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INDUCAO DIFERENCIAL DAS VIAS MyD88 E TRIF-DEPENDENTES EM

LEUCOCITOS TOTAIS DE EQUINOS ESTIMULADOS COM LPS DE E. coli

RESUMO - A resposta imune inata é a principal responséavel pela defesa do
hospedeiro contra endotoxinas de bactérias Gram-negativas. Tal resposta se
da através dos receptores Toll-like-4 e -2, seja pela via MyD88—dependente,
TRIF-dependente ou ambas. Entretanto, uma resposta exagerada pode
resultar em muitos danos para o organismo e levar até mesmo ao choque
séptico. Uma das formas de controle desta resposta se da através da tolerancia
a endotoxina (TE). Por isso o presentes estudo tem por objetivo investigar a
inducao diferencial dos receptores TLR-4 e 2, suas vias de sinalizacdo MyD88
e TRIF-dependentes e avaliar outros possiveis genes relacionados a estas vias
apos inducdo da TE. Foi coletado sangue total de cavalos saudaveis (n=6), o
qgual foram estimulados com diferentes doses (0, 1 ou 10ng de LSP/mL) LPS
de E.coli no momento O e 4 horas apds o primeiro estimulo e 4 horas apos o
segundo estimulo. O “pool” (n=6) de RNA das amostras, coletado 0, 2, 4 e 8
horas, foi utilizado para a transcricdo do cDNA. A hibridizacdo do cDNA
marcado com Cy-3 foi realizada em uma lamina 4x44 contendo sequéncias
especificas da espécie equina. Foi identificado durante a TE, nas diferentes
doses de LPS, um aumento de transcritos dos receptores TLR-4 e -2, TNFAIP3
e IL-10 e uma diminuicdo de outros transcritos de genes importantes, tais
como: MyD88, IL1-B, TNF-a, TRAM2, 0 que caracteriza e esclarece, de certa
forma, as alteracdes na sinalizacdo do TLR nas condicfes de tolerancia a

endotoxina.

Palavras-Chave: linfotoxina-a; receptor 4 toll-like; receptor 2 toll-like;

interleucina-1; interleucina-6



DIFERENCIAL INDUCTION OF MyD88 AND TRIF-DEPENDENT PATHWAY

IN EQUINE LEUKOCYTES STIMULATED WITH LPS FROM E. coli

SUMMARY - The innate immune response is the main responsible for the
host's defense against endotoxins from Gram-negative bacteria. Such response
occurs via Toll-like-4 and -2 receptors, MyD88-dependent pathway, TRIF-
dependent pathway or both. However, an exaggerated reponse can induce
many damages to the organism, including septic shock. One way to control this
exacerbated response is through endotoxin tolerance (ET). The goals of the
present study were to investigate TLR-4 and 2 receptors, their signaling through
MyD88 e TRIF-dependent pathways and evaluate other possible genes related
to this ways after ET induction. Blood samples were collected from healthy
horses (n=6) which were stimulated with different doses (0, 1 or 10ng of
LSP/mL) of LPS from E.coli, for 0 and 4 hours after the first stimulus and 4
hours after second stimulus. The pool (n=6) of RNA, extracted from the
samples collected at 0, 2, 4 e 8 hours, was used for the transcription of the
cDNA. The hybridization of the cDNA marked with Cy-3 was done in one slide
4x44 containing specific sequences from the equine species. We identified
during the ET, on the different doses of LPS, an increase of transcripts for the
receptors TLR-4 and -2, TNFAIP3 and 1l-10 and a reduction of transcripts of
other important genes, such as: MyD88, IL1pB, TNF-o, TRAMZ2, what
characterizes and enlightens the changes in TLR signaling during endotoxin

tolerance.

Key-words: linfotoxin-a, toll-like receptor 4; toll-like receptor 2; interleukin-1,

interleukin-6.
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| INTRODUCAO

A endotoxemia associa-se a doencas com altas taxas de mortalidade em
equinos (MORRIS; MOORE, 1989). Nos adultos, estas doencas incluem varias
enfermidades que afetam o trato gastrintestinal, principalmente as doencas que
se caracterizam por inflamacdo e isquemia intestinal, relacionadas
especialmente aos sinais de cdlica. Trata-se de um disturbio sistémico que se
origina da resposta do hospedeiro a um componente da membrana celular das
bactérias Gram-negativas (BAYSTON; COHEN, 1990), sendo responsavel por
grandes perdas econOmicas relacionadas aos custos com tratamento,

possiveis complicacdes e morte (LOHMANN et al., 2003).

Os efeitos clinicos causados pelas endotoxinas incluem depressao,
taquicardia, pirexia, taquipnéia e laminite, e em casos mais graves podem
resultar em um colapso cardiovascular, coagulacéo intravascular disseminada
e faléncia mdltipla dos orgaos (SMITH et al., 2005). Alguns equinos podem
exibir sinais de dor abdominal, enquanto outros parecem ficar deprimidos
(MOORE, 2001). Esses sinais clinicos estdo presentes a despeito de baixas
concentracfes plasmaticas de endotoxina, pois 0s equinos S0 muito sensiveis
aos efeitos adversos das endotoxinas das bactérias Gram-negativas (KIKU et
al., 2003).

H& mais de 100 anos, descobriu-se que extratos de bactérias Gram-
negativas eram altamente téxicos. Com base na suposicdo que essas toxinas
eram liberadas do interior da bactéria apos 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 Gram-negativa (MOORE, 2001).
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O lipopolissacarideo € o componente bacteriano mais importante na
fisiopatologia da endotoxemia (MOORE, 2001) e ele € liberado quando ocorre
replicacdo bacteriana rapida, lise ou morte do microorganismo (MORRIS;
MOORE, 1989; OLSON et al.,1995).

O Iumen intestinal do equino contém normalmente uma grande
guantidade de endotoxinas (MORRIS; MOORE, 1989), porém disturbios
gastrintestinais reduzem a eficacia da barreira mucosa (HENRY; MOORE,
1993), facilitando a passagem destas para o0 sistema venoso mesentérico ou
linfatico, ou entdo para a cavidade peritoneal. Desta maneira alcancam a
corrente circulatoria (COLLATOS, 1995; MOORE, 1995), o que acarreta a
ativacao das células do hospedeiro, as quais sao responsaveis pela mediacéo
dos eventos patolégicos, uma vez que passam a produzir mediadores
inflamatérios frente a endotoxina (BARTON et al., 1996; MOORE, 1995;
MORRIS; MOORE, 1989; MORRISON et al., 1994; ROBERTS, 1995;
SEETHANATHAN et al., 1990). Os leucécitos sé@o as células responsaveis pela
resposta a endotoxemia (WRIGHT et al., 1990). Esta célula possui a
capacidade de reconhecer o LPS e de ativar o sistema imune inato pela
liberacdo de varios mediadores diferentes, 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 inflamatérios e metabolicos como a
ativacao de neutrofilos, sua degranulacao e aderéncia ao endotélio, inducéo de
febre, aumento da sintese de catecolaminas e atividade pré-coagulante. Com
isso ocorre microtrombose, extravasamento capilar e necrose hemorragica em
orgdos vitais como pulmdo, coracdo, figado, rins e trato gastrintestinal
(GYETKO et al., 1992).

As interleucinas sdo uma grande familia de citocinas sintetizadas por
fagdcitos mononucleares, que funcionam como reguladores das respostas

inflamatéria e imunolégica normais do hospedeiro (MOORE, 1999). A
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interleucina-1 também tem sido implicada na patogénese da endotoxemia,
causando hipotensao, além de agir sinergicamente com outras citocinas, Os
picos de concentracdo do TNF-a e da IL-1 sé&o 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 é 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 producéo de proteinas de fase aguda pelos
hepatécitos (BERETA et al., 1990) e na inducdo da febre (LEMAY et al., 1990)
(OPP et al.,, 1989). As maiores concentracbes de IL-6 coincidem com a
resposta febril induzida pela endotoxina (MOORE, 1999), e a concentracao
desta citocina estd aumentada em relacdo a valores basais de 1 a 8 horas
apos o estimulo com LPS (BUENO et al., 1999).

As endotoxinas também originam a sintese e liberacdo de mediadores
anti-inflamatoérios (FLACH et al., 1997). A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina
anti-inflamatoéria sintetizada por mondcitos, macréfagos e linfécitos, cuja
producéo parece ser regulada pelo fator de necrose tumoral e pela interleucina-
1. O principal efeito anti-inflamatorio da IL-10 pode relacionar-se a desativacao
dos fagocitos mononucleares e a inibicdo da sintese de citocinas pro-
inflamatdrias (FIORENTINO et al., 1991).

Foram identificados receptores da resposta inata, Toll-like (TLRS)
(HASHIMOTO et al., 1988; BAKER et al., 1997; MEDZHITOV et al. 1997), que
sdo glicoproteinas de membrana integral tipo I, responsaveis por fazer a
comunicacao entre o meio externo e interno da célula (MOORE, 2001). Estes
sao responsaveis pelo inicio da cascata da resposta inflamatéria (HODGSON,
2006), entdo associados com a via de sinalizacdo que resulta na ativacao de
genes que medeiam a resposta imune inata e na atividade de produtos de
microorganismos invasores (TAKEUCHI; AKIRA, 2001).
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Embora o LPS seja um potente ativador celular, desafios repetidos a
endotoxina podem levar a uma falta de sensibilidade temporaria das células
para subsequente estimulagdo com o lipopolissacarideo (BISWAS; LOPEZ-
COLLAZO, 2009; OGAWA et al.,, 2003). Esta insensibilidade temporaria é
conhecida como tolerancia a endotoxina (TE) e ocorre em diferentes tipos
celulares e em diferentes modelos experimentais. A tolerancia ao LPS é
considerada uma resposta adaptativa que se desenvolve como um mecanismo
de protecdo continua para atenuar a resposta do hospedeiro infectado contra
0S organismos invasores, como as bactérias e desse modo reduzir o efeito
toxico e a producdo excessiva de mediadores inflamatorios (OGAWA et al.,
2003). Macrofagos de ratos e mondécitos de humanos apresentam estado de
tolerancia em resposta a reestimulagéo, in vivo e in vitro, com LPS (BISWAS;
LOPEZ-COLLAZO, 2009). Repetidas doses de LPS em macrofagos e
mondécitos de humanos conduz a uma diminuicdo das citocinas proé-
inflamatorias, tais como TNF-a e IL-1 (YOZA et al., 2000). Como resultado a
TE, ha a mudanca de uma resposta pro-inflamatéria para uma resposta com
caracteristicas anti-inflamatérias (COLLINS; CARMODY, 2015).

Sabe-se que a TE, alem de ser um mecanismos de protecdo contra o
choque séptico, causado pela endotoxemia, possui uma resposta variada entre
as espécies (MOORE, 2001). Visto que a espécie equina € uma das mais
sensiveis as variacdes da resposta a endotoxemia e das respostas a tolerancia
a endotoxina, alem de ser utilizada como modelo experimental para a sepse
em humanos, torna-se necessario um conhecimento mais profundo sobre as
alteracoes celulares que ocorrem no estado de TE nesta espécie, tanto a nivel
dos receptores TLRs quanto a nivel dos segundo mensageiros das suas vias

de sinalizacéo.



22

Il REVISAO DE LITERATURA

Grande parte de produtos oriundos de bactérias Gram negativas, como
a Escherichia coli (E. coli) e a Salmonella spp, tem capacidade de desencadear
alteracOes fisioldgicas e imunolégicas, tanto em humanos, como em animais.
Uma destas alteracdes é a sindrome clinica conhecida como endotoxemia, que
se origina da resposta ao lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana
externa das bactérias Gram-negativas como E. coli. O LPS é uma endotoxina
termoestavel liberada na forma insoluvel apds lise bacteriana, decorrente da
autdlise da lise externa mediada por complemento e da lisozima da digestédo
fagocitica celular ou entdo da replicacdo rapida destas bactérias (MORRISON;
ULEVITCH, 1978). Estruturalmente, todas as formas de LPS das bactérias sédo
compativeis e suas moléculas sdo compostas por 3 porcdes: uma regido
polissacaridica externa (antigeno O), uma regido central monossacaridica e
uma porcao chamada de lipidio-A, que € um constituinte da parte interna da
membrana e rico em acidos graxos (MORRISON; ULEVITCH, 1978).

O lipidio-A é a porcdo do LPS associada a toxicidade, sendo
responsavel pela maioria dos efeitos deletérios da endotoxina (CROSS, 2002;
MOORE, 2001). Na maioria dos mamiferos, a presenca do LPS na corrente
sanguinea leva a uma rapida resposta, desencadeando uma cascata
inflamatdria, sendo que, a espécie equina é uma das mais sensiveis, pois uma
dose de apenas 0,025 mg/kg € suficiente para desencadear os sinais clinicos
desta sindrome (MOORE, 2001). Outro agravante para esta espécie é a grande
guantidade de endotoxinas presente no trato gastro intestinal de animais
saudaveis, uma vez que, as bactérias Gram-negativas fazem parte da flora
intestinal e sofrem morte celular e rapidas replicacdes neste ambiente.
Contudo, quando os equinos apresentam alteracfes gastrointestinais ou dor
abdominal (sindrome célica), h4 um desequilibrio da barreira do epitélio

intestinal o que favorece a entrada do LPS na circulacdo sanguinea, prova
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disso é que de 35 a 45% do animais com enfermidades gastrointestinais

possuem endotoxinas na circulagdo sanguinea (MOORE, 2001).

Os achados clinicos mais comuns em equinos com quadro de
endotoxemia incluem: anormalidade da coloragcdo de membranas mucosas que
se inicia com uma “linha toxica” ao redor dos dentes, prolongamento do tempo
de preenchimento capilar, aumento das frequéncias respiratéria e cardiaca,
febre e hemoconcentracdo (CAMPEBELL et al., 2007).

O termo endotoxemia, concebido Pfeiffer, foi criado para nomear as
toxinas que n&o eram identificadas em organismos vivos (MOORE, 2001) e
acreditava-se que estas endotoxinas estavam presentes no interior das
bactérias, uma vez que, era possivel descrever biologicamente sua atividade
em culturas filtradas de bactérias Gram-negativas (MORRISON et al., 1994).
Entretanto, estudos subsequentes mostraram que estas toxinas nao eram
provenientes do interior da bactéria e sim de sua membrana externa e que

consistiam em lipopolissacarideos (MOORE, 2001).

Quando as endotoxinas atingem a corrente circulatéria, podem interagir
com proteinas circulantes e células sanguineas ou podem ser removidas por
macroéfagos fixados nos tecidos do figado, baco e pulmdo (MOORE, 2001). As
células mononucleares, por exemplo, os monécitos do sangue ou macréfagos
dos tecidos, s&o cruciais no “policiamento” tanto dos tecidos quanto do sistema
sanguineo (MORRISON; ULEVITCH, 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-inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12
(CROSS, 2002; NOMURA et al., 2000), interferon— (IFN-B), citocinas da
classe das quimiocinas, responsaveis pelo controle da migracdo de células
imunes para locais com reacdes inflamatérias ou infeccbes, (ZIDEK et al.,
2009) e até mesmo sintese de oxido nitrico sintase induzida (iINOS)
(PALSSON-MCDERMOTT; O’'NEILL, 2004).
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O TNF-a, por sua vez, estimula a sintese de outros mediadores
inflamatorios (interleucinas, eicosanoides) da resposta de fase 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 da
sintese de citocinas pro-inflamatérias (CAVAILLON et al.,, 2003; MOORE,
2001). O interferon-y (IFN-y) induz a transcricdo de componentes da resposta

inflamatoria de fase aguda 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
(BEUTLER; POLTORAK, 2000). Porém para que o LPS se ligue de forma
eficiente ao CD14 ele deve estar acoplado a uma proteina ligadora do LPS
(LBP) e s0 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 nao é suficiente para induzir o sinal de
transducéo e consequentemente levar a ativacao celular e a producao de TNF-
a e outras citocinas (CAVAILLON et al., 1996). Esta ineficiéncia na ativacéo
celular pode ser explicada pelo fato de o receptor CD14 n&do possuir um
dominio trans membrana e, por conseguinte, ndo conseguir ativar de forma
direta o sistema mensageiro secundario ou o caminho para transducdo de
sinais, responsavel pela sintese e liberacdo dos mediadores pré-inflamatérios e
anti-inflamatérios (MOORE, 2001).

Contudo, ao estudarem os genes da Drosophila, identificaram a
presenca de outros receptores na superficie celular, denominados Toll-like
(TLRs), que s@o responsaveis por discriminar moléculas patogénicas de
moléculas corpéreas (TAKEDA et al., 2003) e por induzirem a expressao dos
genes envolvidos na resposta inflamatéria, ou seja, iniciarem a via de
transducédo de sinais (DOBROVOLSKAIA et al., 2003; TAKEDA,; AKIRA, 2005;
TAKEDA, 2005). Isto é possivel uma vez que os TLRs, ao contrario do CD-14,
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séo dotados de componentes intracelulares e transmembrana que permitem a
comunicacgdo entres os elementos exteriores e interiores das células (KAWAI,
AKIRA, 2009; MOORE, 2001), levando a producédo de citocinas (IL-1, IL-6,
IL12, IL-10 e TNF-a) (LI et al., 2010; LI; QIN, 2005).

Os TLRs sdo membros da superfamilia dos receptores interleucina 1 (IL-
1R) que compartilham grande homologia dos dominios citoplasmaticos Toll/IL-
1R (TIR) e um dominio extracelular rico em repeticdes de leucinas (TSAN;
GAO, 2007). Ja 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 nas células.
Os receptores Toll-like 1 (TLR-1), Toll-like-2 (TLR-2) e Toll-like-4 (TLR-4) séao
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; AKIRA, 2005).

Funcionalmente, cada receptor possui papel diferenciado. O Toll-like-2
estd envolvido na resposta a uma variedade de componentes bacterianos,
incluindo o LPS (TAKEDA; AKIRA, 2005; TAKEDA et al., 2003). Estudos
recentes indicaram que o receptor Toll-like-2 € o primeiro a traduzir o sinal
molecular de LPS de certas bactérias Gram-negativas (ndo enterobacteriacias),
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 sinalizacdo em certas
bactérias Gram-negativas nao 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 € o principal reconhecedor dos componentes microbianos, o
LPS (DOBROVOLSKAIA et al., 2003; TAKEDA; AKIRA, 2005; TAKEDA et al.,
2003; TAKEUCHI; AKIRA, 2001; YANG et al., 2011) e para alguns ele também
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esta envolvido na quimiotaxia de macréfagos (WU et al., 2009). Contudo, para
gue o TLR-4 torne-se responsivo ao LPS e exerc¢a sua funcéo é necessaria sua
associacdo com a proteina acessoria de diferenciagdo mieldide-2 (MD-2) (PAIK
et al., 2003), da qual ele é estritamente dependente (BRANDL et al., 2005).
Quanto a via de sinalizagéo intracelular, esta é elucidada pelo dominio TIR que
€ conservado entre as regides citoplasmaticas de todos os receptores da
familia Toll-like (TSAN; GAO, 2007; YAMAMOTO et al., 2003) e, assim como
0os receptores IL-1 e IL-18, ele demonstra capacidade de se ligar com
adaptadores moleculares intracelulares, favorecendo a cascata de sinalizagéo
(DOBROVOLSKAIA et al., 2003).

A evolucado desta cascata so é viavel devido a interacdo dos dominios
TIRs dos TLRs com dominios TIRs especificos que contém proteinas
adaptadoras, tais como: Fator de Diferenciacdo Mieldéide 88 (MyD88),
Adaptador-like MyD88 (MAL ou TIRAP), adaptador contendo dominio TIR
induzindo Interferon-B (TRIF ou TICAM1) e a cadeia de translocacdo associada
a proteina 1 de membrana (TRAM) (DOBROVOLSKAIA et al., 2003; KENNY et
al., 2009; LI; QIN, 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 sinalizacdo dos TLRs (TAKEDA;
AKIRA, 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 regula o fator
nuclear kappa B (NF-kB) (LOCKETT et al., 2008) (Figura 1).
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FIGURA 1 - Via de sinalizacdo de TLR-4 ativada. (A) Seguindo a ligagdo do LPS aos receptores e
ativacdo da via TLR-4 através de duas principais moléculas adaptadoras MyD88, e TRIF. Na
via dependente de MyD88, IRAK4 IRAK1 e sdo fosforilados, em seguida, o complexo se
dissocia e ativa TRAF6. TRAF6 ativa a MAP quinase ERK, JNK e p38, bem como o complexo
IKK. IKK fosforila IkBa, levando a sua degradacéo, libertando NFkB para entrar no nucleo e
ativar a transcricdo de genes. Na via dependente TRIF, TBK-1 fosforila IRF3, que dimeriza e,
em seguida, entra no nucleo para transcrever os genes tipo IFN-1 induziveis. Sinalizacdo TRIF
também leva a uma resposta retardada de NFkB. Fonte: (FOSTER; MEDZHITOV, 2009).

Apesar de divergirem quanto ao reconhecimento de padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs) (VARTANIAN et al., 2011) e de
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS), os TLRs compartilham
as vias de sinalizacao intracelular, através do recrutamento de moléculas
adaptadoras que conduzem a ativacao de fatores de transcricdo (TSAN; GAO,
2007). Com isso, o resultado final desta cascata de sinalizacdo € a ativacao
dos fatores de transcricdo como NF-kB e dos fatores regulatérios de interferon
(IFN) sendo que os produtos finais desta cascata séo as citocinas, quimiocinas
assim como algumas moléculas anti-inflamatorias (KENNY et al., 2009; TSAN;
GAO, 2007). A maioria dos sinais de ativacdo da cascata de ativacdo do NF-kB

tem inicio na membrana plasmatica e convergem a nivel do complexo IKK, o
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gual contém quinase-a IkBa (IKKa) e IKKB (LOCKETT et al., 2008), levando a
fosforilag@o destas proteinas inibidoras e consequentemente a translocagéo do
NF-kB para o ndcleo da célula (LI et al., 2010; SILVERMAN, 2001) gerando a
ativacao de mais de 200 genes (LOCKETT et al., 2008).

A exposicao repetitiva & endotoxina (LPS), independentemente da dose
utilizada, resulta em uma resposta inflamatéria reprimida, com diminuicdo das
citocinas proé-inflamatérias, definida como “tolerdncia a endotoxina” (TE)
(CARRENHO, 2009). Esta ja foi documentada em modelos in vitro utilizando
células endoteliais da microcirculagdo intestinal de humanos (OGAWA et al.,
2003), in vivo utilizando camundongos (ARIGA et al., 2014) e ex vivo utilizando
células mononucleares de humanos (FONTAINE et al., 2014). Muitas
simulagbes neste Ultimo modelo tém demonstrado um decréscimo na
expressdo de citocinas (CROSS, 2002). Isto também foi observado em um
estudo do nosso grupo sobre a modulacdo da expressdo de citocinas em
equinos durante a TE, no qual foi possivel demonstrar a diminuicdo de
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-6), aumento da citocina anti-
inflamatoria 1L-10 e aumento da expressdo dos receptores Toll-like-2 e -4,
mostrando que a tolerancia nesta espécie possa estar relacionada ao
mecanismo de ativacdo das vias de sinalizacdo intracelulares (CARRENHO,
2009). Ha relatos de que os mediadores das vias de sinalizacdo e da
transducdo, como o fator nuclear-kB (NF-kB), IRAKs, a proteina MyD88, ERK,
e proteinas kinases ativadas pelo estresse (SAPK), dentre outros, possam
estar inibidos durante a tolerancia em macrofagos e mondcitos de humanos
(CAVAILLON et al.,, 2003). Contudo, durante o estado de tolerancia as
respostas sdo muito varidveis (CROSS, 2002) sendo que, ha ainda, a
tolerancia cruzada, que ocorre tanto entre os diferentes receptores TLRs
guanto entre os diferentes PAMPs (CAVAILLON et al., 2003; GNAUCK et al.,
2015). Sabe-se também que a regulacdao do estado da TE ocorre em diversos
niveis das vias de sinalizacdo (QUINN et al., 2012). Em anélises moleculares, a

TE associou-se a reducdo dos complexos TLR-4-MyD88, a perturbacdes da
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atividade da enzima IRAK-1 e a defeitos na ativacdo do NF-kB (BISWAS et al.,
2007; FAN; COOK, 2004). Também ja foi descrito a regulacdo deste estado
através dos microRNAs, sendo os miR-221, miR-579, miR-125b, miR-155 e o
miR-146a, o0s mais importantes nesta regulacdo (QUINN et al., 2012).
Pesquisas também apontam fatores epigenéticos na regulacao destas vias de
sinalizacdo. Células do epitélio alveolar tolerantes, provenientes do pulmao de
camundongos ou de uma linhagem celular de camundongos (MLE-12),
tratadas com um inibidor especifico da atividade deacetilase de histonas, a
triscotatina (TSA), apresentam uma reversdo do fenétipo de tolerancia
(NEAGOS et al., 2015).

Devido aos inumeros fatores que podem envolver e levar ao quadro de
tolerancia, tanto em outras espécies quanto na espécie equina, assim como 0s
diferentes padrbes da resposta do TLR-4 e -2 em leucotcitos de equinos
guando induzidos a TE, encontrados por estudos do nosso grupo
(CARRENHO, 2009). O presente trabalho tem por objetivo investigar os
mecanismos celulares das vias de sinalizacdo MyD88-dependente e TRIF-
dependentes através da avaliacdo da expressao dos segundos mensageiros
envolvidos na resposta celular desencadeada pelos receptores TLR-4 e TLR-2,
bem como identificar novos genes que contribuam para essa diferenca na
resposta celular ao LPS, através da técnica global de micoarranjos de
oligonucleotideos, em um modelo ex vivo de inducdo a TE em leucdcitos de

equinos.
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lIl MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Foram utilizadas seis éguas (ndo prenhes) adultas e saudaveis, com
idade média de 8 anos (8+), peso médio de 450 kg (450+), pertencentes a raca
Quarto-de-Milha. Os animais foram avaliados clinicamente, vermifugados com
Eqvalan' e possuiam valores normais de hemograma e sem histérico anterior
de doenca gastrointestinal ou de cirurgia abdominal. O protocolo experimental
foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar da Unesp-Aragatuba
(2008/007550).

3.2 Modelo ex vivo

As amostras de sangue dos equinos foram colhidas por venopuncéo
jugular em tubos contendo EDTA’ e incubadas durante 8 horas na auséncia
(PBS 1x esteéril, 0,01 M e pH 7,2) ou presenca (1 ou 10 ng/mL) de LPS,
derivado de Escherichia coli (055:B5),’ sendo que, ap6s 4 horas do inicio da
incubacédo, as amostras foram reestimuladas com tampéo PBS 1x (0,01 M e pH
7,2) ou com LPS de E. coli (1 ou 10 ng/mL) (CARRENHO, 2009). As amostras
do grupo controle (14,5 mL de sangue total, mantidas em tubos falcons de 15
mL) foram estimuladas com 500 pL de tampdo PBS 1x estéril (0,01 M e pH
7,2), enquanto que as amostras de sangue total dos grupos tratados foram
estimuladas com 500 yL de uma solucdo contendo 1 ou 10 ng de LPS/mL,

derivado de E. coli (O55:B5), e em seguida incubadas por 8 horas a 37°C, com

! Eqvalan Pasta Merial, Campinas, SP, Brasil
2 EDTA K3 1, BD Vacutainer Plymouth, Devon, Reino Unido
% Escherichia coli (055:B5)® Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA
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5% de CO, em uma rotisserie®. Aliquotas de 500 pL foram retiradas nos

momentos 0, 2, 4 e 8, para a extracao de RNA (Figura 2).

LPS; ou PBS
LPS, ou PBS TE

v 4

Oh 2h 4h 8h

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

3.3 Purificacdo de RNA mensageiro de sangue total

De cada amostra incubada com ou sem LPS, 500 uL de sangue total
foram transferidos para tubos eppendorf para a lise e isolamento total do RNA
com Trizol>, segundo as instru¢bes do fabricante. O RNA extraido das
amostras foi quantificado por espectofotdmetro® e armazenado em freezer -
80°C.

3.4 “Pools* e Tratamento das amostras

4 Labquake Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA
® Trizol, Thermo Fisher Scientific Inc, Grand Island, NY, EUA
® Nanovue Spectophotomer, GE Healthcare, Indio, CA, EUA
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Os “pools® (n=6) foram feitos conforme os diferentes tratamentos (PBS
1x, 1 ou 10 ng de LPS/mL) e os diferentes momentos (0, 2, 4 e 8 horas) e
preparados para a concentracéo final de 1000ng de RNA/pool. Em seguida
estes foram tratados com DNAse 1 e passaram por colunas RNeasy para a
remogdo do DNA gendmico, conforme o protocolo do kit comercial’. Os “pools*
tratados e livres de DNA gendémico foram quantificados em espectofotdmetro®,
a qualidade do RNA foi checada em geis de agarose 1,2%, corados com
GelRed?, e logo apés armazenados a -80°C.

3.5 Sintese de cDNA, Transcricdo, Marcacgéo e Purificacéo

Foram adicionados aos “pools” 2 yL RNA Spike-In Kit, One-Color® para o
controle das reagbes. Ja a sintese de cDNA foi realizada a partir de uma
concentracédo de 34 ng de RNA total por “pool”’, conforme o protocolo Low Input
Quick Amp Labeling Kit, One-Color *°. Também utilizou-se o T7 Promoter
primer, o 5x First Strand Buffer, o DTT (0,1 M), o dNTP (10 mM) e o
AffinityScript RNase Block Mix ' para estas reacfes. A transcricdo e a
incorporacéo da Cyanine 3-CTP foram feitas conforme o protocolo Low Input

Quick Amp Labeling Kit, One-Color®.

Apods a purificacdo dos “pools”, feita pelo do RNeasyMini Kit*?, estes foram
guantificados em espectofotdmetro® e através dos valores gerados realizou-se o
célculo de rendimento e eficiéncia da reacdo, cujo os valores para laminas
4x44k sdo no minimo de 1,65 pg de cRNA e 6 pmol Cy-3 por ug de cRNA,

respectivamente.

! Qiagen RNeasy mini spin columns, Qiagen Inc, Valencia, CA, EUA

% GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in water - 0,5 ml — Biotium Inc., Hayward, CA, EUA

° RNA Spike-In Kit, One-Color, Agilent Technologies Corp.,Santa Clara, CA, EUA

0 ow Input Quick Amp Labeling Kit, One-Color®, Agilent Technologies Corp.,Santa Clara, CA, EUA
1 AffinityScript RNase Block Mix, Agilent Technologies Corp.,Santa Clara, CA, EUA

!2 RNeasyMini Kit, Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA
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3.6 Hibridizagao e leitura do microarranjo de oligonucleotideos

O preparo para hibridizacdo, que ocorreu em laminas de vidro
espotadas com “genes” da espécie equina (4x44K)*®, foi feito através do Agilent
Hybridization Kit'* com a adi¢cdo do 10x Bloking Agent, 25x fragmentation Buffer
e 2x Hybridization Buffer HI-RPM, conforme o protocolo Low Input Quick Amp
Labeling Kit, One-Color®. As laminas foram incubadas por 17 horas a 65°C em
uma estufa de hibridizag&o rotacional™, usando um sistema automatico. Apés
esta etapa elas foram lavadas em tampdes de lavagem Gene Expression Wash
Buffer Kit'®, embebidas na solucdo de acetonitrila'’ e posteriormente na
solucao de estabilizacéo™®. A leitura das laminas foi feita no aparelho G2565CA

Microarray scanner” com o Scan Control Software 8,5%.

3.7 Anélise do microarranjo de oligonucleotideos

Os dados brutos gerados pelo scanner foram analisados usando
software GeneSpring*!, e os mesmos principios foram aplicados para todas as
analises. Neste software, ap0s a subtracdo dos sinais de “background”, os
valores foram ajustados com um “threshold” de 1,0 e normalizados pelo
percentil 75 para cada gene. A anadlise estatistica ANOVA 2 fatores (com teste
de correlagcdes mdaltiplas Benjamini-Hochberg p < 0,05) foi utilizada, e os
valores gerados foram filtrados com base em um “fold change” (FC) maior ou
igual a 2 conforme os diferentes tempos e doses. As listas dos genes

diferencialmente expressos, geradas pelo GX/MPP v.13.1, foram exportadas

3 Horse Gene Expression Microarray, 4x44K Agilent Technologies Corp.,Santa Clara, CA, EUA

1 Agilent Hybridization Kit, Agilent Technologies Corp.,Santa Clara, CA, EUA

1 Hybridization oven rotator for Agilent Microarray Hybridization Chambers, Agilent Technologies Corp., Santa Clara,
CA, EUA

* Gene Expression Wash Buffer Kit, Agilent Technologies Corp., Santa Clara, CA, EUA

7 Acetonitrile, Agilent Technologies Corp., Santa Clara, CA, EUA

'8 Stabilization Dry Solution, Agilent Technologies Corp.,Santa Clara, CA, EUA

1 G2565CA Microarray scanner, Agilent Technologies Corp.,Santa Clara, CA, EUA

2 3can Control Software 8,5, Agilent Technologies Corp.,Santa Clara, CA, EUA

2 GeneSpring Gene Expression (GX) and Mass Profiler Professional (MPP)13.1, Agilent Technologies Corp., Santa
Clara, CA, EUA



34

para o site Gene Ontology?, para o DAVID* e para o site KEGG*, avaliando-se

assim as principais vias metabdlicas envolvidas.

IV RESULTADOS

Apo6s a normalizacdo dos dados e da analise estatistica, pelo software
GeneSpring, um diagrama de Venn foi gerado com as trés possiveis
correlacdes experimentais: tempo, dose e tempo-dose. Com isso identificamos
32.736 transcritos na correlagcéo tempo, 20.888 na correlagéo dose e 26.176 na
correlacdo tempo-dose. Grande parte dos transcritos relacionados as vias de
sinalizacdo do TLR-4 e -2 foram encontrados na interseccdo entre as trés
interacdes (16.891) (Figura 3).

p (Corr) (Tempo-LPS.Dose)
26176 entities

p (Corr) (Tempo)
32736 entities

p (Corr) (LPS.Dose)
20888 entities

FIGURA 3 - Diagrama de Venn com a correlacéo entre diferentes interacdes: tempo, dose e tempo-dose.
ANOVA 2 fatores com teste de correlagdes mdultiplas Benjamini-Hochberg p < 0,05.

2 Gene Ontology Enrichment Analysis, disponivel em: <http://geneontology.org/page/go-enrichment-analysis>
23 bAVID Bioinformatic Database, disponivel em: <https://david.ncifcrf.gov/home.jsp>
2 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, disponivel em: < http://www.genome.jp/kegg/>
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A lista de interacOes simples, com os EnsembliID dos 26.176 genes,
entre as diferentes doses de LPS (1 e 10 ng/mL de LPS) e nos diferentes
momentos (0, 2, 4 e 8 horas) da correlacdo tempo, dose e tempo-dose foi
exportada para o Gene Ontology — Panther Classification System??, usando
como base o banco de dados humanos, e um total de 6492 mil genes foram
identificados e classificados conforme suas possiveis vias de sinalizacoes.
Dentro desta classificacdo selecionamos a via de sinalizagdo dos receptores
TLRs, na qual, encontrou-se 44 genes e outras possiveis vias de sinalizacao
gue estes genes participam (Figura 4).
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W Interleukin signaling pathway (P00036)
M Notch signaling pathway (P00045)
W Oxidative stress response (PO0046)
B POGF signaling pathway (P00047)

T Parki disease (P00049
W CCKR signaling map (P06959) o Rar :Jnst:n ]esﬂi;g )
B EGF receptor signaling pathway (P00018) e .

] B T cell activation (P000S
Endothelin signaling pathway (P00013) ¥ Ll actn@tmn» —
W TGF-beta signaling pathway (P00052)

FGF signaling pathway (P00021) B
; ; W Toll receptor sianaling pathway (P00054)
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B Toll pathway drosophila (P06217)
VEGF signaling pathway (P00056)
W p38 MAPK pathway (P05918)
B p53 pathway feedback loops 2 (P04398)
W p53 pathway (PO00SY

B Alzheimer disease-amyloid secretase pathway (P00003)

B Angiogenesis (P0000S

B Angiotensin II-stimulated signaling through G proteins and beta-arrestin (P05911)

B Apoptosis signaling pathway (P00006)
W Axon quidance mediated by netrin (P00003)
I B cell activation (P00010)

Hypoxia response via HIF activation (P00030)

Inflammation mediated by chemokine and cytokine sianaling pathway (P00031)

Insulin/IGF pathway-mitogen activated protein kinase kinase/MAP kinase cascade (P00032)

Insulin/IGF pathway-protein kinase B signaling cascade (P00033)

FIGURA 4 - Distribuicdo dos 44 genes relacionados as vias de sinalizacdo do TLRs e outras possiveis
vias que participam. Distribuicdo dos genes conforme a categoria de classificacdo geradas pelo
GeneOntology — Panther Classification System (http://geneontology.org/page/go-enrichment-

analysis).
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Ao exportarmos para o DAVID?!, a mesma lista de interacdes simples
citada acima, geramos a cascata de sinalizacdo, via KEGG?, tanto do TLR-4
guanto do TLR-2 e de outros genes da sinalizagéo dos receptores TLRs
(Figura 5).
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FIGURA 5 - Vias de sinalizagdo MyD8-dependente e TRIF-dependente dos receptores TLR-2 e -4., gerados pelo KEGG, via DAVID. Proteinas destacadas
com estrelas vermelhas representam os genes, da via de TLRs, encontrados na correlagdo tempo, dose e tempo-dose, nas andlises do GeneSpring VS 13.1 (p
< 0,05) (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp).
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Ao analisarmos os valores de “fold change” (Apéndice A e B), presentes
na lista das interagbes simples (correlagdo tempo, dose e tempo-doses, com
26.176 genes), dos principais genes (TLR-4, TLR-2, MyD88, TRAM2, TRIF,
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 e TNFAIP3) relacionados as vias de sinaliza¢do dos
TLRs-4 e -2, tendo como base a lista dos 44 genes encontrados no Gene
Ontology — Panther Classification System??, observamos que: os transcritos do
receptor TLR-4 estavam regulados positivamente, exceto para o grupo controle
da TE (8 horas). O aumento dos transcritos destes receptores, 2 horas apds o
estimulo primério, foi consideravelmente maior para as doses de 1 e 10 ng/mL
de LPS, sendo que, os valores da ultima dose foram maiores do que os da
primeira. Apdés 4 horas da primeira sensibilizagdo n&do houve grande diferencga
entre os valores de FC dos transcritos, tanto para o grupo controle quanto para
0s grupos tratados (1 ou 10 ng/mL de LPS). Quatro horas apdés o estimulo
secundario com LPS houve aumento no numero dos transcritos, tanto para a
dose 1 quanto para a dose 10 ng/mL de LPS, quando comparadas ao grupo
controle deste mesmo tempo. Os valores de FC dos transcritos do receptor
TLR-2 foram discretamente menores nos grupos tratados (1 ou 10 ng/mL de
LPS) do que no grupo controle 2 horas apés estimulo primario com o LPS.
Contudo, os valores de FC, tanto 4 horas ap0és a primeira dose de LPS quanto
na inducdo da TE (4 horas apds a segunda sensibilizacao), foram maiores para
as doses 1 e 10 ng/mL de LPS, quando comparados aos seus respectivos

grupos controles (Figura 6 a-b).
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FIGURA 6 — Perfil de expressdo dos transcritos dos receptores (A) TLR-4 e (B) -2, normalizados e com
“fold change” = 2, apds estimulagdo com a primeira dose de PBS 1x, 1 ou 10 ng de LPS/mL
(tempos 2 e 4) e 4 horas apds a segunda estimulagdo (tempo 8).

Quanto a via de sinalizacdo dependente do marcador de diferenciacédo
mieloide-88 encontramos, 2 horas apdés a primeria dose de LPS, valores
negativos de FC tanto para o grupo controle quanto para o grupo estimulado
com 1 ng/mL de LPS. Entretanto o valor de FC, neste mesmo tempo, para a
dose 10 ng/mL de LPS foi positivo. A dose 10 ng/mL de LPS, 4 horas apos o
estimulo priméario com LPS, apresentou valor de FC maior que a amostra do
grupo controle e do grupo tratado com 1 ng/mL de LPS. Ao analisarmos 0s

transcritos do MyD88 na TE observamos que o grupo controle apresentou
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valores de FC positivos em contrapartida os grupos tratados (1 ou 10 ng/mL de
LPS) apresentaram valores de FC negativos, porém os tratamentos parecem
néo diferir entre si (Figura 7).

2.5
MyD88

00 ng de LPS/mL
5 - .

31 ng de LPS/mL

0.5 -

-0.5 -
.
475

2 4 8

®10ng de LPS/mL

Fold change relativo
o

Tempo (h)

FIGURA 7 - Perfil de expressdo do transcrito MyD88 normalizado e com “fold change” = 2, apds
estimulagdo com a primeira dose de PBS 1x, 1 ou 10 ng de LPS/mL (tempos 2 e 4) e 4 horas
apos a segunda estimulacdo (tempo 8).

Ao analisarmos a segunda via de sinalizacao utilizada pelos receptores
TLR-4 e -2, a TRIF-dependente, identificamos valor positivo de FC do transcrito
TRAM2 2 horas ap0s o primeiro estimulo com a dose de 1 ng/mL de LPS, ao
contrario do grupo controle e do tratado com 10 ng/mL de LPS que
apresentaram valores negativos de FC, sendo que os valores foram maiores
para o primeiro grupo. Quatro horas apos a primeira sensibilizacdo com LPS os
valores de FC deste transcrito foram negativos para todos os grupos, todavia
os valores do grupo controle sdo menores que 0s valores dos grupos tratados.
Entre os grupos tratados, o valor do transcrito € menor para a dose de 1 ng/mL
de LPS em relacédo a dose de 10 ng/mL de LPS. O mesmo foi observado para

a TE (4 horas apés estimulo secundario com LPS), porém neste momento o
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grupo sensibilizado com 1 ng/mL de LPS demonstrou um valor de FC menor
guando comparado ao grupo controle e ao grupo sensibilizado com 10 ng/mL
de LPS. O transcrito seguinte desta via de sinalizacdo, o TRIF, exibiu valores
de FC semelhantes para o grupo controle nas diferentes horas (2, 4 e 8 horas).
J& os valores de FC dos grupos tratados (1 ou 10 ng/mL de LPS), 2 e 4 horas
apos a primeira exposicdo ao LPS e 4 horas ap0s a segunda exposicdo ao
LPS, estdo aumentados. Tais aumentos sao mais evidentes 2 horas e
diminuiem conforme o tempo, sendo que os valores dos grupos tratados com
10 ng/mL de LPS s&o muito proximos tanto para 4 horas quanto para a TE (4
horas ap6és estimulo secundéario com LPS) (Figura 8 a-b).

NI -
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TRIF
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FIGURA 8 - Perfil de expresséo dos transcritos dos receptores (A) TRAM2 e (B) TRIF, normalizados e
com “fold change” = 2, ap0s estimulacdo com a primeira dose de PBS 1x, 1 ou 10 ng de
LPS/mL (tempos 2 e 4) e 4 horas ap6s a segunda estimulagdo (tempo 8).
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Os valores de FC para o TNF-a sdo negativos em todos os momentos
avaliados (2, 4 e 8 horas). Esses valores sdo menores para 0s grupos tratados
(1 e 10 ng/mL de LPS) quando comparados com o grupo controle, 2 horas em
seguida a primeira sensibilizacdo com LPS. Passado quatro horas apés esta
sensibilizacdo, os valores de FC do grupo tratado com 1 ng/mL de LPS
mostrou-se menor do que os valores do grupo controle e do grupo tratado com
10 ng/mL de LPS, sendo que o valor do primeiro grupo € inferior ao do
segundo. Posteriormente, 8 horas apos o primeiro estimulo com LPS (4 horas
apos a inducdo da TE), o valor do grupo controle foi consideravelmente maior
guando comparado aos valores dos grupos tratados. Quanto as citocinas IL-1
os valores de FC para os grupos controles foram semelhantes para todas as 2,
4 e 8 horas. Ja os valores de FC, para os grupos estimulados com 1 ou 10
ng/mL de LPS, foram decaindo ao longo do tempo (2, 4 e 8 horas). A IL-6,
semelhante a IL-1f, apresentou uma queda nos valores de FC no decorrer do
tempo. Entretanto essa quada foi muito mais acentuada e os valores de FC do
grupo controle em todo o periodo analisado foram negativos. A IL-10, ao
contrario das outras citocinas, apresentou valores de FC positivos e elevados
para os grupos tratados (1 e 10 ng/mL de LPS) durante a TE (4 horas apos a
segunda exposicdo ao LPS). Todavia estes valores sédo maiores para as doses
10 ng/mL de LPS quando comparados as doses de 1 ng/mL de LPS. No que se
refere ao grupo controle, este apresentou valores de FC negativos para todos
0s momentos (2, 4 e 8 horas). O transcrito do TNFAIP3 demonstrou baixos
valores de FC para o grupo controle nos diferentes momentos (2, 4 e 8 horas),
enquanto que, nos grupos tratados (1 ou 10 ng/mL de LPS) os valores de FC
estdo elevados. Os valores maiores foram encontrados 2 horas apés o primeiro
estimulo com LPS, sendo que a dose 10 ng/mL de LPS apresentou um valor
maior que a dose 1 ng/mL de LPS. Este comportamento foi semelhante 4 horas
apo6s o primeiro estimulo com LPS, contudo os valores de FC foram um pouco
mais baixos. Na TE, os valores de FC foram muito menores do que 0s

observados nos outros tempos, ndo havendo diferenca entre as doses 1 e 10
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ng/mL de LPS, porém diferenca entre o gurpo controle deste momento (Figura

9 a-c e Figura 10 d-e).
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FIGURA 9 - Perfil de expressao dos transcritos: (A) TNF-a, (B) IL-1b, (C) IL-6, normalizados e com “fold
change” = 2, ap6s estimulagdo com a primeira dose de PBS 1x, 1 ou 10 ng de LPS/mL (tempos
2 e 4) e 4 horas ap6s a segunda estimulacéo (tempo 8).
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FIGURA 10 - Perfil de expressdo dos transcritos: (D) IL-10 e (E) TNFAIP3, normalizados e com “fold
change” = 2, ap6s estimulagdo com a primeira dose de PBS 1x, 1 ou 10 ng de LPS/mL
(tempos 2 e 4) e 4 horas apds a segunda estimulagdo (tempo 8).
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V DISCUSSAO

A capacidade dos receptores TLRs em reconhecer o LPS e desencadear
uma resposta inflamatéria, com liberagcdo de citocinas pro-inflamatorias
(HAFENRICHTER et al.,, 1994), se da pela sua conformacdo e pelo seu
dominio intracelular TIR (TAKEDA; AKIRA, 2004). A evolucédo desta resposta
pode ocorrer através de duas vias, a MyD88-dependente e a TRIF-dependente
(DOBROVOLSKAIA et al., 2003; KENNY et al., 2009; LI; QIN, 2005), as quais
podem atuar em conjunto ou separadamente (TAKEDA et al., 2003). Porém,
durante o estado de tolerancia, a célula silencia a resposta a endotoxina, com
consequente diminuicdo da producdo e liberacdo das citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-6), sugerindo alteracfes na sinalizacdo destas
vias (CARRENHO, 2009).

A tolerancia € gerada apods a exposicao das células a repetidos estimulos
com LPS (OGAWA et al., 2003; YOZA et al., 2002). Um dos primeiros relatos
dessa alteracdo celular descreveu uma reducdo da febre em coelhos apos
repetidas injecdes da vacina tiféide (BISWAS; LOPEZ-COLLAZO, 2009).
Modelos in vitro de tolerancia também confirmaram que macrofagos de ratos e
mondcitos de humanos, expostos a doses sub-6timas de LPS, perdem a
capacidade de respostas a doses maiores destas endotoxinas (BISWAS;
LOPEZ-COLLAZO, 2009; FRELLSTEDT et al., 2012). Os estimulos
secundarios com LPS alteram a sinalizacdo intracelular dos receptores Toll-
like, gerando uma queda na producdo e na liberacdo de citocinas proé-
inflamatorias, como IL-1, IL-6 e principalmente o TNF-a (BISWAS; LOPEZ-
COLLAZO, 2009; FRELLSTEDT et al., 2012; JANSKY et al., 2003), que é
considerado um marcador dessa alteracdo celular (CAVAILLON et al., 1994).
Esta resposta diminuida ao LPS também foi ratificada em modelos
experimentais que utilizam macréfagos e linfocitos B de camundongos

Lps-d

naturalmente hiporesponsiveis ao LPS (C3H/Hej™™), devido a uma mutacéo
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no locus Ips, 0s quais sao irresponsiveis a mitégenos, adjuvantes ou
propriedades imunogénicas do LPS (POLTORAK et al., 1998).

ApOs usarmos a analise estatistica e filtrarmos os valores pelo “fold
change” maior ou igual a dois, observamos um sucesso na inducdo da
tolerdncia a endotoxina 4 horas apds a re-estimulacdo de leucdcitos totais de
equinos com 10 ng LPS/mL. Neste estudo, sua confirmacdo deu-se pela
reducdo na expressao das citocinas como IL-1f, IL-6 e principalmente de TNF-
o, como descrito em células mononucleares periféricas de equinos e células da
medula 6ssea de camundongos (BISWAS; LOPEZ-COLLAZO, 2009;
FRELLSTEDT et al., 2012). Durante a TE, os TLRs encontravam-se regulados
positivamente no momento 8 horas, coincidindo com os resultados da
expressao superficial destes receptores em linfocitos, monaocitos e neutroéfilos
na espécie equina utilizando o mesmo modelo experimental realizado
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (CARRENHO, 2009). Logo, para
gue entendéssemos o0 processo de sinalizacdo e da inducdo da TE em
equinos, foi necessario pesquisar a expressado dos genes, tanto das vias de
sinalizacdo MyD88-dependente quanto das via TRIF-dependente, na tentativa

de elucidar quais genes poderiam ser responsaveis por este mecanismo.

Ja foi demonstrado em camundongos, € em outras espécies, que a
intensidade da resposta gerada pelos receptores TLRs e a tolerancia a
endotoxina sao dose-dependentes de LPS (MORRIS et al., 2015). Macréfagos
periféricos de camundongos, quando estimulados com diversas doses de 100
ng de LPS/mL, durante 24 horas, tiveram uma reducao drastica na producao
de IL-6 e IL-12. No entanto, estas células, quando pré-incubadas com 10 ng de
LPS/mL, demonstraram uma reducao parcial destas citocinas enquanto que na
pré-estimulacdo com 1 ng de LPS/mL a reducdo das citocinas foi minima
(NOMURA et al., 2000). A inducdo da TE em leucdcitos totais de equinos foi
significativamente mais alta quando a estimulacdo foi feita com 10 ng de
LPS/mL, quando comparada as doses de 1 ng de LPS/mL (CARRENHO,
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2009). No presente estudo, ficou evidente que duas horas ap0s o primeiro
estimulo o aumento do transcrito TLR-4 foi dose dependente. Porém 4 horas
apos o primeiro estimulo e 4 apds o segundo estimulo com LPS (inducédo da
TE) ndo foram dose dependentes. Ja a expressao das citocinas IL-1f3, IL-6
resultou em valores relativos de “fold change” mais baixos quando administrou-
se a dose de 10 ng de LPS/mL. Isto também se repetiu nos momentos 2 e 4
horas, indicando que a estimulacdo da resposta inflamatdria, nos leucécitos de
equinos, via receptores TLR-4 também é dose dependente. Porém, para a
expressdo de MyD88, observamos que seu valor estava diminuido 2 horas
ap6s a estimulacio com 1 ng de LPS/mL, indicando que a resposta
inflamatéria ao LPS €& dose e tempo dependente. A inducdo de TE nos
macréfagos peritoneais de camundongos, com doses de 10 ng de LPS/mL,
também foi tempo dependente, na qual ocorreu a reducédo parcial da producéo
de citocinas pro-inflamatorias apés 3 horas de inducdo, sendo que, apos 24
horas a inducéo foi total (NOMURA et al., 2000).

Para melhor entendermos a resposta temporal ao LPS e ao estado de TE
celular, acompanhamos a analise tanto do grupo controle quanto dos grupos
tratados (1 ou 10 ng LPS/mL) durante os diferentes momentos (2, 4 e 8 horas).
Com esta analise, vimos que a expressao dos TLRs e das citocinas IL-1, IL-6 e
TNF-o foram maiores apds 2 horas em relagdo aos momentos 4 e 8. JA no
momento 8 (4 horas apds a reestimulacdo com LPS) a expressdo destas
citocinas estavam diminuidas quando comparadas com o0 grupo controle,
caracterizando assim a TE. Entretanto, os transcritos dos receptores TLRs
encontraram-se aumentados as 8 horas, coincidindo com resultados
previamente descritos, nos quais ambos 0s receptores tiveram sua expressao
aumentada na superficie de linfécitos, mondcitos e neutréfilos durante estado
de tolerancia ao LPS (CARRENHO, 2009). A expressao dos receptores TLRs,
durante 24 e 48 horas apos a inducédo de TE (0,5 pg/mL de LPS), em células
endotelias da microcirculacdo intestinal humana (HIMECs) também nao sofreu

alteracao (OGAWA et al., 2003). Estes achados sugerem que, semelhante ao
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presente estudo, a TE ocasiona alteracbes na expressao de moléculas que
participam das vias de sinalizagdo intracelular dos TLR-4 e -2 e néo
propriamente na expressao destes receptores. Como as proteinas ligadoras de
LPS (LBP) tem papel importante na opsonizagdo destas moléculas e na
ativacao do complemento (WRIGHT et al., 1990) incute-se que a inalteracdo ou
até mesmo o aumento do numero de transcritos dos TLRs, bem como o
aumento da expressao destes receptores na superficie celular (CARRENHO,
2009) possa ser um mecanismo de seguranca que ocorre frente a
endotoxemia, mesmo que, as vias de sinalizacdo dos TLRs estejam atenuadas.

O MyD88 contem dois dominios de interacdo proteica sendo que 0 seu
dominio TIR se associa com o dominio TIR dos receptores TLRs e receptor
para IL-1 (FUJIHARA et al.,, 2003; MUZIO et al., 1997). Esta ligacdo €
fundamental para o progresso da resposta ao LPS, e isto foi elucidado em
experimentos onde camundongos MyD88" n&o produziram citocinas da
resposta inflamatoria classica (TNF-a, IL-1 e IL-6) em retorno a qualquer tipo
de ligante dos TLRs (TAKEDA; AKIRA, 2004). Assim, sugere-se que a inducao
da TE, no presente estudo, foi gerada por uma diminuicdo da expressao deste
gene. Todavia, esta baixa expressao nédo ocorreu somente para o MyD88, mas
também para o receptor para IL-1(ILLR1) 4 horas apds o segundo estimulo
com LPS. Desta forma, a TE induzida neste modelo experimental em equinos,
para a via MyD88-dependente, possivelmente foi causada pela diminuicdo
tanto de MyD88 quanto do IL1R1, uma vez que a sinalizacdo no interior da
célula s6 acontece quando a primeira molécula ativada recruta a segunda
(TAKEDA; AKIRA, 2004).

Como vimos acima, animais “knockout” para MyD88, perdem a capacidade
de produzir as citocinas pro-inflamatorias classicas geradas pelos TLRs apos
estimulacdo com LPS. Entretanto, em um caso de estimulacdo do TLR-4, a
ativacdo de NF-kB e JNK foi detectada apos inducdo com LPS, até mesmo em
camundongos MyD88 knockout (TAKEDA; AKIRA, 2004). Os camundongos

MyD88" s6 conseguiram responder ao LPS, via TLR-4, devido & ativacdo da
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via TRIF-dependente (BOHANNON et al., 2013). Embora esta via n&do seja a de
eleicdo da cascata de sinalizacdo dos TLR-4, ela é responsavel pela inducao
de interferons tipo | (IFNa/B) importantes na resposta contra bactérias e virus.
No presente estudo, um dos principais genes desta via, 0 TRAM2, demonstrou-
se aumentado no momento 2 horas com a dose 1 ng LPS/mL, porém este
aumento parece ser compensatorio, uma vez que no mesmo momento e na

mesma dose houve uma queda do transcrito MyD88.

O TNF-a é produzido por macrofagos e células dendriticas e tem funcéo de
mediador da resposta inflamatéria aguda contra bactérias e outros
microrganismos infecciosos (CAGIOLA et al., 2006). Devido sua importancia
como produto da resposta ao LPS, € considerado um dos marcadores de
indugdo de TE (ALLEN et al., 1996; FRELLSTEDT et al.,, 2012) e a agédo
prolongada pode desencadear muitos danos as ceélulas e até mesmo choque
séptico (HAAS et al., 1990). Estudos com células CD14", isoladas de baco de
suinos induzidas a TE, demonstrou uma producdo menor do TNF-a 4 horas
apos a reestimulacdo com LPS, sendo que o pico desta alterecdo ocorreu 24
horas apos a TE (CAGIOLA et al., 2006). Em estudos prévios do nosso grupo,
com linfécitos, mondcitos e neutrofilos de equinos, o TNF-o demonstrou
comportamento semelhante ao estudo realizado em suino, onde sua expressao
foi baixa 4 horas apls a inducdo da TE e se manteve até as 24 horas
(CARRENHO, 2009). No atual estudo, a expressao do TNF-a foi baixa apés a
inducdo da TE (8 horas), porém sua expressdo apresentou-se ainda mais
diminuida no grupo controle, neste mesmo tempo e diminuida 2 horas apos o
primeiro estimulo com LPS, tanto para a dose 1 ng/mL de LPS quanto para a
dose 10 ng/mL de LPS. A queda na expressdo TNF-a no grupo controle apds o
segundo estimulo de LPS, e 2 horas apés o primeiro estimulo, pode ser
decorrente do estresse oxidativo que estas células sofreram nestes periodos,
uma vez que foram encubadas sem meio de cultura, ou até mesmo devido a
um mecanismo de defesa celular que pode ocorrer através da regulacdo da

A20 (TNFAIP3), uma vez que sua expressdo estd alta nos momentos 2 e 4
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apos a primeira estimulacdo com LPS para as doses 1 e 10 ng/mL de LPS. O
dominio N-terminal A20 (TNFAIP3) € um enzima que remove as cadeias de
lisina-63 ligadas a ubiquitina da proteina de interacdo com receptor (RIP). A
RIP é um mediador essencial do complexo de sinalizagdo do receptor proximal
TNF-1 e quando sofre ubiquitinacdo pela A20, gera diminuicdo do NF-kB, o
qgual é de extrema importancia para a regulacdo da expressdo do TNF-a
(O'REILLY; MOYNAGH, 2003; WERTZ et al., 2004), justificando assim o baixo
nivel de transcritos do TNF-a 2 e quatro 4 horas apos a estimulacdo primaria
ao LPS.

A interleucina-1 é uma proteina de 15 a 18 kDa produzida principalmente
NOsS mMonocitos sanguineos e promove a resposta imune de fase aguda com
acOes similares ao TNF-a (HAAS et al., 1990). Porem, ja foi descrito que a
adicdo primaria de LPS em leucocitos de equinos gerou um aumento
acentuado na expressao de génica da IL-1, enquanto que a dose secundaria
de LPS, gerou reducédo de IL-1 no momento 8 em relagdo ao momento 4
(CARRENHO, 2009). A estimulacao de macrofagos alveolares de equinos com
100 ng/mL de LPS resultou em um pico de IL-18 3 horas apdés o estimulo
(WALDSCHMIDT et al., 2013). Em outro modelo ex vivo, com sangue total de
humanos, foi observado que o aumento da IL-1 ocorreu entre 3 a 6 horas apés
estimulo (BLANKLEY et al., 2014). Células esplénicas CD14" de suinos, em
um estudo in vitro, sofreram estimulacdo inicial com LPS proveniente de
Salmonella typhimurium (0, 1, 1 e 10 pug/mL) e 4 e 24 horas apés a co-
estimulacdo com 10 pg/mL do mesmo LPS apresentaram aumento significativo
na expressao de IL-1B apoOs os estimulos primarios, entretando seus valores
ap6s a TE permaneceram inalterados (CAGIOLA et al., 2006). Contudo, no
presente estudo o principal aumento da IL-1 ocorreu 2 horas p6s o estimulo
com 10 ng de LPS/mL, no qual o valor do seu “fold change” foi de 449
(expresséo 449 vezes maior que as amostras do grupo controle). Quatro horas
apo6s o segundo estimulo com LPS, a IL-1 ainda apresentava um valor relativo

de “fold change” acima de 2 para a dose 10 ng de LPS/mL (expressao 5,56
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vezes maior que as amostras do grupo controle), porém este valor foi 3 vezes
menor do que a mesma condicdo apdés 2 horas. Embora a IL-1 esteja
aumentada no momento 8, para ambas as doses, seu valor de “fold change”
relativo € menor em relacdo ao tempo 2 horas, indicando que a TE induziu a

reducdo da sua expressdo, mesmo que estes valores ndo sejam negativos.

A IL-6 € uma citocina pro-inflamatéria multifuncional, de 26 kDa, que
participa da patogenicidade de alteracdes crénicas graves e é produzida por
monacitos, neutréfilos e células endoteliais, dentre outras celulas do sistema de
defesa (SOUZA et al., 2008), logo, sua regulacdo é rigorosa. Normalmente,
individuos saudaveis apresentam niveis da IL-6 ndo detectaveis ao menos que
passem por traumas, infec¢cdes ou outros tipos de estresse, nestes casos, sua
expressao é rapidamente detectavel e, assim como o TNF-a e a IL-1B, € um
fator crucial da resposta inflamatéria de fase aguda (ERSHLER; KELLER,
2000). Para alguns pesquisadores o nivel plasmatico de IL-6 pode ser usado
com um marcador da presenca de bacteremia (MARTIN et al., 2001). No
presente estudo, os niveis de transcritos da IL-6 aumentaram 2 horas ap0s o
estimo primario e diminuiram consideravelmente 4 horas apos a inducédo da
TE, ratificando achados recentes do nosso grupo, que identificaram diminuicéo
drastica dos valores desta citocina apos a inducdo de TE em leucécitos de
equinos, em um modelo ex vivo (CARRENHO, 2009), e que estes valores
permaneceram baixos até 16 horas apos TE. Um modelo in vitro de TE, em
células endoteliais da microcirculacdo intestinal de humanos, mostrou que a
expressao IL-6 diminuiu 24 e 48 horas apos a reestimulacdo com 0,5 ug/mL de
LPS (OGAWA et al., 2003). O que também foi elucidado em um modelo ex vivo
com sangue total de suinos (CASTEGREN et al., 2012), no qual a IL-6 teve sua
expressdo diminuida 6 horas apos a TE (doses de 1 e 4 ug/mL de LPS). Estes
achados enfatizam a producado de IL-6 em resposta a seguidas doses de LPS,

e sua importancia como uma citocina pro-inflamatéria.
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A IL-10 é produzida pela maioria dos leucdcitos, incluindo linfocitos B e T,
neutrofilos, células “natural killer”, eosinéfilos, células dendriticas e possui a
habilidade de inibir a producdo de citocinas pro-inflamatérias (LEON et al.,
1998; SAXENA et al., 2014). Seu efeito anti-inflamatorio € comprovado pela
resposta febril exacerbada e prolongada retratada em camundongos “knockout”
para IL-10, apés a estimulacdo com doses de LPS (50 pug/mL) (LEON et al.,
1998). Células dendriticas IL-10", oriundas do fémur e tibia de camundongos,
também demonstraram uma incapacidade em responder a estimulos com LPS,

inativando a via de sinalizagéo dos TLRs (ZHOU et al., 2012).

Um modelo ex vivo de TE provou que a reestimulacdo de células
mononucleares periféricas de humanos (PBMCs), com doses de 100 ng/mL de
LPS, resulta em um aumento da expressao da IL-10, 6 horas apés a TE
(FONTAINE et al., 2014). Contudo em um modelo in vivo humano, cuja dose de
LPS (2 ng/kg/dia) foi ministrada durate 5 dias consecutivos, a resposta anti-
inflamatoria da IL-10 mostrou-se inalterada durante o periodo avaliado
(DRAISMA et al., 2009). Resultado semelhante foi observado em um modelo
ex vivo com sangue total de suinos, onde a expresséao da IL-10 néo foi alterada
apos a TE, tanto para a dose de 1 ug/mL de LPS quanto para a dose 4 pg/mL
de LPS (CASTEGREN et al., 2012). Em vacas leiteira, o tecido mamario foi
reestimulados com LPS (0,2 pg/mL), 72 e 240 horas ap0Os estimulacdo
intramamaria prévia com a mesma dose de LPS, demonstrou a inibicdo da
expressdo tanto de citocinas pro-inflamatérias (IL-6 e TNF-o) quanto da
citocina anti-inflamatoria (IL-10) (PETZL et al.,, 2012). Ja& os macréfagos
peritoneais de camundongos jovens e idosos quando estimulados e
reestimulados com 1 pg/mL de LPS para inducdo de TE, apresentaram
aumento da concentracdo de IL-10 24 horas ap0s a TE (SUN et al., 2012). No
presente estudo observamos aumento dos transcritos da IL-10 em todos 0s
momentos (2, 4 e 8 horas) em relacdo ao grupo controle quando avaliados na
mesma hora, sendo que, 4 horas apés a reestimulacdo com LPS este aumento

foi maior, corroborando com estudos prévios do nossso grupo, que detectaram
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um aumento da expressdo desta citocina 24 apos a inducdo de TE em
leucécitos de equinos (CARRENHO, 2009). Estes achados sugerem a
importancia da IL-10 no estado de TE, porém as diferentes alteracdes da IL-10
nas diferentes espécies indica a necessidade de estudos mais detalhados

sobre seu comportamento e sobre sua ativagéo e inativacao.
VI CONCLUSAO

A co-estimulacdo de leucécitos totais de equinos com LPS de E. coli
levou a alteracbes nas cascatas de sinalizacdo, tanto da via MyD88-
dependente quanto da TRIF-dependente com consequente inducéo da TE, que
caracterizou-se pela queda do numero de transcritos das citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-13 e IL-6) e pelo aumento dos transcritos da citocina
anti-inflamatoria 1L-10. Observou-se que tal estado de tolerancia, no presente
estudo, foi decorrente de alteracbes do transcrito MyD88, da via MyD88-
dependentes e dos transcritos TRIF e TRAM, da via TRIF-dependente.
Também relacionou-se a interacdo do gene TNFAIP3 com a atenuacdo dos
niveis de citocinas na endotoxemia, assim como a identificacdo de outros
genes: TIRAP, TBK1, TOLLIP, MAP3PK3, MAP2K1l, MAPK1l, MAPK14,
MAPKS3, NFKBIE, NFKBIA, TAB1, MAP3K8, IL1R1. Sendo assim, este estudo
possibilitou a visdo global do estado de TE, nas duas vias utilizadas pelos TLR-

4 e -2, na espécie equina pela técnica de microarranjo de oligonucleotideos.
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VIII APENDICES

8.1 Apéndice A — Tabela dos valores de “fold change”e a regulacdo dos
genes IL-10, IL-1B, IL-6, MyD88 e TICAM1 (TRIF) e seus respectivos
EnsemblID e GenebankAcession.

8.2 Apéndice B — Tabela dos valores de “fold change”e a regulacdo dos
genes TLR-4, TLR-2, TRAM2, TNF-a e TNFAIP3 (A20) e seus respectivos
EnsemblID e GenebankAcession.
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APENDICE A — Tabela dos valores de “fold change’e a regulacio dos genes IL-10, IL-1f, IL-6, MyD88 e TICAM1 (TRIF) e seus respectivos EnsembllD e
GenebankAcession. Dados gerados pela andlise no software GeneSpring ao analisarmos as interagées simples da correlagédo tempo, dose e tempo-dose (com

26.176 genes). ANOVA 2 fatores com teste de correlacdes multiplas Benjamini-Hochberg p < 0,05.
GENE SYMBOL
FOLD CHANGE IL10 IL1B IL6 MYD838 TICAM1
([2-0] vs [0-0]) -1,1570832 1,5926164 -1,4689944 1,054186 1,4285128
Regulation down up down up up
([2-1] vs [0-0]) 4,1253905 12456355 19581457 -1,6395975 7466436
Regulation up up up down up
([2-10] vs [0-0]) 7.5103245 222 5786 62.032784 13069265 7.659981
Regulation up up up up up
([4-0] vs [0-0]) -1,1402282 2,09899 -1,6307956 1,6580116 1,3137162
Regulation down up down up up
([4-1] vs [0-07) 4,273254 67,4417 1,6961445 -1,082421 5,144012
Regulation up up up down up
([4-10] vs [0-0]) 6,0739183 105,21847 5,3639035 1,9890404 4419417
Regulation up up up up up
([8-0] vs [0-0]) -1,9545557 2,3362324 1,3704377 2,0266297 1039772
Regulation down up down up up
([8-1] vs [0-0]) 6,673496 35,086937 -1,0831903 -1,1665864 2,962193
Regulation up up down down up
([6-10] vs [0-0]) 9,547626 41,95908 1,5110271 -1,2336475 4,375447
Regulation up up up down up
EnsembliD EMSECATO0000009338 ENSECATO0000000066 ENSECATO0000017492 EMSECATO0000002299 EMSECATO00000045834

GenbankAccession MM_001082490 MM_001082526 MM_001082496 XM_001488549 XM_005611476
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APENDICE B — Tabela dos valores de “fold change”e a regulacio dos genes TLR-4, TLR-2, TRAM2, TNF-o. e TNFAIP3 (A20) e seus respectivos EnsembliD e

GenebankAcession. Dados gerados pela andlise no software GeneSpring ao analisarmos as interagées simples da correlagédo tempo, dose e tempo-dose (com
26.176 genes). ANOVA 2 fatores com teste de correlagdes multiplas Benjamini-Hochberg p < 0,05.

GENE SYMBOL

FOLD CHANGE TLR2 TLR4 TNF TNFAIP3 TRAMZ
([2-0] vs [0-0]) 20998461 1,162193 -2,9357755 1,7147148 -2,6564102
Regulation up up down up down
([2-1] vs [0-0]) 1,8154798 3,9239378 -1,169163 19,968369 1,4514196
Regulation up up down up up
([2-10] vs [0-0]) 1,8481104 4 8837147 -1,1824691 29 61304 -2,0327713
Regulation up up down up down
([4-0] vs [0-0]) 1,6362078 1,1749916 -3,7794015 2471089 -2,1333287
Regulation up Lup down up down
([4-1] vs [0-0]) 3,8942485 1,6214268 -2,386301 15107737 -2,5145228
Regulation up up down up down
([4-10] vs [0-0]) 4 5470266 1,6440024 -4 643018 18,928522 -3,125604
Regulation up up down up down
([8-0] vs [0-00) 1,0646323 -1,0238024 -7,555481 25871444 -3,6956468
Regulation up down down up down
([8-1] vs [0-0]) 4 1413703 1,6021578 11,178497 -2,8544154
Regulation up up down up down
([8-10] vs [0-0]) 5,441588 1,6690583 -2 5272987 10,320568 -5,03633
Regulation up up down up down
EnsembllD EMSECATO0000019013 EMSECATO0000010707 ENSECATO00000020458 EMNSECATO0000010015 ENSECATO0000011439

GenbankAccession

MM_001081796

MM_001099769

MM_001081819

XM_001504414

AM_001499006




