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RESUMO

Introdugao: A ativagao do receptor Toll-simile 4 ou "7o/-Like Recepfor-4 (TLR4)” apds leséo estéril leva
a disfuncéo de 6rgaos em locais distantes. Tem sido demostrado anteriormente que a ruptura da barreira
intestinal e alteragdo em proteinas das jungdes apertadas segue-se ao choque trauma/choque
hemorragico (T/HS), no entanto, o papel de TLR4, este processo permanece obscuro. Foi postulado que
o0 aumento da permeabilidade e a ruptura da barreira intestinal apés T/HS & um processo TLR4
dependente, portanto, silenciar o gene TLR4 teria um efeito protetor sobre a disfungéo intestinal induzida
por T/HS. Método: Camundongos machos C57BL/6J (TLR4+’+ do tipo selvagem ou ‘wiid-type” [WT]) e
C57BL/10ScN (TLR4"' transgénico ou “knockout” [KQ]) foram distribuidos aleatoriamente e submetidos a
T/HS (laparotomia mediana + choque hemorragico com pressao arterial média mantida em 35mmHg por
60 minutos) ou submetidos a operagdo simulada. Apds 4h, a permeabilidade ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC)-dextrano administrado intraluminalmente  foi avaliada por quantificacdo da
fluorescéncia do plasma. Amostras intestinais foram analisadas para a presenca das proteinas das
juncoes apertadas, ocludina e ZO-1, por imunohistoquimica. Resultados: As concentragdes séricas de
FITC-dextran 4kDa estavam diminuidas no grupo TLR4"'[KO] em comparagdo com camundongos
TLR4+’+[WT] quando submetidos ao modelo de T/HS (38,96 vs 164,26 ug/ml, respectivamente, p<0,05).
N&o foram observadas diferengas na permeabilidade intestinal entre os camundongos TLR4"'[KO] e 0s
animais do grupo simulagao TLR4+'+[WT]. Os camundongos KO tiveram preservagado das concentragdes
de ocludina e ZO-1 apds a lesdo T/HS em ensaios de imunohistoquimica, mas as concentracdes
estavam reduzidas em animais WT. Conclusdo: Camundongos com TLR4"'[KO] demonstraram menor
permeabilidade intestinal ao FITC-dextrano do que camundongos WT ap6s leséo por T/HS resultantes de
alteragbes nas proteinas das jung¢des apertadas, ocludina e ZO-1. Estes achados sugerem que a maior

permeabilidade e a ruptura da barreira intestinal apds lesdo por T/HS é um processo TLR4-dependente.

Palavras-chave: Receptor Toll-like 4, mucosa intestinal, jungdes intercelulares, traumatismo multiplo,

choque hemorragico.



ABSTRACT

Objective: Toll-like receptor 4 (TLR4) activation after sterile injury leads to organ dysfunction at distant
sites. Has been shown previously that intestinal barrier breakdown and alteration of tight junction proteins
follows trauma/hemorrhagic shock (T/HS); however, the role of TLR4 in this process remains unclear.
Was postulated that increased intestinal permeability and barrier breakdown after T/HS is a TLR4
dependent process; hence, knocking down the TLR4 gene would have a protective effect on T/HS-
induced intestinal dysfunction. Method: Male C57BL/6J (TLR4 wild type [WT]) and C57BL/10ScN (TLR4
knockout [KO]) mice were assigned randomly to either T/HS (femoral catheterization + laparotomy +
hemorrhagic shock) or sham injury. At 4h, permeability to intraluminally administered fluorescein
isothiocyanate (FITC)-dextran was assessed by measuring the fluorescence of the serum. Intestinal
samples were analyzed for the presence of the tight junction proteins, occludin and ZO-1, by
immunohistochemistry. Results: Serum concentrations of FITC-dextran were decreased in KO mice
compared with WT mice after T/HS injury (38,96 ug/ml and 164,26 ug /ml, respectively; p<0,05). After
injury, no difference in intestinal permeability was observed between the KO mice and the WT sham-
treated mice. The KO mice had preservation of occluding and ZO-1 concentrations after T/HS injury in
immunohistochemistry assays, but concentrations were decreased in WT animals. Conclusions: Mice
with TLR4KO have less intestinal permeability to FITC-dextran than WT mice after T/HS injury as a result
of alterations in the tight junction proteins occludin and ZO-1. These findings suggest that the greater

intestinal permeability and barrier breakdown after T/HS injury is a TLR4-dependent process.

Keywords: Toll-Like Receptor 4, intestinal mucosa, intercellular junctions, multiple trauma, hemorrhagic

shock.
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INTRODUGAO

As lesbes traumaticas graves e o choque hemorragico tem papel fundamental no
desencadeamento da resposta imune e estdo relacionadas diretamente e
indiretamente ao desenvolvimento das sindromes da resposta inflamatdria sistémica
(SRIS) e da disfungéo de multiplos érgéos (SDMO)[1, 2, 3].

Hemorrhagic shock

Endotoxin
inflammatory

cytokines

;

Inflammatory

Bacteria
endotoxin
mmatory cytokines

)\

Lungs

cytokines

Lymphatics

Bacteria
endotoxin
inflammatory cytokines

Figura 1: Eixo entérico-hepatico/linfatico-pulmonar em resposta ao choque hemorragico.
(Reproduzido de Modulation of acetylation: creating a pro-survival and anti-inflammatory phenotype in
lethal hemorrhagic and septic shock. Li Y, Alam HB. J Biomed Biotechnol. 2011; 2011:523481. Epub
2011 Feb 15.)

A abordagem terapéutica do choque é atualmente quase que exclusivamente de
suporte. Com a progressdo do conhecimento fisiopatoldgico, o tratamento tem sido
redirecionado, de suporte aos sistemas organicos em faléncia e combate a
hipovolemia, rumo as alteracbes provocadas pela resposta inflamatéria

desequilibrada ao insulto inicial e aos seus efeitos deletérios sobre a fungéo celular



[Fig.1]. Novas perspectivas tem sido aventadas com foco na resposta inadequada do
sistema imune, considerando-se os avangos da biologia molecular e da epigenética,
tendo como alvo as caracteristicas da resposta organica a isquemia e reperfusao [1-
4].

A descoberta de novos receptores celulares pavimentaram uma via de
possibilidades terapéuticas na abordagem do choque hipovolémico. Evidéncias tem
se acumulado desde entédo a respeito da participacado destes receptores em varios
processos inflamatérios estéreis e infecciosos, organizando a resposta inata e

modulando a resposta adaptativa [1- 5].

Em 1988 uma proteina transmembrana denominada “Toll” foi descrita no embrido
da Drosophita melanogaster [Fig.2] e relacionada com a defesa deste inseto contra a
invasao de microrganismos e fungos [3].
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Figura 2: “7LR4-knockout Drosophila melanogaster” com varias hifas de fungos em sua superficie

corporal. (Reproduzido de Kuby: Immunology, Sixth Edition, 2007)

Os receptores Toll (TLR) foram caracterizados como uma familia de proteinas
transmembrana essenciais na imunidade inata da drosdfila. Receptores Toll-similes
foram posteriormente identificados em tecidos humanos. Um homélogo humano de
“Toll” , atualmente conhecido como Toll-simile 4 ou "Toll-Like Receptor-4 (TLR4)",

demonstrou estar envolvido na expressdo génica de citocinas inflamatérias e



moléculas co-estimulatérias [4]. Estudos subsequientes identificaram varias proteinas
relacionadas ao TLR4. A familia dos receptores Toll-similes consistiria de 10
membros [5], mas evidéncias posteriores sugeriram que podem existir mais

membros desta familia de proteinas [6].
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Figura 3: Vias de sinalizagao no receptors Toll-similes. (Reproduzido de Cold Spring Harb Perspect

Biol 2013;5:a011247 e adaptado de Cell Signaling Technology [http://www.cellsignal.com].)

A descoberta dos receptores Toll-similes, seu papel como detectores de patdégenos,
desencadeadores da resposta inflamatdria e potenciais orquestradores da resposta

imune abriu novos caminhos em diregao a tratamentos mais efetivos.

As linhas de defesa imunoldégica sdo compostas por um sistema de imunidade

natural, ou inata, e outro de imunidade adquirida, ou adaptativa. O sistema inato age



como uma linha de defesa inicial, até que os mecanismos imunes adaptativos sejam
ativados. O sistema imune inato utiliza-se de um sistema de defesa
evolucionariamente preservado codificado contra grupos de padrées moleculares,
enquanto o sistema imune adaptativo baseia-se em respostas antigeno-especificas,
com potencialidade para memodria imunolégica de longo prazo. Esta linha de
resisténcia inicial compreende desde a fagocitose mediada pelo complemento,
producdo de moléculas co-estimulatérias e citocinas, assim como a produgado de
interferon [Fig.3], e tem como finalidade induzir respostas rapidas através do sistema

imune inato do hospedeiro, que ndo requer uma exposi¢cao prévia aos patdgenos [4].

Um dos mais importantes mecanismos da defesa imune inata sdo os receptores de
reconhecimento de padrées (RRP). Estdo descritos atualmente 3 classes de RRP:
os receptores Toll-simile (TLR), os receptores NOD-simile (NOD) e os receptores
RGI-simile (RGI). Os TLR se localizam ao nivel de membranas celulares

(citoplasmatica e endossémica), sendo os receptores NODs e RGIs intracelulares

[7].

Toll-simile 4, o receptor de sinalizagdo dominante em mamiferos, desempenha papel
importante na imunidade inata [Fig.4] e foi descrito originalmente como receptor de
lipopolissacarideos (LPS) [7-16]. Este receptor pode responder a patégenos (PAMP)
e endotoxinas tanto quanto a varios ligantes enddégenos, incluindo padrbes
moleculares associados ao dano celular (DAMP) que sao liberados na circulagéo
sistémica apods lesbes assépticas [17, 18, 19], tendo sido correlacionado a disfungao
cardiaca [20, 21], respiratoria [22, 23] e hepatocelular [24, 25]. Entretanto, existe
escassez de dados na literatura sobre os mecanismos iniciais de inducdo da
resposta imune inata e o papel dos TLR4 na disfuncao intestinal apds a lesao por

trauma seguido de choque hemorragico.
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Figura 4: Mecanismo de ativacdo de TLR4 e vias de sinalizagéo inflamatodria. (Reproduzido de L.J.
McGhan, D.E. Jaroszewski / Injury, Int. J. Care Injured 43 (2012) 129-136)

Os RRP podem ser divididos funcionalmente em secretores, sinalizadores e
endociticos. RRP sinalizadores reconhecem os ligantes e ativam vias de transducao
de sinais que induzem a expressdo de uma variedade de genes envolvidos na
resposta imune, incluindo os efetores de citocinas, via ativacdo de NF-kappaB ou
MAP-kinases. Os receptores da familia Toll parecem ter papel principal na inducao

da resposta inflamatéria e modulagao da resposta adaptativa [6].

Os mecanismos moleculares de interacao entre os TLRs e outros RRPs do sistema
inato estdo comecgando a ser desvendados, envolvendo principalmente receptores
NOD (nucleotide-binding oligimerization domain), incluindo a fungcdo de homeostase
imunologica e no reconhecimento de componentes bacterianos e sinais de alarme
endogenos, como HMGB1 (high-mobility group box 1) [7, 8].

Uma das funcbes fundamentais do epitélio intestinal & separar diferentes
compartimentos e regular a complexa troca de substancias entre os mesmos. Em

contra-partida, o trato intestinal conta com numerosos mecanismos reguladores e de



defesa da integridade da barreira epitelial. Alteragcbes na permeabilidade intestinal
podem estimular uma resposta inflamatéria gerando mediadores locais e sistémicos
que desempenham importante papel na disfungdo de 6rgaos distantes [26, 27].
Portanto, a ruptura da funcido de barreira do epitélio intestinal tem sido
correlacionada as sindromes de resposta inflamatéria sistémica (SRIS) e de
disfuncdo de multiplos 6rgaos (SDMO) apés lesdes por choque hemorragico e

queimaduras [Fig.5].
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Figura 5: Ativacdo dos receptores TLR2 pelo TLR4 modulando a les&do pulmonar aguda.
(Reproduzido de L.J. McGhan, D.E. Jaroszewski / Injury, Int. J. Care Injured 43 (2012) 129-136)

A hipotese a ser testada é se o0 aumento da permeabilidade e a ruptura da barreira

apo6s T/HS seria um processo dependente do TLR4.



REVISAO DA LITERATURA

A oportunidade de identificagdo dos receptores de patdgenos relacionados ao
sistema imune inato surgiu de uma mutagdo espontdnea em camundongos que
aboliu a resposta a endotoxinas. Heppner e cols. (1965), observaram que
camundongos C3H/HedJ eram incapazes de responder a endotoxina por uma
deficiéncia atribuida ao locus Ips [28]. Experimentos foram realizados para
identificar a proteina afetada pela mutacao visando esclarecer a via de sinalizagao
ativada pelos lipopolissacarideos (LPS). O conhecimento dos mediadores da
resposta ao LPS, em especial o TNFa, caracterizou a via de transdugao e também
as provaveis caracteristicas do receptor que iniciaria sua producido. A descoberta da
proteina LBP (LPS binding protein) e do CD14 permitiu avango consideravel na
caracterizacao da via de resposta inata ao LPS. Entretanto, pela auséncia de um
dominio citoplasmatico, 0 CD14 n&o conseguiria realizar a transdugéo de sinais, a
expressao génica e a producao de citocinas mediadoras, como o TNFa, sugerindo
que o receptor deveria ser uma proteina produzida pelo locus Ips [29-30]. Estudos
genéticos em Drosoptila me/anogaster levaram a descoberta do gene que codifica
um receptor transmenbrana, designado como “Toll receptor”, vital na polarizagao
dorso-ventral embrionaria e responsavel pela resposta a infecgdo fungica nesta
espécie (Christiane Nusslein-Volhard's, 1985). O receptor Toll simile em mamiferos
leva a ativacao de fatores de transcricdo NF-kappaBeta (NF-kf) responsaveis pela
producao de citocinas pro-inflamatérias [36, 37, 38]. Trabalho publicado em 1998
identificou o TLR4 como receptor de LPS envolvido na resposta imune a bactérias
Gram negativas em camundongos [39]. Além de ser o receptor responsavel pela
sinalizacado inflamatodria, existem observagdes atuais que relacionam o TLR4 a
imunomodulacdo, sobrevivéncia e a proliferagdo celular [40]. Os mecanismos de
sinalizacao via TLR4 sao progressivamente identificados, com descrigdo dos papéis
desempenhados pela LBP, CD14 e pela glicoproteina MD-2 na resposta imune. A
glicoproteina MD-2 age como um adaptador extracelular essencial na sinalizacéo e
ativacado do TLR4 pela LPS [41]. Estudos posteriores demonstram que a LPS se liga
a MD-2 e se acopla ao TLR4 via dominio extracelular, induzindo a agregagéo e

transducédo de sinais [42]. Nishitani e colaboradores demonstraram que a regiao



Glu24Lys47 ¢é o sitio de ligacdo da MD-2 e que Cys29 e Cys40 sao residuos criticos
para a ligagdo da MD-2 e sinalizagao induzida por LPS [43].
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[
IL-1R1, interleukin-1 receptor type 1; LPS, lipopolysaccharide; MAL MYD88-adaptor-like protein; MD2, myeloid differentiation factor 2; MYD8S, myeloid MAL also known as TIRAP)
differentiation primary-response protein 88; SARM1, sterile-a- and armadillo-motif- protein 1;ssRNA, single-stranded RNA; TIR, Toll-IL-1-resistence; isdiscovered

TLR, Toll-lke receptor; TRAM, TRIF-related adaptor molecule; TRIF, TIR domain-containing adaptor protein inducing IFNp.

Figura 6: Visdo esquematica do histdrico das descobertas relacionadas aos receptores Toll-similes
até os dias atuais. (Reproduzido de Nature Reviews Immunology 13, 453-460 (2013)
doi:10.1038/nri3446)

Dez subtipos de TLRs foram identificados até o momento [Fig.6]. Estudos recentes
tem sugerido que cada tipo de TLR detecta um grupo especifico de ligantes. Deste
modo, coletivamente, seriam capazes de reconhecer a maioria dos patégenos [44].

Os componentes do grupo TLR sao proteinas transmembrana que contém um
dominio extracelular composto por 550-950 aminoacidos portadores de 18-31
repeticdes de leucina e um dominio citoplasmatico responsavel por iniciar a resposta
imune assim que o dominio extracelular reconhece seu ligante, com
aproximadamente 200 aminoacidos [45]. O receptor IL-1 foi a primeira molécula
descrita em mamiferos com semelhanga estrutural com a proteina Toll da mosca
doméstica [46]. Em funcdo desta homologia dos genes que codificam o receptor
Toll/IL-1 (TIR) a designacao de receptor Toll simile (Toll Like Receptor) foi utilizada
[40-43]. Sao membros da superfamilia do receptor interleucina 1 que demonstram
grande semelhanga em seu dominio citoplasmatico denominado dominio Toll/IL-1
(TIR). Sinalizam através de vias compartilhadas que inclui uma proteina
adaptadora designada proteina de diferenciagdo mieldide 88 (MyD88),
proteinocinases associadas ao receptor de IL-1 (IRAKs) e o fator 6 associado ao
receptor TNF (TRAF-6). Essa associacdo MyD88-IRAK-TRAF6 ativa o fator



transformador de crescimento (TGF) p-ativado proteinocinase 1 (TAK1) levando a
ativacao de lkappaBetaquinase (IKK), seguindo-se da degradagado de IkappaBeta e
liberacdo de NFkappaBeta. Também foi descrito que a ativagao de TAK-1 resultaria

em ativacdo de proteinoquinases ativadas por mitégenos (MAPKs) [44].

O TLR4 foi o primeiro receptor a ser identificado como reconhecedor de LPS e
serviu de base no estudo das interagdes entre sitema imune e componentes
bacterianos [32, 41]. A incapacidade de um animal em reconhecer a LPS aumenta a
possibilidade de invasao por bactérias Gram-negativas, e de morte. Entretanto, uma
resposta excessiva ao LPS resulta em liberacao critica de mediadores inflamatérios
conforme observado em modelos de sepse [44]. Deste modo, cada subtipo de TLR

exerce um papel fundamental no reconhecimento de variados patégenos.

Takeda e Akira (2003) descreveram as vias de sinalizagdo pelos TLR.
Sumariamente, o reconhecimento de padrdes moleculares patogénicos pelo dominio
extracelular leva a sua dimerizagdo, com ativagdo do dominio citoplasmatico. Uma
molécula adaptadora denominada MYD88 foi descrita inicialmente como essencial
para a indugao de citocinas como TNFa e IL-12 [50-53]. Entretanto, ativacdo de TLR
especificos levou a pequenas diferengas no perfil expressdao génica [49-51].
Posteriormente outras moléculas adaptadoras foram descritas: proteina adaptadora
associada a TIR/adaptador semelhante a MyD88 (Mal), proteina adaptadora contida
em dominio TIR indutora de IFNfB (TIRF) / molécula 1 contida no dominio TIR
(TICAM1) e molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM). Cada ligante
especifico de TLR induz respostas diferenciadas mediadas seletivamente por estas

moléculas adaptadoras.

Na via que utiliza MyD88, existe associacéo entre esta e o dominio TIR do TLR, que
quando estimulado, recruta IRAK4 e facilita a fosforilagdo de IRAK1. a molécula
ativada de IRAK1 se associa a TRAFG6, resultando em duas rotas especificas de
sinalizagdo. A primeira leva a ativagcao de fatores de transcricdo AP1 através de
ativacdo MAPK, e outra ativa o complexo TAK1/TAB que potencializa o complexo
IKK, induzindo a degradagao de IKK que resulta em translocacéo nuclear de NF-kf

[52]. Estudos posteriores levaram a identificacgdo de um segundo adaptador
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TIRAP/Mal, essencial a sinalizagdo dependente de MyD88 via TLR2 e TLR4, mas
nao via TLR3, TLR5, TLR7 e TLR9 [53-56].

Em macréfagos deficientes em MyD88 a produgao de citocinas inflamatérias néo é
observada apos estimulacdo do TLR4, apesar de uma ativagado retardada de
NFkappaB [57], indicando uma via independente na sinalizagcdo do TLR4,
independente de MyD88.

Kawai e colaboradores, em 2001, demonstraram a ativagao do fator de transcricdo
IRF3 e a fase tardia de ativacdo do NF-kp independente de MyD88 apéds
sensibilizacdo do TLR4 [58]. A ativagao de IRF3 induzida por TLR4 induz a produgao
de IFNf que ativa STAT1 e genes induziveis por interferon [49-51]. InfecgBes virais
ou RNA de dupla hélice ativam IRF3, que induz a produc¢ao de INFf por via nao
dependente de MyD88, demonstrando que a ativagdo do TLR3 utiliza uma via

independente para a producgéo de INFf [59].

Um outro adaptador foi subseqtientemente identificado, denominado TRIF/TICAM1,
essencial nas respostas dos TLR3 e TLR4 independentes da via MyD88 [58-62].
Posteriormente um quarto adaptador TRAM/TICAM2 foi descrito como vital para a
resposta ao TLR4 na via independente de MyD88, mas sem significado na resposta
do TLRS3 [60-63].

Apos a descricdo do LPS como principal agonista TLR4, outros padrées moleculares
de patdgenos foram descritos como ligantes aos demais TLRs, como por exemplo:
acido lipoteicoico e peptoglicano aos TRL1, TLR2 e TLR6 [64,65], RNA viral de
dupla hélice ao TLR3 [66], flagelina ao TLR5 [67], CpG de DNA bacteriano ao TLR9
[68], compostos imidazdlicos e RNA de hélice simples com TR7 e TLRS8 [69-71].

O mapeamento das vias de transdugdo induzidas pelos TLRs, assim como a
descoberta de novas moléculas envolvidas na regulacado da resposta inflamatdria
tem produzido caminhos promissores para a abordagem terapéutica do choque
hemorragico, queimaduras e sepse. Uma compreensdo atualizada das estruturas

moleculares envolvidas na ativacao e inibicdo abriram possibilidades terapéuticas e



11

de modulacdo das resposta inflamatérias desencadeados pelos TLRs a variados

estimulos patogénicos.

HMGRBT (High Mobility Group Box Chromossomal Profein 7)

Conhecida como fator de transcricdo nuclear, esta proteina intranuclear foi
identificada (2004) como potente mediador pro-inflamatério quando presente no
meio extracelular. Representa um sinal enddgeno liberado pelas células necréticas
que funciona como importante ligante indutor da resposta inflamatéria. Secretado
por macrofagos e mondcitos, HMGB1 age como citocina sinalizadora de varias vias,
incluindo TLRs. A administracdo de antagonistas a HGMB1 demonstrou efeitos
benéficos em modelos de sepse em camundongos [72]. HMGB1 n&o é normalmente
detectavel no soro de pessoas saudaveis. Seu nivel elevado em pacientes sépticos
se correlaciona com a mortalidade [73]. Existem evidéncias de que seus niveis
séricos aumentam significativamente em pacientes com choque hemorragico dentro
das 24h que se segue ao insulto traumatico, retornando aos niveis basais quando a
condicao clinica se estabiliza. [74]. Estas evidéncias sugerem um papel fundamental
das HMGB1 em sua interacdo com TLR, receptores NOD-similes e outros na
resposta a PAMPs além de modular a resposta inflamatéria devido a sinais de dano
endogenos (DAMPSs). A interacdo entre HMGB1 e o TLR4 tem sido demonstrada e
sugere um promissor alvo terapéutico em modelos de sepse/reperfusao [75]. Wang
e colaboradores (1999) observaram diminuigdo significante na mortalidade apés
dose letal de LPS advinda da administracdo de anticorpos anti-HMGB1 que atingia

70% de sobrevivéncia em camundongos tratados [73].

Anticorpos antagonizadores tem sido utilizados para inibir a expressédo de TLRs
buscando modular a resposta imunolégica. Meng e colaboradores (2004), sugeriram
uma funcdo terapéutica quando anticorpos monoclonais foram utilizados em
modelos de sepse mediada pelo TLR2, sendo que a reversibilidade do bloqueio foi

importante na recuperagao da resposta celular dependente de TLR2 [76].

Portanto, os mecanismos envolvidos na sinalizagao por TLRs, assim como sua retro-
alimentagao negativa, tem sido progressivamente esclarecidos em modelos animais
mutantes e com técnicas silenciadoras de RNA. O papel dos TLRs na sua interagéo

com receptores NOD-similes reconhecendo sinais enddgenos emitidos por células
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danificadas, como no trauma e isquemia, aumentaram sua relevancia na modulagao
imune em condi¢cdes nao infecciosas [Fig.7]. A interagdo com amplificadores, como
HMGB1 integrados na sinalizacdo por TLRs, expuseram oportunidades impares de
intervencdo terapéutica, conforme vem sendo demonstrado em modelos

experimentais.

Up-regulation
of TLR2 in
\ the lung
Reactive Oxygen
NA%(P)H Species (ROS) ex';g::;end of
oxiaase T
e.g., superoxide TLR4 in lung
“Shock-Primed” Direct ‘toxic’
Neutrophil cellular injury

Figura 7: O papel do NAD(P)H-oxidadse na inflamagcdo mediada pelo TLR4. (reproduzido de L.J.
McGhan, D.E. Jaroszewski / Injury, Int. J. Care Injured 43 (2012) 129-136)
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OBJETIVO

Avaliar o papel do TLR4 na mediagao da ruptura da barreira intestinal apds lesao por
trauma/choque hemorragico experimental (T/HS). A hipbtese a ser testada é de que
o0 aumento da permeabilidade do epitélio intestinal € dependente da ativacdo do
receptor TLR4.
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MATERIAL E METODO

Trauma/Choque hemorragico experimental

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Cirurgia Experimental da
Divisao de Trauma, Queimaduras e Cuidados Intensivos do Departamento de
Cirurgia da Universidade da Califérnia em San Diego (UCSD) [Fig.8], de acordo com
as normas nacionais (“Guide for the Care and Use of laboratory Animals of the
National Institutes of Health, USA”) para cuidados aos animais de experimentagao,

tendo o projeto sido previamente submetido e aprovado pelo Comité de Cuidados e

Utilizacao de Animais da instituicao (“/nstitutional Animal Care and Use Commiitee,
IACUC- UCSD; PROTOCOL S09384°).

Figura 8: Visdo externa e interna do Laboratério de Ciéncias Basicas e Pesquisa Clinica da Divisdo
de Trauma, Queimados e Cuidados Criticos da UCSD. Com foco em pesquisas sobre resposta
fisiopatologica a lesdes graves, utiliza modelos celulares, moleculares e técnicas genéticas para o

melhor conhecimento sobre as vias de resposta bioldgica, objetivando melhorar o tratamento de

pacientes vitimas de trauma grave e queimaduras.

Foram utilizados no modelo experimental camundongos C57BL/6J (TLR4™™: Wik
fywe [WT]) e C57BL/10ScN (TLR4™: Anockout [KO]) machos (Jackson Laboratories,
Bar Harbor, ME, USA) com 8 a 16 semanas de vida [Fig.9]. Camundongos
C57BL/10ScN contém uma delegdo espontanea do locus do gene TIr4(LPS), que

codifica a proteina TLR4, resultando em perda de RNA mensageiro (mMRNA) e
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proteinas, assim como incapacidade de resposta a estimulagao aos LPS [77, 78]. Os
animais foram alojados no biotério da UCSD com ciclos circadianos de luminosidade
a cada 12h e acesso livre a alimento e agua. Foram aleatoriamente designados aos
grupos por locagado casual probabilistica. A casualizagéo foi efetivada por sorteio,
uma a uma, de fichas semelhantes separadas, identificadas pelas siglas SHAM
(grupo controle/operagao simulada), ou HS (grupo trauma/choque hemorragico). Um
total de 30 animais foram utilizados e divididos em 2 grupos: 15 animais para o
modelo de permeabilidade intestinal e 15 animais para os modelos de coleta de

tecidos, com cada grupo subdividido em animais do grupo controle (5 animais) e do

grupo estudo (5 animais WT + 5 animais TLR4KO).

Figura 9: Aspecto morfolégico do camundongo C57BL/6 — tipo selvagem ou “Wild Type” [WT];
bancada do modelo experimental de trauma/choque hemorragico com execugéo simultdnea em dois

animais. (“Laborafory of Basic Science & Clinical Research, Trauma Division, UCSD/USA’).

Os animais foram divididos em trés grupos de acordo com o tratamento: 1) WT
Sham = grupo controle (submetido apenas a cateterizagdo femoral); 2) grupo WT-
T/HS (cateterizagdo femoral + laparotomia mediana 2,5cm + choque hemorragico
experimental + ressuscitacdo); 3) grupo KO-T/HS (cateterizacdo femoral +

laparotomia mediana 2,5cm + choque hemorragico experimental + ressuscitagao).

O peso dos animais variou entre 25-34 gramas. Todos foram submetidos a
anestesia geral por isofluorano inalado. Todas as operagdes foram realizadas por
técnica asséptica. Uma incisdo na regido inguinal esquerda foi realizada e a artéria
femoral canulizada com cateter de polietileno com 0,68mm de didmetro externo
(PE10- INTRAMEDIC - Clay Adams™, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD,

USA). Os grupos de estudo apos cateterizagdo da artéria femoral foram submetidos
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a laparotomia mediana de 2,5cm com manipulagdo intestinal por trés minutos
(trauma) e ao modelo de choque hemorragico experimental por retirada sequencial e
controlada de sangue arterial na razao de 0,1ml/minuto até atingir a pressao arterial
média (PAM) alvo, entre 30-40mmHg. A pressado arterial média (PAM) foi
monitorizada por conexdo do cateter femoral a transdutor de presséao e fisiografo
computadorizado (VIRIDIA CMS Model 66/ CPU M1094B, Hewlett-Packard/Phillips,
USA) e mantida entre 30-40mmHg por 1 hora [Fig.10]. A temperatura corporal foi
mantida em 37%0,2°C por meio de sistema de acolchoamento térmico controlado por
fluxo de agua aquecida (T-PUMP Classic, Model TP650, Gaymar Industries, NY,
USA). A ressuscitagdo hidro-eletrolitica foi realizada nos grupos estudo com solugéo
de Ringer Lactato (RL) em um volume correspondente a trés vezes o volume de
sangue retirado para a manutengdo do choque hemorragico. Todos os animais
receberam analgesia por buprenorfina (0,05mg/kg, subcutdnea) imediatamente

antes do término da anestesia.

— S A
—_—

Figura 10: Camundongo sendo submetido a cateterizagdo da artéria femural no modelo experimental
de choque hemorragico, com PAM alvo entre 30-40mmHg. (“Laboratory of Basic Science & Clinical
Research, Trauma Division, UCSD/USA’).

Permeabilidade intestinal

Foi utilizado o ensaio “in vivo” da permeabilidade intestinal com o isotiocianato de
fluoresceina (FITC-Dextran) conjugado com Dextran de 4kDa para quantificagdo dos
efeitos da lesdo por trauma/choque hemorragico experimental na funcao fisioldgica
de barreira do intestino delgado terminal. Quatro horas apés o experimento inicial,
periodo no qual se observa em grau maximo as alteragbes histopatolégicas
intestinais [80], os animais foram novamente anestesiados e submetidos a

laparotomia mediana. O ileo distal foi identificado e um segmento de 5¢cm isolado
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entre ligaduras de fio de seda. Em seguida foi realizada inje¢ao intraluminal no
segmento ileal isolado de 25mg/ml de FITC-Dextran de 4 kDa (Sigma, St. Louis, MO,
USA) diluido em 200ul de solugcdo salina tamponada por fosfato (PBS), e em
seguida a incisdo laparotdmica fechada. Apds 30 minutos, os animais foram
novamente anestesiados e coletado sangue por pungdo cardiaca e
subsequentemente submetidos a eutanasia. O soro (plasma) foi separado por
centrifugagdo (10.000RPM/10 minutos) e medido o indice de fluorescéncia em
espectrofotébmetro (SpectraMax M5, Molecular Diagnostics, Sunnyvale, CA, USA)
calibrado para 520nm de comprimento de onda [Fig.11]. Posteriormente, os
resultados foram analisados e ajustados a curva padrado do FITC-Dextran diluido em

plasma de camundongo (n=5 animais por grupo).

Relaparotomia, isolado 5cm ileo distal entre suturas
Injecdo Intraluminal = 25 mg/mL 4kDa FITC-Dextran
Analise dos niveis séricos FITC-Dextran por

Espectrofotometria
4 Hours 1 30 Min T
Laparotomy Intracardiac
Isolation of ileum  Blpod Draw
Injection

Figura 11: Esquema didatico das etapas do modelo de permeabilidade intestinal 77 wivo”

(“Laboratory of Basic Science & Clinical Research, Trauma Division, UCSD/USA’).

Exame histopatolégico

Segmentos do ileo terminal (cinco animais por grupo; n=5), apos fixagcdo em formol
tamponado a 10% e parafina, foram corados pelos métodos de hematoxilina e
eosina (Surgipath, Richmond, IL). As laminas foram examinadas por patologista que
desconhecia de que grupo ou subgrupo de animais provinha o material, usando

microscopio 6tico Olympus FSX100 (Center Valley, PA, USA) para quantificagdo
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histologica dos elementos da reagéo inflamatdria. Imagens das Iaminas examinadas
foram digitalizadas por meio de software FSX-BSW Ver.02.02 [Fig.12]. Os
espécimes foram analisados de acordo com os critérios de Cuzzocrea [79],
considerando-se 0s seguintes indicadores: grau 0, auséncia de alteragbes
histologicas; grau 1 (médio), edema focal ou difuso leve; grau 2 (moderado), edema
difuso e necrose de vilosidades; grau 3 (intenso), necrose difusa com evidéncia de
infiltrado polimorfonuclear na submucosa; grau 4 (muito intenso), necrose macica

com infiltrado mononuclear disseminado e hemorragia.

i orscenco maing
FSX100

Figura 12: Imagem do microscoépio 6tico Olympus FSX100 (Center Valley, PA, USA).

Imunohistoquimica

Segmentos do ileo terminal (cinco animais por grupo; n=5) foram preservados em
polimero inerte para crio-preservagao O.C.T (Tissue-Tek®, Sakura Finetek, USA),
resfriados em nitrogénio liquido e estocado a -80°C. Posteriormente, as amostras
do tecido intestinal foram submetidas a corte em criostato (Reichert-Jung Cryocut
1800, Reichert Microscopes, Depew, NY) a -20°C, para obtengado de secgdes finas
(10um). As laminas foram fixadas em 3,7% paraformaldeido (Electron Microscopy
Series, Hatfield, PA) por 10 minutos, lavadas em solugao de fosfato tamponado PBS
a 1%. As laminas contendo as secc¢bes de tecido foram bloqueadas por 1 hora em
solucdo de albumina bovina a 3% (BSA 3%). Apos esse processo os tecidos foram
incubados por 12 horas com anticorpo para ocludina ou ZO-1 (lvitrogen, Calrsbad,
CA) na concentracdao de 1:100 em solugao de BSA a 1% e, posteriormente,
incubados com anticorpo secundario Alexa Fluor® 488 (Invitrogen, Calrsbad, CA) na

concentracdo de 1:200 em solugcao de BSA a 1% por 1 hora. Solugdo do corante
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nuclear azul-fluorescente (D.A.P.l. Invitrogen, Calrsbad, CA) ou 4',6-diamidino-2-
fenilindol e do preservativo dos sinais fluorescentes das moléculas alvo
(SlowFade®Gold-Invitrogen, Calrsbad, CA) foram adicionadas sequencialmente a
preparagdo. As imagens foram capturadas por microscépio confocal a laser,
Olympus FluoView™ [Fig.13], e analisadas em configuracbes de exposicao fixas pelo

programa de analise computacional “Advanced Software v6.1, Olympus” em

aumento de 60x.

Figura 13: Imagem da bancada do Microscépio Confocal Olympus FluoView™ com varredura a

Laser. (“Laboratory of Basic Science & Clinical Research, Trauma Division, UCSD/USA”).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados sob o ponto de vista estatistico em programa
computadorizado KaleidaGraphic, versao 4.04, ano 2008. As variaveis paramétricas
foram testadas por meio de analise de varidncia (ANOVA) com corregdo de
Bonferroni. Nos casos de variaveis ndo paramétricas utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis com “post hoc” teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. Os dados foram expressos
por sua média + erro padrdo das médias. Foram considerados significantes os

valores de p<0,05.
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Todas as etapas do modelo experimental foram realizadas pelo Dr. Luiz Guilherme
Cintra Vidal Reys auxiliado pelos técnicos do Laboratério de Ciéncia Basica e
Pesquisa Clinica da UCSD e pelo Dr. Yan Ortiz-Pomales, sob orientagdo e
supervisao do orientador Prof. Dr. Paulo G. de Oliveira e do co-orientador Prof. Dr.
Raul Coimbra em todas as fases da pesquisa. A avaliagdo anatomohistopatolégica
foi realizada pelo Dr. Paul L. Wolf, Médico Patologista da UCSD, em procedimento
blindado quanto a origens dos grupos experimentais dos espécimes analizados. O
desenho estatistico do modelo experimental foi delineado pelo Estatistico, Analista
de Redes e Programador, Sr. Dale Fortlage da Divisdo de Trauma da UCSD.

Declaramos néo haver conflito de interesses relacionados ao estudo.



21

RESULTADOS

Permeabilidade Intestinal ao FITC-Dextran apoés a lesdo por trauma seguido de

choque hemorragico

As concentragbes séricas do FITC-Dextran encontravam-se elevadas nos animais
WT-T/HS em comparag¢ao aos animais do grupo controle (164,26+40,00 ug/mL vs.
31,0249,94 ug/mL; p<0,01; Figura 14). Nao foram observadas diferencas
significantes entre as concentragbes de FITC-Dextran dos animais KO-T/HS e os
animais do grupo controle (38,961£9,99 ug/mL vs. 31,0249,94 ug/mL; p>0,05). As
concentragdes séricas do FITC-Dextran nos animais KO-T/HS foram
significativamente menores do que nos animais WT-T/HS (38,9619,99 ug/mL vs.
164,26+40,00 ug/mL; p<0.05).

250

200 {
150 ‘

100

FIT C DEXTRAN mcg/mL

50 X #

’—I—‘

WT SHAM WT T/HS KO T/HS

(*) p=0,003; (#) p=0,005.
++ ++

WT SHAM (grupo controle de animais TLR4™" do tipo selvagem submetidos a operagéo simulada); WT T/HS (animais TLR4
do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS); KO T/HS (animais TLR4™ knockout [KO] submetidos a T/HS).

Figura 14. Grafico demonstrativo dos resultados do experimento de permeabilidade intestinal ao

FITC-Dextran apds T/HS entre os diversos grupos.
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Analise histopatolégica apds a lesdo por trauma e choque hemorragico experimental

Apods 4 horas da lesao experimental, a aparéncia histolégica do ileo terminal dos
camundongos WT-T/HS foi marcadamente anormal, com escore médio de lesdo
intestinal de 2,11+ 0,11 (p< 0,01; Fig. 15B e 16) em comparagdo com 0s animais
controle (escore de lesao intestinal = 0; Fig. 15A e 16). O ileo dos animais WT-T/HS
continha numero significativo de vilosidades de tamanho reduzido, alteragdes na
polaridade nuclear do epitélio e areas de necrose focal da mucosa. A aparéncia
histologica do ileo dos animais KO-T/HS foi quase normal (escore de lesao intestinal
0,11+£0,07; Fig. 15C e 16) e se assemelhava ao padrao encontrado nos animais

controle.

w0z @,

(A) Aparéncia histolégica normal do ileo terminal nos animais do grupo controle (WT-Sham) com vilosidades intestinais e da
mucosa normais e auséncia de células inflamatérias. (B) ileo terminal de animal do grupo WT-T/HS. As vilosidades estdo
marcadamente encurtadas e sem uniformidade de tamanho, e areas focais com perda da polaridade nuclear e necrose. (C)
fleo terminal de animal do grupo KO-T/HS com aspecto histolégico semelhante ao grupo controle. Aumento 40x (barra=20um).

(“Laboratory of Basic Science & Clinical Research, Trauma Division, UCSD/USA”).

Figura 15. Avaliagdo histopatologica do ileo terminal nos diferentes grupos: (A) WT SHAM, grupo

+/+

controle de animais TLR4 do tipo selvagem submetidos a operacdo simulada; (B) WT T/HS,

animais TLR- 4+/+ do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS; (C) KO T/HS, animais TLR4'/' knockout
[KO] submetidos a T/HS.
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(*) p<0.05 quando comparado com WT-Sham e KO-T/HS.

WT SHAM (grupo controle de animais TLR4"™ do tipo selvagem submetidos & operagio simulada); WT T/HS (animais TLR4™
do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS); KO T/HS (animais TLR4™ knockout [KO] submetidos a T/HS).

Figura 16. Grafico com avaliagdo histopatolégica dos segmentos de intestino delgado (ileo terminal)
nos diversos grupos, de acordo com o escore de lesdo. Escore de Cuzzocrea: grau 0, auséncia de
alteracdes histoldgicas; grau 1 (médio), edema focal ou difuso leve; grau 2 (moderado), edema difuso
e necrose de vilosidades; grau 3 (intenso), necrose difusa com evidéncia de infiltrado
polimorfonuclear na submucosa; grau 4 (muito intenso), necrose macica com infiltrado mononuclear

disseminado e hemorragia.

Alteragbes na expressao intestinal da ocludina analisadas por microscopia confocal

Houve correlagdo inversa entre os resultados da permeabilidade intestinal com as
alteragbes na expressdo da proteina de jungdo ocludina nos tecidos intestinais
coletados 4 horas apés o choque hemorragico experimental [Fig. 17]. Foi observada
diminuicdo significativa na expressdo da ocludina intestinal, evidenciada por
diminuicdo no sinal fluorescente nas vilosidades intestinais dos animais WT-HS
quando comparados com os animais WT-Sham (1,00+0,042 vs 0,49+0,03,
respectivamente; p<0,0001) e do grupo KO-HS (0,49+0,03 vs 0,88+0,03,
respectivamente; p<0,0001). A expressao da proteina ocludina foi analisada e
quantificada em unidades fluorescentes relativas baseada na quantificagdo média

dos sinais fluorescentes do grupo controle [Fig. 18]. Nao foram observadas
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diferencgas significantes na expressdo da ocludina intestinal entre os grupos WT-
Sham e o grupo KO-HS (1,00+0,042 vs 0,88+0,03, respectivamente; p>0,05).
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(*) p<0,0001 quando comparado com WT-Sham e KO-T/HS.

+/+ +/+

WT SHAM (grupo controle de animais TLR4™" do tipo selvagem submetidos a operagéo simulada); WT T/HS (animais TLR4
do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS); KO T/HS (animais TLR4™ knockout [KO] submetidos a T/HS).

Figura 17. Grafico de barras demonstrativo da expressao da ocludina intestinal analisada por

microscopia confocal, entre os diversos grupos.

WT SHAM WT T/HS KO T/HS
Nota: WT SHAM (grupo controle de animais TLR4"* do tipo selvagem submetidos & operagao simulada); WT T/HS (animais
TLR4"™ do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS); KO T/HS (animais TLR4™ knockout [KO] submetidos a T/HS). Imagens das
vilosidades intestinais em aumento de 60x. Diminuigdo significativa na expressao da ocludina intestinal, evidenciada por
atenuacédo no sinal fluorescente nas vilosidades intestinais dos animais WT T/HS quando comparados com os animais WT
Sham. Nao foram observadas diferengas significantes na expressédo da ocludina intestinal entre os grupos WT Sham e o grupo
KO/HS.

Figura 18. Imagens de microscopia confocal demonstrativos da expressdo da ocludina intestinal

analisada por microscopia confocal, entre os diversos grupos.
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Expresséo da proteina ZO-1 e alteragbes no espagcamento dos complexos juncionais

analisadas por microscopia confocal

Alteragdes nas jungdes intercelulares do epitélio tem sido associadas com aumento
na permeabilidade da barreira intestinal. As células epiteliais do intestino foram
coradas por imunohistoquimica visando a analise da proteina ZO-1 e as alteragbes
na morfometria dos espacos intercelulares por microscopia confocal nos diversos
grupos. As imagens foram capturadas por microscopio confocal a laser, Olympus
FluoView™, e analisadas em configuragbes de exposicédo fixas pelo programa de
analise computacional “Advanced Software v6.1, Olympus” em aumento de 60x. A
proteina ZO-1 encontrava-se normalmente distribuida na periferia das células do
epitélio intestinal, nas areas de jungao intercelular, nos animais do grupo controle
[Fig. 19]. Este padrdo de distribuicdo normal encontrava-se alterado nos animais
WT-HS com aumento do espagamento intercelular quando comparados ao grupo
WT-Sham (0,77+0,19um vs 0,09+£0,05um, respectivamente; p<0,01). O padrao
morfométrico dos espacos intercelulares no epitélio intestinal dos animais WT-Sham
foi similar aos encontrados nos animais KO0-HS, com padrao de ordenamento
continuo e regular nas bordas celulares e no espacamento intercelular (0,09+0,05um

vs 0.02+0.02um, respectivamente; p>0,05).
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do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS); KO T/HS (animais TLR4™ knockout [KO] submetidos a T/HS).

WT SHAM WT T/HS KO T/HS

Nota: Imagens dos espacos intercelulares das vilosidades intestinais em aumento de 600x (barra 5um). Setas demonstrando o
espacamento intercelular mais acentuado no grupo WT T/HS do que os grupos WT SHAM e KO T/HS que apresentam
espagamantos normais.

Figura 19. Grafico e imagens da imunohistoquimica para ZO-1 com andlise do espagcamento das

jungdes intercelulares por microscopia confocal, entre os diversos grupos.
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DISCUSSAO

As lesbes por trauma representam a principal causa de morte nas primeiras quatro
décadas de vida e a terceira causa de morte na populagdo em geral nos EUA [81].
Os individuos que sobrevivem a lesao traumatica inicial poderao vir a desenvolver
complicagdes, como a SRIS, sepse e SDMO, as principais causas de mortalidade
tardia [82]. Estudos experimentais em animais submetidos a lesdo por queimadura
demonstraram uma estreita relacao entre a disfungdo da barreira epitelial do trato
intestinal e as sindromes inflamatoria sistémica e de disfun¢gdo de multiplos érgaos
[83, 84].

Relaciona-se a resposta imune inata, a capacidade de reconhecimento de estruturas
moleculares patogénicas, diferencia-las do ‘se//” do hospedeiro, ativacao rapida e
efetiva de mecanismos da defesa imune natural, além da orientagdo da resposta
imune adaptativa através da ativacdo e expansao de clones linfocitarios antigenos-
especificos aos germes. A investigagdo dos variados processos envolvidos pode

conduzir ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes.

Os TLR dos mamiferos sdo homdlogos dos receptores Toll da mosca Drosop/iia.
Sao proteinas transmembrana com dominios extracelulares compostos por regides
predominantes em leucina que interagem com ligantes (PAMPs e DAMPs). Os
dominios intracelulares dos TLR, homélogos ao dominio do receptor de interleucina-
1 (IL-1R), sdo denominados receptores de dominio Toll/Interleucina-1 (TIR). A
ativacdo por um padrao molecular especifico converge ao nivel do dominio TIR
sinalizando e induzindo o desacoplamento de seu inibidor (ikB) que se desloca do
citoplasma ao nucleo celular em sua forma ativada (NF-kB) e induz a expressao de
genes pro-inflamatérios. Sdo descritas cinco moléculas adaptadoras relacionadas ao
dominio TIR: MyD88, MAL (adaptador MyD88-simiar)/TIRAP (proteina adaptadora
contendo o dominio TIR), Trif (daptador contendo o dominio TIR induzindo
interferon-beta) e SARM (proteina contendo SAM e ARM).

No presente estudo foi demonstrado que o receptor Toll-simile 4 (TLR4) tem uma
funcao critica na disfuncdo da barreira intestinal apés a lesao por trauma/choque
hemorragico (T/HS). Os camundongos TLR4 “knockout” (KO) mantiveram a

morfologia ileal normal apds a lesdao por T/HS, sem alteragdes histopatolégicas
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significativas, assim como no ensaio 77 v/vo”da permeabilidade intestinal ao FITC-

Dextran e na expressao das proteinas ocludina e ZO-1 a microscopia confocal.

Esta linhagem de camundongos tem sido estudada e utilizada em uma ampla

variedade de pesquisas sobre mecanismos imunoldgicos e inflamacao [85-90].

Para determinar os fundamentos envolvidos na disfuncado da barreira intestinal e nas
doencas inflamatdrias variados modelos animais tem sido utilizados de acordo com
sua complexidade e o alvo da pesquisa. Estes sistemas experimentais incluem
nematodeos invertebrados (Caenorthabaditis elegans), organismos invertebrados
mais complexos (Drosophiiia melanogaster), e vertebrados (ratos, camundongos e
outros mamiferos). Entre os animais vertebrados citados, os roedores s&o os mais
utilizados. Os beneficios de utilizacdo de roedores nos modelos experimentais
incluem os fatos de que o epitélio intestinal possui os mesmos tipos celulares que os
humanos (células caliciformes, enterdcitos, células de Paneth e enteroenddcrinas), e
reproduz, relativamente, modelos de inflamagéao intestinal que podem ser induzidas
e mimetizam as doengas humanas, especialmente no caso dos camundongos, nos
quais linhagens transgénicas podem ser desenvolvidas para examinar estruturas

moleculares especificas ou vias que regulam a homeostasia epitelial intestinal [91].

As alteragdes histologicas intestinais apds queimaduras estdo bem documentadas
em varios estudos, demonstrando perda do padrao estrutural normal das vilosidades
intestinais e necrose focal da mucosa [92, 93, 94]. Nao foram encontrados porém
estudos que demonstrassem o mecanismo de modulagado do TLR4 nas proteinas da
juncao apertada (TJ, “#ight junction”) e sua correlagdo com a disfungdo da barreira

intestinal apds les&o por trauma e choque hemorragico.

As juncbes apertadas ou ‘tight junctions” (TJ) [Fig. 20] constituem uma complexa
barreira a passagem de ions e moléculas através dos espacos intercelulares e ao
movimento de lipideos e proteinas entre os dominios apical e basolateral das células
epiteliais [95]. O reconhecimento de que a isquemia intestinal pode contribuir para o
desenvolvimento de sepse e faléncia de 6rgdos levou a novas hipéteses e
experimentos sobre a disfuncdo intestinal em lesbes graves por queimadura e
trauma [96]. Dentro deste conceito, estudos experimentais realizados em

camundongos demonstraram que a lesdo grave por queimadura epidérmica
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aumentou a permeabilidade intestinal e estava associada com a diminuicdo de
proteinas das jun¢des intercelulares [97, 98].
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Figura 20: Representacao grafica das estruturas das jungdes intercelulares intestinais e proteinas do
citoesqueleto. (Reproduzido de Mol. BioSyst., 2008; 4: 1181-1185)

Os resultados do presente estudo demonstraram que os camundongos TLR4[KO]
foram protegidos das alteragbes intestinais induzidas pelo experimento, e que a
ativacao do receptor TLR4 apds a lesdo por T/HS esta associada a diminuigdo na
expressao da ocludina intestinal e aumento no espagamento paracelular (ZO-1;
microscopia confocal), levando a disfungédo do epitélio do ileo terminal. Nao foram
encontrados estudos anteriores que demonstrassem a importancia do TLR4 na
mediagdo da ruptura da barreira intestinal apés a lesdo por trauma seguido de
choque hemorragico. As proteinas da jungao intercelular ocludina e ZO-1 foram
escolhidas em fungcdo da importancia e expressdo nas jungbes apertadas do
endotélio intestinal observadas em estudos anteriores realizados no laboratério da

UCSD e menor custo operacional.

As proteinas das jungdes intercelulares mantém a arquitetura tecidual normal e
regulam a adesdo celular, modulando a permeabilidade paracelular do epitélio
intestinal. Ocludina e claudina estdo conectadas ao citoesqueleto de actina através
de proteinas adaptadoras, tais como a ZO-1 [99, 100]. Estudos anteriores
demonstraram que quinase da cadeia leve da miosina (MLCK) altera a localizagao
da F-actina e a estrutura protéica da juncdo apertada [95]. Outros trabalhos
demonstraram que a adigdo de TNF-alfa (TNF-a) em culturas de células epiteliais
aumenta a expressao da MLCK através da ativagao do fator nuclear (NF)-kappaBeta
(NF-kB), resultando em aumento da permeabilidade epitelial [101, 102].

Posteriormente, foi observado que a queimadura grave aumenta os niveis de TNF-a,
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com ativagao do fator NF-kpB e aumento da expressédo da MLCK intestinal, resultando

em diminuigdo e redistribuicdo das proteinas juncionais [103, 104].

A familia de receptores Toll-simile foi descrita inicialmente com a funcdo de
reconhecimento de padrbées moleculares (DNA bacteriano, lipopolissacarideos,
peptoglicanos, acido lipoteicoico, flagelina, RNA viral e zimozan fungico) associados
a patogenos exoégenos (PAMPs) e relacionados a imunidade inata, sendo que cada
classe de receptor possui uma diferente especificidade ligante [7, 9]. Mas, foi
observado que a ativacao do receptor TLR4 também induz a resposta inflamatéria a
partir de moléculas e proteinas endégenas (HMGB-1, proteinas “heat shock”, acido
hialurénico, fibrinogénio e conteudos de células necréticas) demonstrando que o
receptor pode estar envolvido na expressao génica de citocinas e de moléculas co-
estimulatérias [8, 22, 105, 106]. Os TLR4 sinalizam por um mecanismo
evolucionariamente conservado nos organismos multicelulares, levando a ativagao
da via NF-k, que induz a expressao de quimocinas e citocinas proé-inflamatérias. Os
TLR4 também estao envolvidos na producao de B7.1, molécula co-estimulatéria, que
tem participagdo na funcdo de apresentagdo de antigenos aos linfécitos T,
promovendo a sua ativagao.

Ativacdo dos TLR induzem a sinalizacdo e secregdo de varias citocinas e
quimocinas, com desenvolvimento de respostas imunes especificas. Foi descrita
uma via comum a todos os TLR, mediada pela proteina adaptadora MyD88, e uma
segunda via especifica aos TLR2 e TLR4 mediada pela proteina Mal/TIRAP,
relacionadas com a sinalizagéo e ativagao de citocinas. Contudo, ja foram descritas
outras vias independentes, como a envolvida na secre¢do de IFN-f induzida pela
ativacao de TLR3 e TLR4.

O NF-kp desempenha um papel importante na modulagdo das respostas imunes
inata e adaptativa por regular a transcricdo e expressao genética de mediadores
celulares. Em humanos, a familia NF-k compreende subunidades denominadas:
p50, p52, p65(RelA), c-Rel e RelB. No citoplasma das células nao-ativadas o NF-kf
apresenta-se em sua forma inativa, associado a proteinas inibitérias denominadas
proteinas inibidoras do kp (ikp). Apds a ativagdo o NF-kp, por desacoplamento de
seu inibidor, se transloca ao nucleo celular onde passa a regular a expressao de
varios genes relacionados a resposta imune (produgéo de citocinas, moléculas de

adesdo, quimocinas, proteinas relacionadas com a apresentagdo de antigenos e a
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apoptose, ciclooxigenase-2, sintase do 6xido nitrico, além de enzimas relacionadas
a manutencdo e inibicdo do processo inflamatério). O desbalanceamento ou
descontrole da via do fator nuclear kB pode desencadear uma resposta sistémica
prolongada e inapropriada.

No presente estudo foi demonstrado que a ativacdo do TLR4 é essencial na
mediacdo da ruptura da barreira intestinal apés a lesdo por trauma/choque
hemorragico. O receptor pode ser ativado por ligantes liberados apds o insulto
inicial, levando a indugao da resposta inflamatéria local e sistémica e alteracbes nas
proteinas da juncéo intercelular, com conseqliente disfuncdo da barreira intestinal.
Estes resultados ajudam a elucidar os mecanismos da ruptura da barreira intestinal
apo6s a lesdo por trauma seguida de choque hemorragico, demonstrando o papel
essencial que os receptores Toll-simile 4 desempenham na modulacdo da

inflamacao e na lesdo do epitélio intestinal.

Varias hipoteses foram formuladas procurando explicar os mecanismos envolvidos
na ativacdo dos TLR4 e na resposta resultante [107-110]. Estes experimentos
indicaram que os TLR4 sio necessarios para a resposta inflamatéria e imune em

varios tecidos e o6rgaos.

O presente estudo procurou avaliar especificamente a disfungdo da barreira
intestinal, e os resultados encontrados demonstram que o receptor TLR4 funcional é
necessario a modulacao das alteragdes intestinais observadas apds trauma/choque

hemorragico.

O sistema gastrointestinal € continuamente exposto a potenciais indutores da
resposta inflamatdria. Estudos publicados demonstraram que as células do epitélio
intestinal possuem mecanismos endogenos que modulam a tolerdncia e a
sensibilidade dos receptores TLR4 aos ligantes potenciais do lumen intestinal [111,
112].

Nao foi avaliado qual o ligante especifico que ativa o TLR4 na lesdo por
trauma/choque hemorragico. Ainda n&o esta claro qual tipo de ligante, ou de célula,
seja crucial na sinalizacao da inflamagao por mediacdo do TLR4. Tem sido muito
dificil a demonstragdo experimental da ligagao fisica direta entre os ligantes e os
TLR4 e, em alguns casos, a sinalizagcao requer a presenga de moléculas acessérias

(CD14 e MD2). A ativacao dos receptores TLR é transmitida ao nucleo por meio de
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uma cascata de sinalizagao molecular resultando em uma resposta inflamatéria
[111, 112].

A identificacdo dos TLR4 desvendou um importante etapa relacionada a resposta
imune. Deste modo, experimentos adicionais serdo necessarios para delinear o
papel do TLR4 em cada linhagem celular (epitelial, macréfagos, dendriticas) assim
como quais os ligantes especificos necessarios para sua ativagdo e a resposta
inflamatéria a leséo.
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PERSPECTIVAS

Em virtude de nossos conhecimentos incompletos sobre os mecanismos exatos que
levam a disfuncdo da resposta inflamatéria nos traumatismos multiplos e no choque
hemorragico, as estratégias de tratamento permanecem parcialmente efetivas em

muitos pacientes.

Embora existam varios estudos sobre as alteracbes produzidas pelo TLR4 na
modulagao da inflamacgao e na disfungao da barreira intestinal, permanecem muitas
questdes importantes sem resposta. Qual seria o papel exato do TLR4 nas células
do epitélio intestinal durante estados basais de normalidade, e quais sao os fatores
determinantes de sua transicdo de aparente repouso para estados claramente
deletérios e disfuncionais durante condicbes de estresse fisioldégico? Qual seria a
contribuicdo relativa de cada receptor TLR4 das linhagens enterocitaria e
leucocitaria, e se sua ativagao individual ou conjunta resultariam em respostas
semelhantes em ambos os tipos de células? Quais seriam o0s espectros de
mutacdes dos TLRs em seres humanos, e como estas modulariam a inflamacgéao
intestinal? Como o genoma do hospedeiro regula a suscetibilidade a doenga? Como
as interagdes entre o microbioma intestinal e o sistema imunoldgico contribuem para
a inducdo da doenga? Como os eventos celulares e moleculares da barreira
intestinal interagem com o sistema imunitario inato do hospedeiro no epitélio
intestinal e nos leucécitos regulando a gravidade da doenca e sua progressao? As
respostas a estas perguntas podem ser dirimidas pelo menos em parte, através da

aplicacao cuidadosa de varios modelos experimentais.

Com auxilio dos novos conhecimentos oriundos da biologia molecular, da genética e
da epigenética [113], futuras pesquisas deverdao focar nestes questionamentos, e
das respostas produzidas surgirdo modernas abordagens terapéuticas, novos
‘Insights” sobre a patogénese de doengas disfuncionais inflamatérias e mais

importante, proporcionarao conforto e tratamentos eficazes aos pacientes.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o aumento da permeabilidade
intestinal e a disfungao da barreira intestinal apds o trauma e choque hemorragico é

um processo dependente do receptor TLR4.
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ANEXO

¢ PROTOCOLO APROVADO:
UNIVERSITY OF CALIFORNIA, SAN DIEGO

BERKELEY + DAVIS « IRVINE + LOS ANGELES + RIVERSIDE » SAN DIEGO » SAN FRANCISCO |
SN

INSTITUTIONAL ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE

9500 GILMAN DRIVE

LA JOLLA, CALIFORNIA 92093-0071
TEL: (858) 534-6069

FAX: (858) 534-3478

EMAIL: IACUC@UCSD.EDU

12/21/2009

APPROVAL LETTER

Principal Investigator: Raul S.M. Coimbra

Protocol Number: S09384
Title: Effects of vagal nerve stimulation and laparotomy on distant organ injury and the

inflammatory response following hemorrhagic shock.
Species: Mouse - Laboratory

Date Approved: 12/21/2009

Date Expires: 12/21/2012

The UCSD Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) has approved your
Animal Use Protocol.

This is your official approval letter from the IACUC,; please print and maintain a copy
with your protocol. You may use this approval letter for funding proposal documentation.

It is your responsibility as Principal Investigator to ensure that all members of your
laboratory staff have a copy of the protocol and that they understand their individual
responsibilities. Your electronic signature on the protocol application indicates that you
understand and will comply with all 12 points of the Investigator Assurance below.
Please review these assurances now.

Thank you for your cooperation in complying with federal regulations regarding the care
and use of laboratory animals: Public Law 99-158, the Health Research Extension Act,
and Public Law 99-198, the Animal Welfare Act which is regulated by USDA, APHIS,
CFR, Title 9, Parts 1, 2, and 3.



