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2 - Resumo e palavras chave

As infecgdes do tracto urinario (ITU) podem atingir toda a sua extensdo, desde
o parénquima renal até a uretra, passando pelo bacinete, ureteres e bexiga. Tém
habitualmente etiologia bacteriana (a E. coli uropatogénica esta envolvida em 80%
dos casos) sendo, actualmente, uma das principais infecgdes ndo epidémicas que
afecta humanos, condicionando mortalidade e morbilidade significativas (hipertensao
arterial e doenca/ insuficiéncia renal crénica, por exemplo).

O tracto urindrio ndo possui barreiras fisicas como células ciliadas ou
produtoras de muco. Ainda assim, a urina €, habitualmente, um liquido estéril. Esta
questdo tem suscitado interesse no estudo da imunidade inata e adquirida do tracto
urinario, tendo-se tornado num dos modelos mais estudados da actualidade.

Os Toll-like receptors (TLR) s@3o um importante componente da imunidade
inata das vias urinarias. O seu numero varia de espécie para espécie, sendo
conhecidos pelo menos 10 tipos diferentes de TLR em humanos, cada um deles com
capacidade para identificar um ligante especifico. A ligagdo entre TLR e ligante
desencadeia uma cascata de sinalizagdo intracelular que culmina com a activacao da
imunidade celular (recrutamento de neutrofilos) e a libertacdo de mediadores
inflamatérios, como citocinas, defensinas, peptideos bactericidas e proteinas do
complemento. O TLR4, assume preponderancia na resposta imune do tracto urinario,
uma vez que reconhece fragmentos de lipopolissacarideos (LPS) constituintes da
parede celular das bactérias Gram negativas.

A proteina de Tamm-Horsfall (uromodulina), produzida na por¢do espessa do
ramo ascendente da ansa de Henle, ¢ a proteina mais abundante da urina dos
mamiferos. O seu papel na imunidade do tracto urindrio era até ha poucos anos

desconhecida. Hoje sabe-se que tem um importante papel no desencadear da resposta
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imune inata (através da activagdo do complemento e de células dendriticas), bem
como na modula¢dao da imunidade adquirida, através de um mecanismo dependente
do TLR4. O conjunto destas respostas que visa a eliminacdo das bactérias pode,
contudo, provocar lesao renal.

O conhecimento mais aprofundado dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de ITU podera vir a permitir saber que grupos populacionais
estardo em maior risco, melhorar os métodos de diagnodstico, bem como as armas
terapéuticas para este tipo de infec¢do, podendo a modulacdo da imunidade do tracto
urinario através de ligantes especificos de determinados TLR vir a ser uma
alternativa viavel para combater as ITU.

Este trabalho faz uma revisao bibliografica, visando esclarecer os mecanismos

de interacgao bactéria-hospedeiro, imunidade inata e adquirida no tracto urinario.

Palavras chave: Infec¢do urindria, Toll-like receptor, proteina Tamm-Horsfall,

E. coli uropatogénica, Proteus mirabilis, imunidade inata, imunidade adquirida.

Pedro Crespo - Janeiro de 2010 5/45



Imunidade Inata e Adquirida no Tracto Urinario

3 - Métodos

Foi efectuada uma pesquisa na PubMed usando as palavras-chave “urinary tract
infection”, “innate and adaptive immunity in urinary tract”, “toll-like receptors”,
“Tamm-Horsfall Protein” tanto de forma isolada como cruzando umas com as outras.
Foi ainda utilizada a MeSH database para refinar a pesquisa.

Uma segunda pesquisa utilizando os mesmos termos foi feita através do sitio da
internet www.scirus.com. Neste caso foram também cruzados os termos em pesquisas
avancadas.

Por tultimo, foi feita uma pesquisa no Up To Date® usando as mesmas palavras-
chave.

Dos resultados da pesquisa, seleccionaram-se os artigos considerados mais
relevantes para o tema em questdo, dando primazia aos publicados nos ultimos cinco

anos.

Pedro Crespo - Janeiro de 2010 6/45



Imunidade Inata e Adquirida no Tracto Urinario

4 - Introducao

4.1 - Infeccoes Urinarias

4.1.1 - Definicao

Infecgdo ¢ uma “invasdo de um organismo por um agente estranho (seja ele uma
bactéria, virus, fungo ou parasita) capaz de nele se multiplicar e o conjunto das
modificagdes patologicas que dai podem resultar” (Manuila, Manuila, Lewalle, &
Nicoulin, 2004). Paralelamente surge a definicido de contaminagdo, que ¢ um
processo semelhante ao da infec¢do, mas do qual nao resulta qualquer modificagao
patologica no organismo invadido.

Infecgdo do tracto urinario (ITU) serd a que atingir qualquer um dos seus
constituintes: rim, bacinete, ureter, bexiga, uretra ou combinagdes destes. A bexiga ¢

o oOrgao mais frequentemente envolvido, dando origem a sintomatologia

caracteristica: distria, frequéncia, urgéncia, dor supra-pubica e/ ou hematuria.

4.1.2 - Dados epidemioldgicos

As ITU sd3o a infec¢ao bacteriana ndo epidémica mais comum em humanos
(Weichhart et al. 2005), sendo responsaveis por cerca de 7 milhdes de consultas por
ano, s6 nos EUA, sendo que, no mesmo intervalo de tempo, em cerca de 300.000
ocasioes se chegou ao diagnostico de pielonefrite. Estima-se que no mesmo pais
ocorram cerca de 4 milhdes de ITUs em gravidas, com o potencial de morbilidade
que isso acarreta tanto para a mae como para o feto.

Segundo um estudo sueco, 7,8% das mulheres e 1,6% dos homens em idade
escolar ja tiveram uma ITU sintomadtica, at¢ aos 10 anos pelo menos 3% das
mulheres e apenas 1,1% dos homens. Conclui ainda este estudo que 50-60% das

mulheres adultas tiveram uma ITU durante a vida. (Hooton & Stamm, 2009)
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Na populagdao de mulheres sexualmente activas a incidéncia ¢ superior a 0,5
episodios por ano. 20-30% delas tém infecgdes recorrentes, a uma taxa de 2-3 por
ano, com necessidade de antibioterapia.

Estima-se que em média, cada episodio de ITU em mulheres jovens leve a: 6,1
dias de sintomas, 2,4 dias de actividade restrita, metade dos quais sem trabalhar e 0,4
dias de restri¢cao ao leito.

Um numero muito reduzido de homens entre os 15 € os 50 anos tém ITUs ndo
complicadas, sendo que ITUs sintomaticas ocorrem apenas 5 a 8 vezes por ano por
10.000 homens neste grupo etario.

A menor incidéncia de ITUs em homens do que em mulheres ¢ justificada em
parte por: colonizacdo menos frequente em torno da uretra (ambiente peri-uretral
menos humido que nas mulheres), uretra mais comprida, substancias anti-bacterianas
no fluido prostatico.

O agente etioldgico mais frequentemente identificado ¢ a Escherichia coli
uropatogénica (UPEC), sendo responsavel por 80 a 85% dos casos de infecgao
urindria. O segundo agente mais comummente associado a estas infec¢des € o
Proteus mirabilis. Os factores que propiciam a sua invasao do hospedeiro serdo
abordados mais adiante.

Uma vez que sao uma causa comum da utilizacdo de antibidticos, as infec¢des
do tracto urinario promovem um aumento da ocorréncia de resisténcias a estes

preciosos farmacos.
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4.1.3 - Bacteriuria assintomatica vs ITUs simples vs ITUs complicadas

A urina € um meio normalmente estéril podendo, contudo, transformar-se num
bom meio de cultura para os invasores (habitualmente bactérias), que ndo sejam
eliminados.

Entende-se por bacteriuria assintomatica, o isolamento de uma determinada
quantidade de bactérias numa amostra de urina colhida de forma correcta a um
individuo sem sinais ou sintomas de infeccdo urindria (Fekete & Hooton, 2008),
sendo este estado mais comum em mulheres que em homens.

A bacteriuria assintomatica requer uma abordagem delicada, s6 devendo ser
tratada em situagdes muito particulares: em gravidas e em doentes sujeitos a
intervengdo urologica em que seja previsivel o sangramento de mucosas. Nao se deve
fazer o tratamento da bacteriiria assintomatica nos seguintes casos: mulheres,
diabéticos, idosos, residentes em lares ou pacientes com lesdo espinhal ou
cronicamente algaliados. A bacteritria ¢ habitualmente transitoria e tem tendéncia a
resurgir apos conclusao do tratamento, com a agravante de predispor ao aparecimento
de resisténcias antibidticas. Evitar o tratamento desnecessario ¢ fundamental para
evitar o surgimento destas resisténcias. (Fekete & Hooton, 2008)

As complicagdes mais relevantes que podem surgir no contexto de uma
infeccdo urindria sdo: pielonefrite, sépsis, abcesso renal, obstru¢cdo urinaria e
insuficiéncia renal. Nos casos em que estas ndo surjam no decurso de uma infecgdo
urinaria esta diz-se simples.

Um tracto urinario sem alteracdes anatomicas ou funcionais torna mais dificil o
surgimento de complicacoes.

Embora se apresentem com uma clinica semelhante a das ITUs em mulheres,

por estarem habitualmente associadas a alteragdes anatomo-funcionais (obstrugdo por
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prostata hiperplésica, sequelas de intrumentacdo, refluxo, alteracdes do colo da
bexiga ou disfungdo neuromuscular) todas as ITUs em homens sdo consideradas
complicadas, o que motiva um periodo de tratamento mais longo do que em
mulheres. Ainda assim, hd um pequeno grupo de homens entre os 15-50 anos que
tem infeccdes urindrias simples. Alguns factores que devem fazer suspeitar desta
hipotese de diagnostico sdo: sexo anal insertivo, relacdes sexuais com mulheres com
ITUs e auséncia de circuncisdo. (Hooton & Stamm, 2008)

Na tabela I enumeram-se alguns factores sugestivos de infec¢des urinarias

complicadas, tanto em homens como em mulheres.

Factores sugestivos de ITU complicada
AlteragOes anatomicas ou urinarias do tracto urinario
Algaliagdo
Instrumentacéo recente do tracto urinario
Gravidez
Idade avangada
Infeccoes associadas aos cuidados de saude
Antibioterapia recente
Sintomas iniciais com mais de 7 dias de duragao
Diabetes mellitus ou imunodepressao

Historia de ITUs na infancia

Tabela I - Factores sugestivos de ITU complicada

A algaliacao ¢ um dos factores de risco para ITUs que pode ser evitado. Pela
sua importancia e utilidade, deve ser usada criteriosamente, quando estritamente
necessario ¢ pelo menor periodo de tempo possivel. Estudos feitos em doentes
algaliados cronicamente, detectaram a presenga de uma flora polimicrobiana, que
mudava duas a trés vezes por més (Fekete, 2008), variando a bacteritria
proporcionalmente com a duracdo da algaliacdo. Este facto ndo deve motivar a

antibioterapia profilatica destes doentes.
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4.2 - Principais factores de agressividade das bactérias causadoras de ITUs.

Em condic¢des normais, o tracto urinario ¢ um meio estéril, com excepg¢ao para a
porcdo terminal da uretra.

A infec¢ao do tracto urinario € um Optimo modelo para estudo da interac¢do
bactéria-hospedeiro, ndo sé por ser uma patologia muito comum, mas também por ser
possivel isolar o invasor, estudar a sua carga genética. E ainda possivel obter amostras
de epitélio do hospedeiro e de células inflamatoérias envolvidas no processo imune.
Estes estudos permitem identificar factores de agressividade de bactérias e factores
que tornam algumas formas de defesa do hospedeiros um sucesso. Posteriormente ¢
ainda possivel avaliar-se a resposta do hospedeiro a infeccao através da colheita de
urina.

A susceptibilidade as ITUs varia muito dentro de uma populagdo, mas a base
dessa susceptibilidade nao ¢ ainda completamente conhecida.

A adesdo de bactérias as células uroteliais constitui o primeiro fenomeno do
processo de invasdo bacteriana, sendo um importante indicador da agressividade
bacteriana. Este processo ¢ sobretudo importante em condigdes anatomicas normais.

As ITUs estdo associadas a capacidade das bactérias aderirem e colonizarem o
intestino (principal reservatorio de bactérias envolvidas nas ITUs), o perineo, a uretra,
a bexiga, sistema pielo-calicial renal e/ ou o intersticio renal.

Neste capitulo irei abordar os processos que as bactérias utilizam para escapar
aos mecanismos imunes do hospedeiro. Vou apenas referir-me as duas espécies mais
comummente associadas as ITUs, a Escherichia coli (E. coli) e o Proteus mirabilis
(P. mirabilis).

Enquanto que os factores de viruléncia da E. coli sdo os principais responsaveis

pela sua progressao através do tracto urinario, os factores de viruléncia de P. mirabilis
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podendo provocar ITUs, sdao particularmente importantes na formagao de calculos de
estruvite. (Meyrier, 2007)

Devido a carga eléctrica das Enterobacteriaceae ser negativa e semelhante a do
urotélio, se ndo existissem sistemas de aderéncia, esta ndo ocorreria. As fimbrias
permitem ligacdo irreversivel a membrana celular do urotélio através de adesinas,

sendo a sua ligacao fortalecida pela carga eléctrica e pela hidrofobicidade.

4.2.1 - E. coli

A E. coli ¢ uma bactéria pertencente a familia das Enterobacteriaceae, uma
grande e heterogénea familia de bacilos gram negativos. Trata-se de uma bactéria
anaerdbia facultativa, que faz parte da flora comensal do tracto intestinal dos
humanos.

A origem das E. coli responsaveis por ITUs ndo complicadas ¢ a flora intestinal
(infec¢dao enddgena), com posterior colonizagdo da regido vaginal, atingindo, por via
ascendente a bexiga e, por vezes, 0S rins.

Possui alguns factores de agressividade caracteristicos da familia (Fig.1) a que
pertence e outros que lhe sdo especificos. Os associados a todas as
Enterobacteriaceae sao: producao de endotoxinas, existéncia de capsula, variacao da
expressao de antigenes de superficie, sequestro de factores de -crescimento,

resisténcia a antibioticos e resisténcia a eliminacao sérica. (Murray et al., 2002)
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Flagella (H anfigen)

Capsule (K or Vi anfigen)

Lipopolysaccharide (LPS) or
endotoxin

— O polysaccharide
— Polysaccharide core
Lipid A

e

Outer membrane

Periplasmic space
Lipoprotein
Peptidoglycan

Inner membrane

Fig.1 - Factores de agressividade das Enterobacteriaceae. (Murray et al., 2002)

Os factores de agressividade especificos da E. coli dividem-se em duas grandes
categorias: as exotoxinas (por exemplo, hemolisina) e as adesinas (por exemplo,
fimbrias P). As exotoxinas produzidas pelas E. coli sao muito variadas e muito
importantes na patogénese das doencas que estas bactérias provocam. Por exemplo a
hemolisina ¢ particularmente importante para a ac¢ao das E. coli uropatogénicas
(UPEC). As adesinas existentes na parece bacteriana e nas suas fimbrias, permitem a
estas bactérias aderir as células dos epitélios que invadem, nomeadamente o urinario
ou o intestinal, resistindo aos mecanismos de eliminacdo de bactérias que os
hospedeiros tém, como o fluxo urindrio e a mobilidade intestinal, respectivamente.

As UPEC estao fortemente associadas a certas entidades nosoldgicas, como
meningites, gastroenterites e sépsis, para além das [TUs. Correspondem a 20-30% da
flora fecal, 50-60% das estirpes causadoras de cistite, 75-100% das causadoras de
pielonefrite e urosépsis, estando ainda envolvidas em 30% dos casos de bacteridria
assintomatica. Por outro lado, mulheres com ITUs complicadas (associadas a

algaliacdo ou anormalidades uroldgicas), sdo habitualmente infectadas por estirpes

Pedro Crespo - Janeiro de 2010 13/45



Imunidade Inata e Adquirida no Tracto Urinario

sem as caracteristicas das UPEC e que desenvolvem infec¢do maioritariamente por
existirem défices imunitarios nos hospedeiros. (Stamm, 2006)

Tendo em conta o ja referido e fazendo uma abordagem mais generalista, os
factores de agressividade das UPECs podem-se dividir em 2 grandes grupos, as
estruturas de superficie (fimbria ou pili, flagelos, capsula de polissacarideos,
lipopolissacarideos) e as proteinas segregadas (hemolisinas, citotoxinas e proteinas
ligantes de ferro - sideroporos).

As hemolisinas induzem a formagdo de poros na membrana celular. A
aerobactina, um sideroporo, tem um papel fundamental para o in-take de ferro no
ambiente sideropénico do tracto urinario. (Meyrier, 2007)

As UPECs possuem 5 tipos diferentes de fimbrias, sendo as mais importantes as
P (ou pap de pyelonephritis associated pili) e as Tipo I (ou Fim).

As fimbrias tipo I estdo presentes em quase todas as estirpes de E. coli e ndo
apenas nas uropatogénicas Nao estando epidemiologicamente ligadas as ITUs, a
expressao dos seus genes ¢ induzida imediatamente apos a entrada na bexiga, sendo
importantes na manuten¢ao da infeccdo e na exacerbacdo da resposta inflamatoria a
infeccdo através de febre mais alta, maior duragdo da doenca, mais rapida instalagdo
da mesma e leucocitose mais elevada. (Meyrier, 2007)

A FimH ¢ uma adesina, existente na extremidade das fimbrias tipo I, que se liga
a uroplaquina da superficie do epitélio da bexiga. Os mutantes FimH negativos ndo
provocam infec¢do em modelos animais de ITU. (Stamm, 2006)

As consequéncias da interaccdo da UPEC através da FimH sdo a adesdo
bacteriana, a inducao da esfoliacdo urotelial e a internalizagdo de organismos para

formar coldnias bacterianas intracelulares.
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As fimbrias P, estdo associadas as estirpes causadoras de pielonefrites e
urosépsis. A ligagcdo ao epitélio ¢ feita entre a adesina PapG e meios de digalactose
envolvidos em glicosfingolipidos existentes no urotélio, o que leva a secregao de IL-
6 e IL-8 pelo urotélio. A secre¢do destas citocinas também ¢ induzida pelos
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos, que se ligam aos TLR4 do epitélio. A adesina
PapG esta associada ao inicio das pielonefrites, provavelmente por maior densidade
do epitélio renal em glicosfingolipidos. (Stamm, 2006)

Em modelos animais as UPEC conseguiram provocar o seu uptake pelas células
uroteliais, promovendo a formagao de colonias intracelulares. Com a multiplicagao
das E. coli a ser feita a cada 30 minutos, o crescimento intracelular destas
comunidades ¢ rapido, havendo a possibilidade de saida de bactérias para infectar
c€lulas vizinhas ou para o fluxo urinario.

As UPECs tém ainda a capacidade de se apresentarem como longos filamentos
nao septados de bactérias, que podem resistir a fagocitose.

Segundo Walter E. Stamm, os factos referidos nos dois ultimos paragrafos
constituem um novo paradigma para a justificacdo da recorréncias das ITUs. As
UPECs ligam-se ao urotélio, invadindo as suas células superficiais, formando
colénias intracelulares e, eventualmente, biofilmes com capacidade de evasdo as
respostas do hospedeiro. Estas colonias, mesmo estando quiescentes, formam um
reservatorio que pode originar infecgcdes posteriores por fluxo de bactérias ou
formacdo de filamentos de bactérias, que desta forma saem das células uroteliais. O
uptake das UPEC pelo urotélio ¢ um processo FimH dependente e a sua velocidade
depende do hospedeiro. Este processo providencia as UPEC uma forma nao so de
escapar a ac¢ao das defesas do hospedeiro como também a acg¢do de antibioticos,

promovendo infec¢des recorrentes.
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E importante salientar que este modelo ¢ conhecido de estudos em ratos, néo se
conhecendo ainda resultados conclusivos em humanos.

Um estudo de Ann Stapleton demonstrou que as mulheres ndo secretoras de
antigenes do grupo sanguineo possuiam, no epitélio vaginal, uma elevada quantidade
de gangliosideos aos quais as fimbrias P se ligavam, ao passo que as ndo secretoras
ndo os apresentavam. Além do epitélio vaginal, estes gangliosideos também foram
identificados a nivel do epitélio renal das mesmas mulheres, o que pode estar por tras
do risco mais elevado para ITUs ndo complicadas destas mulheres. Em mulheres com
historia de ITUs recorrentes ou pielonefrites, € mais comum haver antecedentes
familiares de ITUs (maes ou irmas) do que naquelas sem ITUs. Estes factos sugerem
que possam haver mecanismos que justifiquem uma predisposicao hereditaria para as
ITUs recorrentes. (Stamm, 2006). O mesmo autor, juntamente com outros
investigadores, esta a fazer um estudo em que acompanha uma coorte de mulheres,
para avaliar a taxa de recorréncia de infec¢des, determinar as caracteristicas de
agressividade das estirpes infectantes, verificar quais os mecanismos da imunidade
inata do hospedeiro activados e tentar identificar biofilmes de UPECs nas células
uroteliais exfoliadas.

Outro grupo estava a desenvolver um estudo que comparava mulheres com
ITUs recorrentes e/ ou pielonefrites com um grupo controlo, procurando identificar
alteragdes em genes especificos, como de TLRs, receptores de quimiocinas (CXCRI1
e CXCR2) e de interferao gama. Estes estudos podem vir a trazer um melhor
entendimento das ITUs recorrentes e ajudar a delinear novas medidas de prevengao
das mesmas.

Como conclusdo, pode-se referir que os mecanismos descritos podem permitir

as UPECs escapar a ac¢do de leucdcitos, a secrecdo de quimiocinas e citocinas e
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ainda a esfoliacdo celular. As colonias intracelulares podem ser responsaveis por
recorréncias de ITUs, o que leva a repensar como estas sdo vistas do ponto de vista

clinico.

4.2.2 - Proteus mirabilis.

Como a E. coli , o Proteus mirabilis (P. mirabilis) ¢ uma bactéria pertencente a
familia das Enterobacteriaceae, possuindo os factores de agressividade caracteristicos
desta familia ja apresentados anteriormente (Fig.1).

A ITU ¢ a patologia mais frequentemente causada por P. mirabilis (Murray et
al., 2002).

O factor de agressividade mais importante e que mais distingue esta bactéria ¢ a
producao de urease, que hidroliza a ureia em amonia e dioxido de carbono. A amodnia
combina-se com hidrogénio e forma amoniaco. A reducdo da concentracao de ides de
hidrogénio leva a alcalinizagdo da urina que, por sua vez, favorece a precipitagao de
carbonato, fosfato e magnésio com subsequente formacao de célculos de estruvite. Os
calculos além de estruvite contém bactérias, matriz proteica e leucocitos, factores que
favorecem a perpetuacao da infeccdo e a estase, o que propicia a multiplicacdo de
bactérias. Além da urease o P. mirabilis segrega proteases de IgA, que vao diminuir a
eficacia destas imunoglobulinas protectoras da mucosa.

Apesar de existir uma grande diversidade seroldgica, ndo ha nenhuma que se
associe especificamente com as ITUs.

A nivel de adesdo, o P. mirabilis tem pelo menos 4 tipos diferente de fimbrias,
dos quais apenas 2 sdo indispensaveis para a indugao da infeccao. Umas (MR/P) para

infec¢des da bexiga e rim e outras (PMF) para bexiga. Por outro lado, e em contraste
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com a E. coli, a presenca de fimbrias pode também contribuir para a diminui¢ao da

agressividade de P. mirabilis, por facilitar a sua fagocitose. (Meyrier, 2007)
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5 - Imunidade do trato urinario

5.1 - Consideracoes gerais

As superficies mucosas estdo na fronteira entre o hospedeiro e o ambiente e sdo
a primeira barriera para potenciais patogenes.

Este papel de defesa ¢ particularmente importante na mucosa do tracto GI,
pulmonar e urindrio. Nestes tecidos/ 6rgaos, as células das mucosas t€ém de cumprir
um papel de defesa para além do seu papel fisiologico.

O tracto urinario ndo possui cé€lulas especializadas na sua protec¢cdo. Nao tem
células ciliadas nem células produtoras de muco como tem, por exemplo, o tracto
respiratorio. Ainda assim, ¢ um meio estéril. Nos Ultimos anos, tém sido feitos
inimeros estudos para tentar compreender melhor os mecanismos envolvidos na
defesa do organismo contra os agentes agressores.

No passado, a importancia primordial no processo inflamatorio era dada aos
linfocitos, macrofagos e neutrofilos das mucosas e a agressividade dos seus sub-
produtos sobre a integridade da membrana. Actualmente, a importancia recai sobre o
epitélio propriamente dito e a sua capacidade de neutralizar as ameagas microbianas.
Os epitélios ndo sdo meros observadores nem alvos do processo que culmina com a
inflamacdo das mucosas, mas sim um participante central e fundamental
desencadeador de todo o processo. (Gribar et al., 2008)

O epitélio tem um papel activo na defesa do hospedeiro contra o invasor,
nomeadamente em dois aspectos: secrecdo de citocinas e quimiocinas, com
subsequente recrutamento de leucocitos para a mucosa e ainda através da esfoliagao
das células infectadas, por forma a eliminar as bactérias nelas contidas. Como referido

anteriormente, o epitélio nem sempre ¢ eficaz a eliminar totalmente a agressao
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bacteriana, conseguindo estas invadir as c€lulas e evadir das respostas do hospedeiro,
formando coldnias intracelulares.

Por forma a compreender a patogénese da resposta inflamatéria das mucosas ¢
necessario definir os receptores e as vias de sinalizacdo que medeiam a resposta
inflamatoria.

O sistema imune inato do tracto urindrio ¢ formado por um conjunto de
receptores e moléculas de sinalizagdo associadas

O sistema inato ¢ formado por receptores reconhecedores de padrdes, como os
TLRs, os NOD-like receptors (NLRs), RIG-like receptors (RLRs), lectinas do tipo C.
Fazem ainda parte deste sistema as moléculas de sinalizacdo associadas a estes
receptores. Estes elementos existem tanto em leucocitos como em células epiteliais,
ndo sO no tracto urinario como em todo o organismo. O papel destes receptores na
sinalizagdo inflamatoria dos leucocitos também tem sido alvo de grande quantidade
de estudos.

O sistema imunitario adquirido, existe apenas em vertebrados e implica a
criacdo de respostas dirigidas a um factor agressor especifico. A sua resposta ¢
mediada por linfocitos e anticorpos, podendo ser mais vigorosa ou suprimida a cada
exposicao ao patogene desencadeador, dependendo dos episddios anteriores de
exposicao a esse (e outros) patogenes e ainda das condi¢des do hospedeiro.

O sistema imunitario inato ¢ muito importante, sendo vejamos. O nosso
organismo leva cerca de 12 horas a desenvolver uma resposta imune adquirida/
adaptada para determinado microorganismo, ao passo que OS Mmicroorganismos se
podem multiplicar a cada 20 minutos. Caso ndo houvesse defesas inatas, no momento

em que as defesas adaptadas estivessem desenvolvidas, j& o processo infeccioso
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estaria completamente instalado. Além disso, tém um papel importante na activacao e
modula¢do da imunidade adquirida.

Nesta parte do trabalho irei falar dos TLR, da Proteina de Tamm-Horsfall
(THP) e da forma como estes se articulam na modulagdo da imunidade inata e
adquirida no tracto utinario. Particular atencdo serd dada ao TLR4, uma vez que ¢ um
dos principais intervenientes na interac¢ao hospedeiro-agressor a nivel do tracto

urinario.

5.2 - Toll-like Receptors (TLR)

5.2.1 - O que sao?

Os Toll-like receptors sao moléculas de superficie das células eucaridticas que
detectam e respondem a infec¢ao microbiana.

O seu nome surge da homologia com a molécula Toll da Drosophila,
componente dos mecanismos de defesa antifungica daquela mosca. Ja existia nos
invertebrados e foi conservado ao longo da evolucgao.

Das moscas aos mamiferos, os TLRs providenciam uma primeira linha de
defesa, estando envolvidos no desenvolvimento de doengas infecciosas ¢ auto-imunes.

Pertencem a wuma classe de moléculas conhecidas como receptores
reconhecedores de padrdes (PRR de pattern recognition receptors). Os seus ligantes
sdo componentes de microrganismos patogénicos comummente chamados de padroes
moleculares associados a patogenes (PAMP de pathogen-associated molecular
patterns).

Fazem parte de um sistema de imunidade inespecifica ou inata, significando isto

que a resposta a sua activacao € igual durante toda a vida e ocorre da mesma forma,
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sempre que exista exposicdo ao mesmo PAMP. Em contraposicao, a resposta imune
adquirida sofre alteragdes durante o tempo de vida do hospedeiro.

Os TLR desempenham um papel importante no reconhecimento de
componentes microbianos derivados de organismos como fungos, bactérias, virus ou
protozodarios e ainda no reconhecimento de outros elementos nao pertencentes (do
inglés non-self) ao organismo.

Nos vertebrados, os TLRs além de terem papéis na imunidade inata, modulam
mecanismos com profundo impacto na formagao da resposta imune especifica.

Espécies diferentes tém numeros e tipos diferentes de TLRs.

Nos mamiferos ha pelo menos 11 tipos diferentes (Khan, et al., 2009), tendo o
TLR4 sido o primeiro TLR a ser identificado.

Todos os TLR, do TLR1 ao TLRY sao muito semelhantes em humanos ¢ ratos,

enquanto que o TLR 10 ¢ funcionante em humanos mas ndo em ratos.

5.2.2 - Que estrutura tém?

A estrutura de todos os TLRs ¢ semelhante (Fig. 2). Possuem um dominio extra-
celular reconhecedor de ligandos, que contém repetigdes ricas em leucina (LRR de
leucin-rich repeats), um dominio transmembranar ¢ um dominio citoplasmatico
(sinalizador) que ¢ homodlogo ao receptor da Interleucina 1 e que ¢ chamado Toll/IL-1
receptor (TIR).

O TLR4 necessita da presenga das moléculas MD2 e CDI14 para o
reconhecimento do seu principal ligante, os LPS das bactérias Gram negativas. O
MD?2 esta associado ao dominio extra-celular do TLR4 e potencia a activagdo de
moléculas adaptadoras intra-celulares provocada pelo LPS, ao passo que o CD14 esta

associado ao TLR4 na sinalizacdo do estimulo desencadeado pelo LPS. Associa-se

Pedro Crespo - Janeiro de 2010 22/45



Imunidade Inata e Adquirida no Tracto Urinario

ainda a proteina ligadora de LPS (LPSBP ou LBP de LPS binding protein), o que
forma um conjunto complexo com vdrias proteinas para poder fazer uma sinalizacao

mais eficaz das LPS.

TLR1/2 TLRs
or TLR2/6 TLR3 TLR4 57,8,9

Fig.2 - Estrutura dos TLRs. (Bonilla, 2008)

A via final de sinalizagdo comum dos TLRs envolve a transcrigdo de varios
factores de transcrigdo, como o factor nuclear para a estimulagdo da cadeia kappa leve
nas células B (NF-kB de nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) e proteina activadora 1 (AP-1 de activating protein-1). Estes factores regulam a
expressao de inimeros genes, incluindo os das citocinas pro-inflamatorias TNF, IL-1
beta, IL-6, IL-8 e IL-12. Alguns factores de transcricdo estdo também associados a
producao de Interferdao tipo 1 (alfa e beta) por induzirem a transcricdo dos factores

reguladores de Interferdao 3 e 7 (IRF3 e IRF7 de interferon regulatory factor).

5.2.3 - Onde estao?
Os TLR encontram-se na membrana celular tanto de células moveis (mondcitos,
macrofagos) como de células dos tecidos (enterocitos, células renais € mesangiais).

Encontram-se expressos em varias populagdes de leucocitos (Tabela IT).
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Mondcitos e Macrofagos Todos menos o 3
Células Dendriticas Mieloides (MDC) 1,2,4,5,7¢8.
Células Dendriticas Plasmocitoides (PDC) Te9
Mastocitos 2,4,6¢e8
Linfocitos B 3,7,9¢e 10
Linfocitos T 3e9

Tabela II - TLRs expressos em leucocitos

As células de varios tecidos solidos podem expressar 1 ou mais TLRs.
Os TLR 1, 2, 3, 4, 5 e 6 estdo presentes na superficie da célula. TLR 7, 8 ¢ 9

encontram-se no seu interior, em endossomas (Fig.3).

Plasma mcmbrane_: ]

| Intracellular
vesicle

IRF7
v
NF-«B IRF NF-«B IRF NF-«B IRF

Fig. 3 - Distribui¢do dos TLRs a nivel celular.

A nivel renal, apenas se detectou a expressao de TLR 1, 2, 3, 4, 6 e 11, estando

estes distribuidos por todo o nefrénio (Fig. 4)
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@ TLRI (weak)

@ TR

@ TLr3

4) TLR4

@ TLR6 (weak)
b TLR11

Fig. 4 - Distribuicdo de TLRs no nefrénio.

5.2.4 - Como actuam?

A activagdo de TLRs desencadeia a tradugdo de sinais através de uma cascata
que culmina com a expressdao de genes. Estes tém um papel activo no controlo da
imunidade inata e no desenvolvimento de anticorpos da imunidade adquirida
especifica.

O epitélio pode responder a estimulos exdgenos (produtos microbianos), mas
também a estimulos endogenos libertados em situagdes de hipoxia, stress ou agressao.

As fimbrias da E. coli ligam-se aos receptores de glicolipidos das células
uroepiteliais e tubulares renais, activando o TLR4 com o consequente recrutamento

de leucocitos e libertacao de citocinas.
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A excepcio do TLR2, todos os restantes iniciam a sua ac¢do por
homodimerizacdo. O TLR2 inicia a sua activagdo através da formagao de
heterodimeros com TLR 1 ou com TLR6.

Na tabela III apresenta-se uma lista dos ligantes de cada TLR, de acordo com

Gribar et al. (2008).

TLR Ligand(s)
1 Triacyl lipoproteins
2 Lipoproteins
Peptidoglycan
Lipoteichoic acid
Zymosan
Heat shock proteins
3 Double stranded RNA
4 LPS
Taxol
Heat shock proteins
Fibronectin

Hyaluronic Acid

Heparan Sulfate

Fibrinogen

Respiratory Syncytial Virus Fusion Protein
Murine Retroviral Envelope Protein

5 Flagellin

6 Diacyl Lipopeptides
Lipoteichoic acid
Zymosan

7 Single-stranded RNA
Imidazoquinoline

8 Single-stranded RNA
Imidazoquinoline

9 Bacterial (demethylated CpG) DNA

10 Unknown

11 Profilin

Uropathogenic Bacteria
Tabela III - TLRs e seus ligantes

Os ligantes do TLR4 podem ter origem endogena ou exdgena.
O LPS da membrana das bactérias gram negativas € o mais potente e o principal
de entre os ligantes exdgenos. Outros sdo a proteina de fusdo do virus sincicial

respiratorio, proteina de choque térmico (Hsp de Heat-shock protein) 60 da clamidia e
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0 a agente anti-tumoral Taxol, que consegue mimetizar a ac¢ao do LPS em ratos mas
nao em humanos.

Os ligantes endogenos do TLR4 sdo: fibrinogénio, fibronectina, sulfato de
heparano, 4cido hialurénico e Hsp 60 e 70.

Embora sejam ambos capazes de activar o TLR4, os ligantes enddgenos
necessitam de estar presentes em concentracdo muito elevada para conseguirem
activar a sinalizacdo do TLR4, ao passo que os ligantes exdgenos desencadeiam a

resposta do TLR4 estando presentes em concentragcdes muito reduzidas.

5.2.5 - Vias de sinalizacio.

As vias de sinalizacdo sdo um complexo processo iniciado apds a activagao dos
TLRs pelos seus ligantes e que termina com a activagao de multiplos factores de
transcricdo com importante papel no controlo de genes associados a sobrevivéncia
celular, sua activacao e proliferagdo, nomeadamente citocinas, quimiocinas, factores
de crescimento, receptores linfocitarios, moléculas de adesdo e marcadores da fase
aguda.

Todos os TLRs, excepto o TLR3 utilizam o sinalizador intermediario
citoplasmatico proximal Proteina 88 da resposta primaria da diferenciacdo mieloide
(MyD88 de myeloid differentiation primary response protein 88) tanto de forma
isolada como nos TLR 5, 7, 8 € 9, como associado a molécula adaptadora TIRAP (de
TIR domain-containing adaptor protein) como ¢ o caso dos TLR 2/1, 2/6 e 4 (Fig. 2).

H4 ainda uma via independente do MyD88 que ¢ usada pelo TLR 3 e 4. Esta
usa o dominio TIR contendo adaptador indutor de IFN beta (Trif de TIR domain-
containing adapter inducing IFN beta). O TLR4 utiliza o Trif através da molécula

adaptadora relacionada com o Trif (TRAM de Trif related adapter melecule).
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MyD88

'

Fig. 5 - Vias de sinalizagdo das moléculas adaptadoras MyD88 e Trif. (Bonilla, 2008)

A via dependente de MyD88 liga-se as MAPK (de mitogen activated protein
kinase) através de IRAK 1 e 4 (IRAK de interleukin-1 receptor associated kinase),
TRAF6 (de tumor necrosis factor receptor associated factor 6) e TAKI (de
transforming growth factor beta activated kinase 1), culminando com a activagao da
AP-1. Esta controla inlimeros genes associados a sobrevivéncia celular, activacao e
proliferacdo.

O adaptador TAK1 pode também levar a activacao do inibidor da cinase do NF-
kB (IKK de inhibitor of NF-kB kinase), com consequente activacdo do NF-kB. Este ¢
um factor de transcricdo que controla expressdao de inimeras moléculas envolvidas no
processo inflamatorio.

O TRAF6 pode ainda interagir com TBK1 (de TRAF-family-member-associated
NF-kB activator-binding kinase), que vai activar IRF 3 e 7. O IRF3 dimeriza e entra
no nucleo, onde se liga a motivos de elementos de resposta sensiveis ao interferdo

(ISRE-motifs de interferon-sensitive response elements) ¢ induz a expressao de
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interferao de tipo I (IFN-alfa e beta), a sintetase de 6xido nirico (iNOS) e proteina
induzivel pelo IFN (IP-10).

Na via independente da MyD88, o adaptador Trif esta associado a activacao do
NF-kB através de RIP1 (de receptor interacting protein 1), a activagdo de AP-1
através de TRAF6 e ainda a activacao de IRF3 e 7 pela accdo de TBK1.

Nos mamiferos, a sinalizagdo por TLR4 requer a activagdo de proteinas
adaptadoras. As fundamentais na sinalizacdo do TLR4 sdo a MyD88, TIRAP, Trif e
TRAM. A MyDS88 recruta a cinase IRAK para o complexo de receptores do TLR4
apos estimulacao pelo LPS.

A resposta LPS ¢ mediada por duas vias, uma dependente do MyD88 e outra
independente do MyD88, sendo que ambas levam a activagao de MAP cinases e de
NF-kB. A via dependente do MyD88 ¢ fundamental para a resposta inflamatoria
mediada pelos LPS. O TIRAP tem um papel muito importante na via dependente do

MyD88 partilhada pelo TLR2 e TLR4.

5.2.6 - Outros processos mediados pela activacdo dos TLRs

Como ja foi referido anteriormente, através da activagdo das vias de sinalizagdo
desencadeada pela ligacdo dos PAMP aos TLRs, vai ocorrer a activacdo de multiplos
factores de transcricdo com importante papel no controlo de genes associados a
sobrevivéncia celular, sua activagdo e proliferacdo. Nesta parte do trabalho, irei
objectivar o papel dos TLRs em alguns processos fisiologicos e patologicos.

A activacdo dos TLRs em células mononucleares pode potenciar a actividade
microbicida das bactérias fagociticas. Por exemplo, TLR2/1 e TLR2/6, quando

activados por componentes da parede de M. tuberculosis levam ao desencadear de
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mecanismos bactericidas, nomeadamente dependentes do Oxido nitrico. (Bonilla,
2008)

A estimulacdo por produtos microbianos (por exemplo LPS) pode levar a
producao de peptideos antimicrobianos (defensinas) com actividade contra uma
grande variedade de patogenes.

A resposta a combinacdes de TLRs depende das quantidades relativas de TLRs
na superficie celular, bem como de outros estimulos e do programa de
desenvolvimento da célula alvo.

Por co-evolugdo dos microrganismos invasores juntamente com o sistema
imunitario do hospedeiro, parte das bactérias desenvolveu mecanismos de resisténcia
e formas de escape ao controlo dos TLRs.

Viérios estudos tentaram correlacionar mutagdes em TLRs com a patogénese de
algumas patologias, sem conseguir obter conclusdes consistentes. Ainda assim,
enumero de seguida alguns dos exemplos descritos por Francisco A. Bonilla (2008)

* SIDA - Parece haver uma relacao entre a diminui¢ao do titulo de TLR2
em doentes VIH positivos e evolucao para SIDA, comparativamente a
doentes ndo progressores. Os mecanismos concretos continuam
desconhecidos.

* Aterosclerose - Varios agentes infecciosos estdo associados com a
progressdo da doenga cardiaca aterosclerdtica. Placas ateroscleroticas
contém macrofagos que expressam TLR2/1 e TLR4. LDL ligeiramente
modificada actua como agonista do TLR4, podendo levar a produgao de
IL-8.

Hé4 estudos que sugerem que os TLR possam estar implicados no

reconhecimento de células self e non-self, com activacao de células
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endoteliais, recrutamento e activagdo de monocitos e macrofagos, com
formagdo de focos inflamatdrios que podem levar a formagao de placas
ateromatosas.

* Alergias - Em alguns estudos foi encontrada associacdao entre exposi¢ao
a endotoxinas e formacdo de complexos com TLR4 que levam a
proteccao da sensibilizacdo alérgica. Referem ainda que TLR2 interage
com acido lipoteicdico das paredes celulares, levando a inibi¢do da
expressao do receptor IgE nos mastdcitos.

* Imunodeficiéncia primadria - nao existe associacao directa com alteragdes

de TLRs. Ha estudos com intermediérios das vias de sinalizagcdo em que
ocorre aumento do numero de infecgdes graves (sobretudo por
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae) em pessoas com
défices de IRAK4. A deficiéncia de MyD88 foi detectada em criangas
com infec¢des graves recorrentes ¢/ ou por bactérias piogénicas. As
demonstragdes quimicas e analiticas da deficiéncia de MyD88 sao muito
semelhantes a da deficiéncia em IRAK4, uma vez que fazem parte da
mesma via de sinalizagdo. O NEMO (NF-kB essential modulator) ¢é
fundamental para a activagdo do NF-kB (¢ inibidor da cadeia gama de
IKK) e ¢ codificado por um gene localizado no cromossoma X. A sua
accdo ¢ fundamental para o funcionamento correcto do IKK e,
consequentemente, da actividade do NF-kB. A sua deficiéncia impede a
trasncricdo a nivel nuclear, bloqueando varias cascatas de sinalizagao,
incluindo todas as iniciadas nos TLRs. Um defeito genético que abula a
fungcdo do NEMO ¢ letal em homens, provocando em mulheres

incontinentia pigmenti ou Sindrome de Bloch-Sulzberger, uma doenca
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cutanea rara com alteracdes da pigmentacdo. Se existir fungdo parcial,
podem surgir défices imunitarios marcados, com aumento da
susceptibilidade a infecgdes oportunistas em homens e da possibilidade
de desenvolvimento de displasias ectodérmicas, uma vez que NF-kB
esta associado a etapas do desenvolvimento da pele e anexos.

Gribar et al. sugerem o desempenho de um papel importante pelos TLRs na
patologia inflamatoria intestinal, na patologia pulmonar (infecciosa e inflamatéria) e
também nos ja referidos casos de ITUs. Khan, et al. sugerem o envolvimento dos
TLRs na patogénese da endometriose.

Pensa-se que a propria localizagdo dos TLRs seja importante para a obtengdo de
respostas com diferentes graus de intensidade. Se os TLR4 em vez de estarem na
membrana estiverem no espago de Golgi, torna-se mais dificil haver interac¢ao entre
TLR e LPS. O facto de algumas células poderem passar a expressar os TLR a nivel
citoplasmatico € ndo na membrana pode ser um mecanismo de hiporesposta a alguns
estimulos. A localizacdo dos receptores a nivel da membrana apical torna mais
provavel a sua activacdo em circunstancias normais que a nivel baso-lateral, onde
quase sO ocorrerd em situacdo de doencga. (Gribar et al., 2008)

O mesmo autor sugere que a intensidade da sinalizagdo dos TLR a nivel
epitelial dependa do grau de “stress” sistémico. Em situagdo basal, as interacgdes
entre bactérias e TLRs desempenhardo um papel na regulacdo de processos que
regulam a integridade da barreira (migragdo, proliferacdo e apoptose). Em situagdes
de stress sistémico, como hipoxia ou infec¢do remota, a intensidade da resposta da
activacdo dos TLR pelos PAMPS e DAMPS (de damage associated molecular
paterns) torna-se exagerada. Isto leva a balanga a pender para o lado da lesdo da

barreira, dificultando a sua reparacao e agravando a lesdo. A extensdo da inflamagdo
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posterior pode depender da activacdo dos TLRs dos leucécitos e da libertagao de
moleculas pré-inflamatérias. Em situacdes em que o equilibrio possa voltar a
homeostasia a inflamacdo da mucosa ndo se desenvolve. Por outro lado, quando a

r

extensdo da sinalizagdo pelos TLRs ¢ significativa, cria-se um ciclo vicioso com
activagio de TLRs, libertagio de citocinas e inflamagio da mucosa. E pois
fundamental a manutencdo do equilibrio entre uma resposta inflamatéria
suficientemente intensa para inibir a agressao externa, mas nao tao intensa que o seu
efeito se possa revelar deletério para o proprio hospedeiro. Por exemplo, a nivel renal,

uma resposta inflamatéria em excesso pode provocar lesdes renais irreversiveis, com

posterior desenvolvimento de insuficiéncia renal.

5.3 - Proteina de Tamm-Horsfall (THP)

5.3.1 - O que é?

A proteina de Tamm-Horsfall ou uromodulina ¢ a proteina mais abundante da
urina dos mamiferos. E produzida exclusivamente na porcdo espessa do ramo
ascendente da ansa de Henle, sendo segregado para a urina, ap6s clivagem do seu
precursor. Varios estudos relatam o seu envolvimento em véarias patologias
infecciosas que afectam o rim.

Na sua constituicdo entra um conjunto muitissimo variado de oligossacarideos,
que possibilitam que se ligue a varios tipos de receptores diferentes.

A deposicao anormal de THP pode levar a formagdo de calculos renais. Em
situagdes de rejeigdo aguda de rins transplantados, foram encontrados célculos de
THP envolvidos por infiltrados mononucleares semelhantes aos observados no rim do

mieloma. (Saemann, et al., 2005)
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A THP constitui um factor de defesa do hospedeiro em infec¢des contra E. coli,
Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis. (Raffi et
al., 2009)

A ocorréncia de mutagdes no gene que codifica a THP origina duas doengas
autosdmicas dominantes: a nefropatia hiperuricémica juvenil familiar e a doencga renal
quistica medular tipo2. (Rose & Post, 2004). Pensa-se que estas mutacdes possam

estar também associadas com a doenga glomerulocistica renal.

5.3.2 - Como actua e quais os efeitos da sua activaciao?

A sua fungdo fisiologica nao ¢ totalmente conhecida, mas pensa-se que possa
estar associada com a sua capacidade de estimular o sistema imune inato, recrutando
ainda componentes do adquirido.

O fluxo de urina ¢ mais eficaz em eliminar bactérias em suspensao na urina que
as bactérias aderentes ao urotélio. Por este motivo, factores soliiveis que possam ligar-
se a bactérias, impedindo a sua adesdao ao urotélio (e facilitando a sua eliminacao),
tém importancia particular. A THP liga-se preferencialmente as fimbrias Tipol das
UPEC, diminuindo a adesdo destas ao urotélio, que como ja vimos constitui o
primeiro passo no desenvolvimento da infeccao.

Saemann, et al. demonstram que a THP activa células dendriticas (DC)
mieloides via TLR4, adquirindo estas um fenotipo de célula dendritica madura. Além
disso, a THP desencadeia sinalizacao tipica dos TLRs, que culminam com a activacao
do NF-kB. Os mesmos autores afirmam ainda que sdo encontrados sistematicamente
no sangue periférico de doentes com nefrite intersticial e ITUs anticorpos anti-THP.

O papel pro-inflamatorio da THP foi demonstrado através da sua acg¢dao no

desencadear da inducdo de moléculas inflamatérias em mondocitos e granuldcitos. Foi
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também demonstrado o seu papel como importante protector anti-bacteriano do
hospedeiro, uma vez que ratos THP knockout eram muito susceptiveis a ITU severas e
com atingimento renal e ndo conseguiam desenvolver anticorpos anti-THP nem
citocinas pro-inflamatorias.

Pensa-se ainda que a THP possa actuar como potenciadora de quantidades de
LPS (ou outras moléculas) abaixo do limiar de activacao do TLR4. Assim sendo, teria
um papel anti-bacteriano importante, uma vez que iria potenciar sinais de perigo
oriundos de microrganismos que estivessem a invadir o tracto urinario, podendo
assim ser gerada uma resposta imune apropriada por parte do hospedeiro.

Scherberich e Hartinger sdo da opinido de que a THP se liga as fimbrias tipo 1
das E. coli, activando a cascata do complemento e células dendriticas.

Saeman et al., obtiveram resultados muito importantes no seu estudo em que
demonstram que a THP liga a imunidade inata a adquirida, num processo dependente
de TLR4. A saber:

1. THP induz a maturacdo fenotipica de DC derivadas de monocitos

humanos - Células dendriticas expostas a THP durante 48h passaram a
apresentar os marcadores de maturagdo CD83 e CD25. Este padrdo de
maturacao ¢ o mesmo provocado pela exposicao a LPS.

2. Consequéncias funcionais da maturacdo de DC induzida por THP - DCs

adultas sdo capazes de desencadear estimulagdo potente de células T. As
c€lulas dendriticas imaturas, ap6s exposi¢ao a THP também conseguiam
activar c€lulas T, com produgado subsequente de IL-2 e INF-gama.

3. THP induz a activacdo de p38-MAPK, ERK-1/2 ¢ Akt - A maturagao de

DC esta associada a fosforilacao de diferentes tirosina-cinases, incluindo
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ERK, p38 e Akt. A adigdo de THP as DC imaturas levou a producdo
destas cinases em 15 a 30 minutos.

4. THP activa a via de sinalizacdo do NF-kB em DC imaturas.

5. Envolvimento do TLR4 nos efeitos imunoestimulatorios da THP - O

facto de os padroes de activacdo do THP e do LPS serem sobreponiveis,
levanta a possibilidade de um papel para a sinalizagdo por TLR nos
efeitos imunoestimuladores exercidos pelas THP. Por exemplo, a
inibicdo da TIRAP (que desempenha papel fundamental nas vias de
sinalizagdo dos TLR 1, 2, 4 e 6) leva a diminuicdo de producao de
citocinas induzida pela THP em ratos. Num estudo em que DC foram
incubadas com anticorpos anti-TLR4, observou-se uma diminui¢cdo
marcada da produgao de citocinas.

6. Producdo de citocinas diminuida apos estimulacdo por THP em ratos

TLR4-null e MyD88-null, mas ndo em ratos TLR2 ou TLR9-null - Para

obter evidéncias da activagdo dos TLR na sequéncia da activacdo pela
THP, foi feito estudo com macrdofagos derivados da medula de ratos wild
type (WT) e MyD88, TLR 2, 4 ¢ 9 null. A THP estimulou potentemente
a producao de TNF-alfa em ratos WT e TLR2 e 9 null, ao passo que as
c€lulas de ratos TLR4-null e MyD88-null eram resistentes aos estimulos
do THP ou LPS. A conclusdo que se pode retirar ¢ a de que a indugao de
producao de citocinas pela THP ocorre por um mecanismo dependente

do TLRA4.

Segundo Weichhart et al., a ablacao do gene da THP propicia o aparecimento de

infec¢oes graves em modelos de ITUs.
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5.4 - Interaccao entre imunidade inata e adquirida

A activacdo da imunidade adquirida requer que células apresentadoras de
antigénios como os macrofagos e as células dendriticas expressem moléculas co-
estimuladoras como CD40, CD80 e CD86 e que produzam citocinas pro-inflamatdrias
(IL-12). (Saemann, et al., 2005)

Quando o TLR4 reconhece LPS na superficie de macrofagos ou de células
dendriticas, leva a producao de citocinas pela via dependente do MyD88/ TIRAP e de
moléculas co-estimuladoras através da via Trif/ TRAM, disponibilizando os
componentes necessarios a activacao de linfécitos T helper da imunidade adquirida.

Quando s3o apresentados antigénios as células T helper naifes por células
apresentadoras de antigénios, as células T dividem-se em 2 sub-tipos, T helper 1
(Thl) e T helper 2 (Th2).

As células Thl segregam Interferdo gama que promove principalmente a
imunidade celular, ao passo que as cé€lulas Th2 segregam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 ¢
pomovem sobretudo imunidade humoral (Fig. 6).

Estd demonstrado que doencas auto-imunes como Doenca de Crohn ou
esclerose multipla estdo associadas a uma resposta Thl muito exuberante, ao passo
que as doencas alérgicas estdo relacionadas com uma resposta Th2 anormalmente
elevada. (Khan, et al., 2009)

Pode ser a resposta inata a modular a via a seguir. Ratos MyD88 deficientes
tendem a evoluir no sentido Th2, ao passo que a activacdo do TLR4 pelos LPS
estimulam uma actividade Th1. Este facto sugere que a via (por defeito) seguida nos

casos de auséncia da sinalizacao pela via dependente do MyD88 ¢ a Th2.
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O conhecimento integrado da imunidade adquirida e inata pode vir a abrir novos

horizontes terapéuticos para doencgas infecciosas, alérgicas e auto-imunes.

Link between Innate Immunity

and Adaptive Immunity

antigen (cellular immunity)
\prcscntation /

ﬁ Naive
T cells
co-stimulatory \
molecules
‘ —p IL-4,IL5,
IL-10,IL-13
macrophages
(humoral immunity)

or dendritic cells

Inflammatory
cytokines

innate immunity | —_— I adaptive immunity |

Fig. 6 - Liga¢do entre imunidade inata e adquirida. (Khan, et al., 2009)
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6 - Perspectivas de futuro?

Tendo em conta a importancia da sinalizagao por TLR no desenvolvimento da
inflamacdo das mucosas, entende-se que haja um grande interesse no
desenvolvimento de agentes que possam interferir nos processsos de sinalizagao dos
TLR. A possibilidade de criar novos anti-inflamatorios de acgdo topica a nivel
pulmonar, intestinal ou urinario através de inalacdo, ingestdo ou instilagdo,

respectivamente, sdao hipdteses de futuro.

6.1 - Utilizacao terapéutica de agonistas e antagonistas de TLR e THP

As utilizagdes que se imagina vir a ser possivel dar a estas descobertas sdao
vastissimas. Nesta ultima parte do trabalho, irei referir alguns exemplos avangados
por grupos de estudo.

Num modelo em ratos, (Meyrier, 2007) os animais vacinados contra uma
adesina FimH desenvolveram anticorpos que impediram a ligagdo da E. coli a células
vesicais humanas in vitro e reduziram a colonizacao vesical em mais de 90%. O
mesmo estudo refere estar uma vacina em desenvolvimento.

Walter E. Stam refere ja ter sido tentada uma vacina baseada na adesina Tipol e
proteinas acompanhantes mas sem sucesso em humanos, uma vez que a produgao de
anticorpos na urina foi muito reduzida.

Gribar et al. levantam a possibilidade de realizar manipulagdo terapéutica da
sinalizagdo dos TLR em situagdes de inflamac¢dao das mucosas. Segundo os autores,
estudos com metade lipidica A do LPS (AGP - aminoalkyl glucosaminide
phosphates) demonstram diminuir a resposta inflamatéria em modelos de sépsis
induzida por Listeria monocytogenes, em modelos de infeccdo respiratoria apds

inalac¢do de virus influenza e em modelos murinos de doenca inflamatdria intestinal.
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Outra alternativa sugerida por este grupo seria a de produzir TLR solaveis, que iriam
ligar a ligantes circulantes, diminuindo o numero de ligantes livres disponiveis para
desencadear estimulo nos TLR epiteliais e diminuindo assim a resposta inflamatoria.

Scherberich e Hartinger defendem que o uso de agonistas e antagonistas de
TLRs oferecem uma oportunidade para o desenvolvimento de drogas baseadas em
TLRs. Uma vez que varios ligantes sintéticos conseguem activar TLRs envolvidos na
resposta imune celular, doentes com défices de TLRs e ITUs de repeticao podem ser
tratados com moduladores da funcdo de TLR por forma a ultrapassar as suas
deficiéncias nos mecanismos da imunidade. Os mesmos autores, pensam que venha a
ser possivel utilizar os agonistas de TLRs associados a farmacos para potenciar a sua
accdo na eliminagdo de bactérias. Por outro lado, os fendémenos de hiperinflamagao e
sépsis, poderiam ser controlados com o uso de antagonistas dos TLRs.

Os agonistas e antagonistas dos TLRs podem influenciar a resposta imune do
hospedeiro, podendo alguns destes ajudar a ultrapassar défices imunitarios
intrinsecos, constituindo novas alternativas terap€uticas para as ITUs.

Estudos referidos por Song e Abraham, demonstram que a imunidade adquirida
¢ eficaz no tracto urinario € que vacinas constituidas por bactérias mortas ou por
factores de agressividade das bactérias podem evocar imunidade protectora contra
ITUs. Estes autores acrescentam ainda que tendo em conta o crescente numero de
resisténcias a antibidticos e sua consequente ineficacia, a modulagdo da imunidade
inata e adquirida no tracto urinario utilizando ligantes do TLR4 e outros
imunomoduladores pode vir a ser uma alternativa viavel no tratamento das ITUs.

Francisco Bonilla, no seu trabalho sobre TLRs da conta de varios métodos

terapéuticos (em patologias diferentes das ITUs) introduzidos recentemente ou em
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desenvolvimento e que se baseiam no conhecimento do funcionamento dos TLRs.

Nomeadamente:

Agonistas de TLR7 - Podem ser utilizados no atraso de crescimento de

patologias neoplasicas e inibicdo de replicacdao viral. Um exemplo ¢ o
Imiquimod, agonista sintético do TLR7 wusado no tratamento do
carcinoma de células basais e em queratoses. Outro exemplo ¢ o da
Isatoribina, agonista sintético do TLR7 que diminui a carga viral em
doentes com Hepatite C cronica. O ultimo exemplo tem, contudo, efeito
anti-viral modesto.

Vacinagdo - Vacina da Hepatite B associada a oligodesoxinucleotidos
(ODN) leva a um aumento mais rapido e a valores mais elevados do
titulo dos anticorpos de superficie da hepatite B. Desta associacdo
resultou também uma maior incidéncia de efeitos adversos leves a
moderados.

Terapéutica anti-neoplasica - ODN contendo motivos CpG estdo a ser

estudados neste tipo de tratamentos. Foram administrados em associagao
com rituximab, tendo-se obtido um aumento do nivel de mRNA de
genes induziveis pelo interferao.

Imunoterapia de alergenos - ODN associados a alergenos podem ser

uma hipotese de tratamento da doenga atopica. Os resultados obtidos
demonstraram uma mudanga do perfil de secrecao de citocinas pelas
células T do sangue periférico de Th2 para Thl num dos estudos e uma

melhoria significativa das queixas dos doente noutro.
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7 - Conclusoes

Este trabalho apresentou-se para o autor como um enorme desafio, uma vez que
o seu conhecimento das principais moléculas intervenientes na interaccdo entre
hospedeiro e agressor era muito reduzido. Por este motivo, veio-se a revelar
extremamente proveitoso, por ter permitido um melhor ¢ muito mais profundo
conhecimento destes mecanismos de um modo geral e, mais particularmente, dos
subjacentes ao desenvolvimento das infecgdes urindrias.

Nos dias que correm, a quantidade de informacao cientifica facilmente acessivel
¢ cada vez maior. Por este motivo, a escolha correcta dos artigos foi uma das maiores
dificuldades sentidas pelo autor, sobretudo na fase inicial em que a maioria da
informacao constituia novidade e o caminho a seguir ainda ndo estava totalmente
definido. Apos a consulta das fontes de informacgdo de referéncia e uma vez concluida
a familiarizagdo com os principais intervenientes da interac¢ao hospedeiro-agressor a
nivel molecular (adesinas bacterianas, TLRs, THP e principais citocinas) as
dificuldades foram-se tornando menores.

As ITUs vao continuar a ser uma das patologias mais comuns da pratica clinica
diaria. Os seus agentes etioldgicos sao conhecidos, os factores de agressividade destes
estdo identificados, mas ainda ha muito para aprender sobre a forma como o
hospedeiro lhes consegue fazer frente e os eliminar ou, por outro lado, o que faz com
que os agentes agressores se consigam evadir das defesas do hospedeiro.

Um conhecimento ainda mais aprofundado do funcionamento de TLRs e THP,
seu papel nos processos inflamatdrios/ infecciosos, seus activadores e inibidores ird
certamente permitir colocar ao dispor dos clinicos novas e ainda mais potentes
terapéuticas para o controlo das infec¢des urinarias, bem como de outras patologias ja

referidas. Mais que isso, permitird actuar a nivel da prevencdo de varias entidades
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nosoldgicas, uma vez que possibilitard conhecer os elementos da populacdo com
maior propensao para desenvolver determinadas patologias.

O facto de se imaginar a utiliz¢do destes conhecimentos para ultrapassar o cada
vez mais preocupante problema da resisténcia de microrganismos a antibioticos € sem
davida um motivo para encarar com optimismo o futuro proximo.

Este trabalho evidenciou ainda a importancia da proximidade entre a actividade
clinica e de investigagdo para uma compreensao mais completa de vérias patologias e

nao de apenas um dos seus varios pontos de vista.
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