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Resumo:

Entender os mecanismos fisiopatolégicos da
resposta imunolégica na mucosa intestinal é
crucial no desenvolvimento de terapias que
minimizem as lesdes intestinais decorrentes da
inflamacao neste tecido. A Pentraxina 3 (PTX3)
€ uma molécula com fun¢des imunoreguladoras
e inflamatérias cuja sintese aumentada foi
detectada na ileite causada pela Toxina A (TxA)
da bactéria Clostridium difficile. Este trabalho
visou caracterizar a expressdo de PTX3 e das
citocinas IL1B e TNFA nas células epiteliais
intestinais humanas DLD-1 em resposta ao LPS
(agonista do TLR4) e a TxA. LPS (100ng/ml)
leva ao aumento dos niveis de expressdo de
ILAB e TNFA (pico de expressdo em 3h) e
regula negativamente PTX3. Em resposta a
TxA, ha uma modulag&o positiva de IL1B (pico
1,5h ap6s o tratamento), de TNFA (pico em 3h)
e de PTX3 que apresenta dois picos de
expressao: 1,5h e 3h apds o tratamento. Os
nossos dados indicam que células epiteliais
intestinais sintetizam PTX3 em resposta a
estimulos pro-inflamatérios.
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Introducdo:

As pentraxinas sdo uma familia de
proteinas evolutivamente conservadas com
funcdes imunoreguladoras e inflamatorias
importantes. Os membros da familia
compartilham uma porgdo C-terminal de
aproximadamente 200 aminoacidos, dentro da
qual encontra-se uma sequéncia amplamente
conservada de 8 aminoécidos que é chamada
de assinatura das pentraxinas®.

De acordo com o tamanho da sequéncia
de aminoacidos na porcdo N-terminal, essa
superfamilia de proteinas foi subdividida em
dois grupos: pentraxinas longas e pentraxinas
curtas. A pentraxina 3 (PTX3) é o protétipo das
pentraxinas longas?, com um dominio N-
terminal Unico®, enquanto, as pentraxinas

curtas melhor caracterizadas séo a proteina C-
reativa (CRP) e a Soro-amiléide P (SAP), as
principais proteinas de fase aguda em humanos
e camundongos, respectivamente*®,

PTX3 foi identificada no inicio da
década de 19902 como uma molécula cuja
producdo é estimulada pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNFA) e pela interleucina 1-beta
(IL1B)®, além disso, sua producdo também
pode ser estimulada por agonistas dos
receptores do tipo Toll (TLR) e varias moléculas
microbianas, tais como lipopolissacarideo
(LPS) e componentes da parede celular de
bactérias e fungos* Diferentemente das
pentraxinas curtas CRP e SAP, que séo
sintetizadas no figado, PTX3 pode ser
produzida diretamente nos sitios de inflamacéo
por uma variedade de tipos de celulares’.

PTX3 atua na regulacéo da inflamacao,
porém, seus efeitos dependem da amplitude e
origem da injdria. Recentemente, utilizando um
modelo de colite causado pela injecdo da
Toxina A (TxA) de Clostridium difficile na alga
ileal de camundongos, nosso grupo descreveu
pela primeira vez a presenga de Ptx3 no tecido
intestinal®. C. difficile € uma bactéria Gram-
positiva comensal do trato gastrointestinal
responsavel por afeccdes que vao desde
diarreias, a colites pseudomembranosas.
Entretanto, embora PTX3 tenha sido
identificada no ileo, o tipo celular responsavel
por sua sintese, bem como seu papel tanto
fisioldgico quanto patolégico neste tecido, ainda
precisa ser estudado. O objetivo desse trabalho
foi caracterizar a expressdo de PTX3 e dos
mediadores pré-inflamatoérios que induzem sua
producéo, IL1B e TNFA, em células epiteliais
intestinais humanas em resposta a TxA de C.
difficile e ao LPS, principal agonista de receptor
do tipo Toll 4 (TLR4).

Metodologia:
Neste trabalho, foi utilizada a linhagem de

1



692 Reunido Anual da SBPC - 16 a 22 de julho de 2017 - UFMG - Belo Horizonte/MG

epitélio intestinal humano DLD-1 proveniente
da American Type Culture Colection (ATCC) e
estocada no Banco de Células do Laboratorio
de Genética Experimental (LGEX) do
ICB/UFMG. A cultura celular foi subcultivada e
criopreservada conforme recomendado pela
ATCC.

As células foram plaqueadas em placas
de 6 pogos em meio McCoy’s 5A acrescido de
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de
Penicilina/Estreptomicina e incubadas em
estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO; até
adeséo completa (6 horas). Em seguida, o meio
foi trocado por outro contendo apenas 0,5%
SFB e as células foram privadas de SFB por 18
horas para sincronizacdo do ciclo celular. O
meio foi, entdo, substituido por um novo
contendo 10% de SFB e LPS (100 ng/ml), TxA
(10 ng/ml) ou somente meio (controle) e as
células foram incubadas por 1h 30min, 3h, 6h,
12h ou 24h.

Em cada tempo de tratamento, a
morfologia celular foi avaliada por microscopia
Optica de contraste de fase (Quimis — Motic
AE310, com camera acoplada), e, em seguida,
foi realizada a extracdo do RNA total das
culturas, utilizando o reagente TRIzol®
(Invitrogen), de acordo com as recomendagdes
do fabricante.

A quantificagdo do RNA extraido foi feita
por espectrofotometria  no  equipamento
NanoDrop® (Thermo scientific) e a integridade
avaliada por fracionamento eletrorético em gel
de agarose 1% e Brometo de Etidio 0,5ug/ml.
Uma aliquota de 2 pg do RNA total foi
reversamente transcrita utilizando o kit ImProm-
II™ (Promega) e iniciadores oligo(dT)2o (IDT).

O cDNA sintetizado foi usado como
molde em reacdes de RT-PCR em tempo real
(RT-gPCR) para avaliar a expressao dos genes
PTX3, IL1B e TNFA utilizando iniciadores
especificos. Como sistema de detecgéo, foi
utilizado o fluor6foro SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems) e a plataforma ABI
7900HT Real Time PCR (Applied Biosystems).
O célculo da expressao génica diferencial foi
realizado segundo a férmula de Pfaffl® e
utilizando o gene constitutivo HPRT1 como
normalizador.

As analises  estatisticas  foram
realizadas usando o pacote estatistico Prism 6
(GraphPad). Os dados foram analisados por
analise de variancia (ANOVA) com pds-teste de
Bonferroni. Valores de p menores que 0,05
foram considerados significativos. O ensaio foi
feito em triplicata técnica.

Resultados e Discussao:

O tratamento com TxA ou LPS néo
promoveu alteragbes morfolégicas em DLD-1.
O tratamento com LPS por 3 h aumentou de
forma significativa a expresséao de TNFA e IL1B
(p<0,0001), mas modulou negativamente a
expressao de PTX3 (p<0,01). Os niveis de
transcritos para TNFA  permaneceram
aumentados até 6h apds o tratamento (p<0,01)
e 0s niveis basais foram restabelecidos 12
horas apds o estimulo (figura 1).
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Figura 1: Perfil de expressédo génica de IL1B, TNFA e PTX3
em resposta ao tratamento com LPS. Células da linhagem
epitelial intestinal humana DLD-1 foram tratadas com LPS (100
ng/ml) por 1h30min, 3h, 6h, 12h e 24h. Em cada um dos tempos
0 RNA total foi extraido, reversamente transcrito e o cDNA usado
como molde para analise da expressdo dos genes IL1B, TNFA e
PTX3 por RT-gPCR.

Dados na literatura mostram que LPS é
capaz de modular positivamente expressao de
PTX3 em fagécitos mononucleares humanos?®
e em neutréfilos e mondcitos derivados de
macréfagos?. Nas células de epitélio intestinal
DLD-1, entretanto, observamos uma redugéo
da expressdo de PTX3 em resposta a este
estimulo. Ao contrario do que se observa nos
locais estéreis do corpo, onde o
reconhecimento de microrganismos inicia
cascatas altamente inflamatoérias, a abundancia
de microrganismos comensais simbi6ticos no
intestino necessita que as células epiteliais
intestinais mantenham uma resposta alterada'?.
A proximidade desses sinais microbianos faz
com que sSejam necessarios mecanismos
especializados para manter a sinalizacdo via
Receptores de Reconhecimento de Padrbes
(PRR) alterada ou pouco responsiva a
estimulos comensais®® 4, tais como a presenca
de TLRs %16 e a expressédo de reguladores
negativos de sinalizacao pro-inflamatérios PRR
dependentes!® 1% 18 Devido a esses
diferenciais das células epiteliais intestinais, é
possivel observar que elas séo células menos
sensiveis aos estimulos inflamatérios, o que
poderia explicar o fato da expressdo de PTX3
apresentar-se diminuida significativamente no
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tempo 3 h em nosso estudo, tendo em vista que
PTX3 é uma importante proteina inflamatoria.

O tratamento com TxA de C. difficile aumenta
significativamente a expressdao de IL1B
(p<0,01), cujos transcritos apresentam um pico
de expressdo no tempo de 1h 30min
(p<0,0001), se mantém elevados até o tempo
de 3h, quando, entdo, comec¢am a cair e em 6h
retornam aos niveis basais. TNFA também é
modulado positivamente pela TxA depois de 1h
30min de tratamento, mostrando um pico de
expressdo no tempo de 3 h (p<0,05) e
retornando, depois de 6h, aos niveis basais
(Figura 2). A TxA regula positivamente a
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Figura 2: Expresséo génica de IL1B, TNFA e PTX3 apés o
tratamento com TxA de C. difficile na linhagem epitelial
intestinal humana DLD-1. Células da linhagem epitelial
intestinal humana DLD-1 foram tratadas com TxA (10 ng/ml) por
1h30min, 3h, 6h, 12h e 24h, seguido pela extragdo do RNA total,
e analise da expresséo dos genes IL1B, TNFA e PTX3 por RT-
gPCR.

expressao de PTX3 que apresenta dois picos
de expresséao: 1h 30min e 6h ap6s o tratamento
(p<0,001). J& o segundo aumento de PTX3
ocorre apos a expressao de TNFA, o que pode
indicar que TNFA esté estimulando a producéo
de PTX3.

O mecanismo de acado da toxina A de C.
difficile envolve a sua ligacdo a receptores de
carboidratos na superficie celular?®,
diferentemente do mecanismo de acéo de LPS,
no qual ele é entregue por uma proteina
especial de transferéncia de lipidos (proteina de
ligagdo de LPS), a CD14 (Cluster de
diferenciacdo 14), nas superficies de células de
mamiferos®. Os diferentes mecanismos de
acao celular dos estimulos utilizados podem
explicar a diferente resposta na expressao de
PTXS3.

Conclusdes:

Nossos dados indicam que as células epiteliais
intestinais expressam a Pentraxina 3 e que esta
expressao € modulada positivamente pela TxA

de Clostridium difficile. Entretanto, mais
estudos sdo necssarios para que se possa
avaliar se a inducéo de PTX3 por TxA ocorre de
forma direta ou indiretamente, em resposta a
citocinas proé-inflamatérias IL1B e TNFA.
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