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AVALIAGAO EX VIVO DA EXPRESSAO DE TLR-2 E TLR-4 EM LEUCOCITOS
DE EQUINOS E SUA RELAGAO COM A TOLERANCIA A ENDOTOXINA

RESUMO - A endotoxemia € um importante disturbio sistémico que se origina da
resposta do hospedeiro a um componente das bactérias Gram-negativas, o
lipopolissacarideo (LPS) ou endotoxina, que € liberado apds bacteridlise ou rapida
multiplicagdo. A ativagao do sistema imune inato pelo LPS & um fator chave para
o disparo da resposta inflamatoria pelo hospedeiro e que acarreta a produgao de
mediadores inflamatérios, responsaveis pelos eventos patolégicos da
endotoxemia. A interagdo dos receptores Toll-like (TLRs) com antigenos
especificos deflagram a resposta inflamatoria, sendo que o receptor Toll-like-4
(TLR-4) é ativado pela agdo das endotoxinas, enquanto o receptor Toll-like-2
(TLR-2) interage com uma variedade de componentes microbianos. Uma
exposicao prévia a baixas concentracbes de LPS pode tornar os cavalos
“tolerantes” a um desafio letal subsequente, acarretando uma diminuicdo na
producado de citocinas inflamatérias por um periodo transitério. Pouco se sabe a
respeito do mecanismo celular deste fenbmeno em equinos, supondo-se o
envolvimento dos receptores Toll-like semelhante ao encontrado em outras
espécies. Com este estudo investigaram-se os mecanismos celulares da
tolerancia a endotoxina em um modelo ex vivo com sangue total. Foi demonstrado
reducao na sintese de citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IL-6), aumento da
expressao génica da citocina anti-inflamatéria IL-10, e auséncia de expressao do
TGF-B, apdés o desafio secundario com LPS. A maior expressao dos receptores
TLR-2 e -4 ap6s o segundo estimulo de LPS demonstrou que a tolerancia a
endotoxina ndo acarreta diminuicdo da expressao de ambos os receptores em

equinos.

Palavras chave: Endotoxemia, cavalos, receptor Toll-like, citocinas.
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EX VIVO EVALUATION OF TLR-2 AND TLR-4 EXPRESSION IN EQUINE
LEUKOCYTES AND RELATIONSHIP WITH ENDOTOXIN TOLERANCE

SUMMARY - Endotoxemia is an important systemic disease originated from host
response to a component of Gram-negative bacteria, lipopolysaccharide (LPS) or
endotoxin, which is released after bacteria death or quick replication. The innate
immune recognition of LPS has a key role triggering host inflammatory answer and
is due to inflammatory mediator’s synthesis, which are responsible for pathologic
events of endotoxemia. Signs initiated by interaction of Toll-like receptors (TLRs)
with specific products induce the inflammatory response. Toll-like receptor-4 (TLR-
4) is activated by endotoxin action while Toll-like receptor-2 (TLR-2) interacts with
a range of microbial compounds. Some studies demonstrate that both can act like
LPS receptors, although by independent pathways. It was demonstrated that a
previous exposition to low concentrations of LPS can render horses “tolerant” to a
lethal subsequent challenge with endotoxin, leading to a diminished release of
inflammatory cytokines during a transient period. However, little is known about
the cellular mechanisms involved in this phenomenon in horses, suspecting that
there is involvement of cell surface receptors, similarly to other species. This study
investigated cellular mechanisms of endotoxin tolerance in a whole blood ex vivo
model, demonstrating a reduction on pro-inflammatory cytokines synthesis (TNF-
a, IL-1 and IL-6), increased gene expression of anti-inflammatory cytokine IL-10
and no alteration in TGF- expression, after a secondary stimulus with LPS. The
Toll-like receptors-2 and -4 increased expression after a second stimulus with LPS
showed that endotoxin tolerance does not lead to a decreased expression of both
receptors in horses.

Keywords: Endotoxemia, horses, Toll-like receptor, cytokines.
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CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

A endotoxemia associa-se a doencas com altas taxas de mortalidade em
equinos (MORRIS; MOORE, 1989). Nos adultos, estas doengas incluem varias
enfermidades que afetam o trato gastrintestinal, principalmente as doengas que se
caracterizam por inflamagdo e isquemia intestinal, relacionadas especialmente
aos sinais de célica. 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 complicagbes e
morte (LOHMANN et al., 2003).

Os efeitos clinicos induzidas pelas endotoxinas incluem depressao,
taquicardia, pirexia, taquipnéia e laminite, e em casos mais severos podem
resultar em um colapso cardiovascular, coagulagao intravascular disseminada e
faléncia multipla dos 6rgaos (SMITH et al., 2005). Alguns equinos podem exibir
sinais de dor abdominal, enquanto outros parecem ficar deprimidos (MOORE,
2001). Os sinais clinicos de endotoxemia estdo presentes apesar de baixas
concentragdes plasmaticas de endotoxina, pois 0s equinos sdo muito sensiveis
aos efeitos adversos das endotoxinas das bactérias Gram-negativas (KIKU et al.,
2003).

Ha mais de 100 anos, descobriu-se que extratos de bactérias Gram-
negativas eram altamente téxicos. Com base na suposi¢do que essas toxinas
eram liberadas do interior da bactéria apds sua morte, o termo “endotoxina” foi
proposto. No entanto, os resultados de estudos bioquimicos subsequentes
determinaram que estas endotoxinas ndo eram provenientes do interior da
bactéria, mas tratavam-se de componentes lipopolissacarideos (LPS) da
membrana externa da bactéria entérica (MOORE, 2001).

O lipopolissacarideo € o componente bacteriano mais importante na
fisiopatologia da endotoxemia (MOORE, 2001) e, embora permanega intimamente

associado a membrana externa na bactéria viva, ele é liberado quando ocorre
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replicagéo bacteriana rapida, lise ou morte do microorganismo (HENRY; MOORE,
1993; MOORE, 1981; OLSON et al., 1995). Ele representa de 1 a 10 % do peso
seco da bactéria Gram-negativa (BRADLEY, 1985; EMAU et al.,, 1987) e é
constituido de trés regides, sendo uma externa polissacaridica (O-antigénica);
uma central, composta por monossacarideos; e uma regido rica em acidos
graxos, conhecida como lipideo A (MOORE, 1981), que é a parte biologicamente
ativa do LPS (GALANOS et al., 1985).

O lumen intestinal do equino contém normalmente uma grande quantidade
de endotoxinas (MOORE, 1981), porém disturbios gastrintestinais reduzem a
eficacia da barreira mucosa (HENRY; MOORE, 1993), facilitando a passagem
destas para o sistema venoso mesentérico ou linfatico, ou entdo para a cavidade
peritoneal, e desta maneira alcangando a corrente circulatéria (COLLATOS, 1995;
MOORE, 1995). Em alguns casos, outros mecanismos protetores, como as
células de Kupffer no figado e anticorpos antiendotoxina circulantes protegem o
organismo contra os efeitos deletérios das endotoxinas (BURROWS, 1981).
Quando a permeabilidade do intestino inflamado ou isquémico esta aumentada,
ou as ceélulas de Kupffer ndo conseguem detoxificar uma grande quantidade de
endotoxina liberada, ha a sintese de mediadores inflamatérios pelas células do
hospedeiro as quais, por sua vez, sao responsaveis pela mediacdo de eventos
patolégicos da endotoxemia (BARTON et al.,, 1996; MOORE, 1995; MORRIS;
MOORE, 1989; MORRISON et al., 1994; ROBERTS, 1995; SEETHANATHAN et
al., 1990).

Embora muitos tipos celulares sejam capazes de sintetizar mediadores
inflamatérios (BARTON et al., 1996), o mondcito € célula pivd que medeia a
resposta organica a endotoxemia (WRIGHT et al., 1990). Esta célula possui a
capacidade de se ligar ao LPS e de ativar o sistema imune inato pela liberagéo de
varios mediadores, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), a interleucina-1
(IL-1) e a interleucina-6 (IL-6) (AKASHI et al., 2000; NOMURA et al., 2000).

O TNF-a medeia diversos efeitos inflamatorios e metabdlicos como a
ativagdo, a aderéncia ao endotélio e a degranulagcdo de neutréfilos, indugao de

febre, aumento da sintese de catecolaminas e atividade pro-coagulante. Resulta
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assim em microtrombose, extravasamento capilar e necrose hemorragica em
orgéos vitais como pulmé&o, coracgéo, figado, rins e trato gastrintestinal (GYETKO
et al.,, 1992). Desta maneira, aumentos significativos na concentracéo do fator de
necrose tumoral tém sido demonstrados no soro e liquido peritoneal de equinos
com doengas gastrointestinais, e foram associados a um mau prognostico
(BARTON et al., 1996 ; MACKAY, 1992 ; MORRIS et al., 1991).

As interleucinas sdo uma grande familia de citocinas sintetizadas por
fagécitos mononucleares, que funcionam como reguladores das respostas
inflamatoria e imunoldgica normais do hospedeiro (MOORE, 1999). A interleucina-
1 também tem sido implicada na patogénese da endotoxemia, causando
hipotensdo, além de agir sinergicamente com outras citocinas. Os picos de
concentracdo do TNF-a e da IL-1 sdo trés e 4,5 horas, a partir do inicio do
processo, respectivamente (OLSON et al., 1995; SEETHANATHAN et al., 1990).

Outra citocina importante na endotoxemia € a interleucina-6 (IL-6) (AKASHI
et al., 2000; NOMURA et al., 2000), que juntamente com a IL-1 e o TNF-a tem um
papel importante na producdo de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos
(GAULDIE et al., 1990) e na inducdo da febre (LEMAY et al., 1990 ; OPP et al.,
1989). Uma associagdo positiva e uma correlagdo linear foram vistas entre as
concentragdes seéricas de IL-6 e a resposta febril em equinos que receberam
endotoxina por via intravenosa (MORRIS et al., 1992). A concentragdo dessa
citocina esta aumentada em relagdo a valores basais apdés 1 a 8 horas de
estimulo com LPS (BUENO et al., 1999).

Existem evidéncias de que além do estimulo para a sintese de mediadores
pré-inflamatérios, as endotoxinas também originam a sintese e liberagdo de
mediadores anti-inflamatérios (FLACH et al., 1997). A interleucina-10 (IL-10) é
uma citocina anti-inflamatoria sintetizada por mondcitos, macréfagos e linfocitos,
cuja produgdo parece ser regulada pelo fator de necrose tumoral e pela
interleucina-1. O principal efeito anti-inflamatério da IL-10 parece envolver uma
desativacédo dos fagdcitos mononucleares e inibigdo da sintese de citocinas pro-
inflamatorias (FIORENTINO et al., 1991).
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Outro mediador com potencial anti-inflamatério que merece estudo em
equinos inclui o fator de crescimento transformador-B (TGF-B), que parece
apresentar um papel importante na regulagdo de respostas imunes,
principalmente por sua fungdo imunossupressora (MOORE, 2001). O papel do
TGF-B na endotoxemia € controverso, pois ele € responsavel por uma menor
regulagcédo dos reativos de fase aguda (MICHALOPOULOS; DEFRANCES, 1997)
e inibe a resposta in vitro de macrofagos ao LPS (IMAI et al., 2000). Por outro
lado, o TGF-B tem sido associado a inflamagao sistémica, apresentando niveis
elevados tanto na sepse (MARIE et al., 1996) quanto no choque pdés-traumatico
(VAREDI et al., 2001), além de induzir a expressdo do TNF-a (CHANTRY et al.,
1989) e da IL-6 (TURNER et al., 1990).

Sabe-se que o TGF-B promove diferentes respostas biolégicas ligando-se a
dois pares de receptores de membranas do tipo | e do tipo Il e que
consequentemente fosforilam proteinas Smads, cuja localizagdo intracelular é
requerida para regulagao da transcricdo de genes alvos. O TGF-31 € secretado
sob a forma de um complexo latente (LAP), o qual é incapaz de interagir com seu
receptor, sendo portanto inativo. Ao ser clivado, esse complexo libera TGF-31
como uma proteina homodimérica ativa (HUSE et al., 2001; KIMURA et al., 2007;
Ll et al., 2006; MASSAGUE, 1998).

Esta forma latente pode ser secretada como uma proteina ligadora de
TGF-B latente (LTBP). O TGF-B n&do pode se ligar a seus receptores na forma
latente, precisando ser liberado do interior da LAP ou LTBP. In vitro isto pode ser
feito por extremos de pH acido, calor ou varias proteases (ANNES et al., 2003). /n
vivo, 0 mecanismo para ativagdo n&o é tado claro, mas alguns modelos tém
proposto a ativagao proteolitica por transglutaminase, alteragdes conformacionais
na LAP pela interagdo com a trombospondina, ou tragdo mecénica via integrinas
nas células epiteliais (ANNES et al., 2004; CRAWFORD et al., 1998; MUNGER et
al., 1999; NUNES et al., 1995).

Pouco se sabe a respeito da regulagao transcripcional da regulagdo do
TGF-B, sendo que em muitos casos os niveis de mensagem do TGF-B ndo



16

correspondem a quantidade de proteina secretada, sugerindo uma regulagéo poés-
transcripcional e/ou pos-transducional da expressédo do TGF- (KIM et al., 1992).

A ativacdo de mondcitos, macréfagos ou neutréfilos pelo LPS para
producao dessas citocinas é mediada principalmente pelo CD14 (MOORE, 2001).
O inicio da resposta inflamatoria ocorre quando a proteina ligante de LPS
transfere o monémero de endotoxina a um receptor superficial celular denominado
antigeno de diferenciacdo de agrupamento 14 (CD14), que existe principalmente
em fagocitos mononucleares. O CD14 é um receptor protéico de reconhecimento
que identifica endotoxinas como um padrdo indicativo de patégenos (STELTER,
2000), e é ele que inicia a ativagdo de macréfagos para sintese de citocinas pro-
inflamatérias (DEUTENER et al., 1993).

Embora o receptor CD14 tenha um papel importante na resposta as
endotoxinas, falta a este a habilidade de sinalizar ao interior da célula a presenca
da endotoxina na corrente circulatoria. O receptor de superficie esta ancorado,
somente ao exterior da célula, o que nado inclui a por¢gdo transmembrana
(MOORE, 2001). Tem sido sugerido que a ligagao da endotoxina ao receptor de
superficie celular CD14 é seguido de uma interagdo subsequente do complexo
CD-14-LPS a outros componentes de membrana, que servem na verdade para
iniciar a sinalizagao interna. Portanto o CD14 funciona como a principal unidade
de ligacao para o LPS, mas nao esta diretamente envolvido na sinalizagao celular
(LEE et al., 1993).

Ha pouco tempo foram identificados os receptores Toll-like (TLRs) (BAKER
et al,, 1997; HASHIMOTO et al.,, 1988; MEDZHITOV et al.,, 1997), que séo
glicoproteinas de membrana integral tipo |, responsaveis por fazer a comunicagao
entre os aspectos externo e interno da célula (MOORE, 2001). Esta denominagao
“Toll” foi inicialmente dada ao receptor envolvido no desenvolvimento embrionario
da mosca Drosophila melanogaster (BELVIN; ANDERSON, 1996; LEMAITRE et
al., 1996), e ja foram descritos onze membros da familia dos receptores Toll-like
em humanos (AKIRA; TAKEDA, 2004).

Dois membros dessa familia, os receptores Toll-like-2 e -4 tém sido

identificados como possiveis receptores envolvidos na sinalizacdo do LPS
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(KIRSCHNING et al., 1998; POLTORAK et al., 1998; YANG et al., 1998). Estes
sdo responsaveis pelo inicio da cascata da resposta inflamatéria (HODGSON,
2006), entdao associados com a via de sinalizagdo que resulta na ativacdo de
genes que medeiam a resposta imune inata (MEANS et al., 2000) e na atividade
de produtos de microorganismos invasores (TAKEUCHI; AKIRA, 2001).

A regulacdo da expressédo dos receptores Toll-like-2 e -4 pelo LPS é
considerada um dos mecanismos controladores de respostas das células do
sistema imune frente a bactérias (MARSIK et al., 2003), uma vez que o receptor
Toll-like-2 (TLR-2) reconhece uma variedade de componentes microbianos
(TAKEDA et al., 2003), e o receptor Toll-like-4 (TLR-4) é ativado pela ac&o das
endotoxinas (EBERT et al., 2006).

Um estimulo exagerado ou continuo ao receptor Toll-like-4 por qualquer
ligante pode resultar em uma resposta inflamatdéria, progredindo para hipotenséo,
choque, faléncia de 6rgaos e até mesmo a morte (ROSSIGNOL; LYNN, 2005).
Embora ndo se observe uma resposta espécie-especifica mediada pelo TLR-2,
este receptor ndo deixa de ter importancia na transdug¢ao no sinal do LPS (LIEN et
al., 1999).

Estudos recentes em humanos e animais (BUTTENSCHOEN et al., 2008;
ZHONG et al., 2008) tentam demonstrar que tanto o TLR-2 quanto o TLR-4
podem agir como receptores para LPS, porém de formas independentes (MEANS
et al., 2000). As sindromes cdlica e da resposta inflamatéria severa (SIRS) tém
sido associadas com a alta expressédo dos TLR-2 e TLR-4 (XIONG et al., 2006),
devendo-se considerar que as atividades bioldgicas dos receptores Toll-like nao
podem ser extrapoladas dos relatos em humanos e camundongos para equinos
(BRYANT et al., 2007).

Com o conhecimento adquirido sobre a interagcdo entre receptores e
mediadores inflamatdrios, desenvolveram-se estratégias para controlar a
endotoxemia, que envolvem o bloqueio dos efeitos da endotoxina e a modulagao
da resposta pro-inflamatoria (ULEVITCH et al., 2001). Experimentalmente, o uso
preventivo de varios farmacos tem demonstrado um efeito benéfico, diminuindo a

morbidade e a mortalidade de animais com doencga gastrintestinal (PARVIAINEN
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et al., 2001). Observou-se também que houve efeitos terapéuticos benéficos
quando ocorreu um efeito cumulativo da exposicdo ao LPS em equinos
(MORRESEY, 2001).

Beeson (1947) demonstrou que coelhos submetidos a injegbes repetidas
de vacina tifoide eventualmente se tornavam resistentes a febre, fendbmeno
referido como “tolerancia ao LPS” (VAN EPPS, 2006). Ha meio século ja existia
ampla evidéncia de que um regime de administragdo de algumas doses de LPS
induz a tolerdncia a endotoxina e também aumenta as defesas do hospedeiro
contra varios patégenos (BIOZZI et al., 1959; HOWARD et al., 1958; WHARTON;
CREECH, 1949).

A tolerdncia ao LPS é definida como uma redugao na reatividade ao
desafio de lipopolissacarideo apdés um segundo encontro com a endotoxina
(CAVAILLON et al., 2003). Constitui um estado transitério, que pode ser induzido
por um unico ou repetidos estimulos com doses subletais de endotoxina, sendo
observado tanto em animais quanto em humanos (ACKERMANN et al., 2001).
Esta tolerancia pode ser verificada dentro de horas apdés uma exposicao
secundaria ao LPS, envolvendo a participagcdo de mediadores como TNF-q, IL-1,
IL-6 e IL-10 (GRANOWITZ et al., 1993), inibindo significantemente a habilidade de
varios tipos celulares em responder ao desafio subsequente com o
lipopolissacarideo (BARTON et al., 1996).

O fator de necrose tumoral (TNF) é provavelmente o melhor marcador de
tolerancia a endotoxina por apresentar uma dramatica redugao apds um desafio
com LPS em animais “tolerantes”, em contraste ao seu pico definido e rapido em
resposta a primeira injecdo de LPS (MATHINSON et al., 1993). Segundo Allen et
al. (1996) e Barton et al. (1996), equinos que ja apresentaram uma doenga
gastrintestinal, ttm menor produgdo de TNF-a quando expostos novamente as
endotoxinas, diferentemente de animais sem histérico da afecgéo, sugerindo a
ocorréncia de tolerancia a endotoxina (CAMPEBELL et al., 2007).

Utilizando a inducdo de febre como ponto limite, dois tipos de tolerancia
tém sido reconhecidos (GRIESMAN; HORNICK, 1973). A toleréncia tardia (>72

horas), provavelmente relacionada ao desenvolvimento de anticorpo contra a
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regiao O, que é tipo-especifica; e a tolerancia precoce (<72 horas), que foi
considerada n&o especifica, na qual a endotoxina derivada de diferentes espécies
bacterianas pode iniciar a atividade do sistema reticulo-endotelial ndo-responsivo,
observado apds a administragdo de LPS heterélogo (CROSS, 2002).

Este mecanismo de tolerancia a endotoxina pode proteger o hospedeiro
contra o desenvolvimento de uma sindrome choque, causada pela produgao
excessiva das citocinas (MEDVEDEV et al.,, 2001). Tal fenbmeno tem sido
também chamado de desativacdo, dessenssibilizagao, anergia, refratariedade ou
reprogramagdo, € em  muitos aspectos assemelha-se a uma
imunodepressao/imunossupressao/imunoparalisia que tem sido descrita em
pacientes com sepse ou na sindrome de resposta inflamatéria sistémica nao-
infecciosa (GRANOWITZ et al., 1993).

Bennett Junior (1964) notou que o fendmeno da tolerancia a endotoxina é
experimentalmente tdo extraordinario que se torna dificil acreditar que nao tenha
significado clinico. E importante relembrar que a tolerancia a endotoxina tem sido
associada com aumento da resisténcia e protecdo contra lesdes teciduais e até
mesmo mortalidade (ACKERMAN et al., 2001; COLLETTI et al., 1994; EISING et
al., 1996; HE et al., 1992 ; HEEMANN et al., 2000). Esse aumento de resisténcia
em situacdes estressantes demonstra que a tolerancia a endotoxina € muito mais
do que uma simples diminuicdo na resposta inflamatéria ao LPS (CAVAILLON;
ADIB-CONQUY, 2006).

Apesar do exato mecanismo da tolerancia a endotoxina ainda nao estar
totalmente elucidado, a ocorréncia de menor expressao de receptores de
endotoxina nas células alvo tém sido proposta (BARTON et al.,, 1996;
CAMPEBELL et al.,, 2007). Dessa maneira, Labeta et al. (1993) analisaram a
expressao do receptor de superficie CD14 na tolerancia ao LPS em células
fagocitarias humanas, e ao invés de observarem uma diminuicdo da expressao
deste receptor, relataram um aumento da expressdao do CD14 nas células
tratadas com o LPS. Estudo similar em células humanas demonstrou que tanto a
expressao do RNAm do CD14 quanto a sua expressdo de superficie estavam
aumentadas apds a indugao da tolerancia ao LPS (ZIEGLER- HEITBROCK et al.,
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1994). No entanto, outros investigadores n&o encontraram alteragdes na
expressdo do CD14 apds a indugao da tolerancia ao LPS (MATHINSON et al.,
1993; MCCALL et al.,, 1993), e desta maneira concluiu-se que a supressao da
expressao do receptor CD14 nao ocorre no mecanismo de tolerancia ao LPS
(FAN; COOK, 2004). Consequentemente, estudos surgiram para investigar o
envolvimento de outras moléculas nesse fenébmeno.

A sinalizagdo do LPS mediada pelo TLR-4 requer a expressao
concomitante da proteina acessoéria de diferenciagao mieldide-2 (MD-2) que esta
fisicamente associada ao TLR-4. Este complexo controla o principal sistema
sinalizador de resposta, que detecta a presengca de microrganismos Gram-
negativos (AKASHI et al., 2000; KAWASHI et al., 2000; SHIMAZU et al.,1999).

Em macréfagos peritoneais de camundongos, a expressdao do RNAm da
MD-2 n&o demonstra alteragbes apos o pré-tratamento com LPS (SATO et al.,
2000). Porém, em monécitos de humanos, a expressdo do RNAm da MD-2
encontrava-se aumentada (MEDVEDEYV et al., 2002), enquanto Yeo et al. (2003)
demonstraram uma diminuicdo da expressédo de superficie do complexo TLR-4
MD-2 apds o estimulo com LPS, revelando que o envolvimento dessa proteina na
tolerancia ao LPS ocorre de modo variavel.

Outros pesquisadores investigaram o possivel envolvimento somente dos
receptores Toll-like no fenbmeno de tolerancia a endotoxina. Estudos realizados
em mondcitos humanos e 6rgdos de hamsters (MEDVEDEV et al., 2001) ou em
células mononucleares de humanos (ADIB-CONQUY; CAVAILLON, 2002),
demonstram que a expressao do RNAm do TLR-4 nestas células diminuiu apds a
segunda dose de LPS, enquanto a expressdo de superficie do TLR-4 nao foi
alterada. Desta maneira, sugeriu-se que os mecanismos de tolerancia ao LPS nao
poderiam simplesmente ser explicados como uma maior ou menor regulagcao dos
receptores de superficie (FAN; COOK, 2004).

A toleréncia a endotoxina € demonstravel tanto in vivo quanto in vitro, tanto
em organismos vivos como em células isoladas. A diminuigdo na produgédo de

citocinas também foi reproduzida em modelos ex vivo de tolerancia em humanos



21

com sepse (GRANOWITZ et al., 1993), assim como em células mononucleares
“tolerantes” de equinos (DURANDO et al., 2005).

A supressao de varias citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IL-6) pode
ocorrer durante a tolerancia a endotoxina (WYSOCKA et al., 2001), sendo que a
capacidade dos mondcitos em produzir TNF-a esta diminuida durante o fenébmeno
in vitro em ratos (FLOHE et al., 1991), coelhos (WAKABAYASHI et al., 1994) e
humanos (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 1992). No entanto, a producéo de IL-1
pode estar aumentada nos macréfagos peritoneais de camundongos (SEATTER
et al., 1994), diminuida em células humanas (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 1992)
ou inalterada como encontrado in vitro em murinos (TAKASUKA et al., 1991).
Assim como os niveis de IL-6 encontram-se aumentados em macréfagos
peritoneais de camundongos (HIROHASHI et al., 1996) e monécitos de humanos
(MENGOZZI et al.,, 1993) ou reduzidos nas células humanas (ZIEGLER-
HEITBROCK et al., 1992), caracterizando um padrao contraditério na expresséo
de tais citocinas no fendbmeno de tolerancia a endotoxina.

Como as citocinas IL-10 e TGF-B tém efeito anti-inflamatério (HORWARD
et al., 1993), sugeriu-se um aumento nas suas produgdes durante o fendbmeno de
tolerancia a endotoxina (RANDOW et al., 1995). O uso de anticorpos anti-TGF-§3 e
anti-IL-10 demonstrou previnir a tolerdncia (RANDOW et al., 1995). Porém,
enquanto alguns autores demonstraram um aumento na expressao de IL-10 em
modelos in vivo (FRANKENBERGER et al., 1995; VARMA et al., 2001), outros
demonstraram uma diminuicdo na liberacao dessa citocina em um modelo ex vivo
de tolerancia (VAN DER POLL et al., 1996) e em cultura de células em humanos
(KARP et al., 1998).

Assim, os modelos experimentais a serem escolhidos para mimetizar o
fenbmeno de tolerancia a endotoxina devem ser cuidadosamente avaliados. O
modelo in vitro apresenta desvantagens, pois os mondécitos em cultura n&o
respondem ao LPS da mesma maneira como no sangue total, e o procedimento
de isolamento em condi¢des de cultura pode ativar as células, podendo interferir
com a ativagéo especifica pelo LPS (DE LA CALLE et al., 2002).
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Ja os modelos in vivo também apresentam desvantagens, uma vez que a
infusdo de doses baixas de endotoxina (0,03-0,10 pg/kg) em equinos é suficiente
para induzir hipertensdo pulmonar moderada e diminuir significantemente o fluxo
sanguineo para o tecido intestinal (BAXTER, 1995; CLARK; MOORE, 1989;
CLARK et al., 1991; MOORE; MORRIS, 1992).

Dependendo da dose de LPS, os sinais clinicos da endotoxemia
experimental podem variar de febre sem mal-estar evidente a falha multipla de
orgaos. Em um equino exposto a um “bolus” intravenoso com uma dose subletal
de endotoxina (1ug/kg), ha um periodo de taquipnéia discreta. Ao redor de uma
hora, depressdo, inquietacdo e inapeténcia manifestam-se gradualmente,
verificando-se um aumento progressivo da temperatura corpérea ao final de 2
horas (MACKAY et al., 1991; MACKAY et al., 1992). Os modelos in vivo também
levam a ativagédo de ligantes enddégenos dos receptores Toll-like, outras células
ecomponentes da cascata de coagulacdo (FAURE et al., 2001; SMILEY et al.,
2001).

Como demonstrado por diversos autores (HADLEY et al., 2005; HADLEY et
al., 2007; WANG et al., 2000; WANG et al., 2001; YAGUB et al., 2003) o modelo
ex vivo com sangue total apresenta vantagens como a estabilidade em relagao a
contagem e viabilidade de leucécitos ao longo do periodo de 24 horas. Desta
maneira, este modelo permite quantificar a expressao do receptor Toll-like-4 em
humanos, demonstrando a interagao entre as populacdes celulares e mediadores
da resposta imune inata (HADLEY et al., 2007). A quantificagdo de citocinas
inflamatdrias foi obtida por outros estudos (HADLEY et al., 2005; WANG et al.,
2000), com relato de produgédo similar ao encontrado em cultura de mondcitos
(WANG et al., 2000). Este modelo é tempo e custo-eficiente, assim como de facil
uso, reduzindo a necessidade de experimentos animais (YAGUB et al., 2003).

Na imunologia experimental varios receptores de superficie das células
podem ser determinados através da citometria com o uso de anticorpos
monoclonais especificos conjugados a um determinado fluorocromo (DAVIS et al.,
2002). Os citbmetros de fluxo tém como principio basico aspirar células ou

particulas de uma suspensao e forgca-las a passar por uma camara especial que
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faz com que as células fiquem envolvidas e centralizadas num fluxo continuo de
liquido e saiam desta cdmara uma atras da outra de modo que uma unica célula
seja interceptada pelo laser. Primeiro, uma parte da luz € espalhada (scatter) de
acordo com as caracteristicas morfolégicas e estruturais da célula. Segundo, as
células previamente marcadas com fluorocromos, uma vez excitadas pelo laser,
emitem luz de acordo com suas caracteristicas fluorescentes e sao utilizadas para
se examinar aspectos bioquimicos, biofisicos e moleculares das células
(CHAPMAN, 2000).

A citometria de fluxo € muito importante para avaliar a expressao dos
receptores Toll-like na superficie celular de leucdcitos humanos em modelos in
vitro (MARSIK et al., 2003) e ex vivo (HADLEY et al., 2007; WITTEBOLE et al.,
2005). Demonstrou-se, por meio desta técnica, que o LPS também modula a
expressao dos receptores Toll-like-2 e -4 em modelos ex vivo e in vivo na
endotoxemia equina (PEIRO et al., 2008).

Métodos confiaveis e especificos como a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) tém sido empregados para mensurar a expressao de citocinas (FICKO;
CERNELE, 2005; HEID et al., 1996; WANG; BROWN, 1999). A PCR em tempo
real (QRT-PCR) apresenta vantagens como rapidez, especificidade, sensibilidade
e quantificagdo. A amplificagao é dividida em 3 fases: a linha basal na qual ndo ha
produtos de PCR suficientes para detectar fluorescéncia, a fase log em que a
quantidade de produtos de PCR dobra a cada ciclo e a fase platé onde ndo ha
mais aumento no numero de produtos (GACHON et al., 2004). Existem dois
métodos de quantificagdo na PCR em tempo real: a detecgdo nao-especifica e a
especifica. O Syber Green é o exemplo mais utilizado de detecgdo nao-especifica,
no qual fluoréforos fluorescentes se ligam a fita-dupla de DNA, emitindo
fluorescéncia, enquanto o TagMan utiliza uma sonda altamente especifica para a
sequéncia alvo, liberando fluorescéncia apenas na presenga do produto de PCR
de interesse (SCHAAD; FREDERICK, 2002).

Desta maneira, acredita-se que o sistema imune possa ser um alvo

terapéutico interessante (BROAD et al., 2006), e que a tolerancia a endotoxina
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possa ser um mecanismo decorrente da evolucio, pela supressao da liberagao de
citocinas durante a sepse.

Interessantemente, pouco se sabe a respeito do fendbmeno de tolerancia a
endotoxina em equinos (DURANDO et al., 2005), sua natureza e o significado
fisiolégico permanecem ainda desconhecidos até hoje, semelhante a quando
inicialmente descritos (CROSS, 2002). Apesar do conhecimento ja adquirido em
humanos e em outros animais, € necessario um melhor entendimento dos
mecanismos da resposta celular a um segundo estimulo com LPS nos equinos.

Assim, os objetivos desse estudo incluem tentar identificar o papel dos
receptores Toll-like-2 e -4 durante o fenbmeno da tolerancia ao LPS em um
modelo ex vivo de sangue total em equinos, e investigar os possiveis efeitos
supressores do estimulo secundario de LPS neste modelo, através da

quantificacdo da producao de citocinas como TNF-q, IL-1, IL-6, IL-10 e TGF- B.
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CAPITULO 2 - AVALIAGAO EX VIVO DA EXPRESSAO DE TLR-2 E TLR-4 EM
LEUCOCITOS DE EQUINOS E SUA RELAGAO COM A TOLERANCIA A
ENDOTOXINA

RESUMO

O fenbmeno de tolerancia a endotoxina tem se mostrado presente em varias
espécies, sendo necessaria uma melhor compreensdo deste processo em
equinos. O objetivo deste estudo foi investigar os possiveis efeitos supressores do
estimulo secundario de LPS num modelo ex vivo, através da quantificacdo da
producao de citocinas inflamatérias como o TNF-q, IL-1, IL-6, IL-10 e TGF-,
assim como identificar o papel dos receptores Toll-like-2 e -4 neste processo.
Foram utilizados seis equinos, da raca Quarto-de-Milha, de ambos os sexos,
média de oito anos de idade, sem histérico de doenga gastrintestinal ou de
cirurgia abdominal. As amostras de sangue total foram incubadas durante 24
horas a 37° C com 5% de CO, na presenca (1, 10 ou 100 ng/mL) ou auséncia de
LPS (0 ng/mL). Apds 4 horas, as amostras foram reestimuladas com LPS em
diferentes concentragbes. Aliquotas de 100 pL de sangue foram coletadas nos
momentos 0, 2, 4, 8 e 24 horas apds o estimulo primario de LPS. A expressao dos
genes das citocinas TNF-q, IL-1, IL-6, IL-10 e TGF-B foi quantificada por PCR em
tempo real e a expressao dos receptores Toll-like-2 e -4 foi verificada através de
citometria de fluxo. Observou-se uma diminui¢gdo das citocinas pré-inflamatérias
(TNF-a, IL-1, IL-6) e aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10 apds o estimulo
secundario de LPS, nas concentragdes 1, 10 e 100 ng/mL de LPS. N&o houve
expressao génica do TGF-B. No entanto, houve um aumento da expressédo dos
receptores Toll-like-2 e -4 de maneira significativa nos momentos 8 e 24 horas
ap6s o segundo estimulo de LPS, nas trés concentragdes de LPS (1, 10 e 100
ng/mL). Os resultados observados sugerem que a tolerancia a endotoxina n&o

esteja relacionada com a diminuigdo da expressao do TLR-2 e TLR-4 em equinos.

Palavras-chave: citometria de fluxo, endotoxemia, lipopolissacarideo, qRT-PCR.
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INTRODUGAO

A endotoxemia é um disturbio sistémico que se origina da resposta do
hospedeiro a um componente da membrana celular das bactérias Gram-
negativas, o lipopolissacarideo (LPS) ou endotoxina (KUESIS; SPIER, 1998). O
lumen intestinal do equino contém normalmente uma grande quantidade de
endotoxinas, porém disturbios gastrintestinais reduzem a eficacia da barreira
mucosa, facilitando a passagem destas para a corrente circulatéria (COLLATOS,
1995; HENRY; MOORE, 1993; MOORE, 1981). Trata-se de uma das principais
causas de morbidade e mortalidade nos equinos (MORRIS, 1991).

A endotoxina é liberada quando ocorre replicagdo bacteriana rapida, lise ou
morte do microorganismo (OLSON et al., 1995), induzindo assim a sintese de
muitos mediadores inflamatérios pelas células do hospedeiro os quais, por sua
vez, sao responsaveis por eventos patoldgicos da endotoxemia (BARTON et al.,
1996; MOORE, 1995; MORRIS; MORRE 1989; MORRISON et al.,, 1994;
ROBERTS, 1995; SEETHANATHAN et al., 1990).

As alteracdes clinicas mais comuns em equinos endotoxémicos incluem
alteracdes na coloracdo das membranas mucosas, aparecimento de linha téxica
ao redor dos dentes, aumento do tempo de preenchimento capilar, elevagao das
frequéncias cardiaca e respiratéria, diminuicdo dos borborigmos intestinais, febre,
hemoconcentracao e trombocitopenia (MOORE, 2001).

Esses sinais sdo desencadeados principalmente pela presenca de
mediadores inflamatérios como as citocinas, que sio proteinas reguladoras
secretadas por macréfagos e exercem papel-chave na regulagdo da imunidade
(TIZARD, 1998). Esses mensageiros s&o responsaveis por induzir multiplas
atividades nas células hospedeiras locais ou distantes, modulando processos
inflamatdrios e imunoldgicos do hospedeiro. Os subtipos que demonstraram ser
mais operantes na endotoxemia incluem o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
as interleucinas (IL)-1 e -6 (HENRY; MOORE, 1993), assim como a IL-10 e o
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TGF-B, que tém potencial anti-inflamatorio (FIORENTINO et al., 1991; HORWARD
et al., 1993; VOGEL; HOGAN, 1990).

A atividade da endotoxina € um processo mediado principalmente pelo
receptor CD14, que devido a auséncia de um dominio intracelular necessita ligar-
se a outros receptores (DELUDE et al., 1995; INGALLS et al., 1999; ULEVITCH,;
TOBIAS, 1994). Desta forma, a descoberta dos receptores Toll-like (TLR) (BAKER
et al.,, 1997; HASHIMOTO et al., 1988; MEDZITHOV et al., 1997) teve grande
importancia, uma vez que sao proteinas responsaveis por realizar a comunicagao
entre os aspectos externo e interno da célula (WITTEBOLE et al., 2005). Estas
proteinas transmembranas tém um papel essencial no reconhecimento de
patdgenos, sendo que a sinalizagao via Toll-like € um fator importante na defesa
do hospedeiro (UNDERHIL; OZINSKY, 2002).

Dois membros da familia dos receptores Toll-like, o TLR-2 e -4 sao
responsaveis pela sinalizagao celular estimulada via LPS (CHOW et al., 1999;
KIRSCHNING et al.,, 1998; QURESHI et al.,, 1999; YANG et al., 1998), e a
expressao destes € considerada um dos mecanismos controladores das
respostas das células do sistema imune frente a bactérias (MARSIK et al., 2003).
Sabe-se que o receptor Toll-like-2 tem atividade em uma variedade de
componentes microbianos (TAKEDA et al., 2003), e o receptor Toll-like-4 ¢é
ativado pela acao das endotoxinas, controlando o principal sistema sinalizador de
resposta a bactérias Gram-negativas (EBERT et al., 2006; ROSSIGNOL; LYNN,
2005). Tais receptores s&o expressos nos leucocitos e outras ceélulas (DE LA
CALLE et al., 2002), e outros pesquisadores tentam demonstrar que ambos os
receptores podem reconhecer o LPS de forma sinérgica (BUTTENSCHOEN et al.,
2008; ZHONG et al., 2008).

Alguns estudos demonstraram que a expressdo desses receptores esta
envolvida no fenbmeno conhecido como tolerancia a endotoxina (ADIB-CONQUY;
CAVAILLON, 2002; ZHONG et al.,, 2008), caracterizado em organismos que
tiveram uma segunda exposicdo ao LPS apods algumas horas do estimulo
primario, com uma consequente diminuigado na resposta inflamatoria e até mesmo

das manifestacdes clinicas. Esta tolerancia pode ser observada dentro de horas
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apdés uma exposicdo secundaria ao LPS envolvendo a participagao de
mediadores como TNF-q, IL-1, IL-6, IL-10 e o TGF-B (GRANOWITZ et al., 1993).

Na espécie equina, o primeiro relato de tolerancia in vivo demonstrou uma
diminuicao da temperatura retal e na produgdo do TNF-a (ALLEN et al., 1996);
outro estudo mais recente revelou uma supressao na producado das citocinas
inflamatérias (TNF-qa, IL-1, IL-4, IL-6 e IL-10) em um modelo ex vivo de tolerancia
a endotoxina (DURANDO et al., 2005). O envolvimento dos receptores Toll-like
poderia ser uma possivel explicagdo para o mecanismo celular de tal fenbmeno
(FAN; COOK, 2004).

Portanto, os objetivos desse estudo incluem verificar a modulagéo da
expressao das citocinas inflamatdrias (TNF-qa, IL-1 e IL-6) e anti-inflamatérias (IL-
10 e TGF-B) durante a tolerancia a endotoxina, utilizando um modelo ex vivo com
sangue total em equinos; assim como avaliar alteragcbes na expressado dos
receptores protéicos Toll-like-2 e -4 em leucocitos do sangue periférico,

desvendando assim o mecanismo celular desse fenébmeno.

MATERIAL E METODO

Animais — Foram utilizados 6 equinos (5 machos e 1 fémea), com idade média
de 8 anos, peso médio de 450 kg, pertencentes a raga Quarto-de-Milha. Os
animais foram avaliados clinicamente, vermifugados® e somente equinos com
valores normais de hemograma e sem historico anterior de doenga gastrintestinal
ou de cirurgia abdominal foram incluidos neste estudo. O protocolo experimental
foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar da Unesp-Aragatuba
(2008/007550).

@ Eqvalan® Pasta, Merial, Campinas, SP, Brasil
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Western blotting — A técnica foi realizada segundo Monick et al. (2003), a fim de
validar o uso de anticorpo humano para realizar citometria de fluxo neste estudo.
As amostras (10 mL) de sangue humano e equino foram colhidas em tubos com
heparina sédica®. Realizou-se a lise das hemacias com um tamp&o contendo 5M
NaCl e 1M Tris-HCI (pH 7,4), seguido da adicdo de um tablete de inibidor da
protease®, a cada 10 mL de tamp&o de lise. As proteinas foram separadas por
eletroforese (SDS-PAGE a 10%), por 3 horas, a 80 mA. Em seguida, realizou-se a
transferéncia para uma membrana de nitrocelulose® por 2 horas. O bloqueio de
ligacdes inespecificas foi feito com PBST (0,01 M e pH 7,2), acrescido de 5% de
leite desnatado®, incubado por 3 horas, a temperatura ambiente. Apos trés
lavagens com PBST (0,01 M e pH 7,2), a membrana foi incubada com anticorpo
primario monoclonal anti-Toll-like-2 (1 : 500) ou -4° (1 : 500) humano em PBST,
“overnight”, a 4° C. A membrana foi lavada trés vezes e incubada por 1 hora com
um anticorpo secundario conjugado a peroxidase” (1 : 5000). Apds as Ultimas trés
lavagens, as bandas imunorreativas foram reveladas utilizando o reagente ECL

Plus', seguindo as instrucdes do fabricante.

Modelo ex vivo — As amostras de sangue dos equinos foram colhidas por
venopungdo jugular em tubos contendo EDTA’ e incubadas durante 24 horas na
presenga ou auséncia de LPS. As amostras do grupo controle (14,5 mL) foram
estimuladas com 500 yL de tampao PBS (0,01 M e pH 7,2), enquanto que as

® Tubos com heparina sédica, BD, Vacutainer® 10 mL, Franklin Lakes, EUA.

° Protease Inhibitor Cocktail tablets, Roche Applied Science Inc., Indianapolis, IN, EUA.

4 Nitrocellulose membrane, Bio-rad Laboratories, Richmon, CA, EUA.

° Leite em po Molico®, Nestlé Brasil Ltda. Fabrica de laticinios, Aragatuba, SP, Brasil.

f Affinity purified anti-human toll-like receptor-2 (CD282, TLR2), eBioscience, San Diego, CA, EUA
9 Affinity purified anti-human toll-like receptor-4 (CD284, TLR4), eBioscience, San Diego, CA, EUA
" Anticorpo anti-mouse IgG1 com peroxidase, eBioscience, San Diego, CA, EUA

' ECL Plus, Amersham GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, EUA.

I Tubos com EDTA K3, BD Vacutainer® 4,5 mL, Plymouth, Devon, Reino Unido.
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amostras de sangue total do grupo experimental foram estimuladas com 500 pL
de uma solugdo contendo 1, 10 ou 100 ng/mL de LPS derivado de E. coli
(055:B5)¢. As amostras permaneceram em uma rotisserie' a 37° C, com 5% de
CO;, por 24 horas. Apdés 4 horas do inicio da incubagdo, as amostras foram
reestimuladas com LPS (1, 10 ou 100 ng/mL) de E. coli ¥ ou tamp&o de PBS (0,01
M e pH 7,2) (Figura 1).

LPS, ou PBS LPS, ou PBS

Oh 2h 4h 8h 24h

FIGURA 1 - Delineamento experimental. LPS; indica o primeiro estimulo com lipopolissacarideo
nas diferentes concentragdes (1,10 ou 100 ng/mL ou tampao PBS (0 ng/mL); LPS,, o
estimulo secundario com lipopolissacarideo (1, 10 ou 100 ng/mL) ou tampao PBS (0
ng/mL). Os momentos da colheita (0, 2, 4, 8 e 24 horas) das amostras de sangue
para a citometria e qRT-PCR estao também indicados na figura.

Expressao dos receptores Toll-like -2 e -4 — A expressao destes receptores foi
quantificada por citometria de fluxo™. Amostras de sangue total dos equinos (100
uL) foram transferidas para tubos de poliestireno” e incubadas durante 30 minutos

em temperatura ambiente, com 30 pL dos seguintes anticorpos: o anticorpo anti-

E. coli (055:B5), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA.
! Labquake rotisserie, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA.
™ Guava EasyCyte™ Mini, GE Healthcare, Hayward, CA, EUA.

" Tubos Falcon poliestieno (15 mL), Becton and Dickinson, Plymouth, Devon, Reino Unido.
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receptor Toll-like-2 humano [TLR-2; isiothiocionato de fluoresceina (FITC)]°, o
anticorpo anti-receptor Toll-like-4 humano [TLR-4; ficoeritrina (PE)]°, e os isotipos
controles®. Para lisar as hemacias foram adicionados 3 mL de tampao de NH,4CI'.
Os tubos foram invertidos, gentilmente, varias vezes, e permaneceram em
temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida as amostras foram submetidas
a centrifugacdo em 1000 rpm durante 8 minutos a 25° C. O sobrenadante foi
descartado e as células lavadas com 3 mL de tampéao PBS (0,01 M e pH 7,2),
seguido de agitagdo mecanica®. Apds centrifugagdo a 1.000 rpm durante 8
minutos a 25° C, foi realizado descarte do sobrenadante. O pelete foi agitado em
seu liquido de lavagem residual e ressuspendido em 300 pL de paraformaldeido a
2%. As amostras foram armazenadas a 4° C, protegidas da luz, até o momento
da analise. A aquisicado foi realizada em citémetro™, utilizando 10.000 eventos por
amostra. Para separacao das populacdes de leucdcitos foi realizada a analise por
tamanho e granulosidade e os dados foram avaliados pelo software FACSDiva
v.6.1.1", onde foram criados portdes para definir as populacdes de neutrdfilos
(R1), linfocitos (R2) e mondcitos (R3) (Figura 2), considerando-se a porcentagem
de células duplamente marcadas. Os valores foram corrigidos para ligacdes

inespecificas subtraindo-se os valores das amostras com isotipos controles.

°Fluorescein isothiocyanate (FITC) anti-human Toll-like receptor 2 (CD282, TLR2, TLR-2),
eBioscience, San Diego, CA, EUA.

P Phicoerytrin (PE) anti-human Toll-like receptor 4 (TLR4, TLR-4), eBioscience, San Diego, CA,
EUA.

91gG2a Isotype Control, eBioscience, San Diego, CA, EUA.

"1X RBC Lysis buffer, eBioscience, San Diego, CA, EUA.

* Vortex Phoenix, AP-56, Luferco, Araraquara, SP, Brasil.

' FACSDiva™ software, vers3o 6.1.1, BD Biosciences, San Jose, CA, EUA.
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FIGURA 2 - Identificacdo das populagbes de leucdcitos: neutrofilos (R1), linfécitos (R2) e
mondcitos (R3) durante a citometria de fluxo, utilizando granulosidade (side scatter)
versus tamanho (forward scatter) das células.

Isolamento de leucécitos para obtencao de RNA — De cada amostra incubada
com e sem LPS, 500 pyL de sangue total foram transferidos para tubos de
microcentrifuga (2 mL) para o isolamento total do RNA com “kit” comercial" de
acordo com as instrugdes do fabricante, nos momentos indicados. Em seguida,
foram adicionados 1,3 mL de RNA/ater’ para estabilizar o RNA. Estas amostras
foram armazenadas a -20° C até o momento da extragdo do RNA.

Foram entdo separadas as fases aquosa e organica. A fase aquosa foi
utilizada para a purificagao final do RNA. Realizou-se o tratamento com DNAse

para se remover o DNA genémico no RNA eluido.

Transcrigdo reversa e Reagdao em Cadeia da Polimerase quantitativa em
tempo real (QPCR) — O cDNA sintetizado a partir do RNA recuperado dos
leucocitos foi submetido a analise pela RT-PCR para se verificar a expressao dos
seguintes genes: TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 e TGF-f utilizando-se primers e probes

especificos. Estes primers e probes foram desenhados através de software

" RiboPure®-Blood, nimero de catalogo AM 1928, Ambion, Austin, TX, EUA
" RNA/ater, nimero de catalogo AM7021, Ambion, Austin, TX, EUA
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comercial® e sintetizados por empresas comerciais. As sequéncias de
nucleotideos que foram usadas para o desenho dos primers e probes foram
obtidas através do GenBank com base na espécie equina, e estdo representados
na Tabela 1.

As reagdes de PCR continham 20 nM de cada primer, 10 nM de cada
probe, PCR Mastermix comercial® e 2,5 uL de cDNA da amostra em um volume
final de 25 pL. Curvas-padrao relativas foram construidas usando-se onze
diluicbes seriadas do RNA total. Estas diluicbes sofreram transcricdo reversa
como descrito anteriormente para o cDNA. O cDNA preparado a partir do RNA
nao diluido recebeu o valor relativo de 1024. A primeira diluicdo 1:1 recebeu o
valor relativo de 512, a segunda diluicdo 1:1 recebeu o valor relativo 256, etc, até
a diluicdo final (112) a qual foi designado o valor relativo de 1.

As amostras foram colocadas, em duplicata, em placas de 96 pocgos e
amplificadas em termociclador’. As condigbes de amplificagdo foram 2 minutos a
50° C, 10 minutos a 95° C, 40 ciclos de 15 segundos a 95° C e 60 segundos a 60°
C. A quantificacao relativa do alvo foi feita usando-se o sinal para Gus, um gene
“‘housekeeping”, em cada amostra. Os dados foram analisados pelo método
AACT: o valor de cada amostra foi normalizado dividindo-o pelo valor para BGus
correspondente (valor da amostra/valor Gus). A quantificagdo da transcrigcao é
reportada como n-log (fold change) em relagdo ao cDNA calibrador (transcrigdo
das amostras n&o tratadas).

¥ Primer Express, Applied-Biosystem, Foster City, CA, EUA
* Taqman® Universal PCR Mastermix, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA
¥ iQ 5, Bio-rad, Hercules, CA, EUA
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Tabela 1 — Sequéncias de primers e probes utilizadas na qRT-PCR

Gene Senso (5" -3") Anti-senso (5" - 37) Probe (5" -3")

Bgus gacatccgagggaagggct agccaacgaagcaggttga gtccttcaccagcagtggccagtct

TNF-a gcccagacactcgatcatcttc  catttgcacgcccactca cccatgttgtagcaaacccccaagce

IL-1B gcagccatggcagcagta attgccgctgcagtaagtca ccgacaccagtgacatg

IL-6 agcacattaagtacatcctcggc ccagattggaagcatccgtc atctctgccctgaaaaatgagatgtgtaacaattt

IL-10 gcacgtgaactccctggg aaatcgatgacagcgccg — agcctcactcggagggtcttcagetttt

TGF-B ccgagctctggacaccaacta  tgccgtacgcagcagttct tgttccagctccacagag

" Probes s&o marcadas com molécula reporter 6-FAM (6-carboxilfluoresceina) na posicdo 5" e
quencher BHQ-1 (black-hole quencher) na posigéo 3°.

Andlise estatistica - Os dados obtidos na citometria de fluxo foram submetidos
ao estudo das distribuicbes das variaveis quanto a normalidade (teste
Kolmorogov-Smirnov). Foi utilizado o teste de Friedman para comparar os grupos,
seqguido do teste de Dunn para comparagdes multiplas das médias, considerando-
se significativos valores com p < 0,05. As analises estatisticas foram efetuadas

empregando-se um programa computacional®.

# GraphPad Instat 3, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA.
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RESULTADO

Reacgao cruzada — Através do Western blotting foi possivel avaliar a habilidade
das células leucocitarias de equinos em reagir com o anticorpo humano para os
receptores Toll-like-2 e -4, assim como a expressao constitutiva de tais receptores
(Figura 3).

1ANO
EQUINO

TOLL-LIKE 2 b ‘ 64 kDa
' I

TOLL-LIKE 4 . ’* khg

FIGURA 3 - O Western blotting demonstrou a reagdo cruzada dos anticorpos monoclonais
especificos anti-TLR-2 e anti-TLR-4 humanos com as diferentes células de equino.
As bandas comparativas das proteinas TLR-2 e TLR-4 de humano e equino foram
reveladas pelo reagente ECL plus'.

Expressao dos receptores Toll-like — Os valores referentes a expressao
percentual dos receptores Toll-like-2 e -4 nos linfécitos, mondcitos e neutrofilos
para o animal 3 (melhor representativo) estao representados nas Figuras 4, 5 e 6,

respectivamente.
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FIGURA 4 - Valores individuais da porcentagem de expressao de receptores Toll-like-2 e -4 em

linfocitos, mensurados por citometria de fluxo.
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mondcitos, mensurados por citometria de fluxo.
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FIGURA 6 - Valores individuais da porcentagem de expressao de receptores Toll-like-2 e -4 em

neutrofilos, mensurados por citometria de fluxo.
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Os valores percentuais da expressao dos receptores Toll-like-2 e -4, nos
diferentes grupos, estao representados na Tabela 2.

Nao foram observadas diferencgas significativas (p > 0,05) na expressao
dos receptores Toll-like-2 e -4 no Grupo controle (0 ng/mL de LPS), ao longo do
tempo, nas diferentes populagdes celulares. Os neutrdéfilos, mondcitos e linfécitos
apresentaram um aumento estatisticamente significativo (p < 0,05) da expresséao
dos receptores TLRs nos momentos 8 e 24 horas, em relagdo ao momento basal,
nas trés concentragdes de LPS avaliadas (1, 10 e 100 ng/mL).

Quando foram comparadas as diferentes concentragdes de LPS (1, 10 e
100 ng/mL), houve uma resposta padronizada nas populagdes celulares, com um
aumento estatisticamente significativo (p < 0,05) da expressdo dos receptores
Toll-like, nas concentragées 10 e 100 ng/mL de LPS as 2, 4, 8 e 24 horas em

relacdo ao Grupo controle (0 ng/mL de LPS).
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Tabela 2 - Valores da expressao dos receptores Toll-like-2 e -4, em trés populacbes celulares

(linfécitos, mondcitos,

neutréfilos) do sangue total, em

relacdo as diferentes

concentragcdes de LPS (0, 1, 10, 100 ng/mL). Os valores representam a mediana

(minimo e maximo)

Populagbes = Momentos

Concentragdes (ng/mL)

celulares (horas) 0 1 10 100
0 0.2 02° 0.17° 0.3°
(0.1-0.4) (0.2-0.5) (0.1-0.6) (0.1-0.6)
2 0.38 09°8 1.0%4 1.6%4
(0.1-0.4) (0.1-1.3) (0.4-1.9) (0.8-2.7)
Linfocitos 4 0.28 128 1.7%4 2.0>A
(0.2-0.4) (0.7-2.0) (1.2-3.4) (1.2-3.0)
8 038 2528 3.9%4 462"
(0.2-0.6) (1.8-3.3) (2.0-4.4) (1.5-5.2)
24 0.3 1.7%8 22%A 462~
(0.2-0.6) (1.2-3.3) (1.6-4.7) (2.5-7.6)
0 0.3 0.3 0.3° 0.3°
(0.1-0.7) (0.1-0.6) (0.2-0.5) (0.2-0.6)
2 02° 158 1824 3.3%%
(0.1-0.3) (0.1-2.6) (0.2-2.9) (1.2-4.8)
Mondcitos 4 028 1958 3324 3.3%4
(0.1-0.4) (1.0-3.1) (2.6-5.1) (1.6-5.7)
8 0358 3328 5.12A 46"
(0.2-0.9) (2.0-5.2) (2.5-8.3) (3.3-8.8)
24 04° 3028 42%" 5824
(0.2-0.6) (1.4-5.5) (1.3-11.1) (1.6-33.1)
0 0.4 0.3° 0.5° 0.3°
(0.2-0.5) (0.2-0.5) (0.1-0.6) (0.1-0.6)
2 04° 1.1%8 2304 27%A
(0.1-0.6) (0.5-1.1) (1.4-3.3) (2.2-4.2)
Neutroéfilos
4 05° 1.8%°8 2304 344
(0.4-1.2) (1.5-2.6) (2.1-4.5) (2.3-5.2)
8 0.7° 3928 40" 52%A
(0.1-0.7) (2.2-4.6) (2.6-4.8) (3.6-10.2)
24 06° 2828 482" 4924
(0.3-0.7) (2.0-4.8) (3.5-5.1) (4.6-7.9)

Medianas seguidas de letras distintas diferem significativamente entre si (p < 0,05) na coluna e na
linha. Auséncia de letras minusculas (linha) ou maidsculas (coluna) indica que ndo ha diferenga
significativa (p > 0,05) entre os dados avaliados.
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Expressao génica das citocinas — os valores do pool de cDNA demonstraram
uma expressdo basal para todas as citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-10) no
momento 0 hora, em todas as concentragbes de LPS (0, 1, 10 e 100 ng/mL).
Houve pequeno aumento da expressao génica de IL-1 e IL-6 nos momentos 2, 4,
8 e 24 horas no Grupo controle (0 ng/mL de LPS). A adi¢do primaria de LPS
induziu um aumento rapido e potente na expressdo génica das citocinas pro-
inflamatdérias TNF-a, IL-1 e IL-6, nos momentos 2 e 4 horas em relagdo ao
momento basal (0 hora), nas diferentes concentragcdes de LPS (1, 10 e 100
ng/mL). Porém houve diminuigdo drastica na expresséo génica do TNF-a (44-
73%), do IL-1 (51-61%) e do IL-6 (56-90%) no momento 8 horas, em relagdo ao
momento 4 horas, que persistiu até 0 momento 24 horas apds o estimulo primario
com LPS, nas trés concentragdes de endotoxina. A IL-10 demonstrou um padrao
diferente na sua expressédo génica. Enquanto ndo houve aumento da expressao
de IL-10 na concentragdo controle (0 ng/mL) durante 24 horas, sua expressao
apresentou-se pouco aumentada apos o estimulo primario de LPS (momentos 2 e
4 horas), com aumento consideravel (75-83%) da expressdo apos o estimulo
secundario de LPS no momento 8 horas e diminuicdo dos valores as 24 horas
(98-99%) (Tabela 3). Nao houve alteragdo na expressao génica do TGF-3 apds o

estimulo com diferentes concentragdes de LPS neste estudo.
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Tabela 3 - Valores relativos da expressdo génica relativa de citocinas para as diferentes
concentragdes de LPS (0, 1, 10, 100 ng/mL) em um modelo ex vivo de tolerancia ao
LPS em equinos. Os valores foram normalizados em relacdo ao gene housekeeping
BGus (gene/BGus) e comparados com o momento 0 (expressdo relativa

relativar,/expressao relativary)

Concentragao de LPS Citocinas Momentos (horas)

(ng/mL) 2 4 8 24
TNF-a 0,46 0,73 0,67 0,16
0 IL-1 1,68 20,13 4,05 6,00
IL-6 0,90 2,82 4,06 2,19
IL-10 0,78 0,55 0,36 0,67
TNF-a 238,72 197,21 54,84 3,26
1 IL-1 147,87 122,96 46,83 9,37
IL-6 357,09 72,56 31,38 22,19
IL-10 12,19 32,60 126,40 2,16
TNF-a 271,49 199,69 63,36 1,30
10 IL-1 345,09 136,24 66,08 7,67
IL-6 4066,38 970,68 92,78 35,06
IL-10 67,72 77,32 472,90 1,93
TNF-a 273,56 341,77 188,25 3,03
100 IL-1 224,83 254,25 101,19 14,57
IL-6 2393,91 965,02 110,25 57,33
IL-10 43,02 120,12 746,33 2,49

* Estimulo secundario de LPS no momento 4 horas.

DISCUSSAO

O fendbmeno de tolerancia a endotoxina em equinos foi demonstrado neste

estudo, através da diminuicdo da expressao génica de citocinas pro-inflamatorias

(TNF-a, IL-1 e IL-6), aumento na expressao da citocina anti-inflamatéria 1L-10,

apos o estimulo secundario de LPS (momentos 8 e 24 horas), e nenhuma

alteracdo na expressao génica do TGF- durante todo o estudo. Ao se avaliar a

expressao dos receptores Toll-like-2 e -4 em diferentes concentragbes de LPS (1,
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10 e 100 ng/mL), observou-se aumento de ambos os receptores apos o segundo
estimulo de endotoxina, sugerindo que o mecanismo molecular da tolerancia nao
acarreta diminuicdo na expressao destes receptores nessa espécie.

A escolha do modelo experimental foi fundamental para confirmar a
resposta de tolerancia. Sabendo-se que, a utilizacdo de células em cultura nao
responde ao LPS da mesma maneira como no sangue total, uma vez que cada
populacao celular pode ser afetada de maneira diferente pelo mesmo insulto
(CAVAILLON; ADIB-CONQUY, 2006; MATHINSON et al.,, 1992), e que os
modelos in vivo apresentam desvantagens como a ativagado de outras células e
ligantes enddgenos dos receptores Toll-like (FAURE et al., 2001; SMILEY et al.,
2001) optou-se pela utilizagdo de um modelo ex vivo para o estudo da tolerancia
em equinos.

Esse novo modelo foi desenvolvido para a avaliagdo da modulacdo de
citocinas no sangue total, sendo caracterizado por boa estabilidade (contagem e
viabilidade) de leucécitos ao longo de todo o periodo experimental (WANG et al.,
2000). Este modelo permitiu estudar o fendbmeno da tolerancia a endotoxina em
equinos, assim como avaliar a expressao dos receptores Toll-like-2 e -4 nas
diferentes concentracbes de LPS e populagdes celulares, semelhante ao
demonstrado em diversos estudos (HADLEY et al., 2005; HADLEY et al., 2007;
JORGENSEN et al., 2001; YAGUB et al., 2003; WANG et al., 2001).

A presencga das proteinas dos Toll-like-2 e -4 vem sendo detectada através
do Western blotting em células humanas, mostrando que o TLR-4 é alvo da
indugao de tolerancia a endotoxina (FAURE et al., 2001; ZHONG et al., 2008).
Uma vez que os receptores Toll-like-4 e -2 de equinos apresentam uma
homologia grande com os mesmos receptores para humanos, (NCBI) 90% e 85%,
respectivamente, anticorpos humanos contra estes receptores foram usados para
marca-los em leucécitos de equinos na citometria de fluxo, a semelhanca de
estudos para identificar tais receptores em leucécitos de cdes (BURGENER;
JUNGI, 2008).

Estudos prévios investigaram a toleréncia em relagdo aos efeitos dose-

dependentes do segundo estimulo de LPS. Koons et al. (2008) relataram que um
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estimulo secundario de LPS (4 horas apds o estimulo primario), acarretava efeitos
redutores em relagdo a produgao de TNF-a utilizando a dose de 100 ng/mL, sem
nenhuma diferenga para a dose de 1 ng/mL de LPS. Outro estudo relatou que a
dose de 100 ng/mL de LPS foi a unica que reduziu drasticamente a produgao de
citocinas inflamatorias (IL-6 e IL-12) em macrofagos peritoneais de camundongos,
enquanto as concentragbes de 1 e 10 ng/mL n&o apresentaram diferencas
significativas em relagdo a concentracao controle (NOMURA et al., 2000). Porém,
um estudo demonstrou que a segunda dose de 10 ng/mL de LPS acarretou a
diminuicdo na expressao do TLR-4 (CUSCHIERI et al., 2006) em mondcitos de
humanos, enquanto Medvedev et al. (2002) ndo observaram alteracdo na
expressao do TLR-2. No presente estudo, embora as trés doses de LPS tenham
induzido a tolerancia a endotoxina, acredita-se que as doses a serem usadas para
promover uma melhor expressao dos receptores Toll-like em mondcitos, linfocitos
e neutrdfilos de equinos sejam de 10 e 100 ng/mL de LPS, pela maior ativagéo
dos receptores Toll-like-2 e -4 encontradas nessas doses.

O estabelecimento da tolerancia a endotoxina em equinos nesse modelo ex
vivo foi verificado através da diminuicdo na expressdo génica das citocinas
inflamatdrias, similar ao encontrado por outro modelo ex vivo em equinos cujo
estimulo secundario de LPS promoveu a diminuigdo na transcricao dos genes das
citocinas TNF-q, IL-1e IL-6 em mondcitos tolerantes (DURANDO et al., 2005).
Outras espécies como coelhos, camundongos, ratos e humanos ja demonstraram
o0 mesmo padrao de diminuicdo das citocinas inflamatérias frente a um estimulo
ex vivo de LPS (ERROI et al.,, 1993; FLOHE et al., 1991; KIANI et al.,1997;
WAKABAYASHI et al, 1994), enquanto modelos in vitro evidenciaram
discordancia de resultados (MENGOZZI et al.,, 1993; SEATTER et al.,, 1994;
TAKASUKA et al., 1991; ZIEGLER-HEITBROCK et al., 1992), atribuida muitas
vezes a variedade de diferentes doses de LPS, tipos ou linhagens celulares
(RAYHANE et al., 1999).

Como relatado por Wang et al. (2000), o modelo ex vivo com sangue total
apresenta o consumo de oxigénio durante as 24 horas de incubagdo, sendo

inicialmente um consumo maior e decrescendo vagarosamente ao longo do
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tempo. Assim, no presente estudo, o aumento da expressédo das citocinas proé-
inflamatorias IL-1 e IL-6 na concentragédo controle (0 ng/mL) de LPS condiz com
relatos prévios (GHEZZI et al., 1991) que concluiram que a hipdxia aumenta a
producgao de IL-1 e TNF-a.

Semelhantemente, Knowlers et al. (1997) relataram que a capacidade
fagocitica de células polimorfonucleares estava aumentada na presenca de IL-1 e
TNF-a durante a hipéxia em comparagcao a normoxia. Tais resultados sugerem
que a privagao de oxigénio aumenta a estimulagéo de LPS, assim como os efeitos
de mediadores como citocinas pro-inflamatorias. No presente estudo, a hipoxia
pode ter sido reconhecida pelas células como uma alteragdo semelhante ao que
ocorre no organismo animal, e contribuido para a indugdo na produgao de
citocinas pro-inflamatérias nas amostras sem estimulo de LPS (WANG et al.,
2000).

O envolvimento de citocinas anti-inflamatoérias como a IL-10 e TGF- tem
sido demonstrado em modelos in vitro de tolerancia a endotoxina (CAVAILLON et
al., 1994; RANDOW et al., 1995), evidenciando o potente efeito anti-inflamatério
da IL-10 na toleréncia (CAVAILLON, 2002) e do TGF-f3 na endotoxemia (GARCIA-
LAZARO et al., 2005).

Enquanto Randow et al. (1995) e Durando et al. (2005) estudando a
tolerdncia a endotoxina, através de cultura in vitro ou ex vivo de mondcitos de
humanos e equinos, respectivamente, demonstraram uma diminuicdo na
transcricdo do gene da IL-10 apds o segundo estimulo de LPS, Frankenberger et
al. (1995) e Adib-Conquy et al. (2006) reportaram um aumento da producgéao de IL-
10 apds o estimulo secundario de LPS em mondcitos de humanos com sepse.
Tais resultados sao condizentes com os achados do presente estudo, com um
aumento importante da expressao génica da IL-10 nesse fenbmeno de tolerancia
a endotoxina em equinos, ilustrando que a modificagdo da sinalizagao
intracelular ocorreu para limitar a producdo de citocinas pro-inflamatdrias ou
favorecer aquela de citocinas anti-inflamatorias (ADIB-CONQUY et al., 2006).

O TGF-B tem sido reconhecido como um desativador de macrdéfagos em

camundongos na inflamagao, através da inibicao da liberagdo de intermediarios
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reativos de oxigénio (TSUNAWAKI et al,, 1988) e de TNF-a (ESPEVIC; NISSEN-
MEYER 1986), esperando-se o envolvimento deste mediador na tolerancia a
endotoxina como parte de uma resposta anti-inflamatéria compensatéria (BONE,
1996). No entanto, outros autores identificaram o TGF-f como um fator que
predispde a uma producdo exagerada de citocinas pro-inflamatérias induzidas
pelo LPS (CHANTRY et al, 1989; TURNER et al., 1990), e ao choque
endotoxémico letal (MARIE et al., 1996), caracterizando um papel controverso
dessa citocina.

O TGF-B ¢é sintetizado por diversos tipos celulares, incluindo células
mononucleares, plaquetas e granulécitos, sendo comumente presente numa
forma latente em amostras biolégicas (TYLMAN et al., 2006). Existem assim trés
hipéteses para nao ter ocorrido a expressao do TGF-f3 no presente modelo: a ndo
ligacdo do TGF-3 aos receptores de membranas do tipo | e do tipo Il, impedindo a
sinalizagao intracelular mediada pelas proteinas SMADs e a transcricdo de
diferentes genes-alvos; ou o estimulo de LPS em neutréfilos e mondcitos resultou
em um aumento significativo da proteina TGF-B, porém sem alteracbes na
expressdao do RNAm para TGF-B, a semelhanga da resposta em humanos
(GROTENDORST et al., 1989), pois ha primeiramente estimulagédo das formas
latentes de TGF-B nas amostras bioldgicas, sugerindo uma regulagdo pés-
transcripcional e/ou pés-transducional da expressao do TGF- (KIM et al., 1992);
ou ainda, o fato de ter sido utilizado um modelo ex vivo de sangue total, ndo
houve influéncia do figado na indugao da expressao do TGF-3 durante a resposta
de fase aguda, pois o figado é a maior fonte de TGF- na endotoxemia (SHETH;
BANKEY, 2001; SZABO et al., 2002).

Modelos in vitro em células humanas sugerem que o TGF-B é menos
importante que a IL-10 na tolerancia (SCHRODER et al., 2003), semelhante a
outro estudo que nao demonstrou diferenga na expressdao do TGF-B entre
mondcitos tolerantes e nao tolerantes ao LPS (FLACH et al., 1995). Porém tais
estudos in vitro ndo consideraram a importancia da origem hepatica do TGF-j3,
como demonstrado em camundongos transgénicos, cujos niveis hepaticos desta

citocina apresentavam relevancia apos o estimulo de LPS (GARCIA-LAZARO et
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al., 2005). Sendo assim, a auséncia da expressao da citocina TGF-3 no presente
modelo ex vivo em equinos nao teria sido possivel de ser detectada por néo
acarretar a ativagao hepatica durante a fase aguda da inflamacao.

Como quase todos os efeitos fisiopatoldégicos do LPS sdo mediados por
citocinas como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 e TGF-B (BEUTLER; CERAMI, 1986;
DINARELLO et al., 1988), espera-se desta forma que a tolerédncia a endotoxina
possa levar a uma dessensibilizagdo dos sinais clinicos nos equinos, que séo
altamente sensiveis ao LPS (KIKU et al., 2003).

O mecanismo celular pelo qual ocorre o fendmeno de tolerancia a
endotoxina ainda ndo esta bem estabelecido. Sato et al. (2000) estudaram a
tolerancia a endotoxina in vitro em camundongos e encontraram uma diminuigao
na expressao dos TLRs, corroborando com estudos feitos por Martin et al. (2001)
em linhagens celulares e com Nomura et al. (2000) em macrofagos peritoneais,
que associaram essa reducdo dos receptores com o efeito de tolerancia. Ja
Medvedev et al. (2001), também utilizando o modelo in vitro para verificar o efeito
de tolerdncia em macréfagos peritoneais de camundongos, ndo observaram
alteracbes na expressao destes receptores, 0 que ressalta a discussao sobre a
hipotese de que o fendbmeno de tolerancia esteja relacionado a uma diminui¢ao na
expressao de tais receptores.

Sabe-se também que o TGF-f3 inibe a expressao do CD14 em macrofagos
estimulados por LPS, podendo atenuar a sinalizagdo do TLR-4 (IMAI et al., 2000).
Como nao foi observada a expressdo génica de TGF-B neste estudo,
provavelmente nao ocorreu a inibicdo da expressdao do CD14, levando ao
aumento da expressao dos receptores Toll-like nos leucdcitos destes equinos.

Ao contrario dos trabalhos anteriores, o presente estudo demonstrou um
aumento na expressdo de ambos os receptores Toll-like, consistente com
achados recentes em humanos que demonstraram um aumento progressivo na
expressao do TLR-2 e do TLR-4 com uma dose de 10 ng/mL (WITTEBOLE et al.,
2005). Tal estudo realizou o estimulo primario de LPS in vivo e o estimulo
secundario ex vivo em mondcitos, considerando a possibilidade de influéncia do

modelo utilizado nas respostas obtidas.
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Medvedev (2001) também demonstrou que uma superexpressao dos
receptores CD14, MD-2 e TLR-4 em células humanas n&o afetou a habilidade
destas se tornarem tolerantes, uma vez que os receptores Toll-like demonstraram
funcdo adequada de sinalizagdo in vitro. Ambos os autores acreditam que a
diminuicdo dos receptores Toll-like-2 e -4 n&o seja o mecanismo celular da
tolerancia a endotoxina, considerando a possibilidade do envolvimento de vias de
sinalizagao internas como responsaveis por tal fendbmeno (MEDVEDEV, 2001;
WITTEBOLE et al., 2005). Desta maneira, o aumento da expressao dos TLRs
encontrado no presente estudo também sugere que esta hipotese possa ser
valida para a espécie equina.

Diante de tais observacbes, a pesquisa do mecanismo de tolerancia a
endotoxina em equinos deve ser direcionada a alteragcdes nas vias de sinalizagao
internas da célula, como o fator nuclear-kB (NF-kB) e a proteina MyD88, que s&o
os principais fatores requeridos para a transcricao de varios genes de mediadores
inflamatérios (CUSHIERI et al., 2008; MEDVEDEYV et al., 2000). Estas proteinas
poderiam ser as responsaveis pela diminuicdo na produgdo de citocinas

inflamatdrias na tolerancia a endotoxina em equinos.

CONCLUSAO

Foi possivel demonstrar que ocorreu uma diminuicdo de citocinas proé-
inflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-6) e aumento da citocina anti-inflamatoria 1L-10,
porém sem alteracdo na expresséo génica do TGF- apos o estimulo secundario
de LPS. Desta maneira foi demonstrada a ocorréncia da tolerancia a endotoxina
no modelo ex vivo com sangue total em equinos, semelhante a estudos prévios
em outras espécies.

Apesar da ocorréncia do fenbmeno de toleréncia, houve aumento na

expressao dos receptores Toll-like-2 e -4 em neutréfilos, mondécitos e linfécitos,
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contrariando relatos em outras espécies de uma diminuicdo de ambos os
receptores de superficie celular como responsavel pela tolerancia a endotoxina.
Acredita-se que a tolerancia em equinos esteja relacionada ao mecanismo de

ativacao das vias de sinalizacao intracelulares.
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