers or
expression levels of maturation markers in Langerin” DCs (data not shown) in the naive skin of
control and diabetic mice, MRSA infection induced MHC II expression in about the same number
of Langerin” DCs in diabetic and control skin (Figure 3D), but Langerin+ DCs in diabetic skin
had lower levels (median fluorescence intensity - MFI) than in control skin (Figure 3E). MRSA
infection also induced a similar frequency of Langerin” DCs expressing CD86 (Figure 3F) and at
similar MFI in diabetic and control (Figure 3G). Interestingly, following MRSA infection, CCR7
was expressed by fewer Langerin’ DCs with reduced MFI in diabetic skin than in control skin
(Figure 3 H-K), indicating that Langerhans cells from infected diabetic mice fail to express the
machinery necessary to efficiently activate T cells in the draining lymph node.

High glucose impairs BMDC migration and maturation after recognition of MRSA-infected
apoptotic cells

Next, we investigated whether a high glucose environment influenced maturation,
migration, and generation of cytokines by DCs involved in Th17 commitment after engulfment of
MRSA-infected apoptotic neutrophils.

Initially, BMDCs from control (nondiabetic) and diabetic mice were differentiated in the

presence of 5 mM or 25 mM of glucose. We did not detect differences in spontaneous changes in
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the phenotype or production of cytokines by immature BMDCs from diabetic and nondiabetic
mice under resting conditions (Supplementary information, Figure S3 A-E). However, after
recognition of MRSA-infected apoptotic cells, under high glucose conditions BMDCs showed
decreased expression of the maturation markers MHC 11, CD86, and CCR7 expression (Figure 4
A, C, D) and decreased ability to migrate via CCR7 towards a gradient of CCL19/CCL21,
compared to cells under normal glucose conditions (Figure 5 B-C).

In 5 mM or 25 mM glucose, BMDCs showed similar capacities to recognize MRSA-IAC,
and no changes in efferocytosis index (Supplementary information, Figure S3 F-G) or cytokine
production (Supplementary information, Figure S3 H-J) were observed. Moreover, BMDCs from
control or diabetic mice cultured in either 5 mM or 25 mM glucose after recognition of MRSA-
IAC produced increased amounts of Thl7-driving cytokines IL-6, TGF-B, and IL-1B when
compared to the control BMDCs before efferocytosis (Supplementary information, Figure S3 K-
N). On the other hand, we observed decreased PGE, levels in BMDCs cultured in high glucose
and challenged with MRSA-IAC (Figure 5 A). Efferocytosis of MRSA-IAC in BMDCs enhanced
Cox-2, but not Cox-I mRNA expression in cells cultured in 5 mM or 25 mM glucose
(Supplementary information, Figure S4 A-B). However, we observed that efferocytosis of
MRSA-IAC in 25 mM glucose led to decreased Ptger4 levels and no changes were seen in Ptger
1,2, and 3 expression by BMDCs than efferocytosis in 5 mM glucose (Supplementary
information, Figure S4 E-F), suggesting that high glucose milieu decreases PGE, production and
signaling in DCs.

Next, we sought to determine whether decreased PGE, levels in high glucose might be
responsible for impaired maturation and migration of BMDCs. To test this hypothesis, we added
PGE,; in BMDC co-cultures in high glucose, and observed that exogenous PGE, restored BMDC
migration (Figure 5 B-C) and CD86 and CCR7 (Figure 4 C, D, G, H) expression. Together these
data show that deficient PGE, production accounts for inadequate DC maturation and chemotaxis
during efferocytosis of infected apoptotic cells, which influences later events involved in MRSA
skin infection in diabetics.

Topical treatment with PGE analog (misoprostol) improves DC migration to skin-draining
lymph nodes in diabetic mice

Considering that exogenous PGE, in vitro improved BMDC migration in diabetic mice,
we investigated whether topical treatment with PGE, in vivo improved DC migration to skin-
draining lymph nodes, as well as Th17 differentiation and host defense after MRSA skin infection

in diabetic mice. For these studies, we used misoprostol, which is a PGE; analog with agonist
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activity for EP2, EP3, and EP4 receptors (Walt 1992) used therapeutically in humans (Collins
1990).

At two days post-infection we detected increased percentages of migrating DCs
(FarRed'CD11c") in lymph nodes from misoprostol treated-diabetic mice compared to untreated
diabetics (Figure 6 A, C). We also observed that misoprostol treatment in diabetics increased the
Th17 population in skin-draining lymph nodes (Figure 6 B, D) but did not significantly alter Treg
and Th1 cells (Figure 6 E, F).

Misoprostol attenuates infection and improves host defense against MRS A-skin infection in
diabetic mice

Given that misoprostol improved DC migration and increased differentiation of Th17 in
the lymph nodes, we speculated that misoprostol topical treatment could restore skin host defense
in diabetic mice. Diabetic mice treated with misoprostol had smaller lesion and abscess size
(Figure 7 A) and lower bacterial load (Figure 7 B) than vehicle-treated diabetic mice. Indeed, the
treatment of diabetic mice with misoprostol promoted increased percentage (Figure 7 C, D) and
number (Figure 7 E) of Th17 cells in the skin compared with vehicle-treated diabetic mice, but
not Treg and Thl percentages (Figure 7 F, H) or numbers (Figure 7 G, I) compared with vehicle-
treated diabetic and control mice.

Next we determined whether increased skin host defense in misoprostol-treated diabetic
mice was accompanied by changes in production of antimicrobial peptides, which are key
mediators involved in controlling MRSA skin infection (Schauber and Gallo 2009). We found
that misoprostol-treated diabetic mice expressed significantly increased mbd2 and mbd3 in the
skin compared to vehicle-treated diabetic and nondiabetic mice (Figure 7 K-L), and expressed
increased, albeit not significantly, mbdl, 4, 5, and cramp (Figure 7 J, M-O). Together, these data
suggest that misoprostol treatment improves skin host defense in diabetic mice by increasing
Th17 generation and expression of antimicrobial peptides.

Discussion

Skin and soft tissue infections are the most important chronic complications of diabetes,
and may lead to hospitalization, amputation, osteomyelitis, and death (Joshi, Caputo et al. 1999).
The higher incidence of infections in diabetic patients is related to hyperglycemia, which is
known to cause immune dysfunction (Casqueiro, Casqueiro et al. 2012). In the current study, we
provide evidence that reduced PGE; in the skin of diabetic mice compromises DC maturation and
migration to lymph nodes, which inhibits the development of Th17 cells and host defense. These
effects correlate with inefficient bacterial clearance and progressive skin infection in diabetics.

These findings suggest new therapeutic opportunities for treating skin infections in diabetics.
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After being activated by infectious or inflammatory stimuli, DCs upregulate the
expression of maturation marks as they migrate to lymph nodes in a CCR7-dependent manner
(Legler, Krause et al. 2006). Migrating mature DCs initiate adaptive immune responses through
presentation of peripherally acquired antigens to T cells. PGE, signaling in Langerhans cells
promotes skin immune responses by supporting maturation and migration to skin-draining lymph
nodes (Kabashima, Sakata et al. 2003). Notably, initiation of skin immune responses and DC
homing is severely impaired in mice lacking the PGE, receptor EP4 (Kabashima, Sakata et al.
2003), highlighting the importance of PGE, in DC-mediated skin immunity.

The influence of hyperglycemia on inhibition of PGE, by endothelial cells and defective
maturation and function of DCs in diabetes has been reported (Jansen, van Hagen et al. ,
Kéampfer, Schmidt et al. 2005). It has been shown, as well, that during wound healing, diabetic
mouse skin exhibits a decreased capacity to produce PGE, (Syeda, Jing et al. 2012). Moreover,
diminished production of cyclooxygenase products of arachidonic acid metabolism have been
described as an abnormality of polymorphonuclear leukocytes (PMNL) in diabetes (Qvist and
Larkins 1983). In the current study, we sought to determine if such effects were responsible for
decreased skin DC actions and inefficient host defense in diabetes. Consistent with this
hypothesis, at a late time point diabetic mice maintained an open lesion, higher bacterial load, and
diminished Th17 population in the infected skin compared to nondiabetic mice.

The finding of increased apoptosis during MRSA skin infection directed us to investigate
whether efferocytosis by DCs was involved in PGE, production and Th17 differentiation during
infection. Efferocytosis induces PGE, production (Medeiros, Serezani et al. 2009) and is a
condition for restricting M. tuberculosis replication (Martin, Booty et al. 2012). In addition, it has
been shown that, in the absence of microbial signals, efferocytosis induces the differentiation of
regulatory T cells; whereas, the phagocytosis of E. coli-infected apoptotic neutrophils by DCs
induces Th17 cell differentiation (Torchinsky, Garaude et al. 2009). Thus, apoptosis during
bacterial infection has been shown to create a proper cytokine microenvironment promoted by
efferocytosis that triggers a Th17 response (Brereton and Blander 2011). Here, we extend these
findings to show that efferocytosis of MRSA-infected skin cells in a hyperglycemic environment
impairs PGE, production, which affects maturation and migration of DCs, and consequently
prevents Th17 development.

However, after efferocytosis of MRSA-IAC, we observed a specific reduction of PGE,
levels in the supernatant of BMDCs cultured in high glucose, which correlated with decreased
Ptges expression, but not COX enzymes. The possibility that high glucose might influences PGE

metabolism or other immunomodulatory prostanoid (PGI2) was excluded, since we did not detect
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any changes in the production of PGE metabolites and 6-keto prostaglandin Fla in the skin of
diabetic mice infected with MRSA. These data contrast with previous reports showing that
hyperglycemia enhances prostaglandin degradation by increasing the expression and activity of
prostaglandin transporter (PGT), leading to diminished PGE, levels and angiogenic signaling in
diabetic skin (Syeda, Jing et al. 2012). The reasons for such discrepancies are unknown, but it
could be due to differences in animal models or cells involved in the inflammatory response
during angiogenesis and infection. In addition to reduced PGE, production, decreased expression
of EP4 by BMDC s after efferocytosis under hyperglycemic conditions has been observed. This
effect may be related to the capacity of PGE, to enhance its own receptor expression, as it has
been previously shown that PGE, increases the levels of both Pgrer4 mRNA and protein
expression in monocytoid cell lines (Weinreb, Machwate et al. 2001) and bone marrow stromal
cells, pointing to a mechanism of autoamplification of PGE, action (Mori, Tanaka et al. 1996).

The fact that our results show that a high glucose environment causes similar maturation
and migration defects in BMDC from control and diabetic mice suggests that high glucose is the
sole driver of the PGE,/CCR7/Th17 axis during MRSA infection in diabetes. The role of PGE,; in
CCR?7 expression has been controversial. Recently, it has been shown that PGE, induces CCR7
receptor oligomerization, rather than expression, resulting in an efficient signaling pathway that
enhances migration (Hauser, Schaeuble et al. 2016). However, together with other soluble
mediators such as TNF-o, IL-1B, and IL-6, it has been shown that PGE, increases CCR7
expression (Scandella, Men et al. 2002). Our data showed that exogenous addition of PGE, to
medium containing high glucose restored BMDC migration to CCL19/CCL21 chemoattractants
and induced CCR7 and CD86 expression, which prompted us to investigate the in vivo effects of
PGE, treatment on host defense against MRSA skin infection in diabetes.

Because of their roles in angiogenesis and wound healing, PGE, analogs have been used
to treat patients with diabetic neuropathy (Ueno, Yamada et al. 1996). Here, we found that
diabetic mice receiving topical misoprostol treatment had decreased lesions and bacterial counts
as a consequence of improved dendritic cell migration to skin-draining lymph nodes and
enhanced Th17 immunity.

Th17-derived cytokines, such as IL-17A and IL-22, induce secretion of antimicrobial
peptides by neutrophils and keratinocytes (Minegishi 2007). We found that topical misoprostol
treatment in diabetic mice increased expression of mbd2 and mbd3 antimicrobial peptides, which
correlates with increased skin Th1l7 cells after infection. Although we did not explore the
mechanism by which misoprostol promotes higher antimicrobial peptide expression or determine

the cell source, it has been shown that keratinocytes have a stronger dependence on IL-17 for
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expression of antimicrobial peptides than do other cell types (Minegishi 2007). On the other hand,
it might be possible that misoprostol directly upregulate anti-microbial peptides expression on
keratinocytes, without a particular dependence of IL-17. Therefore, further investigations are
needed to fully elucidate the role of PGE; in the anti-microbial peptides machinery. Furthermore,
it has been shown that COX-2 activity is important for optimal production of human B-defensin 1
and 2 by human keratinocytes in vitro(Bernard and Gallo 2010). Therefore, we suggest that
improving Th17 responses in diabetic mice promotes skin host defense against MRSA via
induction of antimicrobial peptide expression. Indeed, considering the known effects of
hyperglycemia in impairing macrophage and neutrophil phagocytosis and killing, which is
associated with resistance to antibiotics, it is becoming attractive to consider endogenous
antimicrobial peptides as sources of more sustainable antimicrobial agents.

Our data show that PGE, equilibrium is a key player in skin host defense. Reduced PGE,
in diabetic skin impairs DC activation and migration to skin draining lymph nodes compromising
the development of adaptive immunity. Delayed priming of Thl responses against M.
tuberculosis in pulmonary infections has been previously demonstrated in diabetic mice, although
no association with decreased PGE, levels or dendritic cell migration were observed (Vallerskog,
Martens et al. 2010). In addition, PGE, has been shown to direct IL-23 secretion by DCs and be
crucial for Th17 development (Boniface, Bak-Jensen et al. 2009).

PGE, may have both positive and negative immune regulatory roles, showing opposite
effects depending on its concentration, microenvironment, cell type, and receptor
subtype(Stevens 1995, Aronoff and Mulla 2006, Medeiros, Peres-Buzalaf et al. 2012). It has been
previously described that PGE, affects mainly macrophages phagocytosis and killing of bacteria
and fungus(Serezani, Ballinger et al. 2008). On the other side, the effects of PGE, on
macrophage functions in the skin microenvironment are still unclear. Indeed, neutrophils and
macrophages in diabetics already havepoor phagocytosis and killing capacities, which lead to
defective bacterial clearance compared to cells from controls (Alba-Loureiro 2007, Lecube,
Pachon et al. 2011). Thus, enhancing endogenous anti-microbial machinery could be an attractive
strategy to control bacterial growth when effector functions of innate cells are impaired. Thus, the
use of PGE analog may have some limitations as well as delineating levels and mechanisms by
which PGE, improves skin host defense in diabetics may provide an avenue toward development
of an attractive therapeutic target.

In summary, our study provides evidence that PGE, production was compromised during
recognition of MRSA-IAC by DCs in a hyperglycemic environment. Moreover, topical treatment

with misoprostol improved host defense against MRSA by enhancing dendritic cell-mediated
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Th17 responses, and expression of antimicrobial peptides. Based on these results, targeting
pathways to restore PGE, balance in the diabetic skin may be a strategy to improve innate and
adaptive immune responses in diabetics skin infections. Identifying and delineating levels and
mechanisms by which PGE, improves skin host defense in diabetics may provide an avenue

toward development of an attractive therapeutic target.
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Fig. 1. Uncontrolled MRSA skin infection in diabetics correlates with decreased skin PGE,
and Th17 cells in the infected skin. (A) Control and diabetic mice were infected s.c. with
MRSA (5x10° CFU). Lesion development was monitored every other day for 7 days. (B)
Representative images of the skin of diabetic and control mice at day 7 post-infection. (C-J) Skin
biopsies were collected at day 7 post-infection and isolated cells were examined for bacterial
counts (C), expression of CD4 and IL-17A (D and E), and expression of T-bet (F) and Foxp3
(G) by CD4" lymphocytes. The lymphocyte population was gated on TCRB'CD4" cells. Levels of
PGE, (H), IL-17A (I), and IL-10 (J) were determined by ELISA in skin biopsy homogenates.

Data show mean + SEM of samples from 5-10 mice. *p<0.05 vs control.

Fig. 2. Impaired DC migration and Th17 generation in skin-draining lymph nodes of
diabetic mice. (A) Representative dot plots of the DC (CDI11¢'MHCII) population and
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histogram of the percentage of FarRed” DCs in the brachial lymph nodes of control and diabetic
mice 36 h post-infection. (B, C) Percentage and number of migrating DCs
(CD11c¢"MHCII'FarRed") in the lymph nodes. (D) Representative dot plots of the Th17 (CD4 IL-
17A") population in the brachial lymph nodes 36 h post-infection in control and diabetic mice. (E,
F) Percentage and numbers of IL-17A-producing CD4" lymphocytes. Data show mean = SEM of

samples from 5-10 mice. *p<0.05 vs control.

Fig. 3. Decreased CCR7 and MHCII expression by Langerin’ DCs in diabetic skin during
MRSA infection. (A, B) Representative dot plots of CD11¢'CD11b" and Langerin® DCs in the
skin of control and diabetic mice 18 h post-infection. (C) Percentage of Langerin” DCs in skin of
control and diabetic mice 18 h post-infection. Percentage of Langerin DCs expressing MHC 11
(D), CD86 (F), or CCR7 (H) 18 h post-infection. Intensity of staining (median fluorescence
intensity, MFI) of MHC II (E), CD86 (G), and CCR7 (I) in Langerin” DCs from diabetics and
controls 18 h post-infection. (J, K) Percentage of Langerin'CCR7" DCs and CCR7 MFI on
Langerin” DCs in the skin of naive control and diabetic mice or 18 h post-infection. Data show

mean + SEM of samples from 5-10 mice. *p<0.05 vs control.

Fig. 4. Exogenous PGE, restores CD86 and CCR7 expression in BMDCs cultured in high
glucose and incubated with MRSA-IAC. Representative histograms of expression (median
fluorescence intensity, MFI) of MHC II (A), CD80 (B), CD86 (C), and CCR7 (D). Fold change
in expression (MFI) of MHC II (E), CD80 (F), CD86 (G), and CCR7 (H) by BMDCs from
control or diabetic mice after efferocytosis of MRSA-IAC compared with inactivated BMDCs
from control or diabetic mice. The analyzed populations were gated on CD11¢'CDI11b". Data
represent mean + SEM of at least 3 independent experiments performed in triplicate. *p<0.05 vs
control 5 mM glucose, ¥p<0.05 vs control 25 mM glucose, “p<0.05 vs diabetic 5 mM glucose,

*p<0.05 vs diabetic 25 mM glucose.

Figure 5. Exogenous PGE; enhances BMDC migration in a CCR7-dependent manner after
recognition of MRSA-IAC. (A) PGE, levels in the supernatants of BMDCs + MRSA-IAC co-
cultures after 18 h determined by EIA. (B) Number of migratory BMDCs using flow cytometry
acquisition software. (C) Representative images of migrating BMDCs. Data represent mean +
SEM of at least 3 independent experiments performed in triplicate. *p<0.05 control vs 5 mM
glucose, *p<0.05 control vs 25 mM glucose, “p<0.05 diabetic control vs diabetic 5 mM glucose,

*p<0.05 diabetic control vs diabetic 25 mM glucose.
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Fig. 6. Misoprostol improves DC migration and Th17 development in skin-draining lymph
nodes in diabetes. (A) Representative histograms of the percentage of migrating DCs in the
brachial lymph nodes of MRSA infected control or diabetic mice treated or not with misoprostol.
(B) Representative dot plots of the percentage of Foxp3 and IL-17A expressing T lymphocytes in
the brachial lymph nodes of control and diabetic mice treated or not with misoprostol. (C)
Percentage of migrating DCs (CD11c+FarRed+) in the brachial lymph nodes. The percentage of
intracellular IL-17A (D), Foxp3 (E) and IFN-y (F) producing TCRB'CD4" T lymphocytes
determined by FACS analysis. Data show mean = SEM of samples from 5-10 mice. *p<0.05 vs

control and "p<0.05 vs untreated diabetic.

Fig. 7. Topical misoprostol decreases MRSA-skin infection in diabetics. (A) Lesion and
abscess size are represented by affected area in mm’ as described in Materials and Methods. (B)
Bacterial load determination in the skin of diabetic mice treated or not with misoprostol at day 7
after infection. (C) Representative dot plots of the percentage of Foxp3 and intracellular IL-17A
expressing T lymphocytes determined by FACS analysis. Percentage and number of IL-17A (D,
E), Foxp3 (F, G), and IFN-y (H, I) expressing TCRB'CD4" lymphocytes determined by FACS
analysis. mRNA expression of fS-defensinl (J), p-defensin2 (K), p-defensin3 (L), p-defensind
(M), p-defensin 5 (N) and Cramp (O). Results represent mean £ SEM of samples from 5-10 mice.

*p<0.05 vs control, “p<0.05 vs untreated diabetic.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 6
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Figure 7
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Supplementary Information
Sup. Fig. S1
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Figure S1. Diabetic mice exhibit a persistent neutrophil recruitment to the affected skin

during MRSA infection. (A) Percentage of neutrophils in the naive skin of control and diabetic

mice determined by FACS analysis. (B) Percentage of neutrophils in the infected skin of control

and diabetic mice 18 h post MRSA infection determined by FACS analysis. (C) Percentage of

neutrophils in the infected skin of control and diabetic mice 7 d post MRSA infection determined

by FACS analysis. Data show mean + SEM from 5-10 mice. *p<0.05 vs control.
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Sup. Fig. S2
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Figure S2. MRSA infection induces apoptosis in the infected skin of control and diabetic

mice and in a human neutrophil-like cell line in vitro. (A, B, C) Representative dot plots of

apoptotic cells stained with 7-AAD and Annexin V, and (D) percentage of early (Annexin-V")

and late apoptosis (Annexin-V" 7-AAD") and necrosis (7-AAD") in naive and infected skin of

control and diabetic mice after 18 h and 7 d of MRSA infection determined by FACS analysis.

(E) Representative dot plots showing basal apoptosis in neutrophil-like HL-60 cells. (F) Number

of apoptotic cells after 18 h of MRSA infection and (G) number of apoptotic cells after 4 h

MRSA infection and UV irradiation. Representative dot plots of 3 independent experiments.

*p<0.05 vs naive control and diabetic. “p<0.05 vs 7d control (late apoptosis).
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Sup. Fig. S3
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Figure S3. High Glucose does not influence BMDC phenotype after recognition of MRSA-
IAC. (A) Percentage of CD11b"CD11c” BMDCs after 7 days of differentiation in 5 mM or 25
mM of glucose. Expression of CD86 (B), CD80 (C), MHC II (D), and CCR7 (E) analyzed by
FACS on BMDCs at day 7 of differentiation. (F) CD11b CDI11c -mediated efferocytosis of
CFSE labeled MRSA-IAC (1:3 ratio) for 18 h in 5 mM or 25 mM glucose. (G) Representative
histograms showing percentage of CFSE'CD11b"CD11¢” BMDCs. Quantification of (H) IL-6,
(I) TGF-B, and (J) IL-1P levels in supernatants of BMDCs incubated or not with MRSA-IAC for
18 h determined by ELISA. (K-N) Representative dot plots of the expression of IL-17A by T
lymphocytes differentiated with supernatants from co-cultures of BMDCs with MRSA-IAC. Data
are mean £ SEM (A-F; H-J), representative histograms (G) or representative dot plots (K-N) of 3

independent experiments.
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Sup. Fig. S4

A

2004

~
a

Cox1 mRNA (Relative unitsx104)
(3.
o

N
<

[Glucose] -
5mM
25mM

[ Control
[l Diabetic

)

w
=3
=3
o

7] Control
[l Diabetic

NN
S a
S ©
S o

-
a
=]
@

Ld

Cox2 mRNA (Relative unitsx104
= w

[Glucose]
5mM + -+

+ 25mM -+ -

D

1.5

1.0

EP1 mRNA (Relative unitsx104)

[Glucose] 0.0-
5mM
25mM

[ Control
[l Diabetic

n
a
o
o

» -] ©
o o o

EP2 mRNA (Relative unitsx10-)
N
o

[Glucose] 0-
5mM
25mM

[ Control
[l Diabetic

CABO-
bR [ Control
*x H Diabetic
8
L E 60
=
e
K #
i40- * *
B
o 0,
£ 20 $ %
[}
o
2
I
[Glucose] 0
-+ 5mM o+ - 4 -+ - -
+ -+ 25mM - + -+ -+ -+
BMDC+IAC BMDC BMDC+IAC
:FZO- [ Control
© | Diabetic
%
E151
=
@
2
©
310
€
<
z
£ 51
P
w
[Glucose] o-
5mM T S
25mM -+ - 4 -+ -+
BMDC BMDC+IAC
G 80
§ | Control
E [l Diabetic
2
£ 60
3
2
3 40
€
s * M #
[y *
3 20
<
o
[}
[Glucose] 0-
5mM + - o+ - + - o+ -
2BmM -+ -+ -+ -4
BMDC BMDC+IAC

Figure S4. High glucose inhibits PGE, synthase (Ptges) expression. (A) Cox-1, (B) Cox-2, (C)
Ptges, (D) Ptgerl, (E) Ptger3, (F) Ptger2, and (G) Ptger4 mRNA expression by BMDCs from

control or diabetic mice co-incubated or not with MRSA-IAC (1:3 ratio) for 18 h in 5 mM or 25

mM glucose determined by real time PCR. Data represent mean = SEM from 3-5 individual

experiments, each performed in triplicate. $p < 0.05 vs BMDC control SmM. %p < 0.05 vs
BMDC diabetic SmM. *p < 0.05 vs BMDC+IAC control 5SmM. #p < 0.05 vs BMDC+IAC
diabetic 5SmM.
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Sup. Fig. S5
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Figure SS5. Ptges expression is decreased in diabetic skin after MRSA infection. (A) At
different time points post-infection the expression of Ptges mRNA was analyzed in the skin of
control and diabetic mice by qPCR. (B, C) Levels of PGE metabolite and 6-keto prostaglandin
Fla were quantified in the naive skin of control and diabetic mice as well as at 48 h and 7 d post-

infection. Data show mean + SEM from 2-4 mice.

Sup. Fig. S6
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Figure S6. Hyperglycemia does not modulate TGF- and IL-6 levels in the skin. (A, B)
Levels of IL-6 and TGF-p were determined in the skin of control and diabetic mice at 18 h post-

infection. Data show mean + SEM from 4-5 mice.
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Sup. Fig. S7
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Figure S7. Misoprostol treatment enhances p-defensin 3 production. Levels of B-defensin 3
were quantified by Elisa in the naive skin of control and diabetic mice, and in the skin of control,
diabetic and diabetic treated with topical misoprostol mice at 7 d post-infection. Data show mean

+ SEM from 4-5 mice. “p<0.05 vs control naive skin. “p<0.05 vs diabetic naive skin.
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