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RESUMO

BORREGO, A.Estudo do envolvimento dos loci reguladores da reaq inflamatéria aguda
na determinacdo da sensibilidade ou resisténcia achoque endotoxico induzido por
lipopolissacarideo.2009. 145f. Tese (Doutorado em Ciéncias/Imuno)oigistituto de Ciéncias

Biomédicas, Departamento de Imunologia, Universddel Sdo Paulo, S&o Paulo, 2009.

Linhagens de camundongos selecionadas para a m&¥iRenax) ou minima (AIRmiIn)
resposta inflamatdria aguda diferem tanto na stibiégade a infeccdo pd8almonellaentérica
sorotipo Typhimurium & Typhimurium) e ao LPS. Diferentes frequéncias diedos do gene
Nrampl,envolvido na resisténcia inata a infeccao forf yphimurium, foram encontradas nas
linhagens AIRmax e AIRmin. Para o estudo da in@yago geneNramplcom os loci da
inflamacéo, sublinhagens homozigotas para os alRlas S deste gene foram produzidas,
AIRmax?® AIRmax’S AIRminfR e AIRmirPS Os animais AIRm&X foram sensiveis ao LPS,
enquanto que os AlRmiiRforam os mais resistentes a endotoxina. Quandafidéss com LPS,

os animais AIRmd&X apresentaram maior nivel sérico de citocinas rimdi@rias e maior
expressdo génica dénf, 116 e lllb em células de figado e medula 6ssea. Os AlRmin
expressaram e produziram maiores niveiilde Através da andlise da expressdo génica global
em células de medula 6ssea, os AlRthinostraram um nimero maior de genes envolvidos na

resposta ao LPS.

Palavras-chave: Camundongos selecionados genetitangeneNrampl, Lipopolissacarideo,

Inflamacé&o, Choque endotoxico.



ABSTRACT

BORREGO, A.Study of the involvement of acute inflammatory reaton loci in the
determination of sensitivity or resistance to endaixic shock induced by LPS.2009. 145f.
PhD Thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Bémlicas , Departamento de Imunologia,

Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Lines of mice genetically selected for maximal (AiRx) and minimal (AIRmin) acute
inflammatory reaction differ in susceptibility tofection with Salmonellaenterica serotype
Typhimurium & Typhimurium) and to LPS sensitivity. Differenéfiuencies oNramplalleles,
involved in innate resistance ® Typhimurium infection, were found in AIRmax andRanin
mouse lines. To study théramplgene interaction with acute inflammatory QTL, AIRXA"
AIRmax®5 AIRmin™® and AIRmi® sublines were produced. AIRnfaxwere found to be
extremely sensitive to LPS, while the AIRmiwere the most resistant line to endotoxin. After
LPS challenged, AIRm&R animals showed higher levels of inflammatory citeksera and as
well as Tnf, 116 and IL1b gene expression intensities in liver and bone omarcells. [110
expression was higher in AIRnfiimice. The global gene expression analysis in boagaw

cells after LPS stimulus showed higher number fiédintly expressed genes in AIRmitmice.

Key words: Genetically selected mi¢éramplgene, Lipopolysaccharide , Inflammation,
Endotoxic shock
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1 INTRODUCAO

1.1 A hist6ria da endotoxina

Estudos sobre a ocorréncia de febre apds a adragdst intravenosa de certas solucbes
sdo datados antes do século XIX. Em 1894, Sanarelblaboradores mostraram que animais
tratados com o sobrenadante da cultura Eleerth bacillus livre de microorganismos,
apresentavam uma intoxicacdo acompanhada de fédmdp algumas vezes efeito letal
(PRISTA" et al, 1996apudMAGALHAES et al, 2007). Richard Pfeiffer, colaborador de Robert
Kock no Instituto de Doencas Infecciosas de Ber{llemanha) descobriu que lisados de
bactérias (mortas por aquecimento) causavam eniasoteacdes de choque toxico. Ele postulou
gue o principio ativo toxico resistente ao calotaes localizado dentro da parede celular
bacteriana e deste modo, denominou-o de endot@in&regoendo= dentro), para distingui-lo
das ja conhecidas exotoxinas identificadasvitwio cholerae(ALEXANDER e RIETSCHEL,
2001; BEUTLER e RIETSCHEL, 2003; RIETSCHEL e CAVAION, 2003).

Em 1912, Hort e Penfold criaram a expressao "pimiogé, (do Greggyros= fogo) para
designar as "aguas" que quando injetadas causadpantelnmia. A febre ja conhecida ha décadas
como sintoma de doenga, ou mesmo como uma doenmgecou a ser reconhecida como uma
reacdo benéfica para o hospedeiro (PROBE&iYal, 1945apud MAGALHAES et al, 2007).
Nesta mesma época o fisico americano William Be@ahostrou que a inoculacdo da mistura
de bactérias mortaSérratia marcescens Streptococcus pyogenesm humanos, hdo somente
causava febre, mas também induzia a remissdo ties damores malignos. Esta metodologia
tornou-se conhecida como “As toxinas de Coley” (E®E et al, 1894 apud BEUTLER e
RIETSCHEL, 2001).

1 PRISTA, L. N. Preparacéo de medicamentos injeigae PRISTA, L. N.; ALVES, A. C.; MORGADO R. M.
Ed. Fundacéo Calouste Gulbenki@ecnologia Farmacéutica Lisboa: 1996. v.3, p.1807-1840.

2 PROBEY, T. F.; PITTMAN, M. The pyrogenicity of hacial contaminants found in biologic products.
Bacteriol.,v. 50, p. 397-411, 1945.

¥ COLEY, W. B. Treatment of malignant tumors witke ttoxins of Erysipelas and tfBacillus prodigiosusAm. J.
Méd Sci, 108, p.183-212, 1894.



Uma combinacao similar dos efeitos toxicos e pinigEs, porém acompanhados de uma
estimulacédo da resposta imune, foi observado posBachner, em suas pesquisas. Os animais
experimentais que eram inoculados com extratoebacbs reagiam com febre, alteracées nas
células do sistema sanguineo (leucocitose, bem demempenia) e uma elevada resisténcia
(inespecifica) a infec¢des bacterianas (RIETSCldE&AL, 1996; ALEXANDER e RIETSCHEL,
2001).

O desenvolvimento de procedimentos de extracdouadeg foi um grande progresso na
caracterizacdo quimica da endotoxina. Por voltd @2, André Boivin e Lydia Mesrobeanu
utilizaram o método baseado no &cido tricloroaoéfouco tempo depois, Walter T. J. Morgan e
Walther F. Goebel utilizaram solventes organicagea para purificar as endotoxinas. Ambos 0s
grupos descobriram que a sua composicao era forpmdgpideos (complexos contendo acidos
graxos) e polissacarideos (aclUcares polimerizados) pouca ou quase nenhuma proteina
associada (HITCHCOCHkt al, 1986; BEUTLER e RIETSCHEL, 2003). O grande éxi
purificacdo da endotoxina foi conquistado na déckda950, com Otto Westphal e Otto Luderitz
gue através da aplicacdo do método aquecido fena@;éobtiveram de algumas espécies de
bactérias gram-negativas da famtiaterobacteriacea@ma endotoxina altamente purificada e
biologicamente ativa. Devido a presenca de comgermedipidicos e polissacaridicos,
(juntamente com o fosforo, que influenciava o cortguoento dos outros dois componentes),
eles denominaram a molécula de lipopolissacarideano que ja havia sido adotado
anteriormente. Outros estudos feitos por Westphauderitz revelaram que o LPS estava
presente em todas as bactérias gram-negativasépatag e ndo patogénicas (RISTSCHEL e
BRADE, 1992; HITCHCOCKet al, 1986; BEUTLER e RIETSCHEL, 2003; BRUNN e
PLATT, 2006). Com base nestes conhecimentos, ateaizacdo quimica da endotoxina obteve
um rapido progresso que foi determinante para aceu®leta identificagdo, assim como sua
caracterizacdo genética e acao biolégica (BEUTLERET SCHEL, 2003).

1.2 A estrutura do Lipopolissacarideo (LPS)
A endotoxina ou lipopolissacarideo (LPS) é uma mdé& integrante da membrana

celular de bactérias Gram-negativas e € responpévslia organizacao e estabilidade. Embora o

LPS esteja firmemente ligado na parede celularebacia ele é continuamente liberado ao meio



ambiente, esta liberagdo ndo ocorre somente quabdotéria morre, mas também durante o seu
crescimento e divisdo (PETSCH e ANSPACH, 2000). oApnadamente trés quartos da
superficie bacteriana consiste destas moléculas (umica bactéri&scherichia colcontém cerca

de 2 milhdes de moléculas de LPS (GORBETA e SEFTZDN5; MAGALHAESet al, 2007).

As Unicas bactérias gram-negativas que ndo possuigopolissacarideo sdo espécies do género
Sphingomona@KAWAHARA et al, 1991).

O LPS é composto de um motivo polissacaridico fiitlo que é covalentemente ligado
a um motivo lipidico hidrofébico (lipideo A) e agi@o do antigeno-O.

O lipideo A é a parte mais conservada da endotai@aesponsavel por muitas de suas
atividades bioldgicas, como por exemplo, a toxid&@ a estimulacdo de células do sistema
imune (WYCKOFFet al., 1998;: MAGALHAESet al, 2007). E composto de residuos defl,6-
D-Glucosamina. Esta parte hidrofobica da endotopiossui uma forma hexagonal resultando
em uma estrutura mais rigida, quando comparadaocoesto da molécula. Ndo sdo conhecidas
cepas bacterianas ou endotoxinas que ndo posslipfdem A (ALEXANDER e RIETSCHEL,
2001; MAGALHAESet al, 2007;RAETZ et al, 2007).

O core de oligossacarideo é uma estrutura conservadarmmem seu interior 3-desoxi-
D-manose-2-acido octuldsonico (KDO) e monossacasidédNas espécies dE. coli sédo
conhecidos 5 tipos diferentes dere, enquanto que espécies 8almonellacompartilham a
mesma estrutura (MAGALHAESt al, 2007).

O antigeno-O (também chamado de cadeia O-espe@fiis representa o antigeno de
superficie) é geralmente composto de uma sequéecialigossacarideos idénticos (de 3 a 8
monossacarideos cada), que sdo especificos decepdabacteriana. Estas sequéncias sao
determinantes para a identificacdo soroldgica dpeetiva bactéria (PETSCH e ANSPACH,
2000; GORBETA e SEFTON, 2005; MAGALHAES al, 2007).

A massa molar do mondmero da endotoxina pode setOde 20 kDa devido a
variabilidade da cadeia de oligosacarideos, podesedoencontrados valores extremos de 2.5
(espécies deficientes de antigeno-O) a 70 kDa ¢esspé&om cadeia longa de antigeno-O).
Devido a sua estrutura anfifilica, as moléculasedédotoxina apresentam-se sob forma de
agregados. Estes agregados sdo o resultado decdesrndo polares entre as cadeias lipidicas,
assim como pontes geradas entre grupos fosfatatams divalentes. Através de varios estudos

utilizando diferentes técnicas, tais como microgcagetronica e difracdo de raio-X, pode-se



caracterizar a estrutura destas moléculas. Ostadssl demonstram que em solucdo aquosa 0s
agregados da endotoxina podem assumir véarias forenaaber: vesicular, lamelar, cubica,
micélios e arranjos hexagonais invertidos. Comargne, as estruturas vesiculares apresentam
diametro de 0,1 um e massa de até 1000 kDa e, dimpém da caracteristica da solucdo (pH,
ions, surfactante) apresentam alta estabilidadd SEH e ANSPACH, 2000; GORBETA e
SEFTON, 2005; MAGALHAESet al, 2007) . De acordo com a dindmica molecular taiesa
tridimensional da endotoxina, especialmente a cedifantigeno-O, € muito mais flexivel do que
a estrutura globular das proteinas (PETSCH e ANS®AR000).

1.3 Mecanismo de acéo do LPS

O reconhecimento de patégenbsima das mais basicas e importantes propriedades d
sistema imune. Assume-se que a capacidade dosidad$s em reconhecer os patdgenos, e
distingui-los entre o proprio e o ndo préprio é uoaacteristica jA observada desde o
aparecimento dos primeiros metazoarios (BEUTLERA42CEste processo requer a existéncia de
componentes especificos, estruturalmente consesygmtoduzidos por um amplo grupo de
microorganismos potencialmente patogénicos. Estamponentes que estdo ausentes em
organismos multicelulares sao popularmente referidomo PAMPs (Padrdo Molecular
Associado ao Patogeno, do inglBsthogen-Associated Molecular Patteressao reconhecidos
pelo hospedeiro, através de um grupo limitado d&sPHReceptores de Reconhecimento de
Padréo, do inglésPattern Recognition Receptr4dPASARE e MEDZHITOV, 2004). As
principais células envolvidas neste processo s&uawsofagos, neutrofilos e células dendriticas
(ADEREM, 2003; KAWAI e AKIRA, 2005).

O sistema imune inato dos mamiferos utiliza varlPBRRs que sdo expressos
constitutivamente na superficie celular em compemitos intracelulares ou secretados na
corrente sanguinea e em fluidos teciduais. As pé@ie funcdes destes receptores incluem a
opsonizagcdo, a ativacdo do sistema complemento eadeata de coagulacdo, fagocitose,
mecanismos microbicidas como a producao de reatigasitrogénio e oxigénio, e estimulo da
producdo de citocinas inflamatdrias e quimiocirgage recrutam e ativam outras células que
regem o desenvolvimento da imunidade adaptativaDEHHTOV, 2001; UNDERHILL e
OZINSKI, 2002; UNDERHILL, 2003).



Os receptorew®ll-like (TLRs) sdo estruturas conservadas ao longo degsocevolutivo,
presentes desde no verm@aenorhabditis elegansaté nos mamiferos (JANEWAY e
MEDZHITOV, 2002; HOFFMANN, 2003; AKIRA e TAKEDA, 204; BEUTLER, 2004) Eles
foram inicialmente identificados nBrosophila melanogasteatuando na polaridade dorso-
ventral das asas durante a embriogénese. Estublesgeientes revelaram que estes receptores
também apresentam uma importante fungdo na resiposte inata de insetos contra infeccoes
causadas por fungos (LEMAITREt al.,, 1996; DOBROVOLSKAIA e VOGEL, 2004;
BRENNAN e ANDERSON, 2004). Os TLRs séo receptomamsgmembranicos tipo 1, que
apresentam motivos extracelulares com repetic@@ss rem leucina (LRR) e sdo altamente
homdlogos a membros da familia de receptores @eldntuna 1 (IL-1R), pois possuem uma
regido de aproximadamente 200 aminoacidos em saadags citoplasmaticas, que sé&o
conhecidas como dominios TIR (Toll/IL-1R). Denteste dominio TIR as regifes de homologia
compreendem 3 partes altamente conservadas querigdais para a sinalizacdo (AKIRA e
TAKEDA, 2004; LEULIER e LEMAITRE, 2008).

Atualmente foram identificados 12 TLRs em mamifesendo 10 em humanos e 12 em
camundongos (WATTER&t al, 2007)

Estes receptores Toll reconhecem um amplo espeéetrdigantes incluindo lipideos
modificados (LPS e lipoproteinas de bactérias)tgimas (flagelina) e acidos nucléicos (DNA e
RNA dupla fita) (UNDERHILL, 2003; ELSOMt al, 2007) e ativam uma via de sinalizacéo
comum que culmina na ativacdo de fatores de triggdsccomo o fator nucleaf (NF- «f)
(QURESHI e MEDZHITOV, 2003; TRINCHIERI e SHER, 2007

Através do seu dominio TIR, os TLRs conseguem agtercom proteinas adaptadoras
como o MyD88 (gene de resposta primaria de diféagdo mieldide 88), TIRAP (proteina
adaptadora contendo dominio TIR, também conheadadJal, que é semelhante ao MyD88),
TRIF (dominio adaptador contendo TIR indutor de jF TRAM (molécula adaptadora
relacionada ao TRIF) e algumas serina/treoninaages, as IRAKs (quinase associada ao
receptor da IL-1). Estas moléculas adaptadorasa@@zes de recrutar quinases e substratos para
0s complexos receptores induzindo a sinalizacdadelular causando a ativacdo do fator de
transcricdo nuclear NFep, levando a alteragcbes na expressao génica, tei® @regulacéo

positiva da expressao de moléculas co-estimulatatéa superficie, e a secrecao de citocinas,



como a IL-B, IL-6, IL-8, IL-12 e TNFa (MEDZHITOV et al, 1996; THOMAZ et al, 2006;
GEROLDet al, 2007).

O TlIr4, primeiramente descrito como lodyss (que apresenta duas formas alélitas’,
normal; eLps’, defeituoso, para a resposta ao LPS) é um impertne que regula a resisténcia
inata a infeccdo cor8 Typhimurium e a resposta do hospedeiro ao lipspatarideo. O LPS é
0 maior constituinte da membrana externa de bast&ram-negativas e é essencial para a sua
estrutura e sobrevivéncia (RIETSCHEL al., 1994). Através da evolugao, o sistema imune de
eucariotos tem reconhecido o LPS como um PadrdoMdiculas de Reconhecimento
Associadas ao Patdégeno (PAMPS), ou seja, uma @strabnstitutiva e conservada da bactéria
(MEDZHITOQV, 2001). De fato, pequenas quantidade4 E8, ou mais propriamente do lipidio
A (estrutura presente na endotoxina) sao detectpdlEsTIr4 e sdo capazes de induzir os
macrofagos a sintetizarem potentes mediadoresriaftaios como o TNk-e a IL-13 (RAETZ
et al, 2007). A familia de receptores Toll-ike é umnbcexemplo de Receptores de
Reconhecimento de PadrBRRs) e, entre eles, Tr4 foi identificado como um importante
componente do sinal de transducéo iniciado pela LPS

A descoberta ddlr4 foi possivel devido a identificacdo de linhageescdamundongos,
como o C3H/HeJ, que séo pouco responsivos aos®flit LPS. Estes animais quando tratados
intravenosamente com o lipopolissacarideo poderstires doses 20 a 38 vezes maiores do que
aquelas que normalmente induziriam a morte de 9DI) dos animais de outras linhagens de
camundongos (SULTZER, 1968). Entretanto, mesmaagdores do alelo de resisténcia do gene
Nrampl(que serd descrito a seguir) quando desafiados lEmtérias gram-negativas, como
Salmonellaentérica sorotipo Typhimuriun®(Typhimurium), os camundongos apresentam uma
notavel susceptibilidade a este patdégeno. Estudessivos mostraram que os animais C3H/HeJ
apresentam uma mutacdo missense no dominio dezagé citoplasmatico, em que uma
substituicdo do aminoacido prolina por histidina ©ddon 712, € responsavel pela
hiporesponsividade ao LPS. Demais experimentosdava identificacdo ddIr4 como o gene
candidato para o locusps (POLTORAK et al., 1998; QUERESHEt al., 1999; QUERESHI e
MEDZHITOV, 2003)

Outra linhagem de camundongos, a C57BL/10ScN ebéinkagem C57BL/10ScCr,

também resistentes aos efeitos do LPS foram estadhlstas foi observado a delecéo do gene



TIrd4 (POLTORAKe et al.,1998; BEUTLER e POLTORAK, 2000; QUERESHI e MEDZKNYV,
2003).

Dentre a familia de receptores TIrsTle4 € o Unico que possui uma molécula associada, a
MD-2 (proteina de diferenciacdo mieldide 2) quengawglicoproteina de 160 aminoacidos com
25-30 kDa, e esta fisicamente associada com aoregifiacelular ddIr4 na superficie da célula
(MIKAKE, 2003; VISINTIN et al, 2006). E estritamente necessaria para o reconéeto do
LPS, uma vez que animais nocaute (tanto pafadgquanto para o gendD-2) apresentam o
mesmo fendtipo de resisténcia ao LPS (HOSH#&@l, 1999; NAGAIlet al, 2002).

Como ja descrito anteriormente, uma vez liberaddaaéria o LPS apresenta-se sob
forma de agregados devido a estrutura anfifilicasda molécula. A difusdo espontanea de
mondmeros de LPS destes agregados para o CD1ptGecelular de alta afinidade para o LPS)
ocorre em uma razdo muito baixa (HAILMABL al, 1994). Uma das primeiras proteinas
envolvidas no reconhecimento do LPS é a LBP (pratégadora de lipopolissacarideo), que é
uma proteina de fase aguda presente no soro com6B8kDa, e € induzida pela IL-1 e IL-6
(DENTENERZEet al, 2000). Além do figado, os pulmdes, rins e cavagstdo envolvidos na sua
producdo. Os niveis constitutivos da proteina mo séo baixos (1 a 15 pg/ml), mas aumentam
de 10 a 50 vezes durante a infecgcdo. O mecanissioobde reconhecimento ocorre quando a
LBP liga-se com alta afinidade ao lipideo A, fdaitido o processo de monomerizacdo do LPS e
consequente apresentacdo aos receptores celWdatd3P catalisa a transferéncia do LPS ao
receptor CD14, aumentando assim a ativacdo de rntospcmacréfagos e leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) (VAN AMERSFOORAt al, 2003; ZWEIGNERet al, 2006).

O receptor CD14 ¢é uma glicoproteina de aproximadéaneb5 kDa, expresso
principalmente em mondcitos, macrofagos e gran®cEncontra-se presente em duas formas:
na membrana plasmatica (mCD14) via uma ancoraidesdfosfatidilinositol (GPI), e na forma
soluvel (sCD14) no sangue e fluidos (ldd) al, 2008). O mCD14 n&o apresenta dominio de
sinalizacao intracelular, necessitando assim detcutds co-receptoras, comoTdr4, para a
ativacdo celular induzida pelo LPS (VIVES-€tlal, 2003; JIANGet al, 2005). Duas fungdes
opostas sdo atribuidas ao sCD14, ele pode redatiiridade induzida pela endotoxina através da
competicdo com o LPS pelo mCD14 e também aumentspiosta ao LPS em células que nédo
apresentam o receptor em sua superficie, comodaséndoteliais, epiteliais e da musculatura
lisa (BASet al, 2004; DAUPHINEE e KARSAN, 2006).



Embora reconheca o LPS e faca parte do seu commegptor (LPS/CD14/TIr4/MD-2),

o CD14 também funciona como receptor para pepiicirgd, o maior constituinte da parede
celular de bactérias gram-positivas (PUGEN al., 1994), outros produtos microbianos com
caracteristicas estruturais similares (HEUMANNal., 1998), proteina de choque térmico 60
humana (KOLet al, 2000) e outros ligantes como a ceramida, fquftds, lipoproteinas
modificadas e particulas opsonizadas (SCHMET Al, 2002). A afinidade do CD14 na ligacao
com fosfolipedes anibnicos como a fosfatidilsetéra a funcédo de reconhecer e fagocitar células
apoptéticas por macréfagos que o expressam em upexfisie (GREGORYet al, 1999;
MIYAKE, 2003).

Animais deficientes na expressdo do gene CD14 sporrbsponsivos ao LPS e
sobrevivem aos seus efeitos letais (HAZI€Tal, 1996), entretanto, respondem com sinais de
endotoxemia quando expostos a altas doses do LRACH et al, 1996; MIYAKE, 2004).

Ha ainda um outro grupo de proteinas envolvidasraumnhecimento e sinalizagéo
intracelular do LPS, sdo #2 integrinas ou antigenos CD18, estas compreendearfamilia de
trés glicoproteinas de superficie celular com uatdem@o CD11 varidvel e uma cadeiaCD18
idéntica. Sao elas;p.-integrina CD11a/CD18 ou LFA-1pB,-integrina CD11b/CD18, (CR3 ou
Mac-1) easpe-integrina CD11c/CD18, (p150,95 ou CR4). Os linfdsiproduzem primariamente
a CD11a/CD18 (LFA-1), enquanto que os eosindfileetrofilos e mondcitos produzem as
demais 2 integrinas. A expressdo de uma ou magrines ocorre na superficie de qualquer
célula do organismo, exceto em eritrocitos maduf@$AMOND e SPRINGER, 1994;
MEDVEDEV et al, 1998; FUJIHAR Aet al,, 2003).

Alguns estudos demonstraram que a ativacdo deasélubnonucleares por antigenos
microbianos, incluindo o LPS, é parcialmente indbidor anticorpos anti-CD18, CD11b ou
CD11lc, o que indica que aBe-integrinas podem estar envolvidas na ativacao larelu
(MEDVEDEV et al, 1998; CUZZOLAet al, 2000). Os receptores CD11/CD18, apresentam a
mesma via de sinalizacdo do CD14, ou seja, utilinahir4 para a ativacao celular induzida pelo
LPS (INGALLSet al,, 1998), embora com baixa eficiéncia (PERERAL, 2001).



1.4 Terminologia

A sepse conota uma sindrome clinica que pode s@meajualquer grupo de idade e em
individuos de diferentes populacfes e € dada eposts a um grande nimero de patdégenos
microbianos presentes em mudltiplas partes do csgamiE uma desordem clinica definida pela
presenca de infeccdo e inflamacéo sistémica (LOPBZORQUEZet al, 2004). A infecgéo &
definida como um processo inflamatério patolégiaasado pela invasédo de fluidos, tecidos ou
regides do organismo normalmente estéreis por ongamismos patogénicos ou potencialmente
patogénicos (LOPEZ-BOJORQUE# al, 2004; SILVAet al, 2008). Atualmente acredita-se
que doencas resultantes de lesdo endotelial capsadaersistente estimulo inflamatério, séo
responsaveis pelo comprometimento de multiplos a&rgél sistemas. Na sepse por bactérias
gram-negativas, gram-positivas, virus e fungos ou d@oencas ndo infecciosas como a
pancreatite, o trauma, doencas autoimunes, quemagmdextensas entre outras, ocorre
estimulacdo inflamatoria (SALLESt al, 1999). O termo sindrome da resposta inflamatoria
sistémica (SIRS) foi proposto para descrever aéeatlamatoria desencadeada pelo organismo
frente a qualquer agresséo infecciosa ou néo ifeacO choque séptico é definido como
faléncia circulatéria aguda ou colapso vasculaaatarizado por hipotenséo arterial persistente,
ndo sendo explicado por outra razdo se ndo a §ePpREZ-BOJORQUEZL al, 2004; SILVA
et al, 2008).

Durante o choque séptico o organismo sofre unia déragressdes severas em diferentes
niveis. Danos em multiplos érgaos, inflamacao, a@@o intravascular disseminada e bloqueio
metabolico celular generalizado, resultam em fa#&de mdultiplos 6érgdos e morte (ROLANDO
et al, 2000; LOPEZ-BOJORQUEEt al, 2004). O congestionamento capilar, vasodilatagéo
fenbmeno de faléncia cardiaca reduzem o fluxo daegiaos tecidos. A infiltracao e ativacéo de
neutréfilos e outras células danifica as membréiadgicas, especialmente a microvasculatura
do endotélio. Orgdos como pulmio e figado s&o qudatinente susceptiveis aos danos
produzidos pelo infiltrado celular. O dano pulmogaresultado de uma sindrome de faléncia
respiratoria progressiva, em que fluidos dos tecekcapam do sangue para o espaco alveolar,
devido as lesdes do endotélio causadas diretadire@amente pela sepse. A perda da funcéo

hepéatica € o resultado da dificuldade em manteeisiigangiineos de glicose adequados (a



neoglicogénese ¢é inibida), e nos rins o dano égiteldevido a reducédo da perfusdo sanguinea
(OERTILI et al, 1998; LOPEZ-BOJORQUEEt al, 2004).

A superproducdo de Oxido nitrico (NO) pelos maag6s e midcitos cardiacos leva a
faléncia cardiaca e perda da perfusédo geral doodegin subsequente choque hemodinamico
como resultado da reducéo do fluxo sangiiineo (WORRé al, 1997; LOPEZ-BOJORQUEZ
etal, 2004).

A hipoglicemia, perda irreversivel da pressao samen, bloqueio metabdlico e faléncia
cardiaca sdo sinais clinicos do choque séptico.oJodstes sintomas geralmente tém

consequéncias letais.

1.5 A resposta do hospedeiro

Ao entrar no organismo a bactéria se defronta @ards de defesa humorais e celulares.
Os fatores humorais compreendem o complementa;oaptis e proteinas de fase aguda. Na
resposta celular, particularmente as células mareares (mondcitos e macrofagos) e os
neutréfilos sdo as células de maior importanciaa wez que elas podem reconhecer direta ou
indiretamente constituintes da parede celular baote ap6s a sua ligacdo a fatores do
complemento e anticorpos (VAN AMERSFOORTal, 2003).

Estudos realizados durante a ultima década mastrque as células dendriticas também
respondem ao LPS. Interacbes entre células deradrite patdgenos microbianos sé&o
fundamentais para a geragcdo de uma resposta imdapatva. Uma vez estimuladas com
bactérias ou componentes bacterianos como o LP&lass dendriticas imaturas passam pelo
processo de maturacdo que envolve a expressao ldeutas co-estimulatorias, moléculas de
CPH (Complexo principal de histocompatibilidadepreducao de citocinas e quimiocinas que
fornecem sinais para o desenvolvimento e difergAciae linfocitos. As células dendriticas séo
responsaveis por direcionar diferentes tipos dpostas de células T, incluindo geracédo de
células T efetoras e de memoria (CARGHHRL, 2002).

Em condi¢des fisioldgicas, as células do sistemanénsdo constantemente expostas a
pequenas quantidades de LPS provenientes dasiaaalértrato gastro-intestinal. Este LPS é
reconhecido pelos macrofagos e é essencial pareemamivel de ativacdo basal do sistema
imune (VAN AMERSFOORTet al, 2003).



A bactéria pode ativar as duas vias do sistema lemn@mto: componentes da superficie
polissacaridica d&. coli (antigeno-O, capsula e LPS) desencadeiam a @maliva através da
ligacéo do fator C3 do complemento (QUEZARDal, 1994). O componente C1q liga-se ao
lipideo A e ativa a via classica do sistema complamm (YINGet al, 1993). Esta mesma via €
também ativada na presenca de anticorpos espac(f@@ e IgM) a constituintes das bactérias
gram-negativas. Em todos os trés casos, o C3b d@sitieo na molécula ou superficie celular,
que ird promover a fagocitose pelos macrofagodydfdas e levar a inser¢cdo dos componentes
C5-C9 (complexo de ataque a membrana, MAC) levantiee da bactéria (DE BOE& al,
1993; HAENEY, 1998). Entretanto, longas cadeiasadtigeno-O em bactérias gram-negativas
ou uma espessa camada de petidoglicanos em bagéma-positivas, podem conferir protecao
a bactéria da lise mediada pelo sistema complen{eif&NEY, 1998). Similar ao LPS o acido
lipoteicdico (LTA), presente em espécies gram-passt é capaz de ativar a via classica através
da interacdo com os componentes C1 e Clqg (L&XG#$, 1986) Além de que, eritdcitos ligados
ao LTA ativam a via alternativa do complemento kaswlo na sua lise (HUMMELILet al,
1985).

O reconhecimento do LPS ou outros componentesrzawis pelos fagdcitos (mondcitos,
macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares [PMNRia a cascata de liberacdo de mediadores
inflamatdrios, mudancas vasculares, fisiologicasceutamento de células do sistema imune. Os
macrofagos ativados pelo LPS, tornam-se metabodingen ativos e produzem grandes
guantidades de radicais livres de oxigénio e ouaigentes microbicidas tais como lisozimas,
proteinas catidnicas, hidrolases acidas e laciofgrralém de secretarem mediadores
inflamatérios (HIEMSTRAet al, 1993; VAN AMERSFOORt al, 2003). Um dos primeiros e
principais mediadores liberados é o TWMBEUTLERet al, 1985). A liberacdo de TNé&-bem
como de outras citocinas por ele estimuladas cothelalL-6, IL-8, IL-12, fator de ativag&o de
plaquetas (PAF), quimiocinas e eicosandides térfupda acdo em tecidos vizinhos (HA@GK
al.,, 1997). As anafilotoxinas C3a e Cba derivadasvidado complemento, juntamente com
alguns destes mediadores inflamatérios atraemvenatos PMN da circulacdo. Além disto,
ativam os granulécitos basofilicos e mastocitogerido-os liberaram os seus componentes
vasoativos (como a histamina), facilitando a ingadés fagocitos O extravasamento de PMN &
possibilitado pela vasodilatacdo e regulacdo deécntds de adesdo em células endoteliais
(JAESCHKEet al, 1997; VAN AMERSFOORt al,, 2003).



O endotélio secreta uma variedade de agentes pasmque mantem o tonus muscular
(SUMPIQOet al, 2002). As substancias vasodilatadoras como @ ld@rostaciclina aumentam o
didmetro do espago intravascular, através do nelemto de células adjacentes a musculatura, e
exercem funcdo protetora contra o desenvolvimerdo lasbes vasculares conservando a
vasodilatagdo, inibindo a agregagédo plaquetaria adesdo leucocitaria, mantendo assim a
homeostase da resisténcia vascular (DAUPHINEE e AR 2006). A ativacdo das células
endoteliais pelo LPS é caracterizada por uma dérfatores, dentre eles o aumento da expressao
da enzima o6xido nitrico sintaséNds?d, que ocasiona um aumento na producdao de NO
(MORIKAWA et al, 2000), alteragBes bioquimicas e estruturais, sfiee iniciadas com a
expressao de uma série de genes que estdo engobodo a sintese de moléculas de adeséo.
Estas moléculas sdo essenciais para a formacaadetnaee do infiltrado celular massivo
observado no choque séptico, elas promovem o egoamto dos linfécitos, neutréfilos,
mondcitos e outras células observadas em grandas da microvasculatura (HUAN& al,
1995; LOPEZ-BOJORQUEEt al, 2004). Os PMN reagem a este estimulo atravégdmacio
intravascular, aderéncia ao endotélio, diapedgreducao de mediadores inflamatdrios como o
TNF-a, o leucotrieno B4 (LTB4) e o PAF. Os PMN ativagogressam CD14, CD11/CD18 e
alguns receptores para a fragcdo Fc das Imunoghasulilgs), e sdo capazes de reconhecer e
fagocitar o LPS, fragmentos ou a toda bactéria (MIKHAN et al, 1993), e também produzem
substancias microbicidas (VAN AMERSFOORT al, 2003). As células endoteliais respondem
ao LPS através do sCD14 e a liberagéo de IL-1, kibsandides, agentes vasoativos derivados
do fator de relaxamento do endotélio 1, quimiociea$tor estimulador de colénia (CSF)
(MAHALINGAM e KARUPIAH, 1999). O resultado da exmsfo das moléculas de adesao
endotelial é o de aumentar a migracdo e manutaetgatividade celular no tecido lesionado, por
conseguinte levando a perda da capacidade homeasiat endotélio e passagem de liquido,
células e proteinas para o espaco intersticiahdado o edema (SALLE& al, 1999).

Durante a infeccdo, as células parenquimais dddigao estimuladas pelo TNE1L-1 e
IL-6 a produzirem proteinas de fase aguda. Estagpmendem a proteina C reativa, a proteina
amildide do soro A, LBP, proteina amiléide do sBrchemopexina, haptoglobulina, fatores C3 e
C9 do sistema complemenioy-macroglobulina, algumas inibidoras de proteaseotefmas da
cascata de coagulacdo (DERFAL® al, 2000; ALEXANDER e RIETSCHEL, 2001; JEAN-
BAPTISTE, 2007). Algumas destas proteinas de fgselaa como a LBP modulam reacdes de



resposta imune através da ativacdo de fagocitoélidas apresentadoras de antigeno, mas
basicamente a resposta de fase aguda é considenad@oderadora dos danos causados durante
a infeccdo (RAMADOREt al, 1990).

Os mediadores inflamatoérios secretados por difeseipos de populacdes celulares
atraem e ativam linfécitos T e B, seguido pelarligéo tardia de mediadores como IL-2 e IN-
e GM-CSF (BONE, 1991). A IL-2 e 0 GM-CSF estao dwdos na proliferacdo e ativacéo de
PMN e células mononucleares, enquanto que oylmenta o efeito do LPS nas células
mononucleares (BONE, 1991; YOUN& al, 1993; HEINZELet al, 1994;). As acdes das
células imunes ativadas, combinadas com os efeit@s mediadores inflamatorios causam
sintomas como febre, danos endoteliais, dilatag@zular periférica, desordens do sistema de
coagulagéo, microtrombos e depressdo miocardidas Esndmenos resultam na disfuncédo de
multiplos 6rgédos, choque e morte (BONE, 1991; VAMERSFOORTet al, 2003; TSIOTOU
et al, 2005).

1.6 Selecao de Genética Bidirecional de linhagens damundongos produzidas segundo a

intensidade da reacgéo inflamatodria aguda (AIR)

Os mecanismos genéticos que controlam a intensikdesposta inflamatoria aguda e a
resposta imune especifica, bem como as reacOewyicia$ desencadeadas por estes processos,
séo alvos de grande interesse e foram estudadasasi®os murinos (STIFFEEt al., 1990;
IBANEZ et al., 1992; SANT'ANNA et al., 1994). Em colaboragdo com o Instituto Curie de
Paris, o Laboratério de Imunogenética do InstitBtdantan produziu, por Selecdo Genética
Bidirecional, linhagens de camundongos, que difen@ntapacidade de produgcdo de anticorpos
contra antigenos complexos (SANT’ANNs& al.,1994) e na Intensidade de Reacgédo inflamatdria
Aguda (AIR — acute inflammatory reaction) a micrfeess de poliacrilamida (BIOGEL P-100),
substancia insoltvel, ndo biodegradavel e ndo igémoa (IBANEZet al.,1992).

O processo de selecao das linhagens de maxima @dRenminima (AIRmin) resposta
inflamatéria aguda teve inicio a partir de uma pagio heterogénea de camundongos, resultante
do acasalamento equilibrado de oito linhagens rgogé de camundongos de origens diferentes,

cujo esquema de hibridizacao esta representadeoabai



Isogénicas _A x DBA/2 P x SWR SJL x CBA BALB/c x C57BL/6

Hibridos F1 F1l F1 F1
Segregantes F2 2F
Segregantes F3

(Populagéo Inicial FO)

Como resultado destes cruzamentos, foi produzidaa uymopulacdo com alta
heterogeneidade genética, em que cada individuinbeana combinacdo de 12,5% gool
génico de cada uma dos oito linhagens isogénicasaés.

Os animais foram submetidos a injecdo do agelugisfico Biogel, no tecido
subcutaneo. A intensidade da reacéo inflamatoudadpi avaliada 24 horas apos o tratamento,
considerando o numero e a morfologia das célufdsadas além da determinacdo do contetudo
protéico no exsudato inflamatdrio (FONTAN e FAUVE983; FAUVE et al, 1983). A
populacdo FO analisada apresentou grande variag@digica, obedecendo a uma Distribuicdo
Normal de freqUéncias para o carater selecionadensidade de resposta infamatdria aguda
(STIFFELet al.,1990).

Os acasalamentos de todas as geracdes do processeletdo foram realizados
escolhendo animais portadores de resposta inflaiaat@ais alta ou mais baixa, situados nos
extremos da curva de distribuicdo normal da po@wlage camundongos resultantes em cada
geracdo. Para manter o fundo genético heterogéoean sempre evitados os acasalamentos
consanguineos.

A partir da 202 geracgdo de selecdo, admitiu-seaquias linhagens atingiram o limite de
Selecao, em que os alelos que apresentam efeidesosma resposta inflamatéria, naqueles loci
que eram polimérficos na FO, estariam fixados emdmgose em cada linhagem. A analise do
processo de selecdo, empregando métodos de gemddgsica, demonstrou a regulacéo
poligénica da intensidade da AIR, com o envolviroedg 7 a 12 loci génicos com efeito aditivo
(BIOZZI et al.,1998; IBANEZet al, 1992).

A diferenca fenotipica estabelecida entre as lishagAIRmax e AIRmin é, sobretudo

referente ao nimero de leucdcitos migrantes no isiiamatorio em resposta ao Biogel, sendo



gue os neutrofilos representam as principais cgldiste infiltrado, correspondendo a 85%,
enquanto que os demais 15% sdo essencialmenteitéemyémononucleares (RIBEIR®t al,

2003). Esta diferenca se acentuou ao longo do gsocseletivo e na atual geracado F48 atingiu
diferencas interlinhagens em torno de 20 vezedintero de células infiltradas e de 2,5 vezes na

concentracao protéica do exsudato, conforriguaa 1:
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Figura 1: Divergéncia fenotipica da reacdo inflamatdria agundedida pela migracdo celular e
extravasamento protéico nas diferentes geracdesatalamento seletivo bidirecional das

linhagens AIRmax e AIRmin.
Fonte: Modificado de BIOZ&1 al,. 1998, com permisséo.

A diferenca fenotipica interlinhagens ndo estétéida a resposta inflamatoria ocasionada
pelo Biogel, mas é um fenbmeno geral, que se estandutros agentes flogisticos como a
carragenina e o zymozan (VASQUEZ-BRAVO, 1996) e vameno deBothrops jararaca
(CARNEIROEet al, 2002).

Este modelo animal também tem demonstrado semnagiéquado para o estudo dos
mecanismos de resposta inflamatoria aguda e sigsagiies com a resposta imune especifica em
doencas autoimunes (VIGA® al.,2000; PETER®t al, 2007), tumorais (BIOZZét al.,1998;
MARIA et al, 2003) e infecciosas (ARAUJ@t al., 1998; VORRARO, 2001). Além de
apresentarem um perfil distinto de resposta ndr@egao e reparo tecidual (DE FRAN@Dal,
2007).

Camundongos da linhagem AIRmax mostraram-se eatrente resistentes a infeccéo
por patdégenos intracelulares con® Typhimurium e Listeria monocytogenessuportando
inoculos superiores a 2 x 1@ 2 x 16! bactérias respectivamente, enquanto que & Bas

animais AIRmin foi cerca de 1000 e 100 vezes mgrava 0s dois patdgenos. Esta diferente



sensibilidade das linhagens foi relacionada a saadidade de controlar o crescimento
bacteriano no baco (ARAUJ@t al., 1998). Apesar da grande diferenca na sensibilidade
bactérias, ambas as linhagens mostraram-se résgstemltas doses de sua endotoxina (LPS). As
DLs, foram de 154,3 e 358,6 pg, para os animais AlRmaAIRmin, respectivamente,
demonstrando que o comportamento diferenciado othmagens frente a infeccdo p&
Typhimurium é independente da sensibilidade aososfele sua endotoxina (ARAUJ& al.,
1998). Estudos recentes mostraram que houve umndnia sensibilidade dos animais ao LPS
de S. Typhimurium, sendo observadas Jplde 70,0 ug para os animais AIRmax e valores
maiores que 400 g para os AIRmin (ComunicacdooRB5s

Em camundongos, a resisténcia a infeccdo por padégeomo S. Typhimurium,
Leishamania donovare Mycobacterium bovislepende da expressdo de um gene denominado
“natural resistance-associated macrophage protéifMrampl). Duas formas alélicas foram
descritas para este gene, o alelo da resistéitarmpT e o alelo da susceptibilidatigamp®. A
andlise da sequéncia da proteina do gémraenplentre as duas formas alélicas (R e S) revelou
gue uma Unica mutacdo, ou seja, uma substituicAacodiservada do aminodocido glicina por
acido aspartico na posicéo 169 do codon, dentgudao dominio transmembranico da proteina,
resulta na sua completa falta de funcdo em camgadosusceptiveis (VIDAEt al, 1996).

O estudo da proteina codificada pelo geleampl identificou um polipeptideo
hidrofébico de 60 kDa, com 12 dominios transmembdine uma alca extracitoplasmatica
glicosilada, com varios sitios de fosforilagdo. ¥presso exclusivamente nos compartimentos
endossomal/lisossomal de mondcitos/macréfagos, laséludendriticas e  leucécitos
polimorfonucleares, sendo que durante a fagocitopeoteina é rapidamente recrutada para a
membrana do fagolisossomo (FORBESal, 2001; WYLLIE et al, 2002; VALDEZ et al.,
2008).

O geneNrampl faz parte de uma familia de genes que séo tratiasijpoes de ions
essenciais, devido a isto, este gene foi nomeaato 8c11al “Solute carrier family 11 (proton-
coupled divalent metal ion transporters), membgr conforme descrito ndMlouse Genome
Informatics No entanto, grande parte da literatura publicadwla utiliza a denominagé&o

Nrampl assim sendo, neste trabalho manteremos a noreadatiga.

! Noticia fornecida poRibeiro, O.G. (2006).



Diversos estudos evidenciam a participacdo do genéransporte de Fe protons e
outros cations divalentes, alterando o ambientewvatuolar do fagolisossomo, entretanto a
direcédo deste transporte e a sua funcéo bioquiamcka sdo controversas (FRITSCHEAal,
2008). A primeira teoria é de que a proteina nowafjeneNrampltransportaria o F& para o
interior do fagolisossomo, favorecendo a reacaddder / Fenton-Weiss, que gera radicais
hidroxila altamente toxicos para a atividade dady& Por outro lado, h4 uma outra proposta de
que o animal portador do alelo de resisténcia de gende a privar a disponibilidade dé%e
outros cations divalentes, como®ZriMn?*, que sdo fundamentais para o crescimento da kzgctér
prejudicando a sua multiplicagéo no interior doofeapssomo (WYLLIEet al, 2002; FORTIER
et al, 2005; FRITSCHE At al., 2008).

Portanto, d\ramp1é um gene pleiotrdpico, atua na regulagéo daifésial da atividade
microbicida dos macréfagos e sua expressdo defaituoterfere na ativacdo macrofagica
refletindo noburst oxidativo, na producdo de 6xido nitrico e TMHBARTON et al., 1995).
Além disso, interage na producado de HB4L-1 (KITA et al.,1992; RAMARATHINAM et al.,
1993), e na expressdo de moléculas do complexoipairde histocompatibilidade (LAN& al.,
1997; WOJCIECHOWSK¢t al.,1999; STOBERet al, 2007).

Com relacéo & freqiiéncia dos alelos do gérampl, o aleloS (Nramp®) encontra-se
presente em 60% dos AIRmin e 9% dos AIRmax, suderque este desvio de frequéncia tenha
sido devido ao processo de selecdo e que esteogealgum outro gene muito préximo a este,
esteja participando do controle da intensidadeedgdo inflamatéria aguda (ARAUJA al.,
1998).

Devido a diferenca de resisténcia entre as linlrmgdRmax e AIRmin para a infecgéao
com S. Typhimurium e o desequilibrio de freqiéncia dedoa R e S do geneNrampl nestas
linhagens, foram produzidas através de cruzameadsistidos por genotipagem sublinhagens
homozigotas para estes alelos, denominadas AIRMm#&Rmax’S AIRmin?R e AIRmin>
Estudos recentes mostraram que os animais portadosealeloRR do geneNramplsao muito
resistentes & infeccéo p8r Typhimurium (As Dlg foram de 2x10e 2x1G°, para os animais
AIRmax e AIRmin, respectivamente). Os anim®lsampf foram os mais susceptiveis a
infeccdo, porém observamos uma significante modolata susceptibilidade na sublinhagem
AIRmax’S que apresentou Rede 2x10°bactérias, 800 vezes maior que os animais AIRMiIn
com DLsode 1Gbactérias (BORREG®t al.,2006).



A sensibilidade ao LPS também foi estudada nemté®ais e as sublinhagens mais
resistentes a infeccéo p&rTyphimurium foram as mais sensiveis ao choqueténato DLsyde
22,8ug para AIRmaX® (BORREGOet al.,2006) conforme apresentadoTebela 1

TABELA 1: Sensibilidade dos animais das sublinhagens AIRfhaiRmax* AIRmin®R e AIRmin°e
F1(S) ao lipopolissacarideo 8eTyphimurium.

Animais (N) DL 50 e Desvio Padrao
AIRmax™® 19 22,8 +3,42 ug*
AIRmax®® 27 458 + 10,67 pug
AIRmin"R 18 200,0 + 49,80 pg*
AIRmin®® 19 326,0 + 35,20 ug
F1(S) 19 234,7 + 45,809

~- Os animais foram injetados com 0,2 ml de susE=ng@ 40 g, 100 jig ou 200 pg de LPS (SIGMA)
diluido em salina.

- A mortalidade foi registrada apés 48 hs de olzsgw

* Diferencas significantes entre linhagétRe SS(p<0,0001)

Regides cromossdmicas associadas a caracterestauas sdo denominadas QTL (do
inglés Quantitative Trait Logi. Estas regides podem ser detectadas por marsagergticos
dispersos pelo genoma e a sua associacdo compfend@studados pode ser analisada por
programas de mapeamento de QTL. Isto tem posainlia dissecagdo dos caracteres complexos
em fatores mendelianos simples. O mapeamento de [@8kibilita estimar a localizagéo de
genes que controlam a variacdo fenotipica de uraterara magnitude de seus efeitos e as
interagcdes com outros QTL (PATERS@Nal, 1996).

Em nossos estudos, além do g&frampl, localizado no cromossomo 1, detectamos 3
regides polimdérficas nos cromossomos 6, 11 e 18leichas na regulacdo da inflamacdo aguda
(BORREGO et al, 2006). Estas regibes s&o coincidentes com a@esegnvolvidas na
resisténcia a infeccdo pd. Typhimurium (SEBASTIANI et al,. 1998), das quais duas
(cromossomos 6 e 11) estariam também envolvidgeowucdo de anticorpos contra antigenos
flagelares d&. Typhimurium (TREZENAet al, 2002).



Estes QTL reguladores da resposta inflamatéria aaguattecem estar envolvidos na
modulacdo da sensibilidade a infeccdo BoMyphimurium, atuando como modificadores da
expressao do geridrampl Além disso, a interacdo dos alelos do gdreemplcom os QTL de
inflamacao modulam a sensibilidade aos efeitoxt®do LPS e a resposta inflamatdria aguda,
indicando o gen®ramplcomo forte candidato a ser um dos genes reguladimstes fenétipos
complexos e multifatoriais.

O principal objetivo deste trabalho € estudar aragdo do genBlramplcom os QTL
reguladores da intensidade da resposta inflamaaguaa na determinacdo da sensibilidade ou

resisténcia ao choque endotoéxico induzido pelo LPS.



2 OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho é estudarmdsteracdo do gendlrample QTL
reguladores da intensidade da resposta inflamaaguaa na determinacdo da sensibilidade ou
resisténcia ao choque endotdxico induzido pelo LP&se modo investigamos mecanismos
genéticos e celulares envolvidos na sensibilidadehaque endotoxico induzido pelo LPSSle
Typhimurium, nas sublinhagens AIRmax e AIRmin hoigoias para os aleld® e Sdo gene

Nramplatravés dos seguintes procedimentos:

1- Analise de polimorfismos genéticos presentes arimais da selecdo de inflamacgao
AIRmax e AIRmin e nos animais AIRM&% AIRmaxS AIRmin"® e AIRmirF°para verificar se
apos a obtencdo das sublinhagens, ocorreram muedaociundo genético destes animais no

cromossomo 1, além do geNeampl

2- Analise da expressao génica, através do RNA agem®, de citocinas pré e anti
inflamatérias e de moléculas envolvidas no chogudo®xico, em populacdes celulares de

figado e medula 6ssea.

3- Andlise da producdo sérica de citocinas proé te iaflamatérias liberadas apos o

estimulo com LPS.

4- Estudo das diferencas na expressao génicalgobaélulas da medula 6ssea dos

animais submetidos ao estimulo de LPS.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos de ambos os sexodindagiens AIRmax e AIRmin
(geracdo F40 e F42); e sublinhagens AIRfiaalRmax’S AIRmin®? e AIRmirP® (geracéo
F14) com idade de 2 a 4 meses. Estes animais s@tuzios e mantidos no biotério do
Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantas.procedimentos experimentais realizados
estdo de acordo com os principios da Comisséoida &n Experimentacido Animal (CEEA) do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP.

3.2 Extragdo do DNA gendmico

O DNA genbémico dos camundongos foi extraido de equpno segmento de cauda (1 cm)
congelado em nitrogénio liquido, utilizando o KiZEN.A. da Omega Bio-Tek. Resumidamente:
Cada fragmento de calda foi adicionado a 200 tangao TL suplementado com 20 mg/ml de
Proteinase K. As amostras foram mantidas em bardriaM 55°C overnight. Apos centrifugacao
por 15 minutos a 10.000 x g, o sobrenadante foisteaido para um tubo contendo 200 pl de
tampéo BL suplementados com 200 ul de isopropameturando vigorosamente em vortex. As
amostras foram transferidas para a coluna HiBirel@n seguida centrifugadas a 8.000 x g por
2 minutos. As colunas foram entdo lavadas 2 vemas 650 ml de tamp&o de lavagem
centrifugando a 8.000 x g por 2 minutos a cadagkewa O DNA foi recuperado utilizando 200
pl de tampéo de eluicdo, previamente aquecido @, &¥htrifugando as amostras a 8.000 x g
centrifugagao por 5 minutos.

A concentracdo de DNA total resultante foi deteadsn por espectrofotometria (260/280
nm) e a integridade das preparacdes foi avaliadeeledroforese em gel de agarose 1,0% em
tampéo TBE 1 x concentrado (Tris-base 0,1M, acidadd 0,1 M e EDTA 2 nM), contendo 0,5
pg/ml de brometo de etidio (BET) (Pharmacia). Aridareletroforética foi realizada em tampao
TBE aplicando uma corrente elétrica de 80 volts genca de 30 minutos. As bandas foram
visualizadas utilizando o aparelho Image Master VBPXsarmacia Biotech.



3.3 Estudo de polimorfismo de microssatélites no @mossomo 1

O rastreamento do cromossomo 1 foi realizadozatilio DNA gendmico dos animais
AIRmax e AIRmin e das sublinhagens AIRMBXAIRmMax’S AIRmin"? e AIRmir™S utilizando
marcadores do tipo SSLP (single sequence leng pdism) distribuidos ao longo do
cromossomo (entre 5 e 110 cM) e também de genabzados na regido compreendida entre 30
e 40 cM

Na avaliagdo do polimorfismo dos alelos dos maresd@onsiderados, utilizamos a
técnica de PCR, utilizando “primers” sintetizadedapGibco BRL, a saber: D1Mit64 (5,0 cM);
D1Mit316 (7,9 cM); D1Mit211 (15,0 cM); D1Mit236 (26 cM); D1Mit214 (32,1 cM);
D1Mit303 (34,8 cM); D1Mit132 (132 cM); D1Mit49 (58,cM); D1Mit10 (56,6 cM); D1Mit36
(92,3 cM), D1Mit291 (101,5 cM)Caspase &§30,1 cM) eNramp1(39,2 cM).

Para as reacdes de amplificacdo foram usados 10fle NGNA, em uma mistura de
tampéo especifico para PCR 1 x concentrado; dNBP, 2M de dNTPs (Invitrogen); 1,5 mM
de MgCk (Invitrogen); 2 mM de cada um dos "primers" (Fomva Reverse, Gibco BRL), e 1U
de Platinun Tag DNA polimerase (Invitrogen) em usiume final de 2% com HO deionizada
estéril. A amplificacdo foi realizada sob as setps condicbes 1 etapa a 95 °C durante 3
minutos, seguida de 35 ciclos da seguinte sequéwfC por 30 segundos (desnaturacdo); 57
°C por 35 segundos (anelamento) e °@2 por 45 segundos (extensdo) em cada ciclo, e
finalmente uma etapa a 7Z por 10 minutos, nos aparelhos termociclador Eqbpen—
Mastercycler Gradient ou MJ Research PTC 200.

Os produtos de amplificacdo dos microssatélitessegenes foram submetidos a anélise em
gel de agarose 4% High e low melting v/v (Invitrogeem TBE 1x concetrado (Tris-base 1M,
acido borico 1M e EDTA 20nM) contendo @&/ml de brometo de etidio (BET) (Pharmacia). O
gel contendo as amostras foi colocado em uma cetraferética e recoberto com TBE, sendo
em seguida submetido a uma corrente elétrica de/liir 1 hora. O gel foi entdo analisado no
“Pharmacia Biotech — Image Master VDS”, e a avallado tamanho das bandas presentes foi
realizada a partir da comparacdo das mesmas comadrdo de peso molecular formado por
fragmento$X174 RF DNAHaelll (72pb a 1353pb), aplicado em cada corridaele g



3.4 Sensibilizagdo de animais com LPS para a aval@o da expressao de citocinas em

células de figado e de medula 6ssea

Camundongos das sublinhagens AIR (AIRRAIRmMaxS AIRmin"? e AIRmir™Y (4
animais por grupo); foram injetados, por via m#naosa, com 200 pl de suspensdes de LPS
(SIGMA) diluido em salina nas concentracdes de 28®ug. Apés 40 minutos do tratamento,
os animais foram sacrificados e fragmentos de didsn como células da medula 6ssea foram
retirados, para a extracdo de RNA Total. A medusea foi extraida de dois fémures por
perfusdao com 2 ml de meio RPMI 1640 (SIGMA) e idalao lavado por centrifugacdo a 250 x

g, durante 10 minutos a 4 °C.
3.5 Extracdo de RNA total de células de figado e deedula éssea

O RNA total de células de medula 6ssea e de figadextraido segundo protocolo
estabelecido pela empresa quimica Invitrogen diaagéo do Reagente TRIzol®. Brevemente:
fragmentos de figado (100 mg) ou a medula 6sseéafdenures de cada animal tratado ou nao
com LPS foram colocados em tubos tipopendorfe adicionado 1 ml TRIzol® gelado, sendo
entdo as amostras mantidas em banho de gelo, geladas a -20 °C até o momento do uso. Na
continuacdo do processo de extragcdo do RNA, astemd®ram picotadas dentro do proprio
tubo com auxilio de tesouras cirdrgicas estérais.seguida foram agitadas vigorosamente em
vortex, durante 15 segundos e entdo centrifugadbd3.@00 x g por 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante (SN) foi transferido para um novo tebacrescentados 200 pl de cloroférmio
(MERCK) em cada amostra. Apds mistura vigorosa émex, as amostras foram incubadas
durante 10 minutos em banho de gelo seguindo-é® emha centrifugacdo a 13.000 x g, por 15
minutos a 4°C. O SN transparente e incolor (correspondente A)Roi transferido para um
novo tubo e entdo acrescentados 500 pl de Alcamprdpilico (MERCK) para induzir a
precipitacdo do RNA. A solugcdo foi homogeneizadin@ibada em banho de gelo por 10
minutos, seguindo-se entdo uma centrifugacdo panib@tos a 4°C, a 13.000 x g. O SN foi
desprezado e o pellet de RNA foi lavado com 1 mgtd@ol a 75%. As amostras foram agitadas
no voértex por 15 segundos, centrifugadas a 10.0§@or 5 minutos a 4C, e em seguida o SN

foi desprezado. Para secar as amostras, os tutaos foantidos abertos a temperatura ambiente.



O pellet de RNA foi solubilizado com 5@ de agua estéril livre de RNAse, aquecendo-0 em
banho Maria a 55 °C por 10 minutos. A concentrag@doRNA total foi determinada por
espectrofotometria, utilizando o aparelho U-300éa¢hi (260/280 nm). A integridade do RNA
das preparacdes foi avaliada por eletroforese drdegagarose a 1,0 % preparado com tampéao
TBE (Tris-base 100 mM, Acido Borico 100 mM e EDTAR!), suplementado com 0,5 pg/ml de
Brometo de Etidio (BET) (Pharmacia). A corrida el&irética foi realizada com a mesma
concentracdo de tampéo TBE, aplicando uma correléteica de 80 volts por cerca de 30
minutos. As bandas foram visualizadas com luz Ulizahdo o aparelho Image Master VDS-

Pharmacia Biotech.

3.6 Obtencao de DNA complementar (CDNA)

Para avaliar a expressdo de mRNA o cDNA foi trateser partir do RNA total extraido
conforme descrito anteriormente. A 1ug/10ul de Rildm adicionadosyil de Oligo(dT)z-1s
(50uM), 2ul de agua livre de RNase eullde oligonucleotideos dNTP (4M); a mistura foi
homogeneizada e aquecida a 65 °C durante 5 mindpais este periodo, as amostras foram
resfriadas por 1 minuto em banho de gelo para esem adicionadosull da enzima
SuperScript Il RNase HReverse Transcriptase — Invitrogen (200 U/mbi);de DTT (100 mM),
4ul de tampéo 5 x concentrado, especifico para arenf250 mM Tris-HCL pH 8,3, 375 mM
KCL e 15 mM MgC}). Em seguida as amostras foram aquecidas a 5®@PGQ minutos e

posteriormente inativadas a 70 °C por 15 minuAgsreagdes foram incubadas em aparelhos
Termociclador Eppendorf — Mastercycler GradienMauResearch PTC 200.

3.7 Sequéncias dprimers utilizados na expresséo de proteinas

Para a amplificacdo dos cDNAs dos geltiHs, 116, Tnf, Ifng, 1112b, 1110, Casp 8, 118rb
também das molécula€dl14 e Lbp, (Conforme descrito ndMouse Genome Informatics
utilizamos as sequéncias sintéticpsinierg abaixo listadasTabela 2. Estesprimers foram
desenhados pagxonsque flanqueianintronsde grande tamanho (~1000 pb) evitando assim a
amplificacdo de possivel DNA genémico contamingresente nas amostras. Como controle

positivo da expressdo dessas moléculas, determimaam@lelamente em todas as amostras a



expressao das protein&2m (B2 microglobulina)ou Ppia (Ciclofilina), que sédo proteinas

constitutivamente expressas por células de marsifero

TABELA 2: Sequéncia deprimers utilizados na sintese de mRNA.

Primer Sense anti-sense pb
B2m TGACCGGCTTGTATGCTATC CAGTGTGAGCCAGGATATAG 223 pb
Ppia AGCGTTTTGGGTCCAGGAAT AAATGCCCGCAAGTCAAAAG 91 pb
lI1b TTGACGGACCCCAAAAGATG AGAAGGTGCTCATGTCCTCA 205 pb
116 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA TGTACTCCAGGTAGCTATGG 209 pb
1110 ATGCAGGACTTTAAGGGTTACTTG TAGACACCTTGGTCTTGGAGCTTA 254 pb
112b CAGTACACCTGCCACAAAGGA GTGTGACCTTCTCTGCAGACA 277 pb
Tnf TCTCATCAGTTCTATGGCCC GGGAGTAGACAAGGTACAAC 213 pb
Ifng GCTCTGAGACAATGAACGCT AAAGAGATAATCTGGCTCTGC 227 pb
Lbp TCGCCATCTCTGACTCTTCC GGAGGTCCACTGAAATGGTG 120 bp
Cd14 AAGGGTACAGCTGCAAGGAC TCAGCCCAGTGAAAGACAGA 119 bp
Casp 8 GGTGATCTGAGTTTGATCTCTGGAACACAT CCCGTGACTCACTGTCTTGTTCTCTT 146 pb
118rb GACTGTTCACCTAAACGGTG CATACCAAGATGGAAGGGAGC 189 pb

3.8 Quantificacdo da expressdo de citocinas em dékl do figado e de medula O6ssea de
camundongos tratados ou ndo com LPS por PCR em TemmyReal (QPCR)

Para avaliar a expressao lith, 116, Tnf, Ifng, 1112b, 1110, Cd14, Lbp, Casp 8e II8rb
pelos camundongos das sublinhagens AIRthaa AIRmax® e AIRmIM" e AIRmin>
estimulados ou ndo com 20 e @@ de LPS, o cDNA de mRNA de células do figado enddula
ossea foi amplificado pela reacéo de gPCR.

A cada amostra de cDNA (1 pl) foi adicionada umatara contendo as sequéncias sense
e anti-sense dgmimers(5uM); 6,25ul da enzima Platinum SYBR Green gPCR Supermix-UDG
(Invitrogen), e agua suficiente para ajustar o ma@dinal de reacdo para 1248 tubo.

As reacdes foram incubadas no aparelho Chromo 4R@&&arch), e submetidas a uma
fase inicial de incubacdo a ®D por 2 minutos, seguido da fase de ativacdo demang¢'hot
start”) 95 °C a 5 minutos. As sequéncias alvo fomm&o amplificadas durante 40 ciclos
constituidos de etapas sucessivas de desnatuBg&G por 20 segundos), e de anelamento (60

bY

°C por 35 segundos). A aquisicdo da fluorescénctarporada a sequéncia de dupla fita



amplificada em cada ciclo foi realizada na etapalfde extensao pelo aparelho Chromo 4. A
cada amostra foi atribuido um valor de Cy¢le Thresholg referente ao nimero de ciclos
necessarios para que a fluorescéncia incorporadapas fitas amplificadas comece a se elevar
acima da fluorescéncia de fundo, ou seja, no iiaifase log de amplificacdo. Esta fase depende
diretamente da quantidade de coOpias das sequémleiasque ocorrem inicialmente em cada
amostra.

ApO6s a amplificacdo, o produto da reacdo foi sultoed uma fase de dissociagdo (ou
Melting) onde a temperatura se elevou dos 55 °C até os 96 &(luorescéncia da reacao foi
adquirida a cada 1 °C incrementado registrandotemperatura de dissociacao, ou desnaturacéo
da dupla fita do material amplificado. Esse proocessta associado ao tamanho e, portanto da
especificidade do produto amplificado em cada i@aca

Os dados foram adquiridos e analisados pelo pragr@pticon Monitor Analysis
Software 2.03A quantidade de citocinas em cada amostra foiesgia através dos valores do
Cycle ThresholdCt). Para quantificar os resultados obtidos g#l€R utilizamos o Método do
Thereshold Comparativo (GIULIETEt al.,2001 e LIVAKet al.,2001). Neste método férmulas
aritméticas sédo usadas para calcular niveis deegsgo relativos a um calibrador, que pode ser
uma amostra controle (ou amostra nao tratada).ahtilade do gene alvo, normalizado por um
gene end6geno (gene constitutivo) e relativa & aenoslibradora é dada pela formula®2®",
em queAACt = ACt (amostra) -ACt (calibrador), e @Ct é o Ct do gene alvo subtraido do Ct do
gene constitutivo. Assim, a equacéo representp@eséo normalizada da amostra calibradora.
Em nossos experimentos utilizamos como amostraradidra o valor da média d¢Ct de quatro

animais AIRmifRndo estimulados com LPS.

A normalizacdo para um gene constitutivo € comueneninétodo mais aceitavel para a
correcao de pequenas variacbes, devido a difereacquantidade de RNA total. Um gene
constitutivo ideal deve ser expresso em niveistaotes em diferentes tecidos do organismo, em
todos os estagios do desenvolvimento, e ndo davafs@do pelo tratamento experimental
(GIULIETTI et al.,2001).

Foram testados alguns genes para serem utilizasloe constitutivos e obtivemos os

melhores resultados conB@mpara as amostras de figadoRp#a para as amostras de medula.



Para validar o célculo do’2°' é necessario demonstrar que a eficiéncia de fcagho
do gene alvo e do gene constitutivo sdo aproximad#sriguais. Para isso, foi feita uma curva de
diluicdo do cDNA utilizado e calculado ACt. Para todos oprimers utilizados, obtiveram-se

eficiéncias de amplificacdo semelhantes entre nsgjalvos e os constitutivB2 mou Ppia.

3.9 Avaliacéo do perfil de citocinas na circulacdapos tratamento com LPS

Camundongos das sublinhagens AIR (AIRRAIRmMaxS AIRmin"? e AIRmir™Y (4
animais em cada grupo); foram injetados, pormieavenosa, com 200 pl de suspensdes de LPS
(SIGMA) diluido em salina nas concentracdes de 28®ug. Apés 90 minutos do tratamento,
os animais foram sangrados pelo plexo retro-orbitas soros foram armazenados a°0até a
dosagem por ensaios de reac¢do imuno enzimaticaSALutilizando os reagentes da BD
Biosciences.

Na reacdo de ELISA foram utilizadas placas de ptieno de 96 pocos (NUNC -
Maxisorp) que foram sensibilizadas com anticorpescdptura especificos para cada citocina
analisada nas concentracdes previamente estataseaidaber: para a diluicdo do anticorpo anti-
IL-1B (diluicdo 1:125); para os anticorpos anti-IL6 aui-#FN-y (diluicdo1:250) foi utilizado o
tampédo Carbonato de Sédio (0,1M - pH=9,5). Parantisorpos anti-TNFe, anti-IL-10 e anti-
IL-12p40 (diluicdo 1:250) foi utilizado o tampéaodfato de Saodio (0,2M — pH=6,5).

As placas foram incubadasernighta #C seguida do bloqueio, por 2 horas £87com
PBS contendo 10% de Soro Fetal Bovino (PBS-SFB 18)s sucessivas lavagens com PBS
contendo 0,05% de Tween (PBS-T), as amostras def@e@m aplicadas e diluidas na placa na
relacdo 1:2 e, dependendo da citocina avaliadalugéab foi iniciada partindo do soro total
(citocinas IL-B, IFN-y, IL-10 e IL-12p40) ou das amostras de soro dikligeeviamente na
relacdo 1:8 (citocinas TNé&; IL-6). As amostras foram ent&o incubadas durariteras a 37C.
ApOs este periodo, as placas foram lavadas comTPBSm seguida foram adicionados os
anticorpos biotinilados. O anticorpo anti-I3-Toi utilizado na diluicdo de 1:250 em PBS-SFB
10%. As placas foram incubadas durante 1 hora aetura ambiente, e apds subsequentes
lavagens foi adicionada a avidina-peroxidase, dtluia propor¢cédo de 1/250, em PBS-SFB 10% e

em seguida incubadas durante 30 minutos a tempeeanbiente.



Para os anticorpos das demais citocinas como,d,NE6, IFN-y, IL-10 e IL-12p40 foi
preparada uma solucao de trabaWotking Detector solutiongspecifica do kit BD, na qual o
anticorpo especifico biotinilado foi misturado aidava-HRP Avidin-horseradish peroxidase
conjugatg v/v, estando ambos previamente diluidos a 1:260PBS-SFB 10%. As placas foram
incubadas durante 1 hora a temperatura ambieafee,sucessivas lavagens, as reacdes de todas
as citocinas analisadas foram reveladas com amdg&ubstrato Tetrametilbenzidina (TMB) e
Peroxido de hidrogénio. Nesta fase, o periodo debiacdo foi de aproximadamente 30 minutos
guando as reac0fes foram interrompidas pela adiaaido sulfarico 2N.

A medida da intensidade das reacdes foi determipaddensidade otica (D.O) utilizando
0 leitor de ELISA (Labsystem Multiskan MS) senddeituras realizadas utilizando os filtros de
450 nm e de 570 nm (sendo este ultimo utilizadoccoarregéo). Os valores D.O. obtidos foram
transformados em concentracdo de proteina (pgdeld, associacdo destes valores com aqueles
encontrados na determinagéo da curva padrao danetcecombinante correspondente, dosados
juntamente com as amostras. A dosagem de todé@oeisa@s recombinantes obedeceu o mesmo
padrao de diluicdo seriada utilizado para as aemspartindo de uma concentragao inicial de
80.000 pg/ml, para TNE; IL-6 e IL-18 sendo que para o TNk€ IL-6 até a diluicdo de 312,5
pg/ml, e para a IL{1 até a diluicdo de 78,125 pg/ml. Os recombinad&dFNy e IL-10
partiram de uma concentracao inicial de 40.000 hgdendo que para o IFNaté a diluicdo de
1.250 pg/ml e para a IL-10 até 312,50 pg/ml. O mdwoante da IL-12p40 partiu de uma
concentracao inicial de 50.000 pg/ml até a diluiga®7,65 pg/ml. As curvas das concentracdes
dos recombinantes foram estabelecidas por regrdéisg@m dos minimos quadrados dos valores
de DO obtidos.

Na figura 2 estdo representadas as curvas padréo de tod@®cisas recombinantes

testadas e seus respectivos coeficientes de aitoeliaear ().
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Figura 2: Gréficos das curvas padrao e fatores de correld@dicitocinas recombinantes utilizadas como
controle dos ensaios de ELIS@) IL-6, (B) IL-1p, (C) TNF-, (D) IFN-y, (E) IL-12p40 e(F)
IL-10.

3.10 Analise da expressao génica global por ensd®Microarray

Os reagentes utilizados na preparacao masoarrays fazem parte da plataforma do
“CodeLink Gene Expression System”, GE Healthcaneiditio nas principais etapas descritas



abaixo:1) Preparacao do alv@) Hibridizacdo do alvo3) Lavagem e marcacao dasays 4)

Escaneamento darray e 5) Andlise dos dados.

3.10.1 Preparacdo dos mRNAs bacterianos

Uma solucdo de mRNAs bacterianos foi utilizada carmootrole interno da lamina, que
possui sequéncias que se hibridizaréo a esse®lesntPara o preparo da “solucéo estoque 1” de
MRNAs (16,7 ngll) foi combinada uma série de mRNAs bacteriararaK, entF, fixB, gnd,
hisB e leuB) na concentragédo de Oud/ul, no volume de 2,pl cada, em um volume total de 15
ul. Essa solucéo foi dividida em 5 tubos (B e armazenada em freezer -70. Uma nova
diluicdo foi realizada (solucdo estoque 2) de R, através da adicdo deid da “solucéo
estoque 1” somado a 994 de agua livre de nuclease. A partir desta soldoéoealizada a
solucdo de trabalho, ondep? da solugcéo estoque 2 foi adicionada a fB8e agua livre de

nuclease.

3.10.2 Sintese do cDNA de fita simples

Para cada amostra de RNA totaly@ em 9ul) foi adicionado 1ul (concentracdo de 0,1
pg/ul) da solugéo de trabalho de mRNAs bacterianosralest (lul para cada lug de RNA
total), 1ul de T7 oligo(dT). Essa solucéo foi incubada pomiiQutos a 78C no termociclador
(Eppendorf — Mastercycler Gradient ou MJ Reseaft@ R00) e colocada imediatamente no
gelo durante 3 minutos. Em seguida, foram adicioa&jil do tampao fita simples 10X, 4 de
dNTP (5 mM), 1ul de inibidor de RNase el de transcriptase reversa. Essa solucdo de volume
final de 20l foi incubada durante 2 horas a 42 no aparelho termociclador (Eppendorf —
Mastercycler Gradient ou MJ Research PTC 200).

3.10.3 Sintese do cDNA de fita dupla

Os tubos da reacdo anterior foram mantidos em geteceberam 68l de agua livre de
nuclease, 1@l do tampé&o fita dupla 10X, dl de dNTP (5mM), 21l de DNA polimerase e il



de RNase H. Essa solucao de volume final deu8@i incubada durante 2 horas a 16 no
termociclador (Eppendorf — Mastercycler Gradient Md Research PTC 200), porém sem

aquecimento da tampa.

3.10.4 Purificagdo do cDNA de dupla fita

A purificacdo do cDNA foi feita através da utiliZe;do kit CodeLink" iExpress iPurify
cDNA/cRNA Purification (GE Healthcare). Foram aditados 25Q do tampéo de ligacédo ao
cDNA fita dupla da etapa anterior, a solucdo fostomada gentilmente, colocada na coluna de
purificacdo e centrifugada a 9000 rpm por 1 min&io. seguida a coluna foi lavada com adicao
de 500 pl de tampéo de lavagem e centrifugada a 9000 rpm lpaninuto. ApoOs este
procedimento a coluna foi seca com uma nova cegagao a 9000 rpm durante 1 minuto. Para a
eluicdo do cDNA foram adicionados 1# de agua livre de nuclease pré-aquecida (58°C)
diretamente sobre a membrana. Apés o periodo debagéo de 2 minutos a coluna foi
centrifugada a 9000 rpm por 1,5 minutos. Esse passepetido para gerar pelo menos|2@e

eluato final.

3.10.5 Sintese do cRNA por transcri¢ao in vitro (IV)

Ao tubo da reacao anterior foram adicionadqd de tampao de reacao T7 10Xukdo
mix de enzima T7 10X e 12 do mix NTP-Biotina. A reacé&o foi protegida da kimcubada por

18 horas em estufa de 3Z.

3.10.6 Purificagédo do cRNA

A purificacdo do cRNA foi feita através da utiliZacdo kit CodeLink" iExpress iPurify
cDNA/cRNA Purification (GE Healthcare). Os volun#ss tubos foram ajustados para 100
através da adicdo de @0 de agua livre de nuclease. Foram adicionadosi3%e tampéao de
ligacdo para cRNA e em seguida, foram adiciona&@s.2de etanol 100% e as amostras foram

colocadas imediatamente na coluna e centrifugadad pninuto a 8000 rpm. Este passo foi



realizado mais uma vez para completa secagem ddmea Para a eluicdo do cRNA foram
adicionados diretamente sobre a membrana.ld@ agua livre de nuclease pré-aquecida (50-60
°C) diretamente sobre a membrana. Apos o periodmadacdo de 2 minutos a coluna foi
centrifugada a 9000 rpm por 1,5 minutos.

O cRNA purificado foi submetido a analise de purezmtegridade. A concentracdo e
pureza foram determinadas através de espectrofotdme comprimento de onda de 260 nm e
expresso em densidade Optica (D.O.), nesta etapaai#ificacdo do RNA para a obtencao da
pureza das amostras foi observada a relacdo emderf,0 para a razdo RNA/proteina (260/280
nm). A integridade do RNA foi verificada por eldomese em gel de agarose 1% com tampé&o
TBE (Tris-base 1M, acido borico 1M e EDTA 20nM) ¢amdo 0,5ug/ml de brometo de etidio
(BET) (Pharmacia). O gel contendo as amostras dmcado em uma cuba de eletroforese e
recoberto com TBE, sendo em seguida submetido a aomrante elétrica de 80 V por 30
minutos. O gel foi entdo analisado no “Pharmac@td®ih — Image Master VDS”, e a avaliagcéo
da integridade do cRNA foi verificada pela presedeaum ‘Smeat abaixo da banda 18s do
RNA integro (controle).

3.10.7 Fragmentacao do cRNA

A aliquota de 1Qug em 20ul foi adicionado 5ul de tamp&o de fragmentagéo 5X e a
amostra foi incubada em um termociclador (Eppenddvfastercycler Gradient ou MJ Research
PTC 200) a 94C, durante 20 minutos, utilizando tampa aquecida.geguida os tubos foram

colocados a OC por 5 minutos.

3.10.8 Hibridizacao

Apés transferir as amostras para um tubo de 1 fmm adicionados 78| de tampéo de
hibridizacdo A, 13Qul de tamp&o de hibridizacdo B e @l7de agua livre de nuclease e a solugéo
foi incubada a 90C por 5 minutos para desnaturar o cRNA. Logo apdsilmos foram colocados
no gelo e cada lamina foi preenchida com gb@a solucéo, sendo em seguida colocadas no

agitador a 300 rpm e a 8T, onde permaneceram por 18 horas.



3.10.9 Deteccao com Cy5-Streptavidina

A seguir as laminas foram lavadas com tampé&o TN (Tris-HCI pH 7,6, NaCl 5M e
0,05% Tween 20) e colocadas em outro recipientm@m@do TNT 0,75X pré-aquecido a 46
por exatamente 1 hora. A seguir as laminas foratacadas em um recipiente com Cy5-
streptavidina (1:500) em tampao TNB (Tris-HCI pi8,NaCl 5M e 0,5% de NEN blocking —
PerkinElmer) e incubadas (protegidas da luz) pomB@utos. Em seguida as laminas foram
lavadas em tampao TNT 1X durante 5 minutos porve2es. Como ultima lavagem, as laminas
foram colocadas em um recipiente com tampao SSK 0(,05% Tween 20 e movimentadas

durante 30 segundos, sendo em seguida secas effugerd 664 xg por 3 minutos.

3.10.10 Anédlise dos dados obtidos

As laminas foram analisadas conGenePix Array Scanne© estudo de expressao génica
foi realizado com a plataform@odelLink Gene Expression Systé@E Healthcare), que é
compostas por laminas contendo oligonucleotidegsesentando cerca de 36.000 genes
distintos, com sequéncias catalogadas em bancaates {NCBI). Esta plataforma utiliza um
sistema de detec¢do de cor Unica, baseado na aragdw indireta de apenas um fluorocromo
para a marcagao das amostras. Este sistema eliesultados falsos decorrentes de parametros
enzimaticos, que afetam a frequiéncia de incorpordeéfluorocromos distintos, ou relativos a
sobreposicdo espectral de duas fluorescén€ms.dados de expressao extraidos de cada
microarray foram normalizados de acordo com os valores derdicéncia dos genes de
expressdo constitutiva, presentes nos chips comdroées internos. Genes expressos
diferencialmente foram identificados pelas razGes\uhlores de intensidade fluorescente obtidos
a partir de amostras controle e experimentais eagrdinhagens, pelo progran@odelink
Expressionv.2.3 (GE Healthcare). Critérios para definiciovd®res decut-off para identificar
genes diferencialmente expressos foram baseadgsagimetros bioldgicos (ex. razde2 ou
<0.5).



3.11 Anélise estatistica

As diferencas entre as médias das sublinhagensxpesimentos de ELISA e qPCR foram
determinadas pelo teste t 8aidentsendo estabelecido como nivel minimo de sigmé@p <
0,05.

As correlacdes estabelecidas foram calculadasrpgtasséao linear dos quadrados minimos
dos valores e a significancia destas correlacdateferminada pelo método de Fisher e Yates.

O desequilibrio de frequiéncia dos alelos dos mareadpolimérficos foi calculado pelo

teste de Qui-quadrado corrigido por Yates, tendaonacealores significantes p<0,001 (-log p=3).



4 RESULTADOS

4.1 Estudo de polimorfismo de microssatélites no@mossomo 1

A analise de polimorfismos foi realizada com o tige de comparar a freqiéncia dos
alelos para cada microssatélite nos animais d&&8elge Inflamacdo AIRmax e AIRmin com a
dos animais AIRm&X, AIRmax’S AIRmin"® e AIRmin>>e verificar se ap6s a obtencéo das
sublinhagens, através dos acasalamentos assigtitogenotipagem, ocorreram mudancas no
fundo genético do cromossomo 1destes animais, @dégeneNrampl.

Nesse rastreamento avaliamos o polimorfismo de itfoasatélites distribuidos ao longo
do cromossomo 1 em uma distancia média de 10,0abdh dos gene€asp 8 e Nrampl
localizados a 30,1 e 39,2 cM respectivamehiguia 3).

Lembrando que a populacédo fundadora da SelecaqFAIRfoi obtida a partir da mistura
genética equilibrada entre 8 linhagens isogénieasaimundongos (A/J, BALB/cJ, C57BL/6J,
CBA/J, DBA/2], P/J, SJL/IJ e SWR/J), rastreamos aralplo o cromossomo 1 destas linhagens,
utilizando os mesmos marcadores com o intuito daide padrdo de migracdo dos alelos
presente em cada linhagem. A auséncia ou presergalichorfismo dos marcadores foi definida

considerando a diferen¢a ou ndo na migracao dgséatos amplificados por PCR.



Cromossomo 1

cM? ‘ Marcador

50 p—— D1Mit64
15,0 p—— D1Mit211
25,7 b—— D1Mit236
30,1 p— Casp 8
32,1 | Di1Mit214
34,8 |} D1Mit303
39,2 Nrampl
43,0 I D1Mit132
545 | D1Mit49
56,6 D1Mit10

92,3 p—— D1Mit36

1015 |—— Dp1Mit291

Figura 3: Distribuicdo esquemética dos marcadores genéticmedosno rastreamento do cromossomo
1 das linhagens da Selecéo AIR.
“cM - distancia do centromerdviouse Genome Database



Embora o perfil dos alelos dos marcadores genétipes estamos estudando ja foi
descrito noMouse Genome Data Bagpara as linhagens isogénicas A/J, BALB/cJ, C57BL/6J
DBA/2J, em nosso estudo repetimos estas dosagemsmiente com a analise das demais
linhagens isogénicas CBA/J, P/J, SJL/J e SWR/antmho dos alelos foi classificado de acordo
com o peso molecular de cada um deles (considexatd@ares de base — bp), atribuindo ao
fragmento mais pesado a letial,“ao imediatamente menor a letda’ “e assim sucessivamente
(Tabela 3.

TABELA 3: Distribuicdo de alelos de marcadores genéticosefen microssatélites) ao longo do
Cromossomo 1 no DNA gendnico das 8 linhagens idog&€rgue compuseram a FO da
selecdo AlR.

Marcadores cM? A BALB CBA C57BL DBA P SJL  SWR

D1Mit64 5,0 a a b a a a a a
D1Mit211 15,0 b a b C b a C C
D1Mit236 25,7 b a b a b b b b
Casp 8 30,1 a b a a a a b b
DiMit214 32,1 b c b b C b b a
D1Mit303 34,8 b a b a b a b a
Nrampl 39,2 R S R S S R R R
Di1Mit132 43,1 a a d C C b C C
D1Mit49 545 b a a a b a b b
D1Mit10 56,6 b b a b b b C C
D1Mit36 92,3 a b b b a a - a
Di1Mit291 101,5 b b c a C b b b

____________________________________________________________________________________________________________________________|]
- Alelos de microssatélites definidos segundo aat@m dos produtos das amplificacdes por PCR.

- Alelos do gen&lrampldefinidos por PCR alelo especifico.

* centiMorgan (cM): distancia do centrdomekdouse Genome Databgse



TABELA 4: Distribuicdo de alelos de marcadores genéticosees microssatélites) ao longo do
Cromossomo 1 no DNA gendnico das linhagens AIRmaiRenin.

Marcadores cM* AIRmax AIRmIn v2  -Logp
D1Mit64 5,0 1laa 5aa/6ab / 1bb 9,22 2,02
D1Mit211 15,0 8bb / 3bc 12cc 23,00 4,99*
D1Mit236 25,7 12aa 12bb 20,17 5,15*

Casp 8 30,1 9aa/3ab 11bb/1ab 21,00 4,56~
D1Mit303 34,8 2aa/7ab/1bb 12aa 15,09 3,28*
D1Mit132 431 lac/1lcc laa/lcc/lad/2cd/4c 17,26 3,40*
D1Mit49 54,5 5aa/6ab Qaa/ 3ab 2,10 0,83
D1Mit10 56,6 laa/2ab/7bb/1bc 5aa/4ab/2ac/1bb 10,82 1,54
D1Mit36 92,3 lab / 10bb laa/8ab/ 3bb 10,19 2,22
Di1Mit291 1015 1lac/6bb/3bc/2cc 4bb / 5bc / 3cc 2,10 0,26

- Alelos de microssatélites definidos segundo cat@m dos produtos das amplificacdes por PCR no DNA
gendmico.

- Alelos do gen&lrampldefinidos por PCR alelo especifico.

- O grau de desequilibrio foi calculado pelo tage&ui-Quadradog®) corrigido por Yates.
* Valores considerados significantes p<0,001 (de§).

* centiMorgan (cM): distancia do centrdomekdouse Genome Databgse



TABELA 5: Determinacgéo do grau de significancia da distg@aide frequéncia de alelos de marcadores
genéticos (genes e microssatélites) localizaddsragm do cromossomo 1 nas sublinhagens
homozigotas para os alelBe Sdo genedNrampl

Marcadores cM* Max"™® Max™®® Min®™ Min® Max™vsMax® Min ™ vsMin*>

x2 -Log p %2 -Log p

D1Mit64 5,0 l6aa 19aa 19aa laa 0 np 2475 6,19*
9ab
DiMit211 15,0 16bb  19cc 6bb 8bb 35,00 848* 527 1,66
8bc 1bc
3cc lcc
D1Mit236 25,7 2aa 19aa 19bb 10bb 27,70 6,01* 0 np
8ab
6bb
Casp 8 30,1 llaa 19aa 19%b 10aa 6,29 2,07 29,00 7,14*
5ab
DiMit214 32,1 16bb 19bb 19aa 10aa 0 np 0 np
D1Mit303 34,8 5ab 19bb 19aa 1l0aa 6,92 2,07 0 np
11bb

Nrampl 39,2 16RR 19SS 17/RR 10SS 35,00 848* 27,00 6,69*
D1Mit132 43,1 laa 19cc  19dd 6aa 1550 3,37 29,00 6,30*

8ac 4ad
6ce
D1Mit49 545 1l6aa 19bb 19aa 7aa 35,00 8,48* 6,36 1,93
3ab
D1Mit10 56,6 1l6aa 19cc 19aa 4ab 35,00 8,48* 29,00 6,30*
6bb
D1Mit36 92,3 16bb 19bb 19bb 10aa 0 np 29,00 7,14*
D1Mit291 101,5 4aa 7aa 19cc 10bb 0,56 0,12 29,00 7,14*
10ac 10ac
2cc 2cc

- Marcadores avaliados no DNA gendmico de animags sublinhagens AIRmE§(n=16), AIRma;g

(n=19), AIRmIF? (n=19) e AIRMIR*(n=10).
- Alelos de microssatélites definidos segundo aat@m dos produtos das amplificacdes por PCR.
- Alelos do gen&lrampldefinidos por PCR alelo especifico.
- O grau de desequilibrio foi calculado pelo ted¢eQui-QuadradoyR) corrigido por Yates (Analise
estatistica realizada entre animalRmax*?vs AIRmax>>e AIRmin"? vs AIRmin>9.
* Valores considerados significantes p<0,001 (de§).
* centiMorgan (cM): distancia do centromekdouse Genome Databgse
np = nao polimorfico



Uma vez estabelecidas as frequéncias alélicasoisiyel identificar quais marcadores
estavam em desequilibrio de frequéncia na Seleg@olnflamacdo e nas sublinhagens
homozigotas para os alelB Sdo geneNrampl

Na Tabela 4 observamos que os animais AIRmax e AIRmin aprasamt desvios de
freqUiéncia para a maior parte dos marcadores adafisresultado que ja era esperado, pois estes
marcadores ja eram considerados informativos erfisan@alizada anteriormente guools de
DNA.

O marcador D1Mit49localizado a 54,5 cM, ndo apresentou fixacdo peatsal de alelos
entre os animais AIRmax e AIRmin. Isto permitiu elimitacdo de duas regibes de
aproximadamente 40 cM cada. Na primeira regidomiteda pelo D1Mit64 e o D1Mit49,
existem cinco marcadores, o D1Mit2T11Mit236, Casp8, D1IMit303 e D1Mit132, com valores
de p significantesT@bela 4). Para a outra regido, compreendida entre 54,%dd1,5 cM, ndo
foram observados polimorfismos de marcadores di@aémente fixados nos animais AIR.
Considerando que os animais AIRmax e AIRmin sderbgéneos, esta fixacdo diferencial de
alelos sugere que estas regibes possam ter sahtaxomo resultado do processo de selecéo a
gue os animais foram impostos, podendo assim seaadidatas a associacao com o fenétipo.

Nas sublinhagens realizamos a analise entre atoai a mesma capacidade de resposta
inflamatéria, Tabela 5 e observamos duas regifes polimérficas e comars AIRMax® e
AIRMax>°e AIRMin®® e AIRMin®® A primeira regido evidencia o geNeamp1(39,2 cM) e o
marcador D1Mit132 (43,1 cM) e a segunda é marpattaD1Mit10 (56,6 cM).

4.2 Quantificacdo da expressao de citocinas em dékido figado de camundongos tratados
ou ndao com LPS por PCR em Tempo-Real (QPCR)

Os experimentos de gPCR foram realizados em 2 pofes celulares distintas.

Inicialmente, avaliamos a expressdo de citocinadgamas moléculas envolvidas no
choque endotdxico no figado. E sabido que este érgéo diretamente envolvido na resposta do
organismo ao LPS, assim sendo, com o intuito dectenizar possiveis diferengcas na producéo
local de citocinas que possam auxiliar no entendiméas diferencas de sensibilidade das 2

sublinhagens, comegamos nossos estudos por eéte 6rg



Nas figuras 4 e 5 estdo representados 0s experimentos que mostramética de
expressao das citocinas em células do figado.

As doses de 20 e 80 pg de LPS foram escolhidasbesmna Dy das 4 sublinhagens e
em experimentos feitos anteriormente. S&o as mesiosss utilizadas nos experimentos de
gPCR em células de medula 6ssea e nos ensaios I8A ELfim de avaliar e comparar a
producdo das citocinas em niveis plasmaticos eaaespressao transcricional em dois 6rgaos
distintos.

A expressao d#lb foi observada em todas os animais mediante osiraidss de LPS
utilizados. As sublinhagens AIRnfaXe AIRmIMR mostraram uma expressdo aumentada em
aproximadamente 26 e 170 vezes respectivamenteetando aos seus controles, quando
estimuladas com 20 pg de LPS. E interessante t@sgak nos animais controle da sublinhagem
AIRmax*® ja é detectavel a expresséo da citodfigura 4A).

A citocinall6é foi a que obteve maior expressdo em todos os &ites sublinhagens,
contudo, deve-se ressaltar a sublinhagem AlRiniue, em relacdo ao animais controle mostrou
expressao aumentada em aproximadamente 600 e Z89 geando estimulada respectivamente
com 20 pg e 80 pg de LPS, para esta Ultima dosA|Rm®in®° expressaram maits quando
comparados aos AIRm& diferenca significante p<0,05Figura 4B).

Também foi observada a expressaordé sendo significante, p<0,05 as diferencas entre
os animais AIRm&¢ e os AIRmax>para a dose de 20 pg de LPS. O estimulo de 8@ |L8
favoreceu a maior expressdo génica dos AlRfhasendo significante quando comparados aos
AIRmax*® e aos AIRmIfi". Os animais AIRmITT também tiveram maior expresséo do que os
AIRmIn®R (p<0,05) Figura 4C).

Para a citocindi10, para as duas doses de LPS utilizadas verificamess animais de
baixa capacidade inflamatéria (AIRMilhe AIRmin®Y foram os que mostraram a sua maior
expressdo, sendo significantes (p<0,05) as difasempando comparados os AlRRfraos
AIRmax®® e aos AIRmaX, para o estimulo de 20 ug de LPS, e entre os AiRmiAIRmaXx”®
para a dose de 80 pgidura 4D).

Os animais AIRmaX quando desafiados com a dose de 20 pg mostranara de 48
vezes maidfng quando comparados aos seus controles (p<0,05)ca de 2,8 vezes mais
quando comparados aos animais AIRTifp<0,05), nesta mesma dose os AIRRfaambém

tiveram uma maior express&o génica, sendo 6,6 vea&s que os AIRmIT: (p<0,05). Quando



estimulados com 80 pg de LPS os animais AlRfaostraram uma expressaoltte superior,
sendo 4,6 vezes maior que os AIRRfi(p<0,05) Figura 5A).

A Figura 5B mostra a expressdo dd2b e observamos que os animais AIRRin
apresentaram maior expressdo da citocina, difesesigaificativas (p<0,05) foram observadas
quando comparados aos AIRMA&guando estimulados com 20 e 80 pg de LPS.

Investigamos o perfil de expressdo génica de algum@éculas envolvidas no choque
endotdxico, comabp e Cd14

A moléculaLbp foi pouco expressa, devido a este fato, ndo fabservadas diferencas
significantes entre os grupos experimentais e nsaes. Figura 5C).

O receptor Cd14 também foi avaliado e verificamosdiscreto aumento de expressao
entre os animais portadores do al®odo geneNrampl As diferencas foram encontradas

somente entre grupos experimentais e seus respectmtrolesKigura 5D).
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Figura 4: Quantificacdo da expressao génica gayalb, (B) 116, (C) Tnfe (D) 1110 em células do figado
de animais AIRm&¢, AIRmax’S AIRminfRe AIRmir°estimulados com 20 e 80 pg de LPS
e em seus respectivos controles. Grupos de 4 anideaicada sublinhagem receberam as
doses de LPS e foram sacrificados 40 min apos afideso mRNA foi extraido e
transformado em cDNA, a expresséo génica foi détextta pela técnica de qPCR.
Todos os grupos experimentaigsgmtaram diferencas significativas (p<0,05) eacéd aos
respectivos controles.

* p<0,05 indica diferenca siggciftiva interlinhagens (AIRm&% vs AIRmir® e/ou AIRmax®
vs AIRmir.

# p<0,05 indica diferenca sigrifiva intralinhagens (AIRm&%vs AIRmax®e/ou AIRmirfR
e AIRmin>.

§ p<0,05 indica diferenca sigaifiva entre AIRmIifRvs AIRmax>
& p<0,05 indica diferenca sigedtiva entre AIRmifi*vs AIRmax®
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Figura 5: Quantificacdo da expressdo génica fajalfng, (B) 1112b, (C) Lbp e (D) Cd14em células do
figado de animais AIRM&% AIRmax’> AIRmin"?e AIRmin>® estimulados com 20 e 80 pg
de LPS e em seus respectivos controles. Gruposadandis de cada sublinhagem receberam
as doses de LPS e foram sacrificados 40 min apdssafio, 0 mRNA foi extraido e
transformado em cDNA, a expresséo génica foi détextta pela técnica de qPCR.

Todos os grupos experimentaigsgmtaram diferencas significativas (p<0,05) eacéd aos
respectivos controles, com excess&G)_bp.

* p<0,05 indica diferenca sigeifiiva interlinhagens (AIRm&X vs AIRmirfR e/ou AIRmax®
vs AIRmir™S.

# p<0,05 indica diferenca sigrifiva intralinhagens (AIRm&%vs AIRmax®e/ou AIRmirfR
e AIRmin>.

§ p<0,05 indica diferenca sigwifiva entre AIRmaXvs. AIRmIm®



4.3 Quantificacdo da expressdo de citocinas em délsl de medula 6ssea de camundongos

tratados ou ndo com LPS por PCR em Tempo-Real (qPQR

Analisamos a expressao quantitativa de genes deirds em células de medula 6ssea
para avaliarmos o perfil de resposta das sublintgfjente as duas doses de LPS utilizadas.

As citocinasll1lb e l16 foram as que obtiveram maior expressdo em tosi@hionais das
sublinhagens estimulados tanto com 20 quanto comu@Ode LPS. Diferencas inter ou
intralinhagens néo foram observadas, 0 que oc@o@ente quando 0S grupos experimentais
foram comparados aos seus respectivos controledudm deve-se ressaltar a sublinhagem
AIRmax®® que em relacdo ao animais AlRmMiaxmostrou expressdo aumentada em
aproximadamente 2,0 vezes quando estimulada cong28nto para a expressaoldd quanto
dell6. (Figura 6A e 6B).

A sublinhagem AIRm&& quando inoculada com a dose de 20 ug de LPS mosina
expresséo 2,0 vezes maior e do que os animais AIRmaX(p<0,05) e 1,4 vezes maior que 0s
animais AIRmif" . Diferencas significantes (p<0,05) também foramsesvadas entre todos os
grupos de animais experimentais e 0os seus con(fotpsa 6C).

A Figura 6D mostra que os animais portadores do aRetlo geneNramplapresentam
um aumento de expressdo da citoclii®), novamente a sublinhagem AIRMfHquando
desafiada com 20 pg de LPS apresentou uma expresséode 7,4 e 2,5 vezes maior do que os
animais AIRmaX® e os AIRmaX" respectivamente (p<0,05). Os AIRMi para esta mesma
dose, também expressaram cerca de 3,6 vezedlihtaido que os AIRmI®(p<0,05) Figura
6D).

A citocina Ifng também foi analisada, porém neste 6rgao, devidtataode ser pouco
expressa, nao foram vistas diferencas intra oulimb@agens para 0os grupos experimentais ou
mesmo quando comparados com 0s grupos conkigjara 7A).

A Figura 7B mostra que o estimulo de 20 pg de LPS aumenta esa de 4 vezes a
expressdo ddl12b entre os animais AIRm&X quando comparados aos AIRMaxP<0,05),
sendo esta diferenca também significante quandgamdos os AIRmaxX aos AIRmIf? A
dose de 80 pg induz uma expressdo 5 vezes maioitotina nos AIRmaX em relacdo aos
AIRmax’, (p<0,05).



A Figura 7C mostra a expressao Hap e semelhante ao observado nas células do figado,
nao foram encontradas diferencas significanteseenf grupos experimentais e entre 0s
controles.

O estimulo de 80 pg de LPS induziu uma tendénciauntento da expressao do receptor
Cd14 nos animais AIRm&X e AIRmim®. As diferencas foram encontradas entre os grupos
experimentais e 0s seus respectivos contréigsi@a 7D).

Verificamos também a expressao@asp 8e do Receptor de IL-8I8rb) que sdo genes
presentes no cromossomo 1 e devido a sua localizggéxima aoNrampl), podem ser
considerados genes candidatos ao controle daitiéelesda resposta inflamatodria aguda e podem
também estar envolvidos na sensibilidade dos agsia@iLPS. Aigura 8A mostra a expressao
daCasp 8e que a sublinhagem AIRn&@quando inoculada com 80 pg apresentou um aumento
de expresséo de aproximadamente 3,7 vezes ema@agdnimais AIRmI (p<0,05).

Jé afigura 8B mostra que independente do estimulo de LPS wdizs 4 sublinhagens
tiveram uma pequena expresséo ll@sb, sendo que os animais controles apresentaram uma
expressao semelhante aos experimentais. Apenasdifenanca interlinhagens foi observada
entre os animais AIRm&R que quando estimulados com 80 pg de LPS tiveraraumento de

expressdo de 4 vezes quando comparados aos AlR{pi0,05).
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Figura 6: Quantificacdo da expressdo génica p@nprllilb, (B) 116, (C) Tnfe (D) 1110 em células de
medula 6ssea de animais AIRMAAIRMax> AIRmin®Re AIRmin°>estimulados com 20 e
80 ng de LPS e em seus respectivos controles. €rdpal animais de cada sublinhagem
receberam as doses de LPS e foram sacrificadosm@pdis o desafio, 0 mRNA foi extraido
e transformado em cDNA, a expressao génica form@tada pela técnica de gPCR.
Todos os grupos experimentaigsgntaram diferencas significativas (p<0,05) eacéd aos
respectivos controles.

* p<0,05 indica diferenca sigrativa interlinhagens (AIRM&R vs AIRmIM" e/ou AIRmax®
vs AIRmir.

# p<0,05 indica diferenca sigmifiva intralinhagens (AIRM&%vs AIRmax®e/ou AIRmirfR
e AIRmin>.

§ p<0,05 indica diferenca sigifiva entre AIRmIifRRvs AIRmaxs
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Figura 7: Quantificacdo da expresséo génica gadalfng, (B) 1112b, (C) Lbp e (D) Cd14em células de
medula 6ssea de animais AIRMAPAIRMax> AIRmin%Re AIRmin>Sestimulados com 20 e
80 ng de LPS e em seus respectivos controles. €rdpal animais de cada sublinhagem
receberam as doses de LPS e foram sacrificadosm@pidis o desafio, 0 mRNA foi extraido
e transformado em cDNA, a expressao génica form@tada pela técnica de gPCR.
Todos os grupos experimentaigsgmtaram diferencas significativas (p<0,05) eacéd aos
respectivos controles, com excecddnlfng e (C) Lbp.
* p<0,05 indica diferenca siggiftiva interlinhagens (AIRm&R vs AIRmirf® e/ou AIRmax®
vs AIRmir.

# p<0,05 indica diferenca sigmifiva intralinhagens (AIRM&Xvs AIRmax®e/ou AIRmirfR
e AIRmin>.
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Figura 8: Quantificac@o da expresséo génica fajyaCasp 8e (B) lI8rb em células de medula dssea de
animais AIRma%® AIRmax’> AIRmin"Re AIRmIn*®estimulados com 20 e 80 pg de LPS e
em seus respectivos controles. Grupos de 4 aniteatsda sublinhagem receberam as doses
de LPS e foram sacrificados 40 min apés o desafinfRNA foi extraido e transformado em
cDNA, a expressao génica foi determinada pelat¢éae qPCR.

* p<0,05 indica diferenca sigedfiiva interlinhagens (AIRm&Xvs AIRmIMT? e AIRmax®vs
AIRmIN®9.
§ p<0,05 indica diferenca sigrifiva entre AIRmaxXvs. AIRmirt?

4.4 Avaliacao do perfil de citocinas na circulagdapos tratamento com LPS

Com o objetivo de quantificarmos algumas citocisascas pr6é e anti inflamatorias
produzidas mediante o estimulo com LPS, os animaisberam duas diferentes doses da
endotoxina bacteriana.

Na Figura 9 estdo representados os niveis das dosagens deTlFeo, IL-10 e IL-
12p40 encontrados nos soros dos animais AIRRmaxXRmax’S AIRmin®™® e AIRmiIn®® 90
minutos apoés a inje¢do 20 ou B89 de LPS e seus respectivos controles.

As curvas das concentracfes dos recombinantes festabelecidas por regressao linear
dos minimos quadrados dos valores de DO obtidagpigne apresentado ridigura 1 (veja
material e métodos). A sensibilidade dos ensaiosido 156,30 pg/ml para o TN& 312,50
pg/ml para a IL-f, 312,0 pg/ml para a IL-6, 312,0 pg/ml para o 97,65 para a IL-12p40.
Os dados apresentados mostram os valores obtidoséda e desvio padrdo de 4 animais
(individuais) de cada sublinhagem estimulados ocw ¢@n cada uma das duas doses de LPS

utilizadas. Deve-se ressaltar que os animais dentrdo apresentaram quantidades detectaveis
das citocinas analisadas.



A Figura 9A mostra que para o estimulo de & todas as sublinhagens tiveram uma
producdo muito similar de IL-62(100ng/ml), j& a maior dose (80g) mostrou que 0s animais
portadores do alelR do geneNramplproduzem mais IL-6, principalmente os AIRMasendo
uma diferenca significante quando comparados ad&mak> e aos AIRmiff® Os animais
AIRmin®R também produzem mais IL-6 que os AIRip<0,05).

A sublinhagem AIRm&¢ quando estimulada com a dose deugOapresentou uma maior
producdo de TN (= 200 ng/ml), seguido pelos AIRM&X (com = 120 ng/ml). Diferenca
significante (p<0,05) foi encontrada quando conpasas AIRmaX: aos AIRmir> Para a dose
mais alta, os animais AIRmaproduziram mais IL-6( 250ng/ml), sendo significante quando
comparados as demais sublinhagens, AIRhaxRmin™® e AIRmir™®(Figura 9B).

A Figura 9C mostra também a producéo de IL-10, e a sublinhagmin®® quando
desafiada com a dose de 2§ apresentou uma tendéncia a maior producéo deirat € 5
ng/ml). O estimulo de 80g fez com que a sublinhagem AIRM&yproduzisse= 6,5ng/ml e os
animais AIRmax®e AIRmiM" = 4,8ng/ml.

A producéo de IL-12p40 sé pode ser observada quas@mimais foram estimulados com
a maior dose de LPS (80 ug), visto que para a odseor (20 pg) a producao foi abaixo do
limite de sensibilidade do teste (97,65 pg/ml). Bderma, os animais AIRm&R produziram
maiores quantidades da citocina 20ng/ml), porém devido ao alto desvio padrao estaetiga
nao foi significante. As demais sublinhagens produz quantidades similares da citocinadg
4 a 5ng/ml) (Figura 9D).
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Figura 9: Quantificacdo da expressao sérica gajalL-6, (B) TNF-q, (C) IL-10, (D) IL-12p40 no soro

de animais AIRm&& AIRmax*S AIRmin®Re AIRmin*>estimulados com 20 e 80 pg de LPS e
em seus respectivos controles. Grupos de 4 anigteaida sublinhagem receberam a injecéo
i.v. das doses de LPS acima citadas e apds 90awinusoro foi coletado e quantificado pela
técnica de ELISA.

Os grupos controle ndo apresemtapaantidades detectaveis das citocinas analisadas.

* p<0,%% indica diferenca sigréfiiva interlinhagens (AIRM&R vs AIRmif® e AIRmax®vs
AIRmMIN™).

# p<0,05 indica diferenca sigrafiva intralinhagens (AIRm&R vs AIRmax®e AIRmif e
AIRmIN®9.

§ p<0,05 indica diferenca significa entre AIRmax°vs. AIRmirR
& p<0,05 indica diferenca significativa entreRkhaxt®vs AIRmIn™S



4.5 Andlise da expresséo génica global por ensaieMicroarray

Para a analise da expressao génica global utiigamopool do RNA obtido de células
de medula 6ssea de 4 animais de cada sublinhagemaf~, AIRmax’S AIRmin"?e AIRmin>>
gue foram estimulados com 20 pg de LPS e sacrdkcd® minutos apos o desafio, e os seus
respectivos controles.

A Tabela 5 mostra a validacao de alguns genesrdcroarray através do qPCR.. Para
esta andlise foram escolhidos alguns genes jaadds em experimentos anteriores e estes foram
analisados juntamente com os seus controles. A m@&sipela 5 mostra que os valores das
correlac@es individuais foram muito satisfatorimestando a sensibilidade e eficiéncia da técnica
utilizada.

TABELA 5: Correlagbes entre as expressfes génicas obtidagésatdas técnicas decroarray e qPCR

em células de medula 6ssea de animais estimulado&@S.
|

Correlacao de Pearson

Tnf 0,92
l11b 0,85
116 0,98
112b 0,75
1110 0,85

|
- Experimento realizado em pools RNA de célulagnddula 6ssea de 4 animais de cada uma das
sublinhagens estimulados ou ndo com 20 g de Lld@8serespectivos controles.

A figura 10 mostra o nimero de genes ativados e reprimidoséutas da medula 6ssea
dos animais AIRm&E, AIRmax’S AIRmin"" e AIRmin®® estimulados com 20 pg de LPS.
Podemos observar que apds o desafio, os animaina i apresentaram 161 genes ativados e
195 genes reprimidos, enquanto que os AlRMmostraram 138 genes ativados e apenas 48
genes reprimidos. A sublinhagem AIRfirmostrou uma ativacdo de 210 genes e uma repressao
de 147 genes, e por fim os AIRmirgue apresentaram um perfil de expresséo génitarias

alterado com 733 genes ativados e 955 genes repsmi
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Figura 10: Namero de genes ativados e reprimidos em céldasetula 6ssea de animais AlRfax
AIRmax>S AIRmin®Re AIRmin® estimulados com LPS. O RNA foi obtido de um pool de
células de 4 animais de cada sublinhagem desafmmns20 ug de LPS e seus respectivos
controles.

O proximo passo foi analisarmos a expressdo g&@tidzal de algumas citocinas pro e
anti inflamatoérias e também de algumas moléculasleidlas no reconhecimento e agédo do LPS
nas células.

A figura 11A mostra a expressao dafelllb e observamos que similar aos resultados ja
obtidos, os AIRmiR®mostram uma expressdo menorTaédo que as demais sublinhagens e a
lIlb é expressa por todos 0s animais experimentais enenor quantidade pelos animais
controle, resultado este ja observado nos dempériexentos de expressao génica realizados em
células do figado e de medula 6ssea dos animaisnaft e AIRmax® que também sem
estimulo j& apresentam uma expressédo maior déstana Figuras 4A e6A).

A figura 11B mostra a expressdo d6 e também confirmando os experimentos
anteriores, todos os animais das sublinhagenswdatios com LPS expressaram a citocina. Para
a ll10 também observamos que os animais portadores oRado geneNramplexpressaram
mais a citocina, sendo que o para os animais AlRhardiferenca foi de aproximadamente 2
vezes superior aos AIRn&EX

A figura 11C mostra a expressédo da molécula ligadora do LRBp& vimos os animais

controle tiveram uma expressao génica muito semtdrans animais estimulados com o LPS, no



entanto, deve-se ressaltar que a sublinhagem AfRmmiostrou uma represséo deste gene (de
aproximadamente 8 vezes) em relacdo ao seu cantrole

Ja nafigura 11D podemos observar a expressaolg®6 ou MD-2 e que mediante o
estimulo de LPS utilizado n&o sofreu alteracaoifsogiiva nas quatro sublinhagens com relagéo
aos seus respectivos animais controle. A mefignaa 10D mostra que os animais AIRn{&x
AIRmax>® e AIRmIMT apresentaram uma ativacdo do gevigd88 e que a somente a

sublinhagem AIRmiR"teve uma repress&o génica.
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Figura 11: Andlise da expressao génica global @9: Tnf e ll1b, (B) II6 e ll10, (C) Lbp e Cd14 e (D)
Ly96 e Myd88 em células de medula 6ssea de animais AIRmaXRmax>> AIRmin"Re
AIRmin>% estimulados com. LPS. O RNA foi obtido de um poelcélulas de 4 animais de
cada sublinhagem desafiados com 20 g de LPS eespectivos controles. O mRNA das
amostras passou por um processo de transcricasaeydoi posteriormente marcado com o
fluor6foro. Apos a hibridizacdo a fluorescéncia foedida e a intensidade do sinal foi
normalizada e os dados avaliados pelo softwareélésaCodeLink expression.



Na tentativa de caracterizar quais genes estariawohados na sensibilidade e ou
resisténcia das sublinhagens ao LPS, estudamossalijerencialmente expressos entre o0s
animais.

A figura 12A mostra a expressdo de alguns receptdmds ao observarrmos @lr4,
diretamente envolvido na resposta e sinalizacabR®, vimos que praticamente ndo ha uma
expressao significativa deste gene para todos iosaendas sublinhagens, bem como o0s seus
controles. Ja a expressdo ol é observada nas sublinhagens AIRffaxAIRmax°e em seus
respectivos controles (valores praticamente idés)jce superiores aos dos animais AIRTia
AIRmin® O TIr2 mostra-se ativado nas quatro sublinhagens sendximgadamente 4 vezes
superior aos animais ndo estimulados pelo LPS.

A figura 12B mostra a expressao dos gergll, Cxcl2 e o Cxcl1Q envolvidos na
migracdo de neutréfilos. Todos os animais mostrarama ativacdo superior a 30 vezes quando
comparado aos animais controle.

A proteina amiloide do sor&éa3 também foi analisada e todos 0s animais aprasemta
a ativacao do gen€&igura 12C).

A mesmafigura 12C mostra a expresséo do receptor associadinb® Trafl e de um
ligante doTnf, o TnfsfQ Observamos que as sublinhagens apresentaramtivagéa do gene
Trafl, sendo aproximadamente 4 vezes superior aos angoatrole. J4 a expressao do gene
Tnfsfotambém foi 4 vezes superior nos animais AIRFi@xAIRmifR em relacdo aos AIRmax
e AIRmin>“respectivamente. N&o se observou a expressaogiesenos animais controle.

A figura 12D mostra a expresséo de alguns genes presentesmossomo 1. A enzima
isocitrato dehidrogenase 1 (NADP+) soluvédhl, foi analisada e os animais controle
apresentaram uma maior expressdo do gene do qumilmRis experimentais, interessante
ressaltar que a sublinhagem AIRMimostrou uma maior represséo génica que os AlRRex
os AIRmax®

A expresséo ddfi205, gene 205 ativado pelo interferon, foi observadks,animais
AIRmin"Re AIRmir°estimulados com LPS apresentaram uma repressgengo o que ocorreu
também nos seus respectivos controles, a maioregsgo foi observada entre os animais
AIRmax*® nao desafiados com LPBigura 12D).



A mesmafigura 12D mostra a expressao ddarco, receptor de macrofagos com
estrutura de colageno, e verificamos que os aniditsnaxX’®e AIRmax® apresentaram uma

ativacdo do gene cerca de 2 vezes superior aosiAfRm
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Figura 12: Analise da expresséo génica global @9: Tirl, TIr2 e Tlr4, (B) Cxcll, Cxcl2 e Cxcl1QC)
Saa3, Trafle Tnfsf9e (D) Idhl, Ifi205 e Marco em células de medula éssea de animais
AIRMax?® AIRmax>> AIRminfRe AIRmin*Sestimulados com LPS. O RNA foi obtido de um
pool de células de 4 animais de cada sublinhagesafiddos com 20 pg de LPS e seus
respectivos controles. O mRNA das amostras passounp processo de transcricdo reversa e
foi posteriormente marcado com o fluoréforo. Apdsitaidizacéo a fluorescéncia foi medida
e a intensidade do sinal foi normalizada e os dad@diados pelo software de anélise
CodelLink expression.



5 DISCUSSAO

Foi demonstrado que animais selecionados para anmaagAlRmax) ou minima
(AIRmin) reacdo inflamatoria aguda homozigotos pag alelosR e S do geneNrampl
denominados AIRma&X, AIRmax> AIRmin"F e AIRmir°°® apresentam diferenca de
sensibilidade a infeccdo por S. Typhimurium e a sndotoxina, o LPS (BORREGE al.,
2006). Os animais AIRm&X embora extremamente resistentes & infeccdo sdmisssensiveis
aos efeitos do LPS e os animais AlIRMiimais susceptiveis & infeccdo bacteriana sdo as mai
resistentes ao choque endotéxico, apresentangpdelL 326,0 ug.

Foi investigado também o envolvimento de QTL redotas da resposta inflamatoria
aguda modulando a sensibilidade a infeccdo poryphimurium. Estes QTL possivelmente
atuariam como modificadores da expressédo do Neampl Além disso, a interacdo dos alelos
deste gene com os QTL envolvidos na inflamacgéao haoda sensibilidade aos efeitos do LPS e
a resposta inflamatéria aguda, indicando o dér@enplcomo forte canditado a ser um dos genes
reguladores destes complexos fenétipos.

Nosso objetivo com o presente trabalho foi estudaraninteracdo de QTL reguladores da
intensidade da resposta inflamatéria aguda nardetacdo da sensibilidade ou resisténcia ao
choque endotoxico induzido pelo LPS.

Para isso estudamos nos animais AIRfiaAlIRmax’S AIRmin"R e AIRmin>>mediante
o desafio com diferentes doses de LPS, a exprelgsgenes e a producdo de algumas citocinas e
moléculas envolvidas no choque séptico, para diftbagdo de possiveis mecanismos genéticos
e celulares envolvidos na sensibilidade ou regsigém choque endotdxico.

Iniciamos o nosso estudo com a verificacdo do fuggoético dos animais das
sublinhagens homozigotas para os al®esSdo geneNrampl

O rastreamento do genoma dos camundongos dasdmh&gRmax e AIRmin parentais,
ja realizado em nosso laboratdrio, mostrou diferemicrossatélites polimérficos interlinhagens
informativos no cromossomo 1, muitos localizadoéxpnos a regides que contém genes
envolvidos na susceptibilidade a infec¢oes$dryphimurium.

A identificagcdo de polimorfismos realizada no creswmo 1 teve como 0 objetivo
comparar a frequéncia dos alelos para cada mitédissanos animais parentais da Selecdo de

Inflamacdo (AIRmax e AIRmin) com os animais daslishagens AIRm&® AIRmaxs



AIRmIn®R e AIRmir™ e verificar se ocorreram mudancas no fundo genétstes animais além
do geneNrampl

Resultados anteriores demonstraram valores sugedii® co-segregacao dos alelos do
geneNramplcom o fenoétipo de infiltrado celular, estimand® @gsta regido cromossdmica seria
responsavel por 6% da variacdo fenotipica totalRBBGO, 2003), e de que a presenca destes
alelos em homozigose modularia o influxo de neilt®fpara o local do agente inflamatdrio
Biogel, com o aleldR determinando um maior infiltrado em relacédo adoak (BORREGOet
al., 2006).

Além disso, a interacdo dos alelos do gdremplcom os QTL de inflamacdo modulou a
resisténcia natural a infeccao RalmonellaTyphimurium e a sensibilidade aos efeitos toxicos
do LPS (BORREGQ(et al., 2006), e o desenvolvimento de artrite experimemilzida por
pristane (PETERSt al, 2007).

As regides em comum obtidas pela andlise intratexlimhagem permitiram que fosse
estimado um intervalo de confianca (IC) para o @ssomo 1, que delimitou uma regiao
cromossomica de aproximadamente 5 cM ao redor deM@ampl

Na anélise de polimorfismos nas sublinhagens AIRfaAIRmax’s AIRminfR e
AIRmin>®observamos poucas mudancas no fundo genéticcsdestrais, com excecdo do gene
daCasp 8 que nos animais da Selecéo de Inflamacdo (AIRem&RmMIn), mostrou uma fixagao
preferencial do alelod” nos AIRmax e do alelold” para os AIRmin, sendo esperado nas
sublinhagens uma maior freqiiéncia do al@brios animais AIRm&¢ e AIRmax* e do alelo
“b” nos AIRMIMR e AIRmIrrS

Entretanto, os AIRmitf mostram a fixacdo do alel@™do gene daCasp 8 que poderia
ser explicado pela diminui¢cdo na variabilidade tjeaé&evido ao pequeno numero de familias
obtidas para a realizacdo dos acasalamentos @ssigior genotipagem ou pela ocorréncia de
eventos de recombinacao que estariam favorecefixkcdo de alelos que nao sao tao frequentes
nesta populacdo. Estudos realizados com algumasiesple moscas demonstraram que quando
o tamanho da populacéo € reduzido em pelo menosgemnagdo, pode ocorrer uma diminuicdo
da frequéncia de um determinado gene da mesm#&) efeamado ddotlleneck o que pode
ocasionar, com 0 passar das geracdes, a uma pardarbilidade genética da espécie
(BRYANT etal.,1986).



Uma outra explicacdo seria a geracao da Selecdofldenacédo avaliada, ou seja, as
frequiéncias alélicas identificadas neste trabadtooda geracdo F37 de selecdo, enquanto que as
sublinhagens foram iniciadas a partir da geracd® E2nesta geracdo os animais AIRmin ja
poderiam ter uma frequéncia maior do alelbda Casp 8em relacdo a geracéo F37.

Observamos também que o genéCadap 8ndo teve uma maior interferéncia no fenotipo
da resposta inflamat6ria nos animais das sublintsagema vez que os AIRnhapresentam um
maior infiltrado celular do que os AIRMIBORREGOet al.,2006).

O sistema imune é didaticamente dividido em imuwtedanata (ndo especifica) e
imunidade adaptativa (ou especifica), a sua margéo é conferir resisténcia a varios processos
patoldgicos, como por exemplo, as infec¢des bactas (PARKER e PICUT, 2005).

O figado é um 6Orgdo que apresenta varias funcdes te imunidade inata quanto na
imunidade adaptativa, além de desenvolver uma irapter funcéo fisiolégica na remocao do
LPS do organismo (JIRILLCet al, 2002; PARKER e PICUT, 2005). Seu envolvimento na
imunidade inata esta na producdo de proteinasseeafguda, e na fagocitose. Ja na imunidade
adaptativa, participa da delecéo de células T @aivainducao de tolerancia a antigenos proprios
ou ingeridos e proliferacéo de células T extrad¢ési(PARKER e PICUT, 2005).

O figado apresenta caracteristicas de um 6rgaotbpag@dico e imunocompetente, pois
mesmo apdés 0 nascimento ele pode produzir toddmbesyens de leucocitos d#em cells
hematopoéticas residentes (SEKlal, 1998, SEKEt al, 2000). Sua organizagéo estrutural tem
sérias implicagdes para a sua funcdo imune. Orsaptd sanguineo do figado depende de um
sistema convencional de artérias vindas da aodanainal e dois outros sistemas venosos, sendo
um menor do plexo arterial dentro do trato portaum sistema maior vindo do baco
(RACANELLI e REHERMANN, 2006). Cerca de 30% de todsangue do organismo passa
pelo figado a cada minuto (SETH e BANKEY, 2001)s&hgue entra no parénquima hepatico
principalmente por vasos portais terminais e emassa através de uma rede de sinusoides
hepaticos até alcancar a veia hepética centralidDeao pequeno didmetro dos sinusoides,
aumentos minimos na presséo venosa sistémicalet@@des no fluxo sinusoidal, resultam em
estase, que favorece o aumento do contato entrdinfieitos, leucocitos e as células
apresentadoras de antigeno (APC), promovendo @avex@mento celular (RACANELLI e
REHERMANN, 2006).



Os sinusoides hepaticos sdo conhecidos por confgwpaiacdes celulares residentes: as
células endoteliais, os macréfagos, conhecidos agrudas de Kupffer, as célulaatural killer
(NK) especificas do figado, linfocitos T, as céude acimulo de gordura e as células dendriticas
(PARKER e PICUT, 2005; RACANELLI e REHERMANN, 2006)

Os antigenos bacterianos incluindo o LPS sdo asmiente trazidos do intestino para o
figado via veia portal, e ambos ativam e induzepnodiferacdo das células de Kupffer, células
NK e células T NKI (SEKI et al.; 2000).

As células de Kupffer residem dentro do limen dwsdide hepético, aderentes as
células endoteliais que compdem a parede dos vsaoguineos, constituem a primeira
populacdo de macrofagos do organismo a entrar emtatoo com bactérias, endotoxinas
bacterianas e microorganismos derivados do trastrajatestinal. Juntamente com as células
NK, células dendriticas e componentes sollveis cdatores do sistema complemento e
proteinas de fase aguda, as células de Kupffeegseptam um importante componente da
imunidade inata e representam cerca de 80 a 90%mdodfagos teciduais presentes no corpo,
sugerindo a fungéo central do figado na defesagimésmo (BILZERet al,, 2006).

Desta forma, iniciamos 0 nosso estudo através a@easio do estimulo causado pelo LPS
em células do figado.

Baseamo-nos no protocolo descrito por GRE®VEI., 1993 e LUSTERet al.,1993, em
que a transcricdo de mRNA de algumas citocinadcéadta 40 minutos apos o estimulo com
LPS.

Nosso objetivo inicial era obter uma curva de desposta, (em experimentos anteriores,
utilizamos doses seriadas que variavam de 10 gu820e LPS) que nos permitisse avaliar o
perfil de expressédo e producao das diferentesic#smas quatro sublinhagens. Com base nestes
resultados poderiamos entdo definir para cadair@@dose que melhor diferenciasse a resposta
interlinhagens. Para todas as doses analisadagn@mtramos uma diferenca expressiva na
expressao e producao das citocinas, desta formalimdes escolher 2 doses que pudessem ficar
proximas das Dig das sublinhagens e tentar tracar esta correlagéo.

A andlise do mRNA de citocinas pro e anti inflaniai® através da técnica de qPCR
mostrou que mediante o estimulo do LPS (20 ou §@eayre uma grande variacdo de expressao
génica, sendo esta, significante para a maior pagesitocinas analisadas quando comparada aos

animais controle (sem estimulo). Diferencas ensresublinhagens também foram encontradas



mediante as 2 doses utilizadas para a expressdofd#l2b, 1110, 116 e Ifng, evidenciando a
provavel participacdo dos fagécitos na resistéogisensibilidade das sublinhagens ao LPS. Para
as demais citocinas, mesmo aquelas com niveis geesséo mais altos, ndo houve uma
diferenca significativa entre os animais.

A utilizacdo desta técnica serve para evidencitmoeumecanismos (que podem ser pos-
transcripcionais) envolvidos na sensibilidade aisténcia ao choque endotdxico, visto que dos
genes alvo estudados, nem todas as proteinas ftat@ctadas pela técnica de ELISA.

Pudemos observar em nossos resultados um aumemxpdsssao dénf nos animais
AIRmax® quando ja estimulados com a dose de 20 pg dereBSfado muito coerente com os
também encontrados em células de medula 0ssealetexdo da proteina através do ELISA.
Deve-se ressaltar que esta € a sublinhagem maiveskaos efeitos do LPS (B422,8 pg).

Segundo LUSTERt al., 1993, GREWEet al., 1993 e VAN AMERSFOOR®t al.,2003,
apos a exposicao ao LPS, o TMFé uma das primeiras e principais citocinas libesagor
macrofagos. O mRNA donf é constitutivamente transcrito nas células de f€up$eguido pela
sua rapida liberagdo apds um desafio inflamatékm.citocinaslll e 116 ndo sdo expressas
constitutivamente, porém os seus mRNAs, bem cordo ©nf, sdo imediatamente transcritos
apos o estimulo com o LPS e niveis maximos saonémcins em macrofagos do figado 40
minutos apoés o desafio.

Em resposta a uma injaria tecidual, infeccdo oimest inflamatorio a IL-6 é liberada
por diferentes populacdes celulares, como os mtwsdaiacrofagos, células T, células B, células
endoteliais, células da musculatura lisa e fibstos (KNOLLE et al., 1996). A producdo da
citocina é importante para a inducéo da respostasgeaguda no figado. Em modelos animais de
endotoxemia, as células endoteliais sinusoidagémasomo as células de Kupffer sdo produtoras
de IL-6 (BILIAR et al.,1992; KNOLLEet al.,1997).

Em nossos experimentos observamos g6 &i a citocina mais expressa no figado e
gue aparentemente ndo ha uma diferenca entre siarpara a dose de 20ug de LPS, porém
uma maior expressdo da citocina nos animais demmaimésposta inflamatdria, principalmente
nos AIRmirP® estimulados com 80pg foi observadBig(ra 4B). E descrito que em
camundongos desafiados com LPS, afilelo TNFe atuam simultaneamente para aumentar a
producdo de IL-6 (SHALABYet al., 1989). Estes dados corroboram nossos resultados, p
embora nesta etapa do trabalho apenas observamgeessao génica das citocinas no figado,



constatamos que tantolld quanto oTnf também foram expressos em todos os animais das
sublinhagensHiguras 4A e 4C).

A IL-12 é produzida por macrofagos e outras célaf@gsentadoras de antigenos (APCs)
através da ligacao ao receptor CD40 ou em respobttérias, LPS ou produtos microbianos
(CELIA et al., 1996; SKEENet al.; 1996). Devido a sua capacidade em induzir a péude
IFN-y pelas células T, NK e macréfagos, possui uma itaptg fungdo no desenvolvimento de
uma resposta imune protetora mediada por célutasesposta a infeccdo por muitos patégenos
microbianos (MURPHYet al., 1994; PUDDUet al.,1997). Alguns estudos mostraram que em
camundongos, o LPS ativa as células NK e NKI.@id figado através da IL-12 produzida pelas
células de Kupffer (TAKAHASHEt al.,1996; SEKIet al.; 1998). Porém, no choque endotoxico,
a producédo exacerbada de IfNeontribui para a mortalidade dos animais, e aygéad da IL-12
acaba sendo mais prejudicial do que benéfica aanago (OZMENet al., 1994; WYSOCKA
et al.; 1993; SALKOWSKIet al.; 2000). O efeito predominante do IRNResta cascata de
citocinas induzida pelo LPS, é o de aumentar alaega da expressdo dmf, que é o principal
mediador de danos teciduais e letalidade (PFEFREER, 1993; HAIMOVITZ-FRIEDMAN et
al., 1997).

Os animais AIRm&X quando desafiados com a dose de 20 pg de LPSamEsn uma
maior expressdo dél2b o que muito provavelmente esta relacionado ao atoma expressao
do Ifng e este por sua vez, contribuiu para o aumentxpi@esao ddnf, determinando assim a
maior sensibilidade destes animais. As sublinhagdBmin®® e AIRmIn>> também
apresentaram uma maior expressati®o (mediante as duas doses de LPS), porém, estainao f
capaz de induzir uma expressdo maiolfilg, e ao observarmosTnf constatamos que embora
0 gene seja expresso por estes animais, provavielrsens efeitos maiores séo bloqueados pela
acao de citocinas anti inflamatorias.

Resultados recentes obtidos em nosso laboratostrano que macrofagos peritoneais da
linhagem AIRmax apresentaram uma maior expressaotagnas pro inflamatoérias tais como
11, 1112b, 116 e Tnf em relacdo a linhagem AIRmin, ressaltando que difteenca também foi
mantida quando os macréfagos foram ativados pelB. INeeste mesmo estudo também foi
observado que as células residentes na cavidadeneat dos animais AIRmin produzem
maiores quantidades de citocinas anti inflamatptéas como IL-10 e TGB-(ARRUDA, 2008).



A IL-10 é descrita como uma citocina importanteapardiminuicdo da letalidade na
endotoxemia murina e infeccdo bacteriana, poiseptestanto na forma enddgena quanto
exdgena aumenta a resisténcia dos animais (HOWaRAD,, 1993). Estudo# vitro realizados
com células de Kupffer estimuladas com LPS mostratpie existe um aumento (dose-
dependente do LPS) na producédo da IL-10. Neste mésinalho foi verificado também que a
adicdo da citocina em culturas de células de Kugffanbém estimuladas com LPS) impedia a
transcricdo do mRNA dié6 (KNOOLE et al.,1997).

Em contraste a outros 6rgaos, a adesao de leusdmt@ndotélio sinusoidal do figado
nao requer a expressdo de selectinas, dependesaganaxpressdo da proteina de adeséo
vascular-1 (MACNABet al., 1996) e a sua interacdo com receptores (CD54-C10CB106-
CD49d). Células de Kupffein vitro, estimuladas com LPS produzem IL-10, que promove a
diminuicdo da adesdo dos leucdcitos nas célulastelias através da diminuicdo dos seus
receptores de superficie (CD54 e CD106), impediad®im o contato entre as células e a
consequente formagdo de microtrombos, o que maimmaente pode ocasionar maiores danos
ao orgdo. O microambiente hepético é caracterizeda constante presenca, mesmo que em
pequenas quantidades, de antigenos e constitliatésrianos, como o LPS, assim como pelos
mediadores inflamatorios liberados em respostdes emtigenos, este conjunto de fatores auxilia
na manutencdo da ativagéo (basal) celular (KNOLIGERKEN, 2000).

Nossos resultados mostram que os animais AlIRheirAIRmirP>quando desafiados com
a dose de 20 ug de LPS (cerca de aproximadamergelbOvezes, respectivamente, inferior a
sua Dlsg) ja expressam uma maior quantidade da citotlleem relacdo ao animais AIRMaX
e AIRmax® Isto evidencia um interessante perfil de respastague estes animais conseguem
controlar os efeitos nocivos da expressao/prodeg@eerbada de citocinas pré inflamatorias,
principalmente d'nf. Deve-se ressaltar que, mesmo quando desafiadoa awaior dose de LPS,
os AIRmiM® e AIRmirP®continuam a expressaila0, sendo que é sempre superior aos animais
AIRmax*® e AIRmax*®(Figura 4D).

A expressdo da molécula de ligacdo do LRB@foi observada em nossos experimentos,
embora seja uma proteina de fase aguda, sintetmdds hepatocitos, foi pouco expressa entre
as sublinhagens, que mediante os dois estimuldsP@eutilizados mostraram valores pouco

maiores do que 0s seus controles.



O receptor CD14 € extensivamente expresso na ftipetie macréfagos, neutréfilos e
outras células da linhagem mielbide. As célulaKdpffer, residentes do sinusoide hepatico,
apresentam uma expressao relativamente baixa dd,@biem esta pode ser aumentada ap6s o
estimulo com o LPS (MATSURALt al.,1994). Nossos resultados mostraram que a exprdssao
Cd14 foi muito semelhante entre as sublinhagens, evidedo um discreto aumento entre os
animais portadores do aldbdo geneNrampl

Podemos observar qud_bp, mesmo sendo expressa em pequena quantidade plbeon ¢
0 receptoCdl4 parecem nao serem fatores determinantes pafqaess&o/producao das demais
citocinas pro inflamatérias, comoTmf. Alguns estudos demonstraram que o LPS é capaz de
induzir uma ativacéo celular na auséncia de LBEDt4 (GODOWSKI, 2005).

Nesta etapa do trabalho, estudamos a sensibilaadé’S em células de medula Gssea,
visto que, apOs 0 processo seletivo para a obtedgdidinhagens selecionadas para a maxima
(AIRmax) ou minima (AIRmin) reatividade inflamataraguda, foi verificado que estes animais
apresentam diferencas na formacao e diferenciagdcéllilas na medula 6ssea, producao de
fatores quimiotaticos no sitio inflamatorio e nacelacdo de PMN (RIBEIRGt al., 2003).
Assim sendo, decidimos estudar nas sublinhagenmaf® AIRmax’S AIRmin"R e AIRmir>
a influéncia do gen&lrampl juntamente com os QTL reguladores da AIR na rdapdsste
orgao ao LPS.

Utilizamos o0 mesmo protocolo realizado para a apaa expressao génica em células do
figado, em que os transcritos sdo observados 4@tesiapos o desafio com o LPS.

Tal qual o resultado obtido em células do figadonliém observamos uma maior
expressdo génica ddnf nos animais AIRmaX’ comprovando que esta é uma citocina
determinante para a sensibilidade desta sublinhagesto que podemos tracar uma correlacao
entre a expressdo do gene nas duas populacdeareslelstudadas e a producdo da proteina
detectada no soro dos animais.

Observamos que os animais da sublinhagem AlRmiguando desafiados com a menor
dose de LPS, também mostraram uma maior expresddmagdalll0, corroborando os
resultados iniciais de expressao génica em cédaldigado.

Podemos identificar nestas sublinhagens selecisngolra a baixa reatividade
inflamatdria aguda um perfil tipico de respostandodoxina, que juntamente com a modulagéo

exercida pelo gendrampl, torna-os mais resistentes aos efeitos toxicdsR



Como ja descrito anteriormente, o estimulo com irRlBz a producéo da IL-12 vimos
gue as sublinhagens mostraram um perfil de expeg&éica desta citocina na medula éssea
similar aos resultados vistos nas células do fig@dguras 5B e 7B), em que existe uma
tendéncia a maior expressao entre os animais poesado aleldrk do geneNrampl

O Ifng também foi analisado e observamos que sua expreasaélulas de medula 6ssea
diferentemente do observado nas células do figaute os animais AIRmax apresentaram uma
expressdo aumentada do gene em relacdo aos AlR(Rigura 5A) nao foi possivel visualizar
diferencas entre as varias sublinhagens.

As moléculas envolvidas no reconhecimento do LR8ivacdo celular também foram
observadas e a expressao génica tantbbgaquanto do recepto€dl4 parece ndo ter uma
importancia maior na determinacgdo da resisténcieasibilidade dos animais a endotoxina, pelo
menos nesta populacdo celular investigada e media estimulos de LPS utilizados.

Como ja descrito nos experimentos de rastreamentrainossomo 1, existem 2 genes
(Casp 8elI8rb), cuja localizagdo proxima ddrampl, torna-os motivo de investigacdo. Mesmo
nao existindo polimorfismo genético entre os anam@ara oll8rb, decidimos verificar a sua
expressao na populacao celular que sofreu maiofificalio mediante o processo seletivo para a
obtencdo das linhagens AIR. Embora a expressaacaé@ld lI8rb seja observada tanto nos
animais estimulados com LPS quanto nos animaisaenbbservamos uma aparente modulacao
nos AIRmiR, que para os dois estimulos utilizados mostra eemma expresséo inferior as
demais sublinhagens.

A Casp 8foi analisada e similar at8rb também observamos a sua expressdo nos
animais controle. Nao foram encontradas diferedgasxpresséao entre as sublinhagens, exceto
para os animais AIRmaXque quando desafiados com 80 pg tiveram uma reajmessdo do
gene do que os outros animais.

Como ja citado anteriormente, a alta respostandtaria dos animais AIRmax parece ser
o resultado do acumulo de trés elementos convesgeahirante 0 processo seletivo: a maior
capacidade da medula 6ssea em produzir neutrdfiladuros, maior producdo de fatores
guimiotaticos no sitio inflamatério e maior resigt@ a apoptose espontanea das células do
exsudato. (RIBEIR@t al.,2003).

Estudos recentes realizados em nosso laboratamortgdraram que as células de medula

0ssea dos animais AIRmin estimulados com biogegsgmtam uma maior quantidade de genes



reprimidos em relacdo aos AIRmax. De acordo cormategorias bioldgicas sobre-representadas,
pode-se observar que muitos destes genes est@omeldos com a resposta inflamatodria,

proliferacao celular, quimiotaxia, mostrando assimm tipico perfil de ativacdo génica destas

duas linhagens (CARNEIRO et al., 2009).

As citocinas sdo um grupo de pequenas proteinadizsidoras, produzidas por uma
grande variedade de células sabidamente importpai@svarios processos do organismo, tais
como a defesa do hospedeiro, processos de cicdimizaoutras funcdes essenciais. Ainda que as
citocinas sejam importantes para as funcfes hoatest do organismo, a sua producdo e
liberagdo excessiva iniciam uma série de injuriasiduais que podem ocasionar o
comprometimento de 6rgaos. Estudos sobre a pategélaesepse, atestaram que as citocinas sao
fatores determinantes na severidade da doenca (BM1 L e CHRISTMAN, 1996).

As complexas alteracfes metabdlicas que levam aquehséptico ndo sao claramente
compreendidas. Entretanto a resposta imediataas@ovbacteriana ou trauma é a producao de
uma cascata de citocinas que inclui TRIAL-1p3, IL-6 e IL-8 que desencadeia uma variedade de
mudancas metabodlicas e fisiolégicas para combateénfercdo, promover o reparo e a
recuperacdo dos tecidos afetados (PANACEK e KAWA99). Em sequéncia ha a liberacao
tardia de mediadores como IL-2, IsRNe GMCSF (BONE, 1991). A IL-2 e 0 GMCSF estéo
envolvidos na proliferacdo e ativacdo de PMN elaglmononucleares ao passo que o }FN-
aumenta os efeitos do LPS em células mononucleB&NE, 1991; AKAGAWA e
TOKUNAGA, 1985;YONG e LINCH, 1993,JAESCHKE, 1996). O aumento de TNf1L-6 e
IL-8 aparece na circulagcdo e pode diminuir rapidameentretanto, com a severidade da doenca
a concentracdo de IL-6 e IL-8 pode tornar-se maiifoe ambas podem permanecer elevadas por
um longo periodo. Tanto a IL-6 quanto a IL-8 podsminduzidas pelo TNE&-e IL-183, porém
nem a IL-6 ou IL-8 sozinhas podem causar os sindahassepse (VAN ZEEt al.1992).

As acdes de células imunes ativadas combinadas a®nefeitos dos mediadores
inflamatérios causam sintomas como febre, dilatagascular periférica, microtrombos em
capilares e depressao miocardica. Estes fendmenzsipinicialmente resultar em disfuncao de
multiplos 6rgaos, choque e morte (BONE, 1991).

Analisamos a producdo sérica de algumas citocins jg tinhamos estudado a sua

expressao génica em células de figado e de meskda o



A IL-6 é uma glicoproteina de 21-kDa cuja produedsecrec¢do pode ser induzida por
bactérias, virus, LPS, IFN-PAF e outros fatores liberados em resposta aianu infeccéo
(PANACEK e KAUL, 1999). Na sepse provavelmente duirida pela endotoxina, e pelas
citocinas TNFe e IL-1B (sozinhas ou em sinergia) (FOMNGal.,1989).

Entre seus efeitos estéo incluidos a ativacdondiacitos T e B, inducédo da producao de
anticorpos, modulacdo da hematopoese e ativacdsidona de coagulacdo (BORDEN e CHIN,
1994; VAN DER POLLet al.,1994). A natureza pleiotrépica da IL-6 inclui @i;des pré6 como
anti inflamatorias, ela pode ser uma indutora a@aygdo de proteinas de fase aguda no figado,
mas também pode diminuir a producdo de TNE-IL-13 (SCHINDLER et al., 1990), pode
induzir tanto a liberacdo do antagonista do recegaolL-1 (IL-1ra) como a do receptor soltuvel
do TNF (TILG et al., 1994), e também € capaz de induzir o TE;kHn potente supressor de
células T (AYALAet al.,1993). Portanto, a IL-6 tanto pode promover qudimdar a resposta
pré inflamatoéria e também pode contribuir para ariossupressao generalizada (VAN SNIEK
al., 1990; BARTONet al.,1993; PANACEK e KAUL, 1999).

Dentro da complexidade da producao e interacaeittasnas, a IL-6 € considerada um
dos mais importantes mediadores da patogénesgsa se&hoque séptico, sendo utilizada como
marcador diagnéstico da inflamagéo sistémica, uezaque a sua concentracdo € correlacionada
com a severidade da doenca (BULTINEKal, 2006).

Ao analisarmos a presenca de IL-6 sérica observgmeso serem estimulados com 20
png de LPS os animais ndo apresentaram diferengagaga sua producédo, o que foi observado
somente quando desafiados com 80ug, neste, osisiporéadores do alel@ do geneNrampl
produziram mais citocina, indicando seu possiveloktmento no recrutamento celular e
producdo da mesma. Observamos também que embaralesgjrita uma funcédo da IL-6 em
diminuir a producdo de TN&;isto ndo foi observado, pelo menos entre os asii&max e
AIRmax>*porém pode ser correlacionado aos AIRTRAIRmin>>

O TNFw € uma citocina que tem uma importante funcdo enitamudoencas
inflamatdrias, assim como na sepse e choque sétiguoduzido por muitos diferentes tipos
celulares incluindo os mondcitos, neutrofilos, e Kupffer, astrocitos (LIEBERMAB al.,
1989; HOEBEet al.,2001), células endoteliais (NEUHAUS al., 2000), células da musculatura
vascular lisa (WARNERt al.,1989), midcitos (KAPADIAet al.1995), células epiteliais renais
(VON ASMUTH et al.,1994) e enterdcitos (OGL& al, 1997), € um dos primeiros mediadores



a aparecer em resposta a uma seérie de estimubzxivgos (CHICHEet al., 2001). Uma vez
secretado, o TNk-induz um amplo espectro de respostas imunolégidaBamatérias (como a
sintese de outros mediadores inflamatérios, liderage Oxido nitrico e radicais livres de
oxigénio, aumento da regulacdo das moléculas dsdageo que resulta em febre, choque e
injuria tecidual (TRACEYet al.,1994; PAPADAKISet al, 2000). A neutralizacdo da producéo
do TNFw através de anticorpos anti-TNFeu camundongos nocaute para o gene, tem sido
associada com aumento da mortalidade em algunslosode infeccdo, demonstrando que o
TNF-o. € um importante mediador do hospedeiro na defesaghnismo (TAKASHIMAet al.,
1997). Por um outro lado, quando produzido em escces TNFe. pode causar uma severa
patologia. Alguns estudos demonstraram iguavo, a injecéo de TNIe-produziu manifestacoes
clinicas semelhantes aquelas observadas apds a&cdonfecom bactérias. Distlarbios
hemodinamicos e mortalidade tem sido correlaciosactom niveis plasmaticos de TNF-
(DOFFERHOFFet al.,1992; BRAUNERet al.,2000).

Em nossos experimentos pudemos observar que agdmdile TNFx € um fator
determinante para a sensibilidade dos animais & OB AIRmaX" quando desafiados com a
menor dose de 20 pg ja produzem uma quantidader raiccitocina, (resultado também
observado na expressao génicaTad em células do figado e de medula 6s$égyras 4C e
6C), seguido pelos AIRm&Y enquanto que os animais AIRMe AIRmIn®® produzem
guantidades menores de TMHem ambas as doses de LPS utilizadiagura 9B). Pode-se
correlacionar esta producdo ao fundo genético domags e a modulacédo exercida pelo gene
Nrampl.A sublinhagem mais sensivel a endotoxina é aisel@ta para a maxima reatividade
inflamatdria aguda, onde a presenca em homozigozaledlo R do geneNramplaumenta em
aproximadamente 6% o infiltrado celular inflamatddiestes animais (BORREGE al., 2006).
Embora esta modulacéo génica também seja obsemzadablinhagem AIRmITY (em relagéo
aos AIRmIM) estes animais mostram um perfil diferente de esgéto e producéo de citocinas
gue em conjunto com outros fatores leva a uma greggisténcia ao LPS.

Apesar do significante progresso no entendimentmel@anismos celulares e moleculares
da patogénese da infeccado bacteriana, a sepsensmenaomo maior causa de morbidade e
mortalidade em individuos doentes (OPAL, 2003). tBea grande quantidade de mediadores
inflamatdrios produzidos em resposta a infeccaasitaginas pré-inflamatorias séo fortemente

implicadas nos mecanismos patoldgicos da sepseas@®NARELLO, 2000). As citocinas anti-



inflamatdrias servem para limitar os efeitos dainiaj causada pela resposta inflamatoria

exagerada, ainda que esta compensacao inflamagjdaassociada com imunossupresséo e a
progressao cronica da infeccdo (OPAL, 2003). Ptotam falta de regulacdo desta cadeia de

citocinas € o raciocinio fundamental do desenvaviton da sepse (DINARELLO, 2000).

A IL-10 é uma proteina de 35 kD produzida por mdtdce macrdéfagos ativados,
subpopulacdes de linfécitos T auxiliadores, céllBgsor alguns tipos de células ndo linfociticas
(como os queratinécitos). Uma das suas principaigsdes € modular a expresséo de citocinas,
mediadores soluveis e moléculas de superficie elmlaséde origem mieldide. A IL-10
potencialmente inibe a producdo de W-1L-1B, IL-6, IFN-y e TNFa. Seu efeito inibitério
principalmente na producéo de IB-2 TNFa é crucial para a sua atividade anti inflamatéria,
pois estas citocinas freqlientemente possuem atasdsinergisticas em processos inflamatérios
e amplificam esta resposta pela indugcdo de mediadeecundarios como as quimiocinas,
prostaglandinas e o fator ativador de plaquetag{MOOREet al, 2001).

Observamos em nossos resultados que o fundo gers&tgociado a minima resposta
inflamatéria auxilia de maneira mais efetiva o coletda resposta ao LPS, conferindo uma maior
resisténcia aos animais da sublinhagens AIRminrddy;ao sérica da IL-10 mostrou que 0s
animais AIRmirt° quando desafiados com a menor dose de LPS tenderodazir maiores
guantidades da citocin&igura 9C), comprovando a expressao génicdldia vista em células
do figado e de medula 6sseliglras 4D e 6D). Quando comparamos as demais sublinhagens
(para a mesma dose), vimos que a producdo darat@cimuito inferior. Embora os animais
AIRmax® também produzam IL-10 (quando estimulados com B@&sga parece ndo auxiliar no
controle da sepse, visto que a producdo de citegmé inflamatérias nesta sublinhagem é
sempre superior as demais.

Ao observarmos a producédo da IL-12p40 também natamta modulacdo exercida pelo
fundo genético de alta resposta inflamatéria, era g8 animais que apresentam um maior
infiltrado celular (AIRma%® ) tendem a produzir uma maior quantidade dest&iol, o que
juntamente com outros fatores, deve contribuir parea maior sensibilidade ao LPBigura
9D).

VALDEZ et al., 2008, demonstrou que animais que possuem o atelegisténcia do
geneNramplquando submetidos a infeccdo por S. Typhimurimogdgzem mais IL-6, IL-12 e
TNF-o. do que os animais nocaute para o gene. Estuddésriposs também mostraram que 0s



animais portadores do alelo funcional do gene, doaubmetidos a colite experimental |[Sor
Typhimurium, apresentaram uma maior secrecdo de-o,NW#IP-1a e IFN<, bem como um
aumento de neutréfilos e de macréfagos no sitianrdtério, o que ndo foi observado nos
animais nocaute. O aumento da resposta inflamatégaanimais com bliramplfuncional esta
relacionado com a sua maior producdo de citocinfiamatérias, que tem como objetivo o
controle da infeccdo (VALDEZt al., 2009). Estes dados corroboram 0s nossos expedsjent
uma vez que as sublinhagens mais resistentes aopt®fizem menos citocinas inflamatorias
do que os animais das sublinhagens AIRmax, espemidgé os AIRmaE.

Nosso protocolo experimental ndo nos permitiu olasex producdo de ILBle IFNy em
nossas amostras. Podemos correlacionar este fdiaixa sensibilidade do teste, embora
utilizamos varias diluicbes para os respectivogiesse também ao periodo de observacao (90
minutos apos o desafio), visto que o aparecimeatt-N-y ocorre mais tardiamente @ horas)
ao estimulo, (JAESCHKE, 1996). Panacek e Kaul, 189%rtaram uma série de estudos feitos
para saber com precisdo o tempo exato do apareoimarcascata de citocinas e concluiram que
as variacOes sao encontradas dependendo do anidaaindeccdo. Em um modelo murino de
infeccdo poIS. aureus a bacteremia atinge altos niveis apds 1 horanjdgédo da bactéria e o
pico de da concentracdo de IB-@corre 4 horas ap6s o desafio. Em babuinos adalitofeccao
com uma dose letal d&. coli induziu um padréo similar de tempo na producaitbeinas,
apresentando picos de TNFeerca de 2 horas, ILB13 hs e IL-6 e IL-8 cerca de 7 a 8 horas ap0s
o desafio.

A IL-1 é uma importante citocina pro-inflamatérisua presenca aumenta as
concentracdes plasmaticas do fator ativador deuptag (PAF), prostaglandinas e NO
(DINARELLO et al., 1993). Estes s&o potentes vasodilatadores e mdutdo choque em
modelos animais. A familia de genes da IL-1 é fatanpor trés membros: ILel IL-1B € 0
antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra). A IL-list& em duas formas, ILele IL-13 e ambas as
formas da citocina se ligam ao mesmo receptor @saptam funcgdes similares. E uma citocina
que apresenta uma importante funcao na inflamagialo liberada principalmente pelas células
mononucleares. Muitos de seus efeitos sao simileslo TNFe, apresentando sinergia com o
mesmo em muitas vezes. A administracdo da IL-1 emamos resulta em inflamacéo, injuria
tecidual e uma sindrome semelhante ao choque G§RIBIARELLO, 2000; TABRIZlet al.;
2001; CHICHEet al.,2001).



O IL-1ra € uma proteina de fase aguda, produzidaesposta a infeccbes bacterianas,
administragéo de LPS, processos cirlrgicos e defraimas. E o inibidor natural da atividade
da IL-1, pois compete a ocupag¢do com 0 mesmo @ceatcitocina, porém néo induz a ativagao
celular. Estudos demonstram que vivo, 0 aumento de expressdao do IL-lra protege
camundongos desafiados com LPS da endotoxemia EHRES al.; 1996; DINARELLO, 2000).
Em voluntarios humanos, apds a endotoxemia expetahea concentracdo do IL-1ra aumenta
em paralelo com a diminuicdo da concentracao plésanda IL-1 (HOLMESet al.,2005). O IL-
1ra tem a funcdo de proteger o organismo contefeios deletérios da exposicdo a endotoxina
bacteriana e tem sido estudado como um agenteetgiap (TABRIZlet al.; 2001).

N&o conseguimos detectar a producdo sérica d@,lpdrém detectamos a sua expressao
génica tanto em células do figado, quanto da methsaa, frente as duas doses de LPS utilizadas
(Figuras 4A e 6A). De acordo com Holmest al., 2005, alguns estudos demonstram que
individuos que apresentam polimorfismos no gendlLelra associados com variagdes alélicas
no gene do TNIB-apresentam uma maior mortalidade, sugerindo uresiyel interagdo destes
no curso da sepse.

Diferentes abordagens podem ser utilizadas em a&stlel genética de susceptibilidade a
doencas. Marcadores genéticos tipo microssatétées sido utilizados como ferramentas
importantes neste tipo de analise.

Como ja citado anteriormente as regides cromoss@mm@ssociadas a caracteres
guantitativos sdo denominadas QTL (do inglmntitative Trait Lodi. Estas regides podem ser
detectadas por marcadores genéticos dispersosggpetima e a sua associacdo com fenotipos
estudados pode ser analisada por programas de mapeade QTL. Isto tem possibilitado a
dissecacao dos caracteres complexos em fatoresetiagad simples. O mapeamento de QTL
possibilita estimar a localizacdo de genes queralamt a variacdo fenotipica de um carater, a
magnitude de seus efeitos e as interacbes conmsd@irb (PATERSONet al, 1996).

Um outro procedimento utilizado para candidatanegenestes QTL é o estudo da
expressao génica global através da técnica de aniargos oumicroarrays

A técnica consiste na possibilidade da avaliacBulkinea do perfil de transcricdo de
milhares de genes. Conmuicroarray tornou-se possivel comparar os padrées de expressd@
individuos de diferentes espécies, de diferentgdio&rtecidos dentro da mesma espécie ou

diferentes tecidos submetidos a varias situacoatementos e, ainda, analisar os genes de



proteinas potencialmente reguladoras da transchedo como os fatores de transcrigdo. Os
microarrayssao utilizados na deteccao e quantificacdo devscidcléicos (MRNA na forma de
cDNA) de amostras biologicas (SCHEMAaI.,1995;L1 e BURMEISTER, 200%

Uma etapa fundamental apdés a analise dos resultadowvalidacdo experimental dos
dados de expressdo génica. Esta validacdo é dmla utilizacdo da técnica de gPCR, um
método que apresenta grande sensibilidade e ésjgecie na analise dos transcritos
(MANDIGERS et al.,1998; HUGGETTet al.,2005).

A tecnologia dogmicroarraystem impulsionado de maneira importante a pesquidsa
gendmica funcional dos diferentes organismos, dead&rias até o homem, incluindo situagées
normais e patolégicas como o cancer, doencas awtesn doencas degenerativas entre outras
(LI E BURMEISTER, 2008

Observamos em nossos experimentos que 0s animass regsstentes ao LPS, os
AIRmin®>® apresentaram um perfil de expressdo génica bedlime@m que um grande ndmero
de genes (cerca de 955) esta reprimido, ou sejesetam uma expressao inferior ao seu grupo
controle (sem estimulo com LPS). Interessante ltassque ao analisarmos as categorias
diferencialmente expressas dos genes ativadosnostama sobre-representacao significativa de
genes envolvidos nas categorias bioldgicas respofitanatoria e apoptose, indicando um
balanco na ativagdo génica destes animais, senelaiesforte indicativo da sua resisténcia a
endotoxina.

Analisamos pela tecnica duoicroarray a expressao de alguns genes ja estudados nos
experimentos realizados em células do figado eathita ossea.

As citocinas pro inflamatorias tais confialb, 116 e o Tnf mostraram um perfil bem
semelhante de expressao, sendo que as primenatanaénte envolvidas na resposta inflamatoria
e sepse, apresentaram uma ativacao muito supesaramais sem estimulo. A analise tanto da
expressao quanto da producdoTaid foi conclusiva em relacdo a sensibilidade dos aisirda
sublinhagem AIRm&E, mostrando uma modulac&o entre os QTL que detarminintensidade
da resposta inflamatéria aguda e o ghnemp2, indicando um possivel envolvimento destes na
determinacgéo do fendtipo.

Interessante também foi a ativacadlda nos AIRmiff® que mediante a uma dose muito
inferior a sua Dky (cerca de 10 vezes) jA apresenta uma expressa@wiosupa citocina

comparado as demais sublinhagens, evidenciando omtrote da resposta inflamatéria



exacerbada provocada pela exposicdo ao LPS, seatelopeovavelmente um dos mecanismos
gue favorece a sua alta resisténcia a endotoxina.

Procuramos analisar a ativacéo de alguns gene$/&losona resposta ao LPS, tais como
0 Ly96 ou MD-2 (polipeptideo que associado com o dominio extubaxetlo Tlr4 é necessario
para a resposta ao LPS) eMyd88 (proteina adaptadora comum a todosTors). O Ly96
aparentemente nao foi ativado pela dose de LP3adld, visto que 0os animais controle tiveram
uma maior expressdo do gene, mostrando que estédnarmao deve ter uma influéncia maior na
sensibilidade ou resisténcia dos animais.

O geneMyd88 foi analisado e a sua ativacdo foi observada mimass AIRmax” ,
AIRmax’® e AIRmI® interessante notar que os AlIRfitiveram uma represséo génica (sua
expressao foi menor do que os animais controleldd&este um gene importante na sinalizagéo
do LPS viaTlrs, (MEDZHITOV et al., 1998) deve-se concluir que estes animais apresenta
outros mecanismos, bem como outras vias de ativalatar e que devem ser influenciados pelo
fundo de resposta inflamatoria, assim como pele §igampl

Os TIrs também foram estudados e€Ttr4 um dos principais receptores envolvidos na
resposta ao LPS n&o mostrou variacdo de expres&oos animais da sublinhagens, bem como
em seus controles. Deve-se lembrar que ndo obsesvantimorfismo genético entre os animais,
visto que a linhagem C3H/HeJ que apresenta o dificiente doTIr4 ndo fazia parte das 8
linhagens isogénicas que compuseram a FO da selegaflamacéo.

Tanto o TIr2 quanto oTIr4 estdo envolvidos na sinalizagdo intracelular doSLP
(MEANSA et al.,2000), entretanto outros estudos descrevem que @& um receptor essencial
para a sinalizacdo de uma variedade de PAMPSs, indulipoproteinas e lipopeptideos
bacterianos, peptidoglicanos e ancoras de GPI (KFHMet al.,1999; CARROLLet al, 1999;
TAKEUCHI et al, 2002). As lipoproteinas sdo produzidas por umaeslade de patdogenos
incluindo as micobactérias, bactérias gram-negatevaspécies dmycoplasmaA regido N-
terminal do lipopeptideo é responsavel pela atdédamunoestimulatoria de bactérias
(TAKEUCHI et al, 2002). Em nossos animais, parece gque o estipaulbPS ativou a expresséo
génica darlir2, visto que a mesma foi observada em todos os andaa sublinhagens.

Outros genes estudad@xcll, Cxcl2 e Cxcl1Q fazem parte de uclusterde quimiocinas
(Chemokindigand (C-X-C)), estédo presentes no cromossomo 5 de 51 a 53cMalfhundongos

0s Cxcl1-3, Cxcl%e Cxcl6se ligam ao receptd@xcr2, que também é conhecido cotitrb. Os



CxclleCxcl2tém mostrado induzir uma rapida ativacéo de iimiagr causando a interrupcdo do
rolling dos neutréfilos e a quimiotaxia (LE®t al, 2003). As quimiocinas e outros fatores
guimioatraentes sollveis como o C5a, o PAF e ooleieno B4, sdo muito importantes para
desencadear o recrutamento de PMN (REUTERSHAN e, 2B¥4).

A proteina amildide do soro, também analisada petwoarray, (Saa3 gene localizado
no cromossomo 7 murino a 23.5cM) é uma proteinfasie aguda sintetizada no figado, seus
niveis plasmaticos aumentam dramaticamente em ggosenflamatorios, como resultado do
aumento da transcricdo de citocinas inflamator@aacco TNFe, IL-1 e IL-6 (JENSENet al.,
1998). A proteina amildide do soro assim como aefma C reativa desenvolvem uma
importante funcdo na imunidade inata, atuando copsoninas em infec¢cdes por bactérias gram-
negativas (HARI-DAS®t al.,2005).

O receptor associado ao fator-1 do TNFafl, localizado no cromossomo 2) faz parte de
um grupo de proteinas adaptadoras que se ligamaagiemde variedade de receptores de
superficie celular, incluindo o TNF e a superfamilie receptores da IL-1, levando a uma
ativacdo do NReB e proteinas quinases ativadas por mitbgeno3r&istambém interagem com
algumas proteinas que regulam os receptores de mawbrevivéncia celular. Assim, 0s sinais
mediados peloTraf, podem diretamente induzir a sobrevivéncia dalaébw interferir no
receptor de morte induzindo a apoptose (LEE e 12BB2).

Em nossos experimentos nao foram observadas difesate expesséo dos ger@scll,
Cxcl2 Cxcl1Q Saa3e Trafl, entre as sublinhagens. Para o estimulo de LiB&db, estes genes
foram diferencialmente expressos em relacdo aasrespectivos controles, o que pode ser um
indicativo das suas participacdes na respostaniafidria, bem como na regulacéo do fendétipo de
sensibilidade ao LPS.

O Tnfsf9(membro 9 da superfamilia de ligantes do TNF,lipado no cromossomo 17),

e expresso em linfocitos B ativados, macrofagosl@as dendriticas. O ligante € especifico para
0 receptor 4-1BB e pode desempenhar um importaapelpna inducdo da proliferagcdo de
linfécitos T ativados no sangue periférico (DEBENEHDE et al., 1995). Alguns estudos
demonstram a fungédo do 4-1BB em manter a produeddNF induzida pela ativacdo do TlIr
(KANG et al., 2007). Em nossos animais observamos que o Qampl parece ter um
envolvimento na ativacdo donfsfg uma vez que os animais portadores do alelo foatio

apresentaram uma maior expressao génica quandacaaog aos portadores do allo



A enzima soluvel isocitrato desidrogenase 1 (NADRtijo genddhl esta localizado em
murinos no cromossomo 1 a 29.8 cM, é importantematabolismo de carboidratos. Em
eucariontes existem ao menos 3 tipos de IDH, sendo duas estdo localizadas na matriz
mitocondrial e a terceira no citopolasma. A regi@elhor conservada destas enzimas é uma
sequéncia de residuos ricos em glicina, localizadoregido C-terminal. Estdo relacionadas
estruturalmente a IDH mais outras duas enzimasof@opilmalato desidrogenase que cataliza o
terceiro passo da biossintese de leucina em ketérfungos; e a tartarato desidrogenase, que
cataliza a reducdo de tartarato a oxaloglicolatoRHEY et al., 1989; CUPPet al.,1991). O
geneldhl foi observado nas sublinhagens, embora o estipurl@PS nédo tenha ocasionado um
aumento da expressdo nos animais experimentaismuxl verificar que as sublinhagens
AIRmMin mostraram uma maior repressao génica engdelaos AIRmax, principalmente os mais
resistentes ao LPS, os AIRMM

Os efeitos bioldgicos do IFM-sdo mediados pelos genes estimulados pelo irdérfer
(Interferon-stimulated genedSGs). Uma familia destes ISGs e a familia Ifi-2@0¢ inclui os
genes [fi202a, Ifi202b, Ifi203, 1fi204, e Ifi205 e camundongos, e os genes IFI16, MNDA,
AIM2, e IFIX, em humanos. O grupo de genes Ifi-20difica proteinas com funcéo e estrutura
relacionadas, sdo as proteinas da familia p-20@u@ento da expressao celular de certos
membros da familia p-200 e associado com a inibitdoproliferacdo celular, modulacao
apoptose e diferenciacéo celular (GOUG@Hal., 2007; CHOUBEY e PANCHANATHAN,
2008).

Os receptoresscavenger sao glicoproteinas transmembranicas encontradas em
macrofagos, células endoteliais e células da matcal lisa e apresentam uma variedade de
ligantes como bactérias gram-negativas, célulaptépoas e lipoproteinas oxidadas de baixa
densidade. Estes receptores séo divididos em afgalasses, baseados na sua estrutura e funcgao.
Uma destas classes inclui o receptor de macréfagoestrutura de colagenmércq cujo gene
também esta localizado no cromossomo 1), que est@dvido no reconhecimento de silica,
dioxido de titanio, particulas de latex e diesetree outros (KRAALet al.,2000; LANDONI et
al., 2004).

Observamos nas sublinhagens uma diferenca na s#iprgénica tanto diéi205 quanto
do Marco, indicando uma possivel modulacdo do fundo geméte alta resposta inflamatoria

aguda, favorecendo uma maior expressdo de amhyanes nos AIRmax e AIRmax® Deve-



se ressaltar que a expressao nos animais dashagams foi independente do alelo do gene
Nrampl

A producao e expressao de citocinas inflamatoriazuees, bem como a de receptores de
superficie celular e moléculas envolvidas na singho intracelular, sdo fenétipos parciais,
considerados para a indicacdo dos possiveis gemedidatos de cada regido encontrada.
Auxiliando assim, na determinacgéo de fatores quériboem para a sensibilidade ou resisténcia
ao choque endotoxico induzido por LPS.

Nosso trabalho sugere a participacdo do derampl na modulacdo da expressédo de
alguns genes envolvidos tanto na resposta inflaiaatiuanto ao LPS. Estes resultados em
conjunto permitem compreender melhor os mecanisieomteracdo génica na progressao do
choque endotdxico, indicando biomarcadores de @iivacelular interessantes para o

direcionamento de pesquisas clinicas



6 CONCLUSOES

Tomados em conjunto nossos resultados permiteniudogaoe:

-O fundo genético de maxima ou minima reatividadiamatéria aguda dos animais das
sublinhagens homozigotas para o geMeampl ndo apresentou diferencas polimérficas
importantes em relagdo as linhagens parentais ucaprocesso de acasalamento assitido por
genotipagem

- Os animais AIRm&{ quando estimulados com 20 pg de LPS, mostraraiorma
expressao génica dmfe em células de figado e medula éssea.

- A expressdo génica ding foi maior nos animais AIRm&R e AIRmax® estimulados
com 20 e 80 pg de LPS

- A sublinhagem AIRmif teve maior expresséo #&2b em células do figado mediante
os estimulos de 20 e 80 pg de LPS.

- Os animais AIRmif\, quando estimulados com 20 pg de LPS, apresentaram
maior expressdo génica da citociti® em células de figado e medula 6ssea.

- A sublinhagem AIRmI® mostrou uma tendéncia a maior producdo sérica.de |
guando estimulada com 20 pg de LPS.

- As sublinhagens AIRM&R e AIRmiM® produziram mais IL-6 sérica quando desafiadas
com 80 ug de LPS.

- A producao sérica do TN&{oi maior nos animais AIRm&% e AIRmax®estimulados
com 20 e 80 pg de LPS.

- Os animais AIRmif°mostraram uma maior quantidade de genes reprimidaossposta
ao LPS em células de medula 6ssea.

- A ativacdo génica de citocinas pré e anti inflegrias foi observada em todas as
sublinhagens estimuladas com 20 pg de LPS.

- Alguns genes diferencialmente expressos foramdadbs indicando um possivel
envolvimento dos mesmos na resposta inflamatona dmmo na resisténcia ou sensibilidade ao
LPS.
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