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“Somos assim. Sonhamos o voo, mas tememos as alturas.

Para voar é preciso amar o vazio. Porque o voo so acontece se houver o vazio.
O vazio é o espaco de liberdade, a auséncia de certezas.

Os homens querem voar; mas temem o vazio. Nao podem viver sem certezas.
Por isso, trocam o voo por gaiolas.

As gaiolas sao o lugar onde as certezas moram.”

Rubem Alves, Religido e Represséao.



RESUMO

TRZAN, |. F. L. Triagem da contribuigdo de diferentes 6rgaos para a producao de TNF e
IL10 na inflamagao sistémica. 2023. Dissertacao (Mestrado em Imunologia) - Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2023.

A eficacia da resposta imune depende de um balango entre fatores pré- e anti-inflamatérios,
para que a infeccdo seja contida e os danos colaterais sejam minimizados. Esse balanco &,
em parte, determinado pelo surgimento precoce da citocina pro-inflamatéria TNF (Fator de
Necrose Tumoral) e da citocina anti-inflamatéria IL10 (Interleucina-10). O objetivo deste
trabalho foi desvendar a contribuicio relativa de diferentes 6rgaos para os niveis circulantes
de TNF e IL10. Utilizamos o modelo de inflamacao sistémica induzida por LPS i.v. em ratos,
determinando simultaneamente a concentracdo dessas citocinas no sangue e suas
expressdes no figado, pulmao, rim, bago e intestino sob diferentes doses de LPS (10 a 5.000
Mg/kg). Os niveis circulantes foram quantificados por ELISA e a expressao tecidual foi
analisada por RT-gPCR. As concentracdes plasmaticas de TNF e IL10 aumentaram
gradualmente com a dose de LPS, sendo que a concentracido de TNF alcangou um platd entre
as doses de 1.000 ug/kg e 5.000 ug/kg. Entretanto, a expressao dessas citocinas néo seguiu
padrao dose-resposta semelhante em todos os 6rgaos, sugerindo que a contribui¢ao relativa
de cada érgao para o nivel circulante dessas citocinas varia de forma dependente da dose de
LPS. No figado e no intestino, a expressao de Tnf apresentou um padrao semelhante ao TNF
plasmatico, aumentando progressivamente entre 10 e 1.000 ug/kg, e mantendo um plat6 até
a dose mais alta. Apesar de um platé ter se formado para a expressao de Tnf nos rins, este
foi atingido em uma dose de somente 10 pg/kg. No bago, a expressao de Tnf sé foi elevada
na dose de 5.000 pg/kg. O padrao de expressdo nos pulmdes foi mais complexo,
caracterizado pela formagao de um “vale” entre as doses de 100 e 5.000 pg/kg. Com relagao
a ll10, destaca-se o fato de que o intestino foi o0 érgdo em que a expressao da citocina melhor
correspondeu aos niveis plasmaticos, seguido do figado. O pulméo apresentou uma queda
na dose mais alta, perfil oposto aos niveis circulantes, enquanto bagco s6 aumentou a
expressao na dose de 5.000 pg/kg. Ja nos rins, a expressao atingiu um platé na dose de 100
Mg/kg. Em conjunto, esses resultados revelam que o figado parece ser uma fonte relevante
de TNF circulante, mas ndo de IL10. Ja o intestino parece ser fonte consideravel para os
niveis circulantes de IL10, e pode também contribuir para os niveis plasmaticos de TNF nas
doses testadas.

Palavras-chave: Inflamacgao sistémica; LPS; TNF; IL10; Expressao génica; C)rgéos.



ABSTRACT

TRZAN, I. F. L. Screening the contribution of different organs to TNF and IL10 production
in systemic inflammation. 2023. Dissertation (Master’s degree in Immunology) - Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2023.

The effectiveness of the immune response depends on a balance between pro- and anti-
inflammatory factors, so that the infection is contained and collateral damage is minimized.
This balance is, in part, determined by the early appearance of the pro-inflammatory cytokine
TNF (Tumor Necrosis Factor) and the anti-inflammatory cytokine IL10 (Interleukin-10). The
aim of this work was to unravel the relative contribution of different organs to the circulating
levels of TNF and IL10. We used the LPS-induced systemic inflammation model in rats,
simultaneously determining the concentration of these cytokines in the blood and their
expression in the liver, lung, kidney, spleen and intestine under different doses of LPS i.v. (10
to 5,000 pg/kg). Circulating levels were quantified by ELISA and tissue expression was
analyzed by RT-qPCR. Plasma TNF and IL10 concentrations gradually increased with LPS
dose, but TNF concentration reached a plateau between doses of 1.000 ug/kg and 5.000
pa/kg. However, the expression of these cytokines did not follow a similar dose-response
pattern in all organs, suggesting that the relative contribution of each organ to the circulating
level of these cytokines varies depending on the dose of LPS. In liver and intestine, Tnf
expression showed a similar pattern to plasma TNF, progressively increasing between 10 and
1,000 pg/kg, and maintaining a plateau until the highest dose. Although a plateau formed for
Tnf expression in the kidneys, this was reached at a dose of 10 ug/kg. In the spleen, Tnf
expression was only elevated at a dose of 5,000 ug/kg. The expression pattern in the lungs
was more complex, characterized by the formation of a “valley” between doses of 100 and
5,000 ug/kg. With regard to 1110, we highlight the fact that the intestine was the organ in which
the expression of the cytokine best corresponded to plasmatic levels, followed by the liver. The
lung showed a drop at the highest dose, the opposite profile to the circulating levels, while the
spleen only increased the expression at the dose of 5,000 ug/kg. In the kidney, the expression
reached a plateau at a dose of 100 pg/kg. Taken together, these results reveal that the liver
appears to be a relevant source of circulating TNF, but not of IL10. The intestine seems to be
a considerable source for circulating levels of IL10, and may also contribute to plasma levels
of TNF at the doses tested.

Key words: Systemic inflammation; LPS; TNF; IL10; Gene expression; organs.
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1 INTRODUGAO

1.1 Importancia da regulagao da resposta imune

A resposta imunologica é regulada por mediadores secretados por leucdcitos e
outros fendtipos celulares, entre os quais destacam-se as citocinas, que sédo proteinas
soluveis e secretadas no meio extracelular, capazes de se ligar a seus receptores
celulares e induzir e/ou amplificar a resposta dos leucdcitos frente a uma infecgao ou
traumas. Existem citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatérias, ambas podendo agir
de forma autdcrina, paracrina ou enddcrina.

As citocinas pré-inflamatérias sdo aquelas que recrutam células para o sitio de
inflamacdo, induzem proliferagdo, diferenciacdo e ativacdo celular, estimulam a
producao de mediadores nao proteicos e de outras citocinas (Chaudhry et al., 2013).
Entre as principais citocinas pro-inflamatérias estdo o TNF, IL-18, IL-1a, IL-6, IL-8, IL-
12 e IFN-y.

Ja as citocinas anti-inflamatérias suprimem a resposta inflamatéria através de
mecanismos como a ativagdo de células T regulatérias, inibicdo da producido de
citocinas pro-inflamatdrias, reducao da atividade de leucdcitos, dentre outras fungdes.
Outra importante agao das citocinas anti-inflamatérias esta relacionada a reparagao
tecidual e resolugdo da inflamagcdao. Exemplos dessas citocinas incluem
principalmente a IL10, TGF-B e IL-1Ra. As citocinas anti-inflamatorias sdo essenciais
no controle da resposta imune para minimizar os efeitos colaterais da inflamagao
(Varela et al., 2018).

A regulagao de citocinas pro e anti-inflamatérias € um processo controlado que
estabelece a homeostase na maioria dos casos de infeccdo que acomete o
organismo. Nao obstante, certas patologias podem ser agravadas ou até causadas
pelo desbalango desses grupos de citocinas, e excesso ou insuficiéncia de fatores pro
ou anti-inflamatdrios sao identificados em diversas condi¢des clinicas como preditores
de prognésticos (Fringuello et al., 2021; Lippitz, 2013; Wang et al., 2021) (Figura 1).
Sob essa é6tica, muitos estudos vém tentando elucidar a regulagao de citocinas
em nivel celular, e o nosso laboratério iniciou uma linha de investigagao para
compreender, em niveis estruturais sistémicos, como ocorre a regulagao

desses fatores pré e anti-inflamatérios entre os diferentes érgaos, mediante
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ativacao da imunidade inata por PAMP. Seguiremos nessa linha durante o

presente estudo.

+ Immunity Effective T Collateral
host defense damage

Risk of death

«——  Anti-inflammatory Pro-inflammatory —_—

Figura 1. Regulagao da resposta imune. O desequilibrio de fatores pro e anti-inflamatérios pode causar riscos
ao organismo. Adaptado de Steiner, A. A.

Como exemplo das consequéncias prejudiciais de uma ativagdo imune excessiva,
podemos citar a sepse. A sepse € uma disfungao organica causada por uma resposta
ineficaz do sistema imune do hospedeiro frente a uma infeccdo. E uma condicdo que
oferece risco a vida do paciente, e que implica em alteragdes celulares e bioquimicas
que levam a disfungéo de diversos 6rgaos. Se agravada, essa condigdo pode resultar
em choque séptico, no qual a disfungdo cardiocirculatéria eleva drasticamente a
letalidade da sindrome (Singer et al., 2016). Apesar de os efeitos colaterais da
resposta imune estarem fortemente presentes no caso da sepse, a inflamacao é
também crucial para combater a infecgao inicial e garantir a sobrevida do paciente.
Diversos ensaios clinicos ja tentaram tratar essa condi¢gao bloqueando citocinas proé-
inflamatdrias ou suprimindo a resposta imune, mas nenhuma terapia conseguiu, de
fato, proporcionar uma melhora significativa no quadro (Abraham et al., 1995;
Chousterman et al., 2017; Opal et al., 1997, 2014).

Por outro lado, seria plausivel conjecturar que a agdo de citocinas anti-
inflamatorias seria bem-vinda no caso da sepse, uma vez que suprimir o quadro
inflamatoério poderia reduzir a injuria causada pelo sistema imune no préprio
hospedeiro. Contrariamente a essa logica, a sepse possui uma fase tardia em que o
grande problema é a imunossupressao do paciente, com forte presenga de citocinas

anti-inflamatérias, que leva a uma condigcao de suscetibilidade a outras infecgbes apos
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o quadro de sepse ter sido resolvido (Hotchkiss et al., 2013). A dificuldade em
encontrar uma abordagem terapéutica eficaz para essa condicdo nos mostra que a
regulacédo da resposta imune € muito mais complexa em termos de interagao entre
fatores pro e anti-inflamatérios, curso do tempo e amplitude do dano, do que apenas
um desequilibrio que favorece um lado ou outro da resposta imune.

Outra condi¢do patologica que envolve os danos causados pela inflamagéo € a
COVID-19, doencga causada pelo virus Sars-Cov-2, que rapidamente se espalhou pelo
mundo em 2020 e acarretou na pandemia que causou a morte de milhdes de pessoas
recentemente. Por ter sido amplamente estudada nos ultimos 3 anos, ja se sabe que
a COVID grave se desenvolve acompanhada de uma “tempestade de citocinas”, que
acontece nos individuos com algumas caracteristicas genéticas, fenotipicas e/ou
sociais que favorecem uma ativagcdo imune robusta, se assemelhando a um quadro
de sepse (Darif et al., 2021; B. Liu et al., 2020). Em contrapartida, diversos estudos ja
mostraram que nos casos mais graves e com piores desfechos, ha uma elevada
quantidade de IL10 circulante concomitante com altos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias (H. Han et al., 2020; Islam et al., 2021). Henry, B. M. et al. (Henry et al.,
2021) identificaram, numa coorte de 52 pacientes com COVID-19, que as
concentragdes de IL10 plasmaticas foram mais preditoras de mau progndéstico do que
a concentracao de citocinas proé-inflamatérias, como IL-6. Visto isso, fica claro que a
fisiopatologia de doencgas que classicamente estdo associadas com a resposta pro-
inflamatdria, como a sepse e a COVID, também é fortemente dependente dos niveis
circulantes das citocinas anti-inflamatdrias, mais especificamente da IL10.

Diante disso, a complexidade da interagcao do sistema imune e de seus
fatores pré e anti-inflamatérios é um obstaculo para o entendimento
aprofundado de quadros clinicos que nao possuem um tratamento eficaz e

direcionado nos dias atuais.

1.2 Citocinas centrais para o equilibrio inflamatério

A partir do inicio do processo de infecgdo ou injuria, uma série de alteragdes
metabdlicas e transcricionais ocorre nas células do sistema imune inato e em outras
células presentes no tecido infectado. No caso da entrada de um patdégeno, os
Padrées Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPs), como RNA de virus,

Lipopolissacarideos (LPS) de bactéria Gram-negativa, Acido lipotecoico de bactérias
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Gram-positivas, manana e glucana da parede celular de fungos, se ligam a
Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs), como os receptores do tipo Toll
(TLRs) de membrana, receptores do tipo NOD (NLRs) citosolicos, receptores do tipo
RIG (RLR), e os sensores de DNA, e ativam cascatas de sinalizagdo que induzem a
transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas em macrofagos
residentes do tecido, células dendriticas (DC) e células endoteliais. Além dos PAMPs,
os Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPs), como ATP, Acido urico e
HMGB1, também sao importantes para a ativacdo da imunidade inata (Abbas et al.,
2019; Varela et al., 2018) (Figura 2).

Um dos principais tipos de receptores de padrdes sao os TLRs, e comumente se
utiliza lipopolissacarideo (LPS) como indutor de inflamagao sistémica em modelos
animais porque o LPS é uma endotoxina de bactérias Gram-negativas que se liga no
TLR4 e ativa a cascata inflamatéria (Figura 2). Nesses modelos, a citocina pro-
inflamatoria TNF é a primeira a ser detectavel no plasma e dela depende o curso
da resposta imune inata (Erickson & Banks, 2011). Essa produgao e liberagao rapida de
citocinas é essencial para o recrutamento de neutréfilos e de células apresentadoras
de antigenos, como macrofagos e células dendriticas (Abbas et al., 2019; Tang et al.,
2012; Varela et al., 2018), entretanto, o excesso de TNF pode gerar danos ao
organismo e esta associado com diversas patologias (Chaudhry et al., 2013).

Com o inicio da resposta pré-inflamatéria, a resposta anti-inflamatéria comeca a
ser induzida simultaneamente, ainda que em menor escala, para que nao haja uma
super ativagado do sistema imune com consequente danos graves ao organismo. A
Interleucina 10 (IL10) € a citocina primordial nesse processo de equilibrio que se
estabelece logo nas primeiras horas de infeccdo. Assim, apesar da resposta anti-
inflamatdria estar fortemente relacionada com o processo de reparacao e controle do
final da resposta imune, ela também aparece de forma importante no primeiro
momento para controlar a inflamagao que se inicia (Colson et al., 2003). Além de
outros fatores que serao descritos a seguir, tanto TNF quanto IL10 sao citocinas
essenciais para a reposta inflamatéria porque sao prontamente produzidas e
desencadeiam uma série de sinalizagées que sao determinantes na condugao
da resposta inata (Chaudhry et al., 2013). Nessa perspectiva, utilizamos essas
duas citocinas como parametros centrais do balan¢o inflamatério nesse

trabalho.
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1.2.1 Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O Fator de Necrose Tumoral é uma citocina pleiotropica pro-inflamatéria que vem
sendo estudada ha mais de 40 anos, devido ao seu papel essencial na ativacao,
proliferagao, diferenciacéo e apoptose de leucécitos, assim como sua participagao na
patogénese de diversas doengas (Aggarwal et al., 2012).

A histéria de sua descoberta perpassa por experimentos controversos (Balkwill,
2009), como o do pesquisador William Coley, que na década de 1890 tratou pacientes
oncologicos com bactérias e depois com endotoxinas (Coley’s mixed toxins) (Coley,
1891, 1910), e obteve éxito com a resposta rapida e prolongada dos pacientes.
Poucos grupos conseguiram reproduzir esses resultados, e apos alguns anos, o grupo
de pesquisa de O’'Malley (O’Malley et al., 1988) retirou o soro de animais tratados com
LPS e injetou em animais com cancer, e como o soro também foi capaz de causar a
necrose do tumor, foi sugerido que o soro continha um fator necrosante de tumor.
Finalmente, em 1975, Carswell et. al (Carswell et al., 1975) demonstraram que a
necrose do tumor era causado por uma substancia liberada pelas células do
hospedeiro em resposta a endotoxina, e cunhou o termo “Tumour Necrosis Factor”
(Fator de Necrose Tumoral) para descrever sua atividade, reportadamente produzida
por macrofagos. Ja em 1982, Kawakami et. al. (Kawakami et al., 1982) publicaram
que uma substancia produzida por macrofagos de animais tratados com endotoxina
secretava uma substancia capaz de induzir caquexia por suprimir a lipoproteina lipase,
e por isso foi denominada caquectina. Pouco tempo depois, em 1985, apds o
sequenciamento de DNA, foi identificado que caquectina e TNF se tratavam da
mesma citocina (Beutler et al., 1985).

Juntamente com IL-1B, o TNF € uma das primeiras citocinas pré-inflamatérias a
serem detectadas no plasma em modelos de inflamagao induzida por LPS, com seu
pico inicial em torno de 2h apds o insulto inflamatdrio, e ja sendo detectado no plasma

dentro da primeira hora apds o estimulo (Colson et al., 2003) (Figura 3).
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Figura 3. Cinética do TNF apés LPS. O TNF comega a ser detectado na corrente sanguinea poucos minutos
apos a exposigdo ao LPS, e atinge seu pico entre 60 a 120 minutos. Cinética realizada em experimento com ratos,
na dose de 7,5 mg/Kg de LPS i.p.. Reproduzida de Colson et al., 2003.

Essa citocina é expressa de duas formas distintas: como proteina transmembrana
precursora e como molécula soluvel secretada. A forma precursora € um polipeptideo
composto por 233 residuos de aminoacidos (26 kDa) ancorada na membrana por um
dominio transmembrana. Em resposta a endotoxinas e outros estimulos, essa
proteina é entdo clivada por metaloproteinases como a TACE (do inglés, TNF-
converting enzyme), e a forma soltuvel com 157 residuos de aminoacidos (17 kDa) é
entdo liberada. A ligagdao nado covalente de trés mondmeros de 17 kDa gera a
conformacao bioativa de TNF soluvel, que € a forma predominante no sangue e outros
tecidos (Chen & Goeddel, 2002; Tracey & Cerami, 1994). Tanto a forma
transmembrana quanto a proteina soluvel sao funcionais quando se ligam aos seus
receptores (Horiuchi et al., 2010). O gene codificador do Tnf esta localizado no
cromossomo 6 em humanos, no cromossomo 20 em ratos da espécie Rattus
norvegicus € no cromossomo 17 em camundongos Mus musculus (NCBI. National
Library of Medicine).

A producao de TNF nos macrofagos € induzida pela ligacdo dos PRRs com PAMPs
ou DAMPs. O principal PAMP utilizado para indugao de inflamacao sistémica em
modelos animais é o LPS de bactéria, o qual se liga no complexo receptor TLR4-MD-
2 com a ajuda das moléculas acessoérias LBP (proteina de ligagado ao LPS) e CD14
(Park & Lee, 2013) (Figura 4). A ligagdo e ativagcao desses receptores induzem
sinalizagdes intracelulares que culminam na ativagao dos fatores de transcricdo NF-

kB e AP-1, que ira induzir a transcrigao do gene codificador do Tnf (Lu et al., 2008)
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(Figura 4). Outros mediadores como IFN, IL-1, IL-2, GM-CSF e o proprio TNF também
podem estimular a produg¢ao de TNF (Horiuchi et al., 2010).
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Figura 4. Via de sinalizagao intracelular ativada pelo complexo TLR4-MD-2 que culmina na produgao de
TNF. A ligagdo do LPS com o complexo TLR4-MD-2 ativa a porg&o citoplasmatica da proteina, que possui motivos
TIR capazes de recrutar proteinas adaptadoras como MyD88. Essa ultima, por sua vez, ativa uma cascata de
sinalizagbes que culminam na ativagdo do fator de transcricdo NF-kB, que induz a transcricdo do gene Tnf.
Adaptado de Lu et al., 2008.

Uma vez que o TNF é transcrito, traduzido e secretado na sua forma bioativa pelo
macrofago estimulado, ele pode se ligar em 2 tipos de receptores celulares: TNF-RI
(CD120a) e TNF-RII (CD120b). Como o TNF é um homotrimero em formato piramidal,
cada molécula consegue se ligar em 3 receptores na mesma célula, e os dois tipos de
receptores s&o expressos também na forma trimérica (Balkwill, 2009). TNF-RI é
expresso na maioria dos tipos celulares, e possui dominio de morte associado aos
receptores de TNF (TRADD), assim como fatores associados aos receptores de TNF
(TRAF), moléculas que conseguem ativar vias distintas que culminam na apoptose da
célula ou na producgao de citocinas proé-inflamatérias, respectivamente. Ja o TNF-R2
é restrito a alguns tipos celulares, tais como células mieloides, subtipos de linfécitos T
e B, células endoteliais e epiteliais, fibroblastos e também em algumas linhagens de
células tumorais; quando ativado por seu ligante, recruta TRAFs no seu dominio
citoplasmatico, mas nao recruta TRADD e n&o induz via apoptética (Zelova & HoSek,
2013). Ambos os tipos de receptores desencadeiam vias de sinalizagdo que ativam
fatores de transcricao NF-kB e AP-1, que induzem a expressao de citocinas pro-
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inflamatorias como o proprio TNF, IL-1B3 e IL-6. A morte celular € uma resposta tardia

ao TNF mediada pelo receptor do tipo | (Balkwill, 2009) (Figura 5).
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Figura 5. Vias de sinalizagao downstream da ativacio dos receptores TNF-RI e TNF-RIl. Ambos os tipos de
receptores desencadeiam vias de sinalizagdo que ativam fatores de transcricdo NF-kB e AP-1, que induzem a
expressao de citocinas proé-inflamatdrias e fatores de sobrevivéncia. A morte celular € uma resposta tardia ao TNF
mediada pelo receptor do tipo I. Reproduzida de Balkwill, 2009.

Como os receptores de TNF estdo presentes na maioria dos tecidos, essa citocina
consegue ter uma acgao disseminada no organismo, com multiplos alvos celulares.
Tendo em face as multiplas fungdes pro-inflamatérias do TNF, essa citocina precisa
ser produzida de forma estritamente controlada, uma vez que ela também possui
diversos efeitos colaterais danosos ao hospedeiro (Chaudhry et al., 2013). Diversos
estudos demonstraram a participagdo do TNF na patogénese de doengas que
envolvem a ativagdo excessiva do sistema imune, e, diante disso, a terapia com
anticorpos neutralizantes anti-TNF vem sendo utilizadas e bem sucedidas em uma
parcela significativa de pacientes com artrite reumatoide (Bathon et al., 2000; Lipsky
et al., 2000; Murray & Dahl, 1997; Weinblatt et al., 2003), psoriase (Mease et al., 2000)
e doenga de Crohn (Louis et al., 2002).
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1.2.2 Interleucina 10 (IL10)

A IL10 é uma citocina anti-inflamatoria que possui papel central na regulagéo
imune por antagonizar a resposta pro-inflamatoria através de uma rapida expressao
que acompanha a produgao das citocinas inflamatérias desde o inicio da infecgao
(Ouyang et al., 2011).

Quando descoberta, ha 34 anos, a IL10 foi inicialmente chamada de fator inibidor
da sintese de citocinas secretadas (CSIF), produzido por células Th2 que inibia a
producao de citocinas proé-inflamatoérias pelas células Th1 (Fiorentino et al., 1989).
Posteriormente, foi revelado que esse mecanismo € mediado pela agao da IL10 na
funcdo do macrofago como célula apresentadora de antigeno, reduzindo a produgao
de IL-12 e, consequentemente, a diferenciacdo das Th1 e secrecdo de TNF, IFN-y e
IL-2 por esse subtipo de linfécito T (Fiorentino et al., 1991). Apds o sequenciamento e
descricao da citocina, varias outras funcdes da IL10 foram sendo descobertas, € ela
se estabeleceu como uma citocina central na imunorregulacdo e também na
participagéo de diversos processos fisioldgicos (Saraiva et al., 2020).

Nesse contexto de imunorregulacédo, a IL10 possui dois picos de produgédo na
cinética da resposta imune: o primeiro aparece junto com a produgao de TNF no inicio
da resposta, e o segundo ocorre cerca de 30 horas apos o estimulo inflamatorio, é
mais duradouro e importante para a fase de resolugéo da inflamagéo (Erickson &
Banks, 2011) (Figura 6).
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Figura 6. Cinética da IL10 ap6s administragao de LPS. A IL10 possui um comportamento bifasico, com 2 picos
de produgdo ao longo da resposta imune. Comega a ser produzida logo apds a exposi¢ao ao LPS, e atinge seu
primeiro pico apds 5 horas. O segundo aumento significativo aparece por volta de 30 horas apds a exposi¢ao.
Cinética realizada em experimento com camundongos, na dose de 3 mg/Kg de LPS i.p.. Adaptado de Erickson &
Banks, 2011.
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A IL10 € uma proteina composta por 160 residuos de aminoacidos (18,5 kDa), que
forma um homodimero (37 kDa) ligado ndo-covalentemente em sua forma bioativa.
Ela foi a primeira a ser descrita da familia de citocinas IL10, que abrange também as
citocinas IL-19, IL-20, IL-22, IL-24 e IL-26. A proteina IL10 é categorizada de forma
unica em sua familia por ter uma func¢ao central de suprimir a producéo de citocinas
pré-inflamatérias como TNF, IFN-y e IL-13 (Walter, 2014). Ela atua em seus alvos
celulares através de 2 receptores: IL10R1 e IL10R2. Ambos s&o receptores
heterodiméricos, de estrutura e tamanho semelhantes, compostos por dominio
intracelular, hélice transmembrana e dominio de ligagdo extracelular. Enquanto o
dominio extracelular de IL10R1 forma uma interacdo de alta afinidade com IL10, o
dominio de IL10R2 se liga com baixa afinidade, e tais receptores participam, junto com
os receptores de Interferon, do complexo de receptores de citocinas de classe Il, os
quais sédo agrupados pelas posigdes conservadas de cisteinas em suas sequéncias
(Donnelly et al., 2004).

A produgao celular da IL10 no sistema imune inato é estimulada quando PAMPs
sao reconhecidos por PRRs e ativam as vias de sinalizagdo necessarias para a
producao de diversas citocinas. Os principais receptores associados com a indugao
da expressao de IL10 em APCs sao TLR2, TLR4 e TLR9; nao coincidentemente os
mesmos que sao recrutados para a indugéo de citocinas pro-inflamatérias ja citadas
anteriormente. A sinalizagédo de TLR via MYD88 ativa a cascata de ativacado de MAPKs
e NF-kB, fator de transcricdo que conduz a expressado de Il10 junto com outras
citocinas proé-inflamatérias como Tnf (Figura 7). Outros estimulos que aumentam a
producao dessa citocina em macréfagos e células dendriticas (DCs) envolvem a
sinalizagao por Interferons do tipo | (Saraiva & O’'Garra, 2010). O gene da 1110 se
localiza no cromossomo 1 de humanos e de camundongos Mus musculus, e no
cromossomo 13 em ratos da espécie Rattus norvegicus (NCBI. National Library of

Medicine).
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Figura 7. Vias de sinalizagao de TLR que induzem a expresséao de IL10 nas APCs. a, a ativagao de diferentes
TLRs e suas moléculas adaptadoras (MYD88 e TRIF) ativam vias de sinalizagdo que culminam na produgéo de
IL10. b, feedbacks positivos e negativos que regulam a produgéo de IL10 em macroéfagos. A IL10 pode induzir uma
alca de retroalimentagéo positiva através da via do TPL2, ou pode induzir um feedback negativo através da via
DUSP1. Além disso, IFN-y também regula negativamente a produgéo de IL10. Reproduzido de Saraiva & O’Garra,
2010.

Uma vez expressa, secretada e Iigéda ao seu receptor especifico, a IL10
desencadeia uma série de sinalizacdes intracelulares, ativando as vias Jak/STAT,
principalmente o fator de transcrigdo STAT3 (Ouyang et al., 2011) (Figura 8). Takeda

et al. (Takeda et al., 1999) mostraram que macrofagos e neutréfilos com deplegao de
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STAT3 anularam os efeitos anti-inflamatérios da IL10, apontando a importancia dessa

via para a agao da citocina.
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Figura 8. Via de sinalizagado da IL10 culminando na ativacdo de STATs. A cascata de sinalizagédo ativada por
IL10 envolve, principalmente, a ativagdo do fator de transcricdo STAT3. Adaptado de Saraiva & O’Garra, 2010.

Os principais eventos que sucedem a sinalizagado da IL10 envolvem a supressao
da via NF-kB ativacdo das proteinas inibitorias SOCS3, competicdo com vias
intracelulares pro-inflamatoérias, indugao da producédo de antagonistas naturais como
IL-1RA e TNFRs soluveis, além da inibigdo da produgdo de quimiocinas e de
receptores celulares de IL-1 (Moore et al., 2001). Em conjunto, essa sinalizagao
garante um efeito anti-inflamatoério central na imunidade inata, o qual é descrito por
Kihn et al. (Kihn et al., 1993) em estudo com camundongos deficientes em IL10, que
desenvolveram doenga inflamatéria intestinal devido a uma resposta exacerbada a
peptideos microbianos da microbiota.

Nas células apresentadoras, a IL10 suprime a atividade de APCs inibindo a
producao de IL-12, das moléculas apresentadoras de antigenos MHCII e das
quimiocinas que participam da migragao de DC (Mege et al., 2006).

Embora a IL10 seja essencial no controle da resposta imune, essa citocina também
apresenta outra faceta que se relaciona com diversas situagbes patologicas. Altos
niveis de IL10 circulante estdo associados com maior suscetibilidade a patdégenos
intracelulares como Mycobacterium bovis e Leishmania spp, € a bactérias
extracelulares como Streptococcus pneumoniae e Pseudomona aeruginosa em

modelos animais, e associados com maior persisténcia microbiana em seres humanos
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(Greenberger et al., 1995; van der Poll et al., 1996). Em outras patologias como a
malaria e a sepse, contudo, a relagdo da IL10 circulante com o desfecho da doenca
sugere uma grande variabilidade entre o tipo de patdgeno, a carga microbiana, dentre
outros fatores, e a correlagdo com os niveis circulantes da citocina. Essa divergéncia
entre os estudos sugere que, talvez, a polarizagao da resposta imune e a
associagao do IL10 com outras citocinas pré-inflamatérias, como TNF, seja mais

relevante do que apenas a imunorregulacao da IL10 em si (Mege et al., 2006).

1.3 Células produtoras de TNF e IL10

A producao de TNF em células do sistema imune inato ocorre principalmente em
macrofagos ativados por PAMPs e DAMPs. Estudos mostraram que a deplegao
sistémica de macréfagos por lipossomas contendo clodronato (farmaco capaz de
induzir apoptose seletiva apos ser fagocitado em alta quantidade por macréfagos) foi
capaz de reduzir, em cerca de 50-75%, os niveis de RNAmM de Tnf no figado e cerca
de 80% do TNF quantificado em lavado pulmonar, indicando os macréfagos como
principal fonte de TNF nesses 6rgaos (Filliol et al., 2017; Koay et al., 2002; Salkowski
et al., 1995).

Apesar de os macréfagos serem convencionalmente classificados em M1 e M2,
sendo M1 o fendétipo pré-inflamatério e M2 o anti-inflamatério, convém ressaltar que
existem “tons de cinza” entre os dois extremos, e o perfil fenotipico dessas células séo
suscetiveis aos estimulos do ambiente (Mosser & Edwards, 2008). Komegae et al.
(Komegae et al., 2019) identificaram que macrofagos de ratos obesos estimulados
com LPS secretaram TNF e IL10 em proporgdes distintas para cada 6rgao avaliado,
mesmo que todos os macrofagos exibissem um perfil de citocinas do tipo M1. Ainda
nesse estudo, foi visto que a condicdo de obesidade alterou a razdo TNF/IL10 de
formas diferentes nos subgrupos de macréfagos estudados, mostrando que, a
depender de cada érgéo, o mesmo estimulo inflamatoério induz uma mudancga para um
espectro mais ou menos pro-inflamatorio dessas células.

Os macrofagos que se polarizam no perfil mais pré-inflamatério M1 sao os grandes
produtores de TNF, devido a sinalizacdo por TLR e também a alca de amplificacao
dos proprios receptores TNFRs, que induzem a sintese de mais TNF. Macrofagos
residentes que sao importantes produtores de TNF incluem Células de Kupffer
(figado) e macréfagos alveolares (pulm&o) (Tracey & Cerami, 1994).
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Como os neutrofilos sdo os primeiros leucocitos a migrarem para o local de
infeccdo (Phillipson & Kubes, 2011), é valido considerar a importancia que essas
células podem ter para o pico de TNF circulante no inicio da inflamagao sistémica.
Alguns estudos mostraram que, em modelos de inflamagéo por LPS e infeccdo em
animais com neutropenia, os niveis de TNF no plasma aumentam de forma
significativa (Hewett et al., 1993; Steinshamn & Waage, 1992). Daley et al. (Daley et
al., 2005) mostraram que a neutropenia em camundongos desafiados com LPS
desencadeou ndo apenas o aumento do TNF plasmatico, mas também do transcrito
de RNAm no figado e no bago, sugerindo que o neutréfilo possivelmente participa de
algum mecanismo de feedback negativo que regula a produ¢édo de TNF nos érgéos.

Em relacao a producéao de IL10 na inflamacgao aguda, neutroéfilos, APCs, células
B1 e linfécitos Treg aparecem como fontes celulares importantes dessa citocina
(Barbeiro, 2009; Bronte, 2009; Brudecki et al., 2012; Lewkowicz et al., 2016; Okeke &
Uzonna, 2019; Popi et al., 2004; Z. Zhang et al., 2021), sendo macrofagos e DCs as
principais apresentadoras produtoras de IL10 (Mege et al., 2006). As mesmas células
produtoras também representam um dos principais alvos da citocina, alimentando
uma alga de feedback positivo que, por sua vez, promovem a supressao de TNF (e

outras citocinas pro-inflamatorias) em macréfagos (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de retroalimentagao das células secretoras de IL10 e TNF. As células secretoras de IL10
e TNF possuem receptores para as mesmas citocinas que produzem. Esses receptores, por sua vez, estimulam a
producao de mais citocinas. Além disso, esses dois tipos celulares interagem entre si, uma vez que a IL10 é capaz
de suprimir a secrecdo de TNF. Figura produzida pela autora com BioRender.

Apesar de neutrofilos serem classicamente associados com a resposta pro-
inflamatadria, diversos estudos vém mostrando que alguns subtipos dessa célula, em
murinos e humanos, também sao fonte de IL10 no contexto inflamatério (Bouabe et
al., 2011; Ocuin et al., 2010; Pillay et al., 2012; X. Zhang et al., 2009). Em
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experimentos in vitro, Lewkowicz et al. (Lewkowicz et al., 2016) mostraram que
neutréfilos aumentam significativamente a producdo de IL10 quando entram contato
célula-célula com Treg previamente estimuladas por LPS. Uma vez que os neutréfilos
entram em feedback positivo com a secrecao de IL10, isso pode indicar como poucas
Treg conseguem induzir uma populagdo significativamente maior de neutrofilos
produtores de IL10.

Uma linhagem imatura de neutréfilos e monécitos, as MDSC (myeloid derived
supressor cell), tem sido amplamente investigada pela sua capacidade de suprimir
outras células do sistema imune inato através da secrecéo de IL10 (Bronte, 2009).
Contudo, Brudecki et al. (Brudecki et al., 2012) identificaram que essas células teriam
um papel mais pro-inflamatério na inflamacgao sistémica inicial e mudariam para um
perfil anti-inflamatdrio na fase tardia, com uma produgao mais relevante de IL10 no
segundo momento, em modelo de sepse induzida por CLP em camundongos.

Células B-1, que apresentam marcadores de linhagem mieloide e se localizam no
peritdnio (capazes de migrar para outros sitios de infecgao), também despontam como
uma fonte celular importante na producdo primaria de IL10. Popi et al. (Popi et al.,
2004) observaram que macrofagos peritoneais de camundongos WT (Wild Type)
produziram maiores quantidades de IL10 in vitro quando comparadas a culturas de
macrofagos obtidos de camundongos Xid (que ndo possuem células B-1 em sua
cavidade peritoneal). Além disso, a adicdo de células B-1 a culturas de células
peritoneais provenientes de camundongos Xid aumentou a quantidade de IL10
secretada, sugerindo que a célula B-1 secreta essa citocina em niveis suficientes para
induzir macréfagos a um estado menos pré-inflamatorio e secretor de 1L10. Outro
achado que corrobora essa interpretagdo € que as células B-1 derivadas de
camundongos IL10 KO (knockout) nao foram capazes de suprimir fungdes de
macrofagos.

Considerando que as células T regulatdrias estdo presentes de forma abundante
no intestino e sao secretoras de IL10 (Schiering et al., 2014), ndo podemos descartar
a possivel contribuicdo que elas podem ter para os niveis circulantes de IL10 na fase
aguda da inflamacgao. Entretanto, ndo foram encontrados estudos que investiguem

essa participacdo em modelos de inflamacao sistémica.
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1.4 Producgao sistémica de TNF e IL10: 6rgaos principais

Anteriormente, estudos com esplenectomia em ratos sugeriam que a principal fonte
de TNF na inflamacgao sistémica era macréfagos do bago, uma vez que a remogao
desse 6rgao fazia os niveis de TNF circulante cairem drasticamente (Huston et al.,
2006; Mizukami et al., 1999). Entretanto, esse argumento foi contestado por modelos
com hepatectomia parcial ou total, nos quais os niveis de TNF plasmatico também
apresentavam uma queda significativa com a retirada do figado (Fang, Jin, et al., 2018;
Fang, Liu, et al., 2018; Kumins et al., 1996).

Para solucionar esse impasse, um recente estudo do nosso laboratério (Fonseca
et al., 2021) avaliou como a remogao do bago ou figado em ratos impacta a expresséo
de Tnf nos outros 6rgaos, além dos niveis plasmaticos de TNF durante a inflamacgéao
sistémica. Nesse modelo, a remogao do figado reduziu o nivel circulante da citocina,
mas nao alterou a expresséo de Tnf no bago e nem no pulméo. Ja a remogao do baco,
além de reduzir os niveis plasmaticos da citocina, também diminuiu a expressao
génica no figado. Esses resultados levaram a deducdo de que o baco seria
responsavel por modular a secregdo de TNF pelo figado, que por sua vez seria a
principal fonte da citocina circulante. Apds outros experimentos no estudo, foi revelado
que essa comunicacao acontece através do mediador lipidico leucotrieno B4 (LTBa4),
que é secretado por macréfagos do bago e induz a expressao de Tnf por macrofagos
do figado, as células de Kupffer (KC) (Figura 10). Para mensurar a participacao total
do figado para os niveis plasmaticos de TNF, foi feita uma corregdo por massa,
levando em considerag¢ao que a hepatectomia parcial reduziu em 1/3 os niveis de TNF
circulante, e chegou-se a conclusao de que o figado total seja responsavel pela
producgao de, aproximadamente, 50% do TNF circulante. Convém ressaltar que a veia
porta hepatica drena o sangue diretamente do bago, estbmago, pancreas, intestino
delgado e grosso para o figado, e que as KC possuem uma localizagédo distinta
intraluminal que favorece o contato dessas células com as substancias provenientes
da circulagao portal (Krenkel & Tacke, 2017).

Esse novo mecanismo encontrado evidencia uma nova perspectiva acerca da
inflamacgao sistémica: a interagao entre os 6rgaos é crucial para a regulagao das

citocinas.
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Figura 10. Mecanismo de comunicagao espleno-hepatica envolvido na producdo de TNF circulante.
Macréfagos esplénicos secretam LTB4, que chega no figado através da veia porta hepatica e estimula as células
de Kupffer a secretarem TNF. Assim, o figado se torna responsavel por cerca de 50% do TNF circulante na
inflamacao sistémica. Mecanismo revelado por Fonseca et al., 2021. Figura produzida pela autora com BioRender.

Apesar do figado ter sido apontado como a fonte principal de TNF circulante na
fase inicial da inflamacao sistémica, a contribuigao relativa de diferentes 6rgaos
para a outra metade dos niveis circulantes ainda nao é esclarecida. O método de
remogao de 6rgaos nao parece evidenciar uma participagéo direta, uma vez que pode
ocorrer alteracdes em eixos de regulacao entre diferentes 6rgaos. Visto isso, outras
abordagens se fazem necessarias, e aqui propomos avaliar a expressao de Tnf
em diferentes 6rgaos e associa-la aos niveis plasmaticos da citocina.

Além dos macroéfagos do eixo bago-figado, sabe-se que os macréfagos alveolares
do pulmao sao produtores de TNF tanto em situagdes fisioldgicas quanto patoldgicas,
contudo ndo se sabe a participacgao relativa desse érgéo para os niveis plasmaticos
da citocina. Em modelos de inflamacé&o sistémica em ratos, a expresséo de Tnfem
pulmdes de animais controle (injecao de salina) foi maior que no figado e no bacgo,
contudo, a administragdo de LPS i.v. aumentou menos a expressao de Tnfno pulméo
do que em outros 6rgaos (Fonseca et al.,, 2021). Assim, apesar da producao
constitutiva de TNF pulmonar, ndo existem evidéncias de uma contribuicdo desse
orgao para os niveis circulantes da citocina sob estimulos inflamatdrios.

Os dados sobre a contribuicdo do rim em um contexto sistémico de producao de
TNF durante a inflamagao também sao escassos. Se sabe, contudo, que o TNF é
produzido pelo rim em situacbes ndo inflamatérias e sua acéo local faz parte do
mecanismo de regulagédo da presséao arterial, através do transporte de Na* e K™ que
ocorrem nos tubulos distais dos néfrons (Hao et al., 2018). Além disso, em estudo com
choque hemorragico (Guedes Jr et al., 2012), no qual ha um aumento de TNF
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circulante no inicio da resposta, foi visto que a expressao de Tnf estava aumentada,
sugerindo que esse 6rgdo consegue regular a produgédo dessa citocina de forma
rapida em situacdes de choque hipovolémico.

No que tange ao equilibrio entre a resposta pré e anti-inflamatdria, o intestino
trabalha com esse aspecto do sistema imune de forma muito caracteristica, ja que
possui uma alta capacidade de toleréncia, mas também um limiar para o qual a
resposta pro-inflamatéria é ativada em caso de quebra da barreira e entrada de
patdgenos. Muitos trabalhos vém se dedicando a estudar a interagao imune local nas
doencas intestinais, bem como a relacdo da microbiota com outros sistemas do
organismo (Di Lorenzo et al., 2019; Mao et al., 2020; Z. Zhang et al., 2019), mas os
modelos de colite e outras patologias induzidas estdo mais associadas com a resposta
imune adquirida, que ndo é o foco deste trabalho. Sabe-se que os macréfagos
residentes do intestino produzem uma grande quantidade de IL10, que age de forma
local (Morhardt et al., 2019) e que a expressao de Tnf no intestino, durante a fase
aguda da inflamacao sistémica, aumenta (Barbeiro, 2009). Entretanto, a participacao
relativa desse o6rgdo para os niveis circulantes dessas citocinas ainda ndo é
compreendida.

Com relacao a IL10, sua principal (ou principais) origem em nivel sistémico ainda
€ pouco compreendida. No trabalho de Fonseca et al. (Fonseca et al.,, 2021), a
hepatectomia nao alterou os niveis plasmaticos de IL10 e nem a expressao no baco
e pulmé&o, o que sugere uma participagao nao tao significativa do figado para os niveis
sistémicos dessa citocina no modelo estudado. Em outro trabalho citado
anteriormente (Barbeiro, 2009), o intestino e pulmao foram avaliados na producgao de
IL10 durante inflamacéo sistémica induzida por LPS em camundongos, e foi
encontrado que, 90 min apds o estimulo, os niveis de IL10 nesses 6rgaos cairam
significativamente em camundongos sem células B-1, sugerindo a importancia tanto
desse subtipo celular quanto desses 6rgaos para a produgao de IL10. Ainda sao
necessarios mais estudos para um melhor entendimento da origem dessa citocina na
inflamacéao sistémica.

Em suma, apesar de sabermos que macréfagos sao as principais células
produtoras de TNF, ainda é pouco estudada a contribuicao relativa dos
diferentes 6rgaos para os niveis circulantes dessa citocina. Ja para IL10, ainda

nao sabemos quais os 6rgaos e células sao mais relevantes para seu nivel
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circulante. Buscando preencher essas lacunas, a proposta deste estudo € investigar
quais os principais 6rgaos que se correlacionam com os niveis circulantes dessas
citocinas no primeiro momento da inflamagao sistémica, mediante diferentes

intensidades de insulto inflamatdrio induzido por lipopolissacarideo bacteriano.

1.5 Modelo de inflamagao sistémica

A administragdo de LPS em animais € amplamente utilizada para a indugao da
inflamacéao sistémica, que, na sua fase inicial, possui diversas semelhangas com a
manifestacao sistémica de infecgdes em pacientes e em modelos animais de infecgao.
Uma das principais semelhangcas € o aparecimento precoce de citocinas pro-
inflamatdrias, como TNF e IL-1[3, e de citocinas anti-inflamatérias, principalmente a
IL10.

Em modelos de inflamag¢do com LPS, a cinética de circulagao do TNF envolve um
aumento logo nos primeiros minutos apds a administragao do estimulo, atingindo um
pico entre 1 e 2 horas, e, apds esse periodo, ha uma queda com rapido clearance da
citocina circulante (Colson et al., 2003; Held et al., 2019). Essa cinética € semelhante
a vista em pacientes sépticos. Em estudo de monitoramento com pacientes que
passaram por nefrolitotomia percutadnea, um procedimento que tem alta incidéncia de
sepse nas primeiras horas apos cirurgia (Neilson et al., 1996), foi visto que pacientes
que desenvolveram sepse apresentaram niveis de TNF aumentados, que atingiram
um pico entre 2 e 4 horas apos a cirurgia, e depois diminuiram, em uma cinética similar
aos estudos citados com modelos de LPS.

Com relacao a IL10, a cinética de aparecimento apds o LPS é bifasica, sendo que
o primeiro pico aparece junto com TNF, entre 1 e 2 horas apds o estimulo, e, apds o
decaimento da citocina circulante, ela volta a aparecer com uma magnitude maior na
circulagao apos cerca de 30 horas (Erickson & Banks, 2011). Entretanto, ainda s&o
escassos na literatura os estudos de cinética da IL10 logo apds o estimulo
inflamatdrio, uma vez que o enfoque da maioria das pesquisas com essa citocina é na
fase tardia da infecgao/inflamacao, quando ela ja se encontra na segunda fase de
circulacéao.

A inflamacgao sistémica causada pelo LPS também possui semelhangas com a

resposta sistémica a infeccdes no que diz respeito as alteracbes termometabdlicas
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nos momentos iniciais. Em experimentos com modelos de inflamacéo sistémica em
ratos induzidos por LPS comparado com infecgao por Escherichia coli (E. Liu et al.,
2012), ambos os grupos desenvolvem febre logo apos o estimulo inflamatério ser
administrado. O primeiro episddio febril ocorre em 30 minutos e precede o pico de
TNF, sendo provavelmente mediada por PGE2, e o segundo episddio febril aparece
junto com o aumento de TNF na circulagdo, uma citocina sabidamente pirégena (E.
Liu et al., 2012; Steiner et al., 2006). Entretanto, em doses mais altas de LPS (acima
de 500 pg/kg) ha uma mudanca de febre para hipotermia (Garami et al., 2018), e essa
alteragao parece ser regulada e possuir valor adaptativo (E. Liu et al., 2012). Nessa
perspectiva, um estudo com coorte de pacientes sépticos (Fonseca et al., 2016), no
qual a hipotermia foi permitida ocorrer sem intervencdo, mostrou que,
aproximadamente, 97% dos episddios de hipotermia foram autolimitados e
transitérios, corroborando para a ideia de que a hipotermia € uma resposta térmica
regulada mediante uma inflamacao sistémica grave.

Considerando as semelhancgas entre o modelo de inflamacgao sistémica com LPS
e a resposta sistémica a infecgdes, € interessante destacar os motivos pelos quais
optamos pelo modelo com LPS em detrimento dos modelos de indugdo de sepse,
como contaminacéao e infecgéo peritoneal (CPI) e ligagédo e perfuragcéo cecal (CLP).
Pelo fato de ser um potente ativador de TLR4, o LPS consegue induzir uma rapida
producao de citocinas inflamatoérias em concentracbes mais elevadas e faciimente
detectaveis quando comparado a modelos sépticos (Remick et al., 2000). Além disso,
por ser um modelo de facil administracido e mais bem padronizado, possui uma alta
reprodutibilidade e menor desvio padrao nas respostas inflamatdrias entre animais
(Seemann et al., 2017), o que € uma vantagem consideravel no nosso estudo, uma
vez que comparamos diferentes grupos com quantidades distintas de LPS. Além
disso, utilizamos ratos pelo fato de ser um animal de maior porte que o camundongo,
e, portanto, fornece uma maior quantidade de material para analise, principalmente se
considerarmos a quantidade de plasma necessaria para fazer as analises de citocinas
circulantes.

Considerando todos os fatores citados, estabelecemos o LPS como o modelo mais

adequado para o nosso estudo na fase inicial da inflamacéao sistémica.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do nosso trabalho indicam que, no modelo de inflamagao sistémica
induzida por LPS em ratos, o figado parece ser uma fonte importante de TNF
circulante em diferentes intensidades de estimulo inflamatdrio, e que, além do figado,
o intestino também pode ter uma contribui¢cdo significativa para os niveis sistémicos
da citocina. Além disso, o figado ndo parece ter uma contribuigdo relevante para os
niveis plasmaticos de IL10, e, dos 6rgaos avaliados, o intestino parece ser a unica

fonte consideravel de IL10 circulante.
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