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RESUMO GERAL

Genes relacionados ao mecanismo de defesa do intestino apresentaram
uma expressdo aumentada em placas de Peyer jejunais (PPj) de leitées
saudaveis. No presente estudo, a tecnologia de microarray foi utilizada com o
objetivo de analisar o perfil da expressdo génica de PPj em relagdo aos
linfonodos mesentéricos jejunais (MLN]). Placas de Peyer jejunais e MLNj de 6
leitdes saudaveis entre 6 e 7 semanas de idade foram coletados. RNA total foi
extraido das amostras e RNA de PFj de cada animal e um pool de RNA de MLN;
de todos os animais foram utilizados para a construgéo da sonda de microarray.
As hitridizagbes de microarray foram realizadas em duplicata invertendo as
moléculas fluorescentes (Cy5 e CyZ2). Dos 2.644 genes presentes no chip de
microarray, chamado “pork chip”, 33 apresentaram uma expressdo aumentada
em PPj em relagdo aos MLNj. A maioria destes apresentou uma funcéo
relacionada & processos celulares e ao metabolismo celular normal: e 6 ainda
sao genes com fungGes desconhecidas. Dez genes mostraram mais expressio
em MLNj em relagao a PPj, 3 relacionados ao processamento de antigenos e 7
com fungdes desconhecidas. A precicdo da técnica de microarray foi verificada
utilizando-se a técnica de PCR em tempo real, genes aleatérios foram
escolhidos e mostraram uma expresséo consistente entre as técnicas.

Utilizando MLNj como referéncia para analisar o perfil da expressio
génica de PPj foi encontrado uma expressdo aumentada de genes relacionados
ao mecanismo de defesa do intestino e genes relacionados ao metabolismo
celular. Dessa forma p6de-se observar que a técnica de microarray mostrou-se

precisa para a andlise de expressdes génicas.
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GENERAL ABSTRACT

Genes with respect to the gut defense appeared to be more expressed in
the Peyer’'s patches (PPj) of heaithy young pigs. In this study, the cDNA
microarray technique was utilized to analyze the gene expression profile of PPj
using jejunal mesenteric lymph nodes as a reference sample. Jejunal Peyer's
patches and MLN;j from 6 healthy young pigs among 6 and 7 weeks of age were
collected. The total RNA was isolated from samples, RNA from PPj and a pool of
the RNA of MLN;j from each animal was used to make a microarray probe. From
2.644 genes in the microarray chip, known as the "pork chip," 33 were more
expressed in PPj. Most of them are related to the cellutar processes and to the
cellular metabolism; 6 are unknown genes. Ten genes were over expressed in
MLNj with respect to PPj, 3 were ielated to antigen processing, and 7 are
uniknown genes. The microarray hykridizations were performed in duplicate with
a dye-swap (Cy5 e Cy3). The microarray accuracy was proved by the real time
PCR technique; aleatory genes were picked and showed coherence between the

techniques.

Utilizing MLNj as a reference sample, the gene expression profile of PPj
was found, along with the over expression of genes related to the cellular
processes and genes related to the cellular metabolism. The microarray

technique was accurate for the gene expression analysis.




INTRODUGCAO GERAL

Recentes avancos em biologia molecular tém permitido a identificagéo de
varios genes, no entanto, nem todos possuem suas fungbes e expressoes
esclarecidas. A tecnologia de microarray permite obter-se um conhecimento do
perfil da expressdo génica de células e tecidos, assim como informagoes
moleculares (Kurella, Hsiao et al. 2001). Processos moleculares estabelecidos

pelo microarray ndo sao aplicados apenas a estimulos especificos ou a

Fa

determinada patologia, outros eventos também podem ser analisados, como por

exemplo, o perfil da expressao génica durante o crescimento ou até mesmo o

SRS IR

perfil da expressdo génica normal de determinados 6rgaos e tecidos (Hilary,
Grandori et al. 2000).

O sistema imune poderia ser visto como um o6rgéo distribuido pelo corpo
oferecendo defesa ao hospedeiro contra patoégenos. Dentro do sistema imune,
existem compartimentos diferenciados anatomicamente, cada um especialmente
adaptado para ativar resposta imunologica a patégenos presentes no organismo.
O sistema imune das mucosas constitui a primeira linha de defesa contra uma
grande variedade de patégenos. As mucosas sdo finas camadas constituindo
barreiras permeaveis devido as suas atividades fisiologicas como troca gasosa,
absorcdo de alimentos, atividades sensoriais e reprodugdo. A necessidade de
permeabilidade das mucosas faz com que estas sejam vulneraveis a infecgdes e
portanto, a via de acesso da maioria dos agentes infecciosos. A mucosa do trato
gastrointestinal age como entrada de uma variedade de antigenos em forma de
alimento. O sistema imune possui um mecanismo para evitar a resposta imune
contra os alimentos e também para detectar e destruir organismos patogénicos
(Janeway C. A. 2001). A mucosa gastrointestinal €& colonizada por
aproximadamente 10" microorganismos comensais, que vivem em simbiose
com o seu hospedeiro. Essa microflora simbiotica &€ benéfica ao hospedeiro em

relagdo ao processamento de alimentos, oferecendo resisténcia a colonizagao

de bactérias patogénicas, alem de auxiliar na sintese de vitamina K e de outras




vitaminas do complexo B (Savage 1377; Hooper, Bry et al. 1998; Hecht 1999;
Janeway C. A. 2001).

O padréo de expressdo génica dos tecidos linfoides associados ao
intestino, conhecidos como GALT, tem sido investigado com o objetivo de
facilitar a compreensdo de como a resposta imunolégica no intestino é
desenvolvida, ja que a ativagéo e a regulagdo da resposta imune & considerada
complexa (Tatlow, Brownlie et al. 2000).

O intestino contém a maior quantidade de tecidos linfoides do organismo,
0s quais consistem de regides organizadas de tecido linfoide composto por
placas de Peyer (PPs), linfonodos do mesentério (MLNs) e uma grande
quantidade de celulas linfoides espalhadas pela Iamina propria e pelo epitélio
intestinal (Mowat and Viney 1997).

Um relevante avan¢o relacionado ao sistema imunolégico pode ser
descoberto pela investigacdo de genes expressos em diferentes tecidos
responsaveis pela ativagéo da resposta imunoldgica. A necessidade de animais
livres de doengas e com um sistema imunologico competente na realizacdo de
experimentos fez com que suinos jovens (leitdes) e saudaveis fossem utilizados
para o presente estudo. Perfis de express&o génica tém sido relatados em varias
especies, tecidos e células (DeRisi, Penland et al. 1996; Khan, Simon et al.
1998; Welford, Gregg et al. 1998; Bortoluzzi, d'Alessi et al. 2000; Tatlow,
Brownlie et al. 2000; Bortoluzzi, d'Alessi et al. 2001; Hsiao, Dangond et al. 2001).
No entanto, até o presente momento, niao existem estudos relatados,
investigando pela tecnologia de microarray, a expressio génica de PPs em
suinos. Neste estudo foi utilizado o “pork chip” desenvolvido pelo laboratério de
biologia molecular do departamento de ciéncias veterinarias e biomédicas da
Universidade de Minnesota — EUA, usando PP jejunais estimuladas. Além disso,
o “pork chip” deve conter a maioria dos genes envolvidos na resposta
imunologica intestinal. Um pool de RNA foi utilizado como referéncia, amostra

obtida de MLNs jejunais de leitdes saudaveis.
O laboratorio de biologia molecular do departamento de ciéncias

veterinarias e biomédicas da Universidade de Minnesota possui, entre outros, o
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interesse de analisar as alteragdes génicas que ocorrem em placas de Peyer de
suinos, quando esses sdo infectados com microorganismos, como por exemplo,
a Salmonella choleraesuis. Dai vem a importancia deste estudo, a de conhecer
primeiramente a biologia das placas de Peyer em animais saudaveis, ou seja, o
padrao de expressdo génica deste 6rgédo para posteriormente compara-la com a
expressao génica de placas de Peyer infectadas.

Para a medicina veterinaria, além da importdncia das pesquisas
realizadas em suinos, estes tém sido utilizados como animais modelo para
pesquisas relacionadas a humanos e contribuido grandemente para a melhor
compreensdo dos processos fisioldgicos e patofisiologicos relacionados, entre
outros, as glandulas enddcrinas, 6rgéos linféides, musculos, sistema nervoso
central e periférico, trato genitourinario e gastrointestinal. Além disso, os suinos
tem o potencial para serem doadores de orgdos para xenotransplantes em
humanos, devido a similaridade de alguns ¢rgdos do sistema imunolégico, a
acessibilidade aos animais e ao baixo risco de zoonoses (Brown and Terris
1996: Tumbleson and Schook 1996).

Placas de Peyer

As placas de Peyer sdo discretas areas ovais de tecidos linféides
organizados, com aproximadamente 15-20 c¢cm, contendo areas definidas de
linfocitos B e T (figura 1 e 2) e estao localizadas na 1dmina prépria da mucosa do
intestino delgado, proeminentes para o lumen onde ocorre a indugdo da
resposta imune inata e adquirida (Calich V.; Junqueira L. C. 1995; Mowat and
Viney 1997). A principal fungédo das PPs & a produgao de imunoglobulinas A
(IgA) para o intestino (Burkitt, Young et al. 1993). A respota imune nas placas
de Peyer é ativada através da captura de antigenos por células epiteliais
especializadas chamadas células M, os linfocitos formam um foliculo grande e
central constituido de linfocitos B e um pequeno foliculo é formado por linfécitos
T (Janeway C. A. 2001). Em suinos existem dois tipos de PPs: do jejuno e do

fleo. Aproximadamente 25-35 pequenas PPs s&o encontradas no jejuno, e no




ileo a PP é continua (Binns and Licence 1985; Pabst, Geist et al. 1988;
Rothkotter, Geist et al. 1988; Stokes, Bailey et al. 1994; Stokes, Haverson et al.

1996).

Figura 1 - Visao macroscopica de uma Placa de Peyer (PP) jejunal de suino (Severidt, Madden

et al. 2002).

Figura 2 - Organizagao da placa de Peyer (PP) jejunal. PP jejunal de suino mostrando foliculo
isolado (F) e uma fina camada muscular (Sallenave, J et al.). O foliculo & coberto pela regido

denominada dome (D) consistida de células M. (V) vilos (Kulkarni-Narla and Brown 2000).




Linfonodos

Linfonodos (LNs) s&o estruturas altamente organizadas encapsuladas
consistindo-se, na maioria, de linfécitos. Grupos de LNs podem ser encontrados
ao longo dos vasos linfaticos, em regides como: pescogo, axilas, virilha, intestino,
pulmao e areas para-aorticas (Burkitt, Young et al. 1993).

As principais fungoes dos LNs sdo: agregacéo, ativagéo e proliferacao de
linfocitos T e B devido a estimulos antigénicos; produgéo de células plasmaticas,
e conseqglentemente, producéo de anticorpos. Qualquer particula antigénica
presente na linfa & fagocitada por macrofagos e células dendriticas, com objetivo
de prevenir que estes antigenos e microorganismos alcancem a circulagao
sanguinea (Burkitt, Young et al. 1993). Os antigenos sao transportados para LNs
regionais onde a resposta imune é ativada (Goldsby, Kindt et al. 2003).

Em suinos, as areas dos LNs contendo linfocitos T e B séo estruturalmente
invertidas; em outras palavras, a medula é periférica, e o cortex & a area central
dos LNs (Binns and Pabst 1994). Em humanos e em outras espeécies, 0s
linfonodos sao similares, com a medula na area central e o cortex periférico. A
orientagdo em suinos, & também diferente; os linfécitos migram dos linfonodos
diretamente em vasos sangilineos € nao em Vasos linfaticos como em outras

espécies (Binns 1982) (figura 3).

~d subsapsuu: .
""ﬁ‘”‘”“‘ g II.J,J.J-...JLI-.A

e \y\\x ;‘w:;umw
! ’ q;y -,JIMJ Ay
AN, &'r 2
Aﬁerent Jiie ":Z*m.“' .
vessely | flymph o

4 vessel
Figura 3 - Organizagao do linfonodo de suinos, mostrando que a posicéo da medula e zona

cortical sao invertidas. (Sanchez-Viscaino 2003)
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Resposta Imunologica em placas de Peyer e linfonodos mesentéricos

A resposta imunoldgica no intestino delgado inicia-se nas PPs, basicamente
compostas por enterocitos e células M (figura 4). As células M sao responsaveis
por fagocitar antigenos do lumen intestinal e por transportar para a sua
superficie basal, onde linfocitos e células apresentadoras de antigenos poderao
processa-los (Janeway C. A. 2001).

Células apresentadoras de antigenos, como por exemplo, células dendriticas
(CD) expressam altos niveis de MHC classe II. Os linfocitos T naive, que estao
constantemente na circulagdo sangiiinea, acessam os LNs e as PPs
extravasando as vénulas endoteliais altas (VEA). Os linfocitos T, quando
reconhecem antigenos apresentados pelas CD, rapidamente ativam moléculas
de adesao como CD2 (Hahn, Burakoff et al. 1993) e LFA-1 (Dustin and Springer
1989). Esta interagdo € necessaria para a ativagao dos linfécitos T e assim, para
iniciar a resposta imunolégica (Chin, Cai et al. 1990; Kellermann and McEvoy
2001). Os linfocitos T efetores produzem citocinas como TNFo, que ativam
células endoteliais a expressar E-selectinas, VCAM-1 e ICAM-1; moléculas de

VCAM-1 induzem na superficie de células endoteliais o extravasamento de

linfocitos T efetores. Além disso, TNF-a. e IFN- Y liberados por linfocitos T

efetores, agem sinergicamente mudando a forma das células endoteliais
permitindo um aumento do fluxo sangiiineo, da permeabilidade vascular, da

imigracao de leucocitos, fluidos e proteinas para os sitios infecciosos (Janeway
C. A. 2001). IFN- Y estimula células endoteliais vasculares a promoverem a

adesdo aos linfocitos. Outras citocinas também estao envolvidas no processo de
ativagao imunolégica em tecidos linfides, como exemplo, a citocina MIP-3(3
(CCL19) que é expressa por CD em areas de linfocitos T em tecidos linfoides,
agindo como uma potente citocina quimiotatica para linfocitos T (Warnock,

Campbell et al. 2000; Kellermann and McEvoy 2001) e recentemente tem sido

observada em VEA promovendo a adeséo de linfocitos (Okada, Ngo et al. 2002).
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Figura 4 - Representacdo esquematica de elementos linfoides do sistema imunolégico
intestinal. O organizado tecido das PPs e dos MLNs esta envolvido na indugéo da imunidade e
tolerancia, onde os sitios efetores estdo espalhados pela lamina prépria e pela mucosa. Ambos,
PP e vilos da lamina propria s&o drenados por vasos linfaticos aferentes que vao aos MLNSs.
Dome subepitelial (SED); area timo-dependente (TDA) (Mowat 2003).

Os linfocitos vao das PPs, através dos vasos linfaticos que drenam o
intestino, para os LNs mesentéricos onde sao ativados (figura 4). Em suinos,
como a orientagao é diferente, os linfécitos saem dos LNs e caem diretamente
em vasos sanglliineos (Binns 1982), circulam pelo corpo e entram nas mucosas
através de pequenos vasos sangiineos que irrigam o intestino e que expressam
adressinas como MadCAM-1 (Janeway C. A. 2001).

Além do organizado tecido linféide, onde a resposta imunologica ocorre,
pequenos focos de linfocitos e células plasmaticas séo dispersas pela lamina
propria nas paredes intestinais. As células plasmaticas secretam anticorpos; no
caso das mucosas, o isotipo predominante € a imunoglobulina A (IgA) (Burkitt,
Young et al. 1993; Janeway C. A. 2001), no intestino & encontrado quase que
exclusivamente em forma dimera, ligada por uma cadeia J. Os anticorpos sao
transportadas no intestino por células epiteliais imaturas localizadas nas bases

das criptas intestinais. Receptores de IgA presentes na superficie de células



epiteliais imaturas se ligam aos anticorpos e por endocitose os transportam para
o lumen intestinal. Na superficie luminal dos enterocitos, a IgA se liga a camada
mucosa do epitélio intestinal onde pode se ligar e neutralizar patégenos
intestinais e seus produtos toxicos (Janeway C. A. 2001). A figura 5 mostra o

esquema de captura de antigeno e reconhecimento por linfécitos T.

Intestinal
umen

Lamina
propria

Nature Raviews | irmmunclogy

Figura 5 - Captura de antigeno e reconhecimento por linfécitos T do intestino. Os antigenos
podem entrar atraves das células M na PP, (a) séo transferidos para as células dendriticas (CDs),

e depois apresentados aos linfocitos T nas PPs (b). O antigeno capturado pela CD vai da PP

para 0s vasos linfaticos (c), com subsequente reconhecimento do linfécito T nos linfonodos

mesentéricos (MLNs) (d). Um similar processo onde o antigeno ou antigeno-célula

apresentadora de antigeno (APC) disemina para 0s MLNs pode ocorrer se o antigenos entrar

pelo epitélio que cobre 08 vilos na lamina propria
enterocitos expressando MHC classe Il estarem agindo como APCs locais (f). Em todos os casos,

(e), mas nesse caso, existe a possibilidade de

to T CD4 respondendo ao antigeno adquire expressdo da o,B7 integrina e do receptor de
quimiocina CCR9, deixa o MLN pelo vaso linfatico aferente (g) e depois entra na corrente
a e chega até a mucosa através de vasos da lamina prépria. Linfocitos T, que
m antigenos primeiramente nos MLN, podem também disseminar-se pela circulagéo

o linféci

sangline

reconhece

sangiinea através do sistema imunologico periférico. O antigeno pode também alcancar a

circulacdo sangiinea atraves do intestino (h) e encontrar linfocitos T nos tecidos linfoides

periféricos (i) (Mowat 2003).
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Microarray

Microarray consiste em uma tecnologia que permite a analise do padrao
de expressdo de milhares de genes ao mesmo tempo através da analise
quantitativa do sinal fluorescente, que representa a abundancia relativa de
mRNA de duas amostras distintas (Schena, Shalon et al. 1995; Schena, Shalon
et al. 1996; Chen 1997; Quackenbush 2002). cDNA microarrays sao criados
imprimindo fragmentos de cDNA amplificados em um substrato solido como uma
lamina de vidro (Schena, Shalon et al. 1995; Hegde, Qi et al. 2000), outros
substratos podem ser utilizados, como membranas de nitrocelulose (Benes and
Muckenthaler 2003) ou membranas de nylon (DeRisi, Penland et al. 1996;
Duggan 1999). Além do cDNA, podem ser utilizados, oligonucleotideos (Kurella,
Hsiao et al. 2001) e polinucleotideos (Schena, Shalon et al. 1995). Existem ainda
chips produzidos comercialmente contendo oligonucleotideos sintetizados, como
por exemplo Affymetrix GeneChip (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA) (Lockhart,
Dong et al. 1996). O produto da PCR purificado representando genes
especificos sao spotados por uma maquina, que deposita nanolitros do produto
da PCR em uma lamina de vidro, formando o chip. Além dos genes de interesse,
o chip deve conter também, genes considerados controles negativos e controles
positivos. As laminas recebem um tratamento prévio com poly-L-lysine para
aumentar a aderéncia do cDNA as Iaminas e apos a impresséo, os chips sao
aquecidos para desnaturar o cDNA e irradiagdo ultravioleta é utilizado para
bloquear o chip evitando ligagées inespecificas (Kurella, Hsiao et al. 2001).

Duas amostras distintas de mRNA s&o utilizadas, estas sdo reversamente
transcritas e marcandas com moléculas fluorescentes diferentes (normalmente
Cy5 e Cy3). Os cDNAs marcados, chamados de sonda, s&o entao combinados e
hibridizados em um chip. Apds a hibridizagao, o chip é scaneado, com lasers
especificos para captar o sinal de cada molécula fluorescente. A imagem &
armazenada em um banco de dados que possui informagoes sobre o chip, como

localizag@o e nome de cada gene do chip. As informagdes sao importadas para
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programas especificos de analise de microarray onde €& possivel executar
analises das imagens e estatistica (Kurella, Hsiao et al. 2001).

Com o objetivo de manter a qualidade dos dados, os programas de
analises de microarray realizam passos importantes como a eliminagao de plano
de fundo (background), a eliminagdo de spots irregulares e a normalizagao,
contribuindo para diminuir variagées sistematicas entre chips permitindo a
comparagao entre estes (Murphy 2002; Quackenbush 2002).

A expressao relativa entre as amostras é calculada e utilizada para
detectar expressao diferencial de cada gene entre as amostras (Chen 1997:
Yang, Chen et al. 2002). A utilizagdo de um pool de RNA como amostra
referéncia vem sendo utilizado porque permite estabelecer uma linha de base de

expressao facilitando a normalizagdo e a comparagdo das expressdes entre

chips (Yang, Chen et al. 2002).
As intensidades de fluorescéncia devem ser padronizadas subtraindo-se

a fluorescéncia de fundo (local background) e a razdao da intensidade de
Cy5:Cy3 deve ser normalizada em cada chip (Clevel 1988; Yang 2001). Linhas
de cortes sao utilizadas em andlises de microarray para diferenciar as
expressoes génicas das variagbes naturais dos dados (Yang, Chen et al. 2002).
Os genes usados como controle negativo e os genes ‘housekeeping” sao
utilizados para determinar as linhas de corte.

Genes que nao possuem mRNA correspondente nas amostras analisadas
sdo usados como controle negativo. A intensidade desses genes é usada para
determinar a linha de corte, determinado pela média e pelo desvio padrao da
intensidade do Cy5 e do controle (Cy3) (Benes and Muckenthaler 2003).

Genes “housekeeping” que nido devem ter uma expressao diferencial
entre as amostras, s&o utilizados como controle positivo (Nadon and Shoemaker

2002). A linha de corte é determinada pela média e pelo desvio padréo da razao

da intensidade dos genes “housekeeping”.




OBJETIVOS GERAIS

Verificar o perfil da expressao génica de placas de Peyer jejunais em leitées
saudaveis, em relag&o aos linfonodos mesentéricos jejunais.

Determinar genes que sdo super expressos nas placas de Peyer em relacao
aos linfonodos mesentéricos jejunais.

Determinar genes que sdo super expressos nos linfonodos mesentéricos

jejunais em relagéo as placas de Peyer.

Determinar genes que possuem um nivel de expressdo variavel entre os

diferentes animais.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
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e relagao a Linfonodos Mesentéricos Jejunats de Lettoes
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Abstract

Gene Expression Profile of Jejunal Peyer’s patches and Jejunal
Mesenteric Lymph Nodes in Young pigs

Background: Genes with respect to the gut defense appeared to be more
expressed in the Peyer’s patches (PPj) of healthy young pigs. In this study, the
cDNA microarray technique was utilized to analyze the gene expression profile of
PPj using jejunal mesenteric lymph ncdes as a reference sample.

Methods and Results: Jejunal Peyer’s patches and MLNj from 6 healthy young
pigs among 6 and 7 weeks of age were collected, and were used do make a
microarray probe. The “pork chip” (o microarray was developed with genes from
stimulated PPj by molecular biology lab, veterinary pathobiology department of
University of Minnesota — EUA. Gene expression profile of PPj was analyzed
related to MLN;j, which a pool of RNA of MLN was used as a reference sample.
Thirty-three genes were more expressed in PPj. Most of them are related to the
cellular processes and to the cellular metabolism; 6 are unknown genes. Ten
genes were over expressed in MLMj with respect to PPj, 3 were related to
antigen processing and 7 are unknown genes. The microarray hybridizations
were performed in duplicate with a dye-swap (Cy5 e Cy3). The microarray
accuracy was proved by the real time PCR technique; aleatory genes were

picked and showed coherence between the techniques.

Conclusion: Utilizing MLNj as a reference sample, the gene expression profile of
PPj was found, along with the over expression of genes related to the cellular
processes and genes related to the cellular metabolism. The microarray

technique was accurate for the gene expression analysis.
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INTRODUGAO

O trato gastrointestinal é uma vasta area de superficie, uma média de 300

2 , y ' L,
m® em humanos, € colonizado por mais de 400 espécies de bactérias

comensais, alcangando a 10" organismos/ml de fluido luminal (Savage 1977,
Hooper, Bry et al. 1998). Essa simbiotica microflora permite assisténcia ao
30 ao processamento de nutrientes e a colonizagao

hospedeiro em relag
rtunistas presentes na

resistente contra patégenos exdgenos ou bactérias opo

flora intestinal (van der Waalij 1989). O intestino est
ma vez que bactérias patogénicas po

enhum dano ao hospedeiro (Hecht 1999).
ra a entrada de

4 envolvido em um

mecanismo protetor, U dem existir na flora

intestinal sem causar n

O epitélio intestinal funciona como uma barreira pa
patdégenos. As duas principais fungbes da mucosa intestinal sao absor¢ao de
crobiana; ambas criam um conflito em suas fungoes,

o e mecanismos

nutrientes e barreira mi

necessitando de um complexo sistema fisico, bioquimic

o da mucosa intestinal contra patogen
s absorcivas €

celulares para a proteca 0s invasores.

o delgado € especializado nas fungde

al das células absorcivas consiste de microvilos,

Globet secretam

Assim, o epitélio do intestin

secretorias. A borda lumin
e absorgao do epitélio. Células
(Sanderson and Walker 1994). A

ptideos ricos em

aumentando a superficie d

Muco, protegendo O epitélio de patégenos
lisozima secretada por células de Paneth nas criptas e pe
cterianos presentes noO intestino (Sanderson and

prolina sao fatores antiba
| 1996; Korthuis, Gute

Walker 1994: Junqueira L. C. 1995; Agerberth, Gunne et a

et al. 1999 Zhang, Ross et al. 2000). Um compartimento i
organizado, o tecido linfoide associado ao intestino (GALT), intimamente ligado

munoldgico altamente

células imunologicas no

e de uma grande massa de
eiro (Mowat and Viney

ao epitélio intestinal, consist
organismo e confere uma especifica defesa a0 hosped
1997).

A fungao do GALT gaa

placas de Peyer do intestino del

presentagao de antigenos a linfocitos e inclui as

gado. As PPs sao enco

culo associado ao epit

ntradas em uma regiao

de epitélio especializado, © foli élio. Junto as células
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epiteliais estao as células M, séo as anicas células epiteliais que fagocitam e

processam antigenos luminais para subsequente exposigao a linfocitos T e B

Na superficie basal das células M esta
enos, migram para os linfo
(Neutra 1998).

celular e molecular no intestino

o as células apresentadoras de antigenos

que capturam os antig nodos mesentéricos onde

ocorre a ativagao dos linfocitos T e B

a de elucidar a resposta

A importanci
50 de como ocorrem infecgdes entéricas. Essa

delgado é crucial na determinag
linha de investigago seguida pelo

veterinarias €
vimento deste estudo, onde o perfil da

laboratério de biologia molecular do

departamento de ciéncias biomédicas da Universidade de

Minnesota — EUA levou ao desenvol
de leitoes saudaveis foi
ra referéncia um pool de RNA de MLNj de

expressao génica de PPj analisado pela tecnologia de
microarray, utilizando-se como amost

nica de PCR em tempo real também foi utilizada para

leitdes saudaveis. A téc

confirmar a viabilidade dos dados.

!
i
|
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MATERIAIS E METODOS

Grupo de Estudo

O estudo constou de amostras obtidas de suinos mantidos em isolamento

na Universidade de Minnesota (U of MN)

laboratério de biologia molecular do departamento de ci
biomédicas da Universid (U of MN) sob a orientagdo do

Dr.Michael Murtaugh.
Foram incluidos na p
Yorkshire e Landrace, sendo 3 machos e 3 fémeas (

kg). Os leitoes foram provenientes de uma fazenda regularm
H1N1 and H3N3), virus da sindrome respiratoria e

us da pseudoraiva

~Todas as analises foram realizadas no

éncias veterinarias e

ade de Minnesota

esquisa 6 leitoes, resultado do cruzamento das racas

6-7 semanas de idade, ~ 16

ente testada para o

virus da influenza suina (
reprodutiva de suinos, Mycoplasma hyopneumoniae, Vit
s. Os animais foram
suina, virus da gastroenter
U of MN)

a ragéo de suinos sem medica

ite transmissivel € parvoviru

durante 2 semanas antes do sacrificio, com

mantidos em isolamento ( _ j
mentos. Jejum nao foi

acesso continuo a agua €

aplicado antes do sacrific

io e OS animais foram mantidos sob cuidado

veterinario.
Os leitdes foram ane
(Telazol®; 8 mg/kg; | aborato

combinagao com xilazina via intr

com Beuthanasia®-D Specia (0.5

NJ, EUA) intravenosa, de acord
mal Care and Use Co

stesiados com tiletamina hidrochloride-zolazepam

rio Fort Dodge, Inc., Fort Dodge, IA, EUA) em
amuscular. A eutanasia foi realizada em seguida
ml/kg; Schering-Plough Saude Animal, Union,

o com O protocolo aprovado pelo IACUC

mmittee) da Universidade de Minnesota.

(Institutional Ani

Material Biologico

constituiu-se de segmentos do jejuno

O material biologico utilizado . o |
contendo placas de Peyer © linfonodos mesentéricos do jejuno removidos do
ndo placa
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os apos a eutanasia. As amostras foram mantidas em PBS

stinais foram incisados lon

scular foi removida. Pequen
PPj), € linfonodos mesentéricos jejunais (MLNj)

bion, Austin, TX, EUA) a 4°C overnight; as
_80°C até o procedimento de extragao

animal até 10 minut
gelado. Segmentos inte
mesentérica e a camada mu
espessura) da placa de Peyer (

foram mantidos em RNAlater (Am
am entao transferidas para

gitudinalmente pela borda
os pedagos (0,5 cm de

amostras for
de RNA.

Extragiao de RNA

it RNeasy (Qiagen Inc.,

| foram feitas usando o K
RNA de tecidos. Os

ocolo de isolamento de
ilio de um homogenizador (Polytron). A

o-se Agilent Bioanalyzer (Agilent
média de RNAs 285/ 18S e
e 1e 2. RNAs com médias

As extragoes de RNA tota
Valencia, CA, EUA) seguindo 0 prot
tecidos foram homogenizados com 0 aux
qualidade do RNA foi verificada usand
Techonologies, Carmel, IN, EUA) (figura 6) pela
uma boa qualidade foi considerada entré os valores d
xcluidos € @ extra
rminada por esp

NAs foram precipitados

cao repetida. OS R
nm; os RNAs foram

abaixo de 1 foram €
ectrofotémetro a 260

e a quantidade foi dete

mantidos a -80°C.
Todos os cuidados pa

minacao tanto cruzada de animal

ra evitar conta

eriais vindos do meio foram tomados.

para animal como de outros mat

para analise dé RNA.

Figura 6 - Agilent chip. ChiP utilizado

SISBI/UFU
215758

e
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Construgéo do chip de microarray

O “pork chip” para microarray  foi construido com 2.644 clones

blioteca de cDNA de placas de Peyer jejunais (PPj). As

provenientes de uma bi
gicos (Salmonella serovar

com varios estimulos imunolo

PPj foram tratadas
acetato miristato de forbol, 8-

sSC-54, LPS, toxina da colera,

Choleraesuis, cépa
m a presenga ou auséncia de

bromo.cAMP e concanavalina A, todos €O
utilizando-se 0 «Ussing chamber”. RNA foi extraido de cada

ciclohexami
ide)
ca normal e outra estimulada. Essas

tecido e usado para construir uma bibliote

bibliotecas foram combinadas € subtraidas
para eliminar

traida foram alinhadas em “contigs”

de RNA extraido de fibroblastos de

células tronco de suinos, genes envolvidos no ciclo

celular. Seqiiéncias da biblioteca sub
usando-se o software phred/phrap/Consed (www.ghrag.org). Além disso, um

o de um clone para cada contig. Cada array

contéem 88 ESTs (expression sequence tags) identificadas por diferencial display
RT-PCR (Zhang, Shin et al. 1999; Wang, Hawken et al. 2001), 42 genes

clonados pelo laboratorio de biologia molecular do departamento de ciéncias
versidade de Minnesota - EUA sob supervisao

grupo UniGene foi criado pela sele¢a

veterinarias e biomeédicas da uni

de Dr. Michael Murtaugh, 8 9enes como co
controles positivos, € 2 yetores cOMO controles negativos.
Os plasmidios inseridos foram amplificados 2 vezes pela técnica de

a de polimerase)

ntroles negativos, 9 genes como

Nested PCR (reag@o em cadei usando-se primers especificos
para os vetores. Os produtos
“Montage PCR 96

| de agarose
da gel. Os produtos da PCR foram secos

ase de fosfato (fosfato de

para 2 segunda amplificagdo da PCR foram

purificados pelo Kit " (Millipore, Billerica, MA, EUA) e

submetidos 4 eletroforese em 9¢
semca
de spotagem @ D
ncentragao final de 100-300

(0.8%) para quantificar o DNA pela

comparagéo de corridas padroe

€ ressuspendidos €m 1X tampao
édio 150 mM e EDTA 1mM (pH 8:5) co uma co
nNg/ul e transferidos para placas de 384 pogos. Os produtos da PCR foram
impressos, em quadruplicata, em laminas de vidro revestidos com poly-L-lysine

(Sigma, St Louis, MO, EUA) (Eisen and Brown 1999) usando a BioRobotics
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MicroGrid Il (BioRobotics Ltd., Haslingfield, Cambridge, UK) com pente de 48

i : A= )
pinos. Os pogos foram iMpressos com uma distancia de 0,22 um entre eles e

- .
rranjados separadamente em 48 subarrays
a de microarray. As laminas fora

" quimicamente bloqueadas com 1-metil-2-

de 16 X 16 pogos, em um total de

12.2 AMi
88 pogos por lamin m aquecidas por 15 min

a 80°C. irradiadas com UV (65 mJ)
pyrrolidinone e anidrida succinica (Schena, Shalon et al. 1996) e estocadas a
nte a vacuo. A qualidade das
e, OR, EUA) utilizando-se uma

tempe i
. iE ; .
peratura ambie laminas impressas foi verificada

com SYBR Gold (

lamina aleatéria e scaneado 2 488/530

Salani et al. 2000).

Molecular Probes, Eugen
nm (Excitation/ Emission) (Battaglia

Preparagio da sonda de microarray

A sonda de microarray foi preparada utilizando-se o kit “Super Script

Indirect cDNA Labeling System” (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA). O

RNA dos MLN;j dos 6 leitoes foi combinado € utilizado como amostra referéncia

A quantia de 7 ug de RNA total foi reve
modificado, aminohexil- nucleotideo modificado e com

ado. O cDNA foi acoplad
e Packs, Amersham Biosciences

rsamente transcrita na presenca de

aminoalil- nucleotideo
primers oligo dT ancor o a moléculas fluorescentes Cy3
e Cy5 (CyDye™ Post-

Piscataway, NJ, EUA);

Labelling Reactive Dy

depois, as moléculas fluorescentes foram invertidas

(dye-swap) (figura 7). O grupo NHS reage com o

utilizando as mesmas amostras
grupo amino livre do aminoalil— nucleotideo modificado e do aminohexil-
nucleotideo modificado- Depois da purificagao do cDNA ligado as moléculas

e Cy5, © tampao de hibridizagao foi adicionado uma

e 3.3X SSC (tampao de ci
m volume final de 70 ul (Eisen and

fluorescentes Cy3
concentragao final d trato de soédio), 1.6 mg/ml Poli A'e
0.3% SDS (duodecil S
Brown 1999), aquecido

durante 5-10 min.

ulfato sodico) em u

a 100°C por 2 min. € resfriado & temperatura ambiente
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:
Placas de Peyer Linfonodos mesentéricos

“} ) 3
7 ng RNA Pool de RNA
)
cDNA 7 ng RNA
78> )
Cy5 Cy3 cDNA
2 M
Cy5 Cy3

Figura 7 - Esquema dé preparagdo das sondas de cDNA.

Hibridizagdo e Analise dos Dados

ula (LifterSlip; Erie Scientific, Portsmouth, NH, EUA) foi

y, e as son
tre o chip € @ laminula, lacradas em

Uma lamin
colocada sobre o chip dé microarra
Cy5 foram combinadas € inseridas en

cassetes de hibridizagao € hibridizadas a0s DNAs alvos de 5 a 16 horas em
a 8 mostra 0 designer do experimento. Apos a

banho-maria a 63°C. A figur
om 2 solugoes de lavagem. A primeira

hibridizaggo os chips foram lavados ©
ta por 0, 56XSSC €0, 028% de SDS, o chip era

solugéo de lavagem €ra compos
por 1 minuto € depois
de lavagem era composta por 0, 056x

das ligadas as moléculas Cy3 e

S EI——

deixado mais 4 minutos na solugéo,
|

agitado nesta solugao
na auséncia de Iuz. A segunda solugao
o da prlme|ra lavagem. O chip era entdo ,

SSC seguindo 0 mesmo procedlment
durante

centrifugado minutos e  scaneado.

a
lcys |l l
‘Cy3

o foram feitas as hibridizagdes.

Figura 8 — Designer do experlmento mostrando com
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dos foram obtidas com scanner de

Imagens dos pOgoS hibridiza
Boston, MA, EUA) (figura 9). As

mi
‘ icroarray ScanArray 5000 (PerkinEimer,
intensi S
nsidades de fluorescéncia foram analisadas usando-se 0  softw
are
PerkinEImer, Boston, MA, EUA). Os valores o

QuantArray Microarray Analysis (

power e PMT (photomultiplier tube
foi na mé
ol primeiramente padronizad

intensidade de cada pogo f
(local background) € @ razao da intensidade de Cy5:Cy3

hip pelo software LOWESS
Pogos com razao de intensidade em

) utilizados para Cy5 foi na média de 80 e 70

dia de 90 e 75 respectivamente. A

respectivamente, e para Cy3
a subtraindo-se a

fluorescéncia de fundo
(intensity dependent

foi normalizada em cada €
n Tt
ormalization) (Clevel 1988; Yang 2001).

ados quanto a diferenca
(Silicon Genetics, Redwood, CA, EUA)

OU ma‘ I i l

de a “ 1 5

nalises de microarray GeneSpring 6.1
estatisticas € N2 visualiza
¢ um importante parametro para

foi utilizado nas analises cao das expressoes.

A qualidade dos spots do microarray
ea reprodutibilidade do
édias
de cada parametro foi calculada:

determi

r .

minar a acuracia s dados de microarray. Os indices
determinados pelas M

g2 vezes 0 desvio padrao
area: 8958-34076 pmz; circularidade: 0.82 um (minimo);

0.75 (minimo); uni

de toleranci
erancia foram de 2 chips hibridizados e a

media, mais ou meno
didmetro: 144-233 pm,
uniformidade do spot:

(background): 0.97 (mini

confi
nfianca para cada para

formidade do plano de fundo

mo); razao do sinal / background: 25. Um limite de
d metro foi calculado pelo QuantArray baseado no indice
e tolerancia de cada parametro. O valor do limite de confianga para cada
% G2 KX cn)'". Os spots foram

fl :
Uoresceina ¢ calculado
a de flags, sendo descartados os

n

resenga ou ausénci
nor do qué e

lises de microarray para diferenciar

f.
iltrados baseados na P
mite de confianga M€

sao utilizadas em ana
urais dos dados (Yang, Chen et al

tivo e 0s genes “housekeeping”

Spots que tiveram um li

Linhas de cortes
as expressoes génicas
2002). Os genes usado

f -
oram utilizados para dete

das variagoes nat

s como controle nega

rminar as linhas de corte.

R——
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S

o controle nega
erminar a linha de corte, determinado pela

ntensidade do Cyd € do controle (Cy3)

consideradas detectadas e expressas se a

anali i
sadas foram usados com tivo (tabela 1). A intensidade

desses genes foi usada para det
média e pelo desvio padrao da [
separadamente. As amostras foram

ia mais 2 vezes O desvio padrdo da

intensidade do sinal excedeu @ méd
(Benes and Muckenthaler 2003).

o devem ter uma expressao diferencial

controle positivo (tabela 1) (Nadon and

|n W .
tensidade dos controles negativos

Genes “housekeeping” qué na

en TH
tre as amostras, foram utilizados como

Shoemaker 2002).

padrao da razao entr

A linha de corte foi determinada pela média e pelo desvio

e 0s genes “housekeeping”, calculando-se a média mais ou

me . = :

nos duas vezes o desvio padrao. Genes que tiveram alto ou baixo nivel de
ex " ;

pressao foram determinados baseados NESSES valores.

o e genes “housekeeping” para a realizagéo

Tab i
ela 1 - Genes utilizados como controle negativ

das linhas de corte.
Genes “Housekeeping”

Genes controle negativo
e e
TGFbeta 1 Frag_3

ORF7
ORF6 TGFbeta 1 Frag_2
ORF5 TGF beta 3
ORF4 TGF beta 2
ORF3 PPIB
ORF2 PPID
KAN-R PPIA
Arab_997277 HPRT
SGEMT (veton GAPDH

cMVSport6 (vetor)

e BE——
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zado com sonda produzida com PPj e MLN;j. O

| do “Pork chip” hibridi
16 x16 spots.

Figura 9 - Imagem parcia
chip ¢
hip & formado por 48 subarrays, dé

Analise Estatistica

a GeneSpring 6.1 (Silicon Genetics, Redwood, CA

Utilizou-se o program
m todas elas, foi u

E . -
UA) para realizar as analises. E
| de significéncia.

tilizado o erro o menor que

5% (p<0.05) para o nive

O teste t com O procedimento de Benjamini € Hochberg (false discovery
) foi utilizado para verificar diferencas entre o

p com O nivel de ex

linhas de cortes.
o coeficiente de variagao foi

rate multiple testing corrections
pressao do chi

a aplicagao das
a variagao génica,
dia) com © obj
vel entre 0S diferentes animais.

o microarray € pelo PCR em tempo

niveis relativos de €X presséo de cada gene. O

teste ¢ foi realizado apos
Para a identificagao d

desvio padréo/mé

tamente varia

sao obtida pel

_ACt, da PCR em tempo real, relativo ao MLNj; e

ormalizadas por lo
genes super expressos nas PPj e

calculado (CV = etivo de mostrar genes que
possuem uma expressac 2

A correlagao da expres
zando-S€
(PPj/MLNj) n
zagéo dos 33

com os 10 genes SU o il
. ilaridade de expressao seguindo uma

real foi calculada utl
garitmo natural (Ln).

para o microarray, a raza®

Foi realizada @ clusteri
ara cada animal, onde foram

C .
lusterizados de acord

PR —"

e
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correlaca = i . 5 s
lagdo padrédo. Para a arvore de clusterizagdo fol calculada a correlagao

nes
dia da expressao. Foi feita, entao, a

para
cada gene com todos 0S outros genes de grupo. Os 2 genes com maior

corr = .
elacao foram pareados, calculando @ me

utros gen
O software GeneSpring 6.1 (Silicon

com = .
paragao destes com todos 0s O es nao pareados. Isto foi repetido

até
que todos os genes fossem pareados.

G §
enetics, Redwood, CA, EUA) foi utilizado para @ realizacéo do cluster.

PCR em Tempo Real

oarray foi testada usando 2 técnica de PCR em tempo

escolhidos aleatoriamente, e primers
as de cDNA derivadas do banco

A precisdo do micr

real . -
. Para isso, foram utilizados 9 genes
enci

fora ¥
m desenhados de acordo com 8% seql
primers $a0 mostradas na tabela 2.

de
Fo " 4 :
ram utilizadas amostras de 4 leitoes, 2 leitoes foram discartados por nao ter

RNA suficiente para a realizagao da técnica.
Utilizando-se 2 pg de RNA total em 20 ul de reagdo com

h o
exameros randamicos € 10 uM de 0°C por 10 min.. Em
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA), 2 ul de

e RNAse € 200 und de SuperScript Il RNase H
carlsbad, CA, EUA), foi

idas ao termociclador sob as

d
e dados do GenBank. As seqUénciaS

A transcrigdo reversa foi feita
50 uM de primers

dNTP, incubados a 7

S .
eguida, 4 pl de tampao 5X

DT
t T 0.1M, 20 und de inibidor d
fanscriptase reversa (Invitrogen Corporation,

adici
dicionado ao tubo. AS amostras foram submet
na?25°C, 2 hrs a 42°C e 15 min a 70°C.

S .
eguintes condigoes: 10 Mi
cricao reversa foi diluida em 9 pl

do produto da trans

eacao

Uma aliquota (1 HI)
pl foi utilizado na r

d .
e Tris HCl 10 mM e 0.6

pri .
mers especificos, previamente descritos.

Valores quantitativos S0 obtidos atr
fluorescéncia associada ao crescimento €X

~threshold cycle) onde @
Produto da PCR é detectad@ pelo laser detector do ABI Prism 7700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems: Foster City, CA, EUA).

O valor do Ct (threshold cycle) do pool de RNA de MLNj fo! izl el
NorMmalizar a reagdo. A reacdo de PCR em tempo real consistiu de 7.5 pl de

de PCR em tempo real com

qveés do numero de ciclos (valor do Ct

ponencial do

[
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plied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 100
e 15 pl. SYBR Green PCR Master Mix
rase Amplitag Gold DNA e

SYB
R Green PCR Master Mix (AP

nM d ;
e cada primers em um volume final d
SYBR green |, polime

€ com
posto pela fluoresceina
s ao termociclador para PCR em temp
0

dNTP
- AS- As amostras foram submetida
B .
| Prism 7700 Sequence Detection System

City, CA A
2 oee . EUA) sob as seguintes condicoes: 10 min a 95°
Ce1mi °
min a 60°C, 15 seg. 8 95°C, 20 seg. a 60°C e ap6s 20 min. de pau
; sa,

15 seg. a 95°C.

Para analisar 0s

(Applied Biosystems, Foster
C, 50 ciclos de 15 seg

dados, foi usado um método comparativo utilizando-se
culada pela seguinte formula aritmética: - ACt

cada animal subtraido do Ct do pool de
) — Ct (pool RNA)) (Giulietti,

Ct. A
o expressao relativa foi cal
e ,
RNA, ACt é o Ct de cada amostra de
d % "
o e MLN;j dos leitoes (ACt = Ct (amostra
erbergh et al. 2001).

de nucleotideos dos primers € tamanho do produto d
e

Tabel
az-
Grupo de primers, sequéncia

PCR
em
\__tempo real. ///—-

Porkchi
PPSL~0I2pFI1DO hiadng Sequencias do

cB285469  F 5'-TGTGCCCTTCCCCTCCTGAAAG 39 pb
PPSL_ 12402 R: 5'—CTTGGCATGGAACCCACGAGAAT

cB2g5254  F 5'-GTGGCCACTGCCCTAGGATTCTT 116 pb
PPSL_15g07 R: 5'—CTTCCCGCAAAAGCCTTCACAG

cB28e904 5'-CCTAGGCCGGCCTGATGGTATC 120 pb
PPSL_11A12 R: 5‘-TGGGCCCACGCAGTCCTTC

cB2sea7t  F 5'—CAGCCTCCTGCCCTTGACTCTTTA 107 pb
PPSL_26G05 R: 5’-CCACCCCTCAAACATGAAAAATAC

ce22g227  F5" TAATGGTGCGCAACTAAAGC 120 pb
PPSL_ 18107 R: 5- GGGACAAGCTGAGAAAGTGC

ce2s7260  Fi5- CATGTAAATGGACTGTGGAAGG 147 pb
PPSL_17F14 R: 6 GCCACAGACAAAGACAAATCC

ces7121  Fi5" TGGCGCGGTAGCTACAATGGAC 98 pb
PPSL_19H04 R: 5" GACAAGGAACCCACATGGTCACC

cpg7a72  Fi5" AGTGCCGACCTGGAGGGTAAGC 123 pb

R g ACCGCGGGGCCACCATC
CCACCTTCT 101 pb

P
F. 5~ CACCCGCCC

PS
L21A07  cB287508
R: 5- CGCTTAAGACGGCCACCAACC

2t o e
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RESULTADOS

Perfi
| da Expressao Génica em Leitoes

siste de 2.644 cDNA

O chi . Al
chip para microarray utilizado neste estudo con
nismos. Nestes também

clone

S de : 4

- placas de Peyer estimuladas com microorga
e genes como controles negativos e genes “shousekeeping”. Um total

de TR
10 hibridizagoes de microarra

analis

e ¥ paliie " . .
s. Duas hibridizagoes, dos animais
s nas analises. Dos 2
m excluidos paseando-se na qualidade dos spots

3 linha de corte com 0s genes

Y, amostras de 6 leitoes, foram utilizadas nas

5 e 6, com as mo
644 genes presentes no chip

|éculas fluorescentes

invert; =
| ertidas nao foram utilizada
e mi
. Microarray, 338 genes fora
S
2.306 genes restantes fo

Controles negativos, onde 680 genes
genes foram cons
nsidera
tes genes; dos 92 genes super

ram submetidos

foram excluidos. Apos a linha de corte com

OS ge “
o nes “housekeeping”, 92 iderados mais expressos em PPj
r ~
o elagio aos MLN;j e 10 genes foram CO
re ; :
lagao as PPj. O teste t foi realizado €0

€Xpre
ssos em Ppj, 33 foram considera

(p<
0,05) e os 10 genes SY

dos mais expressos em MLN;j

m €es
dos estatisticamente significantes

per expressos pelos MLN;j foram considerados

estatist;
isticamente significantes (P < 0,05) (figura 10)
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33 genes 1 PPj -

10000

JPP (raw)

1000

| JPP {control
10000

1000
m vermelho estdo os 33

esultado das linhas de corte- E
or expressos em MLNj e em azul 0s

Figur.
a10 —

0 — Scatter plot mostrando 0
de 0S 10 genes sup!

gene
S su
per expressos nas PPj, em Ver

genes qi
discartados pela linha dé corte.

relagdo aos linfonodos

Ge m
ne ;
S mais expressos em placas de Peyer e

Mme =i
sentéricos jejunais
p de microarray; 33 genes foram mais

ntes NO chi
e estatlst|c

amente significantes

Dos 2.644 genes pres®
pela PCR em

€x
(p:eSSOS em PPj em relag®
05), 6 sao genes de

tern
Po real. Estes genes € SU
idas sa0 listado

s estao ewdenaados na

tabe
la 3. Os genes com funcoes d




Tab
ol . -
la 3 - Genes considerados mal

valor . : .
\es de p e do nivel de expressdo relativa
Valor p Nivel de expressao
relativa

s expressos em PP
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jem relagéo aos MLNj e seus respectivos

Gen
Bank Descrigao
PTOc /_f,,_/-—-,_,_
B essamento e banco de informagdes
ro
CBzcessamento e armazenamento
8 . 0.804
CB2aggg§ Glutationa transferase Q1 3-%)0(‘)6'103 (1;‘2(‘)
CB288050 ?rlgttzttlona t{astferase Q1 | 02 —
r i
rocessos Celulares aproline
Divisa
CB2 4o celular e divisio cromosomal
0.81
Bio e Transmembrana 4 superfamilia 0.001
genese celular
CB2857 3117565900
54 : 0.011 31175659,
il EOSfo'hpase Az |,4||5'|()3 5.457.779
CB286816 L 9.231:+00 06.833.844
CB288210 A s 70413102 5.657.114
Motilidade CelularPrecursos de Lisozima C
CB2878 11.631.967
2 ; . 0.002
CBZSGgog Citoqueratina 20 3201100 0.758
CB287477 Citoqueratina 20 0.007 1108339
Mecani Miosina MRCL2
CB;:msmos de transdugio de sinais - oot
533864 .644
CBZB??gg Anti proteinase citoplasmética 0.003 28.715.765
Metabolismo CIDE-B ativador de apoptos®
Prog
C82:9éo e conversio de energia S 4OEH2 7
08282333 Malato desidrogenas€ : ‘().(56)5 - 0.641
$8286703 QBP.ATP translocaseé 2 [ 051104 21.321.461
fans olase B
CBZBDOHe e metabolismo de carboidratos 0005 -_—
[N P ] k ]
rans:)istz Sodio/Glicose cotransporte 1
CB te e metabolismo de aminoacidos 0028 19.689.115
raiiigis Sucrase-isomaltase '
Citng e e metabolismo de nucleotideos | 95EHE 0772
etaboﬁig Transporte de acidos nucleicos
CB2gg e i 0,002 4111835
CB288‘1137 Proteina ligante a 4CidoS graxos 0,022 0.685
Ung(,esf? Proteina ligante @ acidos graxos
CB2 R 0.006 0.514
) i i i ’ 1640076600
CB2 Cadeia J de imunoglobulind 0.012
B 25813 Prec teinas proleOg’ica”as 4.8215-01 10.411.985
286882 ursor pro iéticas 8 12.731.892
C82874 Expresso em linhagens hematOPO 5‘03‘,.02 kA
08287,.91 Precursor de Complemen 0 ) 2451403 3. ;; o
CB?B‘/JZG Precursor de proteina 1- pancreat!te 5,381’,'()3 62.336.100
18] Precursor de proteina 1- pancreatlte

S/eR
-G
enes sem namero no GenBank
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Tabela
4 - . . :
Genes desconhecidos considerados mais expressos €m PPj em relagao aos MLNj e
pressao relativa.

Seus ri .
e
_ spectivos valores de p € do nivel de ex
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ppsL_02F10 (PPSL_02F10)
ppSL_04H11 (PPSL_04HTT)
| ppsL_26008 (PPSL_26C08) d
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2§ s . ppsL_18H07
S 9 A
g 05 X v . ppPSL_11A12
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