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AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA EM LEUCOCITOS DE EQUINOS:
ANALISE PELA TECNICA DO MICROARRAY EM UM MODELO EX VIVO DE
ENDOTOXEMIA

RESUMO - Endotoxemia é distlurbio sistémico que se origina da resposta do
hospedeiro a um componente da membrana celular das bactérias Gram-
negativas. Esta resposta se da através da exposicao dos receptores celulares
TLR-4 e TLR-2 ao LPS. Os objetivos deste estudo foram investigar as
alteracdes na expressao génica da exposicdo ao LPS em leucdcitos de equinos
utilizando a técnica de microarray, avaliar a eficiéncia do modelo ex vivo para
os estudos envolvendo a endotoxemia pela mesma técnica, avaliar a
expressao global de genes em vias envolvidas, identificar componentes da
cascata metabdlica com potenciais para novas terapias, e fornecer subsidio
para futuros estudos. Amostras de sangue total (15mL) de cavalos saudaveis
(n=6) foram incubadas durante 4 horas a 37°C com 5% de CO, na presenca (1
ou 10 ng/mL) ou auséncia de LPS (0 ng/mL). Aliquotas de 500uL de sangue
foram coletadas nos momentos 0, 2 e 4 horas apo6s o estimulo do LPS. O RNA,
extraido das mostras, foi utilizado para a transcricdo do cDNA. A hibridizacdo
do cDNA marcado com Cy-3 foi realizada em laminas 4x44K v2 de humanos
contendo sequéncias homdlogas com a espécie equina para 0s genes de
interesse. Apoés a leitura das laminas, com filtro para genes 30x mais ou menos
expressos, verificou-se um aumento da expressédo do TLR-2 na concentracdo
de 10 ng LPS/mL no momento 4 em relagdo ao momento 2. Este resultado
sugere que, embora o receptor TLR-4 seja o principal receptor no
reconhecimento do LPS, o receptor TLR-2 também tem um papel no

reconhecimento destas moléculas.

Palavras-chave: Biologia Molecular, Reacdo de fase aguda, fatores de
crescimento transformador, fator de necrose tumoral alfa, bactérias Gram-

negativas.



EVALUTION OF GENE EXPRESSION IN LEUKOCYTES OF HORSES:
ANALYSIS OF THE MICROARRAY TECHNIQUE IN AN EX VIVO MODEL OF

ENDOTOXIN

SUMMARY - Endotoxemia is systemic disturbance that origins from the host
response to a component of the cellular membrane of Gram-negative bacterias.
This response occurs through exposure of cellular receptors TLR-4 and TLR-2
to LPS. The objectives of this study were to investigate changes in gene
expression of exposure to LPS in horses leukocytes using the microarray
technique, to evaluate the efficiency of the ex vivo model for studies of
endotoxemia by the same technique, to evaluate the global expression of genes
in the metabolic pathways involved, identify components of the metabolic
cascade with potential for new therapies, and provide allowance for future
studies. Whole blood samples (15mL) of healthy horses (n=6) were incubated
for 4 hours at 37°C with 5% of CO;in the presence (1 or 10 ng/ml) or absence
of LPS (0 ng/ml). Aliquots of 500uL of blood were collected at 0,2 and 4 hours
after LPS stimulation. The RNAs, extracted from the samples, were used for the
transcription of the cDNAs. Hybridization of labeled cDNAs with Cy-3 were
performed in 4x44K v2 slides containing human sequences homologous to the
equine species for the genes of interest. After the reading of the slides with filter
for genes 30x up regulation or down regulation expression, it was observed an
increased expression of the TLR-2 concentration of 10 ng LPS/mL at time 4
compared to time 2. This result suggests that, although the TLR-4 receptor is
the main LPS recognition receptor, the receptor TLR-2 also plays a role in

recognition of these molecules.

Keywords: Molecular biology, Acute phase reaction, transforming growth
factor, Tumor necrosis factor alpha, Gram-negative bacteria.
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l. INTRODUGCAO

A endotoxemia é uma sindrome clinica que se origina da resposta ao
lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana externa de bactérias Gram-
negativas como Escherichia coli e Salmonella (Figura 1). O LPS é liberado
apos lise bacteriana na forma insolavel, resultado de autdlise, lise externa
mediada por complemento e lisozima, e digestédo fagocitica celular (MOORE,
2001). O lipidio-A é a porcao do LPS associada com a toxicidade, sendo
responsavel pela maioria dos efeitos deletérios da endotoxina (MOORE, 2001).
In vivo, pequenas quantidades de endotoxinas séo liberadas enquanto ocorre 0
crescimento bacteriano, 0 que pode ser importante na estimulacdo da
imunidade natural. O LPS é uma molécula de aproximadamente 10 KDa, que
guando comparada as exotoxinas (50-1000 KDa) sdo menores, com menor
toxicicidade, menor grau de especificidade e sem fungcdo enzimética. Além
disso, as endotoxinas séo pirogénicas e resistentes a desnaturacédo por calor.
Na grande maioria dos mamiferos, a presenca do LPS na corrente sanguinea
leva a uma rapida resposta, desencadeia uma cascata inflamatoria e por isso é
uma das ameacas mais comumente encontrada em equinos com desordens
gastrointestinais (MOORE, 2001). Animais com dor abdominal (cdlica)
geralmente apresentam na circulacdo endotoxinas de bacterias Gram-
negativas (MOORE, 2001).
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FIGURA 1 - Representagdo esquematica da composi¢cdo da membrana celular de uma bactéria Gram-
negativa (E. coli) e localizagdo do lipopolissacarideo (LPS). Adaptado de Texbook
Bacteriology 2009.
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Os achados clinicos mais comuns em equinos com quadro de
endotoxemia incluem anormalidade da coloracdo de membranas mucosas, que
se inicia com uma “linha toxica” ao redor dos dentes, prolongamento do tempo
de preenchimento capilar, aumento das frequéncias respiratorias e cardiacas,
febre e hemoconcentragcao (CAMPEBELL et al., 2007).

O termo endotoxemia, concedido Pfeiffer ha muitos anos, criado para
nomear as toxinas que ele n&do conseguia identificar no organismo Vivo
(MOORE, 2001) e, descrever biologicamente a atividade do material presente
em culturas filtradas de bactérias Gram-negativas (MORRISON, 1994).
Entretanto estudos subseqientes mostraram que estas toxinas ndo eram
oriundas do interior da bactéria e sim de sua membrana externa e que
consistiam de lipopolissacarideos (MOORE, 2001).

O LPS é o principal componente da membrana externa das bactérias
Gram-negativas (CAMPO, 2008; PALSSON-MCDERMOTT et al., 2004,
SEYDEL et al, 2002) e é composto por trés por¢cdes: uma regido
polissacaridica externa (O-antigénica), uma regido central (monossacaridica) e
uma interna rica em acidos graxos denominado lipidio A, que é a porcao toxica
desta molécula e a mais importante na fisiopatogenia da endotoxemia (
CROSS, 2002; MOORE, 2001; MORRISON, 1978) (Figura 2).

FIGURA 2 - Representacdo esquematica da estrutura do lipopolissacarideo (LPS), um componente
estrutural da membrana de bactérias Gram-negativas. O LPS possui 3 regides: Antigeno O,
Core e Lipidio A. Adaptado de Textbook of Bacteriology 2009.
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Sua acdo endotdxica pode ser compreendida em termos de sua
habilidade em gerar estresse no alvo de membranas celulares, seja atuando no
sitio de sinalizacdo de proteinas (agonistas) ou inibindo a vinculacdo de
moléculas agonistas a estes alvos (antagonistas) (SEYDEL et al., 2002). Logo,
o LPS se torna o alvo principal para o reconhecimento do sistema imunolégico
e tem a capacidade de desencadear a expressdo de uma variedade de
citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF-a), citocinas
antiinflamatérias como a IL-10, histamina (FOSTER; MEDZHITOV, 2009) e
também espécies reativas ao oxigénio (ROS) (CAMPO, 2008).

Em toda a extensdo do trato intestinal dos mamiferos os
microorganismos Gram-negativos sdo normalmente o maior constituinte da
variedade de bactérias encontradas nele (MACKAY, 1992; MORISSON, 1978).
Neste ambiente as bactérias Gram-negativas podem se multiplicar
rapidamente, sofrer lise ou entdo morrer e, nestas situacées, ha uma liberacéo
constante de endotoxinas no lumen intestinal (MOORE, 2001). Mesmo assim,
manter esta relacdo simbiotica é possivel, mas parece essencial que o
hospedeiro mantenha ativo muitos mecanismos de defesa contra uma potencial
invasao bacteriana, que poderia levar a um quadro de sepse Gram-negativa e
att mesmo a morte do hospedeiro (MORISSON, 1978). Distlrbios
gastrointestinais (como a colica) podem alterar esta relacdo simbiotica e
danificar a barreira da mucosa intestinal permitindo a passagem das toxinas,
gue podem alcancar a circulagdo (MOORE, 2001).

Quando ganham a corrente circulatdria as endotoxinas podem interagir
com proteinas circulantes e células sanguineas ou podem ser removidas por
macréfagos fixados nos tecidos do figado, baco e pulmédo (MOORE, 2001). As
células mononucleares, por exemplo, os mondcitos do sangue ou macréfagos
dos tecidos, séo cruciais no “policiamento” do ambiente interno (MORRISON,
1978) e o LPS tem capacidade de induzi-las (PAIK et al., 2003). Uma vez
ativadas pelo LPS, estas células produzem uma gama de citocinas proé-
inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 (CROSS, 2002; NOMURA et al.,
2000), interferon—f (IFN-B), citocinas da classe das quimiocinas, responsaveis
pelo controle da migracdo de células imunes para locais com reacdes
inflamatdrias ou infecgdes, (ZIDEK et al., 2009) e até mesmo sintese de NOS
induzida (iNOS) (PALSSON-MCDERMOTT et al., 2004).
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O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), por sua vez, estimula a sintese
de outros mediadores inflamatoérios (interleucinas, eicosandides) da fase da
resposta aguda e da febre. Ele também parece ser responsavel pela sintese e
liberacdo de mediadores anti-inflamatérios como IL-10 (MOORE, 2001), que
parece operar como desativador dos fagécitos mononucleares e também como
inibidor a sintese de citocinas pro-inflamatorias (CAVAILLON, 2003; MOORE,
2001). O interferon-y (IFN- y) induz a transcricdo de componentes da fase
aguda da resposta inflamatéria como a ceruloplasmina (ANDERSON, 2010).

Em 1990 descobriu-se que o receptor de superficie celular CD14,
denominado antigeno de diferenciacdo de agrupamento CD14, presente em
células mononucleares, atua como um dos principais receptores de LPS
(BLEUTER et al., 2002). Porém para que o LPS se ligue de forma eficiente ao
CD14 ele deve estar acoplado a uma proteina ligante do LPS (LBP) e s6 assim
formar o complexo LPS-LBP-CD14 (MORRISON et al., 1994; THOMAS et al.,
2006). Aparentemente a ligacdo deste complexo (LPS-LBP-CD14) na
superficie celular por si s6 ndo é suficiente para induzir o sinal de transducéo e
consequentemente levar a ativacdo celular e producdo de TNF-a e outras
citocinas (CAVAILLON et al., 1996). Esta ineficiéncia na ativagéo celular pode
ser explicada pelo fato do receptor CD14 nao possuir um dominio trans
membrana e, por conseguinte, ndo conseguir ativar de forma direta o sistema
mensageiro secundario ou caminho para transducao de sinais responsavel pela
sintese e liberacdo dos mediadores pro-inflamatérios e anti-inflamatérios.
(MOORE, 2001).

Recentemente, foi identificada a presenca de outros receptores na
superficie celular, denominados Toll-like (TLRs), que sdo responsaveis por
discriminar moléculas patogénicas das moléculas corporeas (AKIRA et al.,
2003). Estes receptores também séo responsaveis por induzirem a expressao
dos genes envolvidos na resposta inflamatéria, ou seja, iniciarem a via de
transducgéo de sinais. (DOBROVOLSKAIA et al., 2003; TAKEDA et al., 2005;
TAKEDA, 2005). Isto é possivel, uma vez que os TLRs, ao contrario do CD-14,
sdo dotados de componentes intracelulares e trans membrana que permitem a
comunicacao entres os aspectos exteriores e interiores das células (MOORE,
2001; KAWAI; AKIRA, 2009), levando a producao de citocinas (IL-1, IL-6, IL12,
IL-10) e TNF-a (LI et al., 2005; LI et al., 2009).
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Atualmente foram identificados treze membros da familia de receptores
Toll-likes em mamiferos, dos quais onze sdo expressos em humanos, (TSAN;
GAO, 2007), sendo estes receptores distribuidos diferentemente pela célula.
Os receptores Toll-like 1 (TLR-1), Toll-like-2 (TLR-2) e Toll-like-4 (TLR-4) s&o
expressos na superficie celular, enquanto que, os Toll-like-3 (TLR-3), Toll-like-7
(TLR-7), Toll-like-8 (TLR-8) e Toll-like-9 (TLR-9) foram demonstrados em
compartimentos intracelulares (TAKEDA et al., 2005).

Funcionalmente, cada receptor possui papel diferenciado. O Toll-like-2
estd envolvido na resposta a uma variedade de componentes bacterianos,
incluindo o LPS (AKIRA et al., 2003; TAKEDA et al., 2005). Estudos recentes
indicaram que o receptor Toll-like-2 € o primeiro a traduzir o sinal molecular de
LPS de certas bactérias Gram-negativas (ndo enterobacteraceas), embora o
principal receptor Toll-like envolvido na sinalizacdo de LPS seja o Toll-like-4
(TLR-4) (DOBROVOLSKAIA et al., 2003). E possivel que o receptor Toll-like-2
interaja com outros TLRs para explicar a sinalizagdo em certas bactérias Gram-
negativas ndo enterobacteracias (HIRSCHFELD et al., 2001), pois alguns
autores (OZINSKY et al.,, 2000) acreditam que o dominio TIR do TLR-2 é
ativado ndo por uma interacdo homotipica e sim por uma interacao hetorotipica
como o dominio TIR do TLR-1 ou TLR-6 (MIYAKE, 2006).

O Toll-like-4 é o principal reconhecedor dos componentes microbianos, o
LPS (AKIRA et al., 2003; DOBROVOLSKAIA et al., 2003; TAKEDA et al., 2005;
TAKEUCHI et al., 2001; YANG et al., 2011) e para alguns ele também esta
envolvido na quimiotaxia de macrofagos (WU et al., 2009).

Contudo, para que o TLR-4 se torne responsivo ao LPS e exerca sua
funcéo é necesséria sua associacao com a proteina acessoria de diferenciacao
mieldide-2 (MD-2) (PAIK et al., 2003), da qual ele é estritamente dependente
(BRANDL et al., 2005).

Quanto a via de sinalizag&o intracelular esta é elucidada pelo dominio
TIR que é conservado entre as regifes citoplasmaticas de todos os receptores
da familia Toll-like (YAMAMOTO et al., 2003; TSAN; GAO, 2007) e, assim
como os receptores IL-1 e IL-18, eles demonstram capacidade em se ligar com
adaptadores moleculares intracelulares favorecendo a cascata de sinalizacdo
(DOBROVOLSKAIA et al., 2003).
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A evolucdo desta cascata s6 é viavel devido a interacdo dos dominios
TIRs dos TLRs com dominios TIRs especificos que contem proteinas
adaptadoras, tais como: Fator de Diferenciacdo Mieldide 88 (MyD88),
Adaptador-like MyD88 (MAL ou TIRAP), adaptador contendo dominio TIR
induzindo Interferon-B (TRIF) e molécula adaptadora relacionado ao TRIF
(TRAM) (DOBROVOLSKAIA et al., 2003; KENNY et al., 2009; LI et al., 2005).
As proteinas quinases associadas ao IL-1RI (IRAKs) tém um importante papel
nas vias de sinalizacdo e por isso alguns as consideram como mediadores
centrais da sinalizacédo dos Toll-Like pela ativacdo da IRAK-1. (TAKEDA et al.,
2005). Acredita-se que a IRAK-1 seja um componente integral e essencial das
vias de sinalizacdo do LPS, TNF-a e da IL-1 que regulam o fator nuclear-kB
(NF-kB) (LOCKETT et al., 2008).

O resultado final da cascata € a ativacéo de fatores de transcricdo como
NF-kB e o IRF-3 e os produtos finais sdo as citocinas, quimiocinas assim como
algumas moléculas anti-inflamatérias (KENNY et al., 2009). A maioria dos
sinais de acionamento da cascata de ativacdo do NF-kB tem inicio na
membrana plasmatica e convergem a nivel do complexo IKK, o qual contém
quinase-a |kBa (IKKa), IKKB e IKKy (LOCKETT et al., 2008), levando a
fosforilagdo destas proteinas inibidoras e consequentemente a translocacao
nuclear do NF-kB (; LI et al.,, 2009; SILVERMAN; MANIATS, 2001) que, por
conseguinte, gera a ativacdo de mais de 200 genes. Contudo, o0 mecanismo
sinal dependente do complexo IKK ainda nédo estad bem esclarecido (LOCKETT
et al., 2008).

Devido aos muitos fatores e ao grande numero de moléculas (citocinas,
knases, proteinas, receptores) que podem estar envolvidos e levar ao quadro
de endotoxemia na espécie equina e em outras, € de suma importancia a
realizacdo de estudos a fim de se melhor compreender a fisiopatogenia da
endotoxemia. O que também pode contribuir para o desenvolvimento e
direcionamento de novos medicamentos e de novas estratégias de tratamento
de pacientes com quadros de endotoxemia, sepse ou choque séptico. Com o
presente estudo pretende-se investigar as alteracdes na expressado génica da
exposicao dos leucdcitos de equinos ao LPS utilizando a técnica de microarray,

avaliar a expressao global de genes nas vias metabdlicas envolvidas, identificar
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componentes da cascata metabdlica como alvos potenciais para novas terapias

assim como avaliar a eficiéncia do modelo ex vivo pela técnica de microarray.

FIGURA 3 - Representagao das moléculas envolvidas na cascata de sinalizacdo dos receptores Tol-like 2
— 4. Fonte: http:/limi-lip.blogspot.com.br/2011_08 01 archive.html

ll. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizagcdo dos animais

Foram utilizados seis equinos (fémeas, ndo prenhes) adultos saudaveis,
com idade média de sete anos e meio, peso médio de 450kg, pertencentes a

raca Quarto-de-Milha e sem historico anterior de doenca gastrointestinal ou de
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cirurgia abdominal. Os animais incluidos neste estudo foram avaliados
clinicamente, sendo que, somente eqlinos com valores normais de

hemograma foram utilizados.

2.2 Delineamento Experimental

Sangue (15 mL) total dos 6 cavalos foi coletado por venopuncgao jugular
em tubos contendo EDTA potassico (Vacutainer 15 mL, BD, USA). Os tubos
foram identificados conforme o tratamento. Apos a identificacéo foi retirado 500
pl de sangue total de cada tubo e acrescidos 500 pyL de solugdo de tampéo
fosfato salino-PBS (0,01 M e pH 7,2) no grupo controle (DO = 0 ng de LPS/mL),
enquanto os falcons dos grupos experimentais foram tratados com 500 pL de
uma solucdo contendo 1 ou 10 ng de LPS/mL derivado de E. coli (O55:B5,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) respectivamente. As amostras
controle foram identificadas como DO e as controles como D1 ou D10 conforme
a dose de LPS. No momento seguinte, amostras de 500 yL de sangue de cada
grupo foram colhidas e transferidas para tubos de polipropileno (1,5 mL) para a
extragdo do RNA, representando o momento de tempo O conforme
esquematizado na figura 4. Os tubos falcons, que passaram a ter o volume de
14,5 mL, foram incubados em uma rotisserie orbital (Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, EUA) a 37°C, com 5% de CO, e o procedimento de coleta

dos 500 pL de sangue foi repetido nos momentos 2 e 4 horas (Figura 4).
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FIGURA 4 - Delineamento experimental. LPS indica o estimulo com lipopolissacarideo nas diferentes
concentragfes (1 ou 10 ng/mL) ou tamp&o PBS (0 ng/mL); Os momentos da colheita (0, 2 e
4 horas) de 500 pL das amostras de sangue para a avaliacao da expressao génica

2.3 Extracédo de RNA

Cada aliquota de 500 pL de sangue total, das diferentes concentracdes
e dos diferentes momentos, foi lisada e teve o isolamento total do RNA com a
adicdo de 500 pL do TRIzol® Reagents (Invitrogen) e 200 pL do cloroférmio
100% de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Apos a lise as amostras
foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C e ocorreu a formacgao de
trés fases: aquosa, branca e vermelha. A fase aquosa, que contém o RNA, foi
transferida para um novo tubo de polipropileno ao qual foi adicionado 500 uL
de alcool isopropilico (Sigma, EUA) e 200 pL de glicogénio. Em seguida as
amostras foram incubadas por 10 minutos a uma temperatura de -80°C para a
precipitacdo do RNA. Terminado o tempo de incubacdo as amostras foram
centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e o
pellet foi lavado com 1000 pL de etanol 70% (Sigma, EUA) gelado. Em seguida
os tubos foram centrifugados a 7.500 g por 8 minutos a 4°C e o sobrenadante
foi retirado. O pellet, quando seco, foi eluido em 20 plL de agua RNAse-free e

as amostras foram armazenadas a -80°C.
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2.4 Separacao e tratamento dos pools com DNAse |

Os pools de amostras foram feitos a partir do RNA total dos animais,
conforme o tempo de incubacgéao, (TO, T2, T4h), e as concentracdes de LPS (0;
1 ou 10 ng/mL), padronizado-se um total de 1.000 ng/uL de RNA de cada
animal/pool. Os pools foram tratados com DNAse | (Qiagen): 2,5uL de solugéo
estoque DNAse [, 10puL de tampéo RDD e o volume foi completado para 100uL
com agua livre de RNase, seguido de incubacdo por 10 minutos a 20-25°C,
conforme o protocolo do fabricante. Em seguida, realizou-se a “limpeza” destes
pools conforme o protocolo do RNeasy® Mini Kit (Qiagen). ApoOs esta etapa, a
quantidade total de RNA dos pools foi quantificada por espectrofotometria
(NanoVue Spectrophotomer, GE Healthcare, EUA) e a integridade do RNA foi
avaliada em gel de agarose a 1,2% (Sigma, EUA) (Figura 5).

O o
—
18s

FIGURA 5 - Géis de agarose 1,2% feitos para checar a integridade do RNA apds a limpeza dos pools. Na
foto os T representam os momentos 0, 2 ou 4h enquanto o valor 0, 1 ou 10 representa o
tratamento. A foto indica uma boa integridade das amostras, pois ha uma boa visualizacéo e
separacéo das bandas 28s e 18s dos RNAs
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2.5 Sintese, Transcricdo e Marcacéo de cDNA

Antes da sintese foi feita a diluicdo das sequéncias de RNAs controles
da reacéo, o One-Color RNA Spike In (Agilent, EUA), para amostras com 25ng
de RNA. Com base nesta concentragao inicial teve-se quatro diluicbes seriadas
sendo que a ultima, que foi utilizada para o experimento, seguiu a proporgao
1:4. Desta diluicao foi adicionado 2 pL as duplicatas das amostras previamente
padronizadas para uma concentracdo de 34,5ng de RNA em um volume final
de no maximo 1,5 uL conforme recomendado pelo protocolo (Low Input Quick
Amp Labeling, Agilent, EUA).

Em seguida, 1,8 uL do T7 Promoter Primer mix foram adicionados a
cada amostra (volume total de 5,3 pL), seguido de incubacdo a 65°C/10
minutos para incorporagao do primer.

Ao termino da incubacao foram adicionados 4,7uL do cDNA Master Mix
(2 pL de 5X First Strand Buffer; 1 uL de DTT a 0,1M; 0,5 puL de dNTP a 10 mM
e 1,2 L AffinityScript RNase Block Mix) as duplicatas dos pools. As amostras
(volume total de 10 pL) foram incubadas inicialmente a 40°C/2 horas e depois a
70°C/15 minutos para inativacdo da enzima AffinityScript RNase e entdo as
amostras foram armazenadas a -8°C.

No dia seguinte, o processo de transcricdo se seguiu e ap0s o periodo
de incubagcdo, 6 pL do Transcription Master Mix (0,75 pL agua livre de
nuclease; 3,2 UL do 5X tampéao de transcricéo; 0,6 pL DTT a 0,1 M; 1 pL de
NTP; 0,21 pL da T7 RNA Polymerase Blend e 0,24 pyL de cianina 3-CTP
conforme o protocolo do fabricante (Low Input Quick Amp Labeling, Agilent,
EUA), atingindo um volume final de 16 pL/amostra, em duplicata. As amostras

foram novamente incubadas a 40°C/2 horas.
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2.6 Purificacdo e determinacdo do rendimento e especificidade das

reacoes

A purificacéo foi feita com a utilizacdo das colunas do kit RNeasy mini
spin (Qiagen,EUA). Brevemente, foram adicionados 84 pL de &gua livre de
nuclease, 350 pL do tampéo RLT e 250 pL de etanol (96% a 100%) aos 16puL
de cada amostra para atingir o volume final de 700 pL. Cada amostra foi
transferida para as colunas do RNeasy mini spin (Quiagen, EUA) e
centrifugada a 13.000rpm durante 30 segundos a 4°C. Os filtrados foram
descartados e 500uL do tampdo RPE foram adicionados a cada filtro,
repetindo-se o processo de centrifugacdo. As colunas foram transferidas para
novos tubos para nova lavagem através da centrifugacéo a 13.000rpm por 60
segundos a 4°C. As colunas foram novamente transferidas para novos tubos
de polipropileno (1,5mL), adicionando-se 30 pL de agua livre de RNAse a cada
coluna, seguido de incubacdo por 60 segundos em temperatura ambiente e
posterior centrifugacéo a 13.000rpm por 30 segundos a 4°C.

O calculo para determinar se o rendimento e a especificidade da reacao
foi feito com os valores obtidos por espectrofotometria (NanoVue
Spectophotomer, GE Healthcare, EUA), conforme o protocolo do fabricante
(Low Input Quick Amp Labeling, Agilent, EUA). Para que a hibridizacdo das
laminas de vidro (espécie humana 4x44K v2, G2519F-266521 Agilent
Tchenologies, EUA) fosse possivel, esses valores deveriam ser de no minimo

1,65 pg de cRNA e 6 pmol Cy-3 por pg de cRNA, respectivamente.

2.7 Hibridizagao, lavagem e leitura das laminas

A etapa de hibridizac&o foi realizada utilizando-se o volume méximo de
28 UL de cada amostra purificada, segundo o protocolo do kit de hibridizacéo
(Agilent Hybridization Kit). Este volume foi estipulado, pois a maioria das
amostras apresentou os valores minimos para o rendimento e especificidade. A
hibridizacdo se deu com a adicdo de 11 pL (10x) do agente bloqueador e 2,2
uL do 25x do tampédo de fragmentacdo as amostras, seguido de incubacédo a
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65°C/30 minutos, apds a qual foram adicionados 55 pL do 2x tampado de
hibridizacdo HI-RPM, atingindo-se o volume final de 110 pL para cada amostra,
em duplicata.

Do volume final das amostras apenas 100 pL foi aplicado no acessorio
de vedacdo. Em seguida as laminas foram sobrepostas a estes, como um
sanduiche, e acopladas aos “arrays-gaskets”. Apds a verificacdo do
acoplamento e da formacdo da bolha na laminas estas foram incubadas no
forno de hibridizagdo (Agilent Technologies, EUA) por 17 horas a 65°C a
10rpm.

Findado o periodo de incubacao, as laminas foram lavadas nos tampdes
de lavagem 1 e 2, sendo que este Ultimo estava a 37°C, e em seguida
passaram pelas solucdes de acetonitrila e de estabilizacdo e secagem com o
objetivo de acelerar o processo de secagem destas e evitar a formacdo de
bolhas.

Até o0 momento da leitura, as laminas permaneceram no escuro e na
presenca de silica para evitar sua oxidacdo. A leitura delas foi realizada em
scanner (G2565CA Microarray Scanner, Agilent Technologies, EUA) e as
imagens foram analisadas com o uso do programa Scan Control Softwer
versdo 8,5. Os dados gerados pelo scanner foram tabulados e normalizados
usando-se o valor do percentil 75 para cada gene conforme o protocolo do
fabricante (Low Input Quick Amp Labeling).

A analise das vias metabdlicas foi feita apés a normalizacdo dos dados e
subsequente exportacdo destes para 0 programa Ingenuity® Pathways
Software (IPA® Ingenuity Systems, http://www.ingenuity.com/products/
pathways_analysis — html). Desta forma foi possivel a analise e a comparacédo
das principais vias metabdlicas, nos diferentes momentos e concentracées de
LPS, bem como realizar a busca pelos principais genes envolvidos no processo
de inducdo a endotoxemia.

Com os dados gerados foi calculada a média das duplicatas hibridizadas
nas laminas. A partir destas foi possivel anular o valor do tempo de incubacao
sobre a resposta normal na expressdo génica através da equacdo: D1/D0/
T2/T0= (Y2/YO0) / (X2/X0), sendo que os valores Y2, YO, X2 e X0 representam

as médias j& normalizadas e as doses sdo representadas pelo DO (0 ng
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LPS/mL) e D1 (1 ng LPS/mL) e os tempos por TO (momento O hora) e T2
(momento 2 horas).

Os valores oriundos destas equacdes foram exportados para o programa
Ingenuity Pathways Analysis (IPA®, Ingenuity Systems Inc., CA, USA)
utilizando-se como ID o nome de cada gene e a andlise foi filtrada com genes
30 vezes mais ou menos expressos, assim como genes relacionados as vias
de sinalizacdo como: TLR-4 e TLR-2 e as citocinas produzidas nestas cascatas
tais como: IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a e TGF- (Figura 6).

FIGURA 6 - Representagdo da filtragem realiza na ferramenta de analise IPA® em busca dos receptores
Toll-like 4 e Toll-like 2, assim como das citocinas IL-1; TNF-a que sdo as principais
encontradas nas resposta aguda desencadeada pelo LPS
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[ll. RESULTADOS

Ap6s a andlise dos genes no IPA®destacou-se a via de sinalizacdo
relacionada ao TLR-2 ao se comparar as concentragdes de 10ng LPS/mL e
Ong LPS/mL entre os momentos 4 e 2 horas (Figura 7). As amostras tratadas
com 1 ng LPS/mL (D1) ndo apresentou diferencas significativas quando
comparadas ao controle (D0). Os principais genes desta via e suas respectivas
funcdes estdo descritos a seguir na Tabela 1.

Os genes e valores exponenciais de alguns dos genes representados nas

vias, assim como suas fungdes, encontram-se descritos na Tabela 2.

FIGURA 7 - Via de sinalizacao gerada pela ferramenta de analise IPA® Representacao da relagdo D10 ng
LPS/mL e DO ng LPS/mL entre os momentos 4 e 2. As moléculas verdes representam as 30x
menos expressas enquanto as vermelhas 30x mais expressos



27

Tabela 1 - Principais genes encontrados na ferramenta de busca IPA® e suas principais funcdes

biologicas
Genes Funcdes Bioldgicas
TLR-2 Receptor de superficie celular; resposta celular ao lipopeptideos

bacteriano; resposta celular ao &cido lipoteicdico; resposta celular ao
peptidoglicano; resposta celular ao triacyl lipopeptideos bacteriano;
transporte cloranfenicol; resposta de defesa a bactéria; reacdo de defesa
contra bactéria Gram-positiva; detecgdo de lipopéptido triacil bacteriano;

um dos responsaveis pela fosforilagdo da I-kappaB.

IL-1

Funcdo semelhante a do TNF. Mediadora da resposta inflamatéria do
hospedeiro a infec¢bes e outros estimulos. Age em conjunto com o TNF na

imunidade natural e inflamacéo.

IL-8

Citocina pré-inflamatéria. Apresenta resposta celular a estimulos de fator
de crescimento de fibroblastos; resposta celular a interleucina-1; resposta
celular ao lipopolisacarideo; resposta celular ao fator de necrose tumoral e

tem funcdo quimiotaxica.

IL-10

Citocina anti-inflamatéria sintetizada em grande quantidade em
macréfagos. Pode estar relacionada com o estado de “tolerancia a
endotoxina”. Inibe a produgdo de IL-12 e expressdo de coestimuladores e

moléculas MHC classe II.

TNF-a

Principal mediador da resposta inflamatéria aguda a bactérias gram-
negativas e outros microrganismos infecciosos e é responsavel por muitas

das complicac¢des sistémicas de infec¢des graves.




28

Tabela 2 - Genes e valores exponenciais de alguns dos genes representados nas vias assim como suas
funcdes. As setas vermelhas indicam os genes 30x mais expressos e as verdes os 30x menos

eXpressos

Genes das vias

Valores exponenciais

(fold change)

Funcdes

SLA

1 2140,229

Desempenha papel de receptor proximal
importante na regulacdo das respostas
mediadas pelas células T e B e inibe a
mobilizagdo de célcio do receptor induzido

pelo antigeno

PCDH7

34,895

Membro da familia das caderinas.
Associado a membrana glocoproteica que
medeiam a adesdo celule-celula calcio

dependente.

CHRNA1

83197,837

Receptor de acetilcolina nos musculos.

PI3K

Preoteina Kinase

AQP4

142,400

Canais Seletivos de agua presente nas

membranas

PPBP

56,44

1
1
!
1

Proteina basica das plaquetas . Precursor
das proteinas garanulares das plaquetas,
da proteina basica das plaquetas(PBP) e
ativador do tecido conjuntivo pepitidio Il
(CTAP3).

BTLA

Atenuador da epressao dos linfécitos B e
T.

LCK

37,796

' 133,346

Envolvido na transducdo do receptor de
ativacdo mediada de células T.
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IV. DISCUSSAO

Com os dados gerados na leitura das laminas e com as meédias
utilizadas nas analises detectou-se um aumento expressivo do TLR-2, assim
como algumas citocinas e outras moléculas, na concentragdo de 10 ng LPS/mL
do momento 4 em relagdo ao momento 2.

A endotoxemia associa-se a doencas com altas taxas de mortalidade em
equinos (MORRIS; MOORE, 1989). Trata-se de um disturbio sistémico que se
origina da resposta do hospedeiro a um componente da membrana celular das
bactérias Gram-negativas (KUESIS; SPIER, 1998), sendo responsavel por
grandes perdas econdmicas relacionadas aos custos com tratamento,
possiveis complicacdes e morte (LOHMANN et al., 2003). Esse componente é
o lipidio A, mais conhecido como lipopolissacarideo sendo o componente
bacteriano mais importante na fisiopatologia da endotoxemia (MOORE, 2001).

O LPS é reconhecido através dos receptores TLR-4 e TLR-2, uma vez
gue estes possuem estruturas responsaveis por mandar os sinais para a célula
e desencadear a producdo e liberagcdo de citocinas pré-inflamatorias
(HAFENRICHTER, 1994).

Mesmo o TLR-2 néo tendo a tamanha importancia de reconhecimento
ao LPS quanto o TLR-4, na pesquisa feita através da filtragem dos genes 30x
mais ou menos expressos realizada no IPA® ele foi identificado como super-
expresso em uma via. Isto pode ser justificado pela grande quantidade de
outros componentes microbianos que ele é capaz de reconhecer, incluindo
lipoproteinas, pepitidioglicanos, acido lipoteico e até mesmo uma porcao
diferente do LPS, uma vez que, o TLR-4 & o0 receptor responsavel por
reconhecer a principal por¢ao do LPS, a porgéo A (KAWAI; AKIRA, 2009).

Nesta via encontrada também observou-se a expressdo de outras
moléculas, as quais estdo relacionadas com processos inflamatérios. Destas,
algumas chamam mais atencdo seja por apresentarem uma expressao nao

esperada ou por serem pouco conhecidas.



30

4.1 TGF-B

O TGF-B & um pepitidio multifuncional que controla a proliferagao,
diferenciacdo e outras fungdes em diferentes tipos celulares. A desregulacao
da sua ativacdo e da sinalizacdo pode resultar em apoptose. Muitos tipos
celulares sintetizam este pepitidio e quase todas possuem receptores

especificos para ele (ZIDEK et al., 2009).

Alguns autores identificaram o TGF- como um fator que predispbe a
uma producdo exagerada de citocinas proé-inflamatérias induzidas pelo LPS
(CLARK; MOORE, 1989; TURNER et al., 1990), e ao choque endotoxémico

letal (MARIE et al., 1996) caracterizando um papel controverso dessa citocina.

Ele é sintetizado por diversos tipos celulares, incluindo células
mononucleares, plaquetas e granulécitos, sendo comumente presente numa
forma latente em amostras bioldgicas (TYLMAN et al., 2006). Como descrito
anteriormente (CARRENHO, 2009), existem assim trés hipoteses para nao ter
ocorrido a expressado do TGF-B no presente modelo experimental: 1. a ndo
ligacdo do TGF-B aos receptores de membranas do tipo | e do tipo Il
impedindo a sinalizacdo intracelular mediada pelas proteinas SMADs e a
transcricdo de diferentes genes-alvos; ou 2. o estimulo de LPS em neutrofilos e
monaocitos resultaria em um aumento significativo da proteina TGF-f, porém
sem alteragcbes na expressdo do RNAm para TGF-3, a semelhanca da resposta
em humanos (GROTENDORST et al., 1989),pois em muitos casos 0s niveis
de mensagem do TGF-B ndo correspondem a quantidade de proteina
secretada, sugerindo uma regulacéo pos-transcripcional e/ou pés-translacional
da expressédo do TGF-B (KIM et al., 1992) ou ainda 3. o fato de ter sido utilizado
um modelo ex vivo de sangue total, ndo houve influéncia do figado na inducao
da expressao do TGF-B durante a resposta de fase aguda, pois o figado é a
maior fonte de TGF- na endotoxemia (SHETH; BANKEY, 2001; SZABO et al.,
2002). Porém tais estudos in vitro ndo consideraram a importancia da origem
hepatica do TGF-3, como demonstrado por Garcia-Lazaro (GARCIA-LAZARO
et al., 2005) em camundongos transgénicos, cujos niveis hepaticos desta

citocina apresentavam relevancia apés o estimulo de LPS.
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Sendo assim, a auséncia da expressao da citocina TGF- no presente
modelo ex vivo em equinos ndo teria sido possivel de ser detectada por ndo

acarretar a ativacdo hepatica durante a fase aguda da inflamacao.

4.2 AQP4

A aquaporina-4 (AQP4) faz parte de uma familia de canais seletivos de
agua nas membranas e sdo encontradas em animais, plantas e
microorganismos. Elas sdo encontradas em grande quantidade no cérebro
onde tem um papel importante na homeostase da dgua (AMIRY-MOGHADDAM
et al., 2003; LENNON et al., 2005).

Sabe-se que outros tipos de aquaporina, como a aquaporina-1 (AQP1),
também conhecida como chip e a primeira a ser conhecida como um canal de
agua, é naturalmente expressa em células vermelhas de mamiferos, tdbulos
renais proximais e outros epitélios permeéveis a dgua. Aquaporina-2 (AQP2) é
o canal de agua vasopressina regulado dos dutos coletores renais. Aquaporina-
3 (AQP3) é o canal de agua nas membranas basolaterais dos dutos medulares
coletores e a AQP4 nas membranas basolaterais do epitélio (VERKMAN,
1998).

Como mencionado anteriormente a AQP4 é um canal de &agua
encontrado em altas concentragbes ao redor de vasos venosos no cérebro e
estd organizada em moédulos elaborados chamados matrizes quadradas. A
funcdo natural da AQP4 e da matriz permanecem desconhecidas, mas sob
condiges fisiopatologicas, a AQP4 tem uma influéncia em edemas cerebrais,
funcBes sinapticas e migracao celular (OLIVA et al.,, 2010; STRAND et al.,
2009). Também foi demonstrada uma réapida concentracdo destes canais no
musculo esquelético de ratos (BORGMIA et al., 1999; LU et al., 1996). Outros
autores afirmam que suas proteinas também estéo expressas abundantemente
no rim de mamiferos, onde tem demonstrado um papel essencial no equilibrio
de fluidos e concentracdo urinaria (VERKMAN, 1998). Isto ocorre justamente
pelas Aquaporinas terem um papel fundamental na troca de &agua e
homeostase osmolar, pois facilitam a passagem da agua e de pequenos

solutos através das membranas plasmaticas de tecidos epiteliais, endoteliais e
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outros. Estes também acreditam que as proteinas AQPs dos rins de equinos
sdo susceptiveis de estarem envolvidas na regulacdo aguda e crbnica da
composicdo do fluido corporal e podem estar implicadas no equilibrio dos
distirbios de agua gerados pela célica e endotoxemia (PROUDMAN et al.,
2007).

Devido estas proteinas serem ainda pouco conhecidas, e a presenca
destas neste modelo experimental € muito interessante e indica a necessidade
de mais estudos a seu respeito. Foi possivel verificar que a AQP-4 esta
regulada negativamente. O que pode ser justificado, pois, € possivel que um
alto coeficiente de permeabilidade torne a célula fragil, e desafios mecéanicos
durante a passagem desta pelos tecidos podem ser deletérios. Assim, apenas
uma célula com coeficiente de permeabilidade limitado sobreviveria (BROWN et
al., 2004).

4.3 PISK

Fosfatidilinositol 3-Kinase € composta por duas subunidades, uma de 85
kD e outra de 110 kD. A primeira ndo possui atividade PI3-kinase e atua como
adaptador, enquanto que a outra subunidade é ativada pela proteina kinase
(HILES et al., 1992).

Neutrofilos sdo geralmente os primeiros leucécitos que chegam as areas
de inflamacédo e injuria, onde liberam uma variedade de mediadores

inflamatorios, que contribuem para a definicdo da resposta que se seguira.

Os neutrofilos humanos produzem IL-8 em resposta ao estimulo com
agonistas de TLRs, tais como LPS. Essa resposta é dependente da ativacao
de: PI3K (FUKUSUNO et al., 2010). Contudo, de acordo com nOSsO0S
resultados, a producéo de IL-8 pela via TLR2 é independente de PI3K.

Demonstrou-se que em neutréfilos expostos a estimulos fisiolégicos
(como LPS e TNF-a), a inibicdo da via de sinalizacdo PI3K prejudica a sintese
e secrecdo da IL-8, MIP-1a, e MIP-1B3. (FORTIN et al., 2011). Contudo, foi
demonstrado em outros trabalhos que houve um aumento significativo de
mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-6 e IL-18) quando os neutréfilos de
humanos tiveram a PI3k inibida (GUHA; MACKMAN, 2002; HIRSCH et al.,
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2000; WRANN C.D. et al., 2007). Porém, nenhuma destas alteragdes foram
evidenciadas. Na via TLR-2 do presente estudo observou-se uma baixa
expressao da PI3K e, em contrapartida, uma expressao acentuada da IL-8. Ja
a expressado de citocinas como a IL-1 também ndo se mostrou alta, mesmo a
PI3K estando com uma baixa expressdo. Com isso vimos que a influencia da
PI3K na via dos receptores Toll-like e da producao e liberacdo de mediadores
inflamatorios esta pouco elucidada, tornando-se necessarios estudos mais

profundos.

4.4 1L-8

Foi demonstrado que os receptores TLR2 de células B tiveram um
aumento em pacientes com doencas inflamatérias crénicas e que o receptor
TLR-2 sintético, Pam3CSK4, induz a mesma secrecdo abundante de IL-8 de
células B dos pacientes. Além disso, o TLR-2 € um potente estimulador de IL-8
produzida por células B se comparado com outros receptores (MCDONNELL et
al., 2011). No presente modelo experimental também houve um aumento na
expressdo do TLR-2 e da IL-8, sugerindo que esse fendbmeno pode se repetir
em um modelo experimental de doenca inflamatéria aguda.

Outra possibilidade para esse justificar este resultado é o conceito de
que o “cross-talk” entre os membros da familia TLR pode definir a resposta
imune. Ele surgiu a partir de estudos sobre células do sistema imunoldgico
sentinela, especialmente em células dentriticas e macrofagos. TLR-2 e TLR-4
ativam as células através de uma via comum MyD88-dependente. TLR-4
também ativa a TRIF/NiaTRAM em resposta a ligantes selecionados. O
conceito de “cross-talk” explica porque, pelo menos em alguns casos, o TLR4
tem o mesmo resultado biolégico como co-unido de TLR2 e TLR4
(BEKEREDJIAN-DING et al., 2006; JAGANNATHAN et al., 2009; TRINCHIERI
et al., 2007).
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V. CONCLUSAO

Com base nos resultados gerados, a técnica de microarray nao so
permitiu avaliarmos a expressao génica gerada pela endotoxemia como
também ressaltou a importdncia da participagdo da via TLR2 no
desenvolvimento da resposta inflamatoria desencadeada pelo LPS na espécie
equina. Também foi possivel evidenciar o envolvimento de diversos genes que
codificam proteinas ou moléculas, cuja participagdo no desenvolvimento da
endotoxemia em equinos ainda é pouco conhecida, como a AQP4. A técnica de
microarray também se mostrou eficiente na avaliacdo do modelo ex vivo, uma
vez que os resultados obtidos foram de acordo com outros achados que
utilizaram diferentes técnicas, como a citometria de fluxo. Sendo assim estudos
futuros ajudaréo a esclarecer se estas moléculas, como a AQP4, poderéo se
tornar o alvo de novos tratamentos e terapias em animais com quadros clinicos

de endotoxemia.
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