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RESUMO

ALBUQUERQUE, L. L. Mielopoese em camundongos geneticamente
selecionados para alta e baixa reatividade inflamatoria aguda. 2008. 101 f.
Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2008.

A mielopoese € um processo de expansao e diferenciacdo de precursores em
monocitos e granuldcitos maduros mediado pela combinagdo de genes e fatores
de transcricdo que atuam em estagios especificos deste processo. Camundongos
geneticamente selecionados para a alta (AIRmax) ou baixa (AIRmin) reatividade
inflamatéria aguda exibem diferengcas significativas no numero médio de
leucdcitos migrantes e no conteudo protéico do exsudato inflamatério produzido
por particulas de poliacrilamida (biogel). A diferenca fenotipica interlinhagens,
resultante deste tratamento, € de 25 vezes a favor dos animais AIRmax no
infiltrado celular, com representagao predominante de polimorfonucleares e 2,5 na
concentragao protéica. Esta maior capacidade inflamatoria da linhagem AIRmax é
decorrente de trés fatores preponderantes: Maior producdo quantitativa de fatores
quimiotaticos, resisténcia dos neutrdfilos infiltrados a apoptose e maior producao
de neutrdfilos pela medula éssea. Esta diferengca na capacidade inflamatéria das
linhagens AIRmax e AIRmin reflete, respectivamente, na resisténcia e
susceptibilidade a infeccbes e desenvolvimento de tumores quimicamente
induzidos. Assim, considerando a diferente capacidade de producgao leucocitaria,
entre as linhagens AIRmax e AIRmin, nos propomos a estudar comparativamente
nestas linhagens, o processo de diferenciagdo mielocitica, a expressao génica e a
presenca de proteinas celulares no curso da diferenciagao in vitro. Para tanto,
utilizamos sistema de proliferagdo das células da medula oOssea dos
camundongos AlIRmax e AIRmin normais por meio da adigdo de GM-CSF
associado ou ndo ao ATRA. Verificamos que as células da medula 6ssea dos
animais AIRmax apresentaram maior potencial proliferativo, contendo
majoritariamente células mieldides em estagios de diferenciagdo que precedem a
maturagcao neutrofilica, do que nos animais AIRmin. Além disso foi constatado
maiores niveis de expressdo génica nos animais AIRmax em genes envolvidos
nos estagios iniciais da mielopoese, tais como: c-myb, PU.1 e MPO. O conteudo
protéico das células em cultura revelou diferencas quantitativas e qualitativas de
proteinas provavelmente envolvidas no processo de mielopoese nas linhagens
AIRmax e AIRmin. Desta forma, buscamos esclarecer em conjunto com os
resultados de proliferagcéo, diferenciagao celular, expressdo génica e protéica os
possiveis mecanismos de mielopoese operantes nestas linhagens.

Palavras-chave: Mielopoese; Camundongos; Diferenciagdo celular; Medula
Ossea.



ABSTRACT

ALBUQUERQUE, L. L. Myelopoiesis in mice genetically selected for high or
low acute inflammatory response. 2008. 101 f. Master thesis (Immunology) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Myelopoiesis is a process of precursor cell expansion and differentiation mediated
by a combination of genes and transcription factors that act in specific stages of
this process. Mice genetically selected for high or low acute inflammatory
response exhibit significant differences in the average number of migrating
leukocytes and in the protein content of inflammatory exudate produced by
polyacrylamide particles (biogel). The phenotypic interline difference, resulting
from this selection, is of 25-fold in favor of AIRmax mice in the number of infiltrated
cells with predominance of polymorfonuclear cells and 2.5—fold in the protein
concentration. This higher inflammatory capacity of the AIRmax mice is due to
three convergent factors: higher local production of chemotactic factors, increased
resistance of locally infiltrated neutrophils to spontaneous apoptosis and larger
production of mature neutrophils by the bone marrow. These alterations resulting
from the selection of AIRmax and AIRmin reflected in the resistance and
susceptibility, respectively, of the two mouse lines to infections and to the
development of chemically induced tumors. Thus, considering the differential
capacity of leukocyte production between AIRmax and AIRmin mice, we are
studying comparatively the myelocytic differentiation process, considering the
gene and proteins expression during cellular differentiation in vitro. We used a
system of liquid culture to study the bone marrow (BM) cells proliferation through
the addition of GM-CSF associated to all-trans retinoic acid (ATRA). We verified
that the BM cells of AIRmax mice showed higher proliferation levels, containing
myeloid cells in different stages of differentiation that precede the neutrophil
maturation. In addition by qPCR technique it was verified a larger expression of
genes involved in the initial stages of myelopoiesis in the AIRmax BM cultures,
such as c-myb, PU.1 and MPO. The analysis of BM cellular protein content by 2D
gel electrophoresis revealed quantitative and qualitative differences between two
mouse lines. Hence it follows that the differential myeloid cell production in
AIRmax e AIRmin mice is due to different gene expression and protein production
relevant to myeloid differentiation.

Key words: Myelopoesis, Mice; Differentiation cellular; Bone marrow.
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1 INTRODUCAO

A imunidade inata € o mecanismo de defesa filogeneticamente mais antigo,
presente em todos os organismos multicelulares e com a fungdo de prover a
primeira linha de defesa contra muitos microorganismos patogénicos. Os
principais mecanismos efetores desta resposta s&o os peptideos antimicrobianos,
os fagocitos e a via alternativa do complemento. Estes sdo imediatamente
ativados apos a entrada de um agente infeccioso, de maneira a controlar a
replicacdo do patégeno até que seja desencadeada uma resposta imune
adaptativa. De forma geral, o sistema imune inato desempenha um papel
essencial na regulagdo de todos os aspectos da imunidade, sendo que a inibigdo
ou eliminagao de qualquer um dos varios mecanismos desta resposta aumenta a
susceptibilidade a infeccbes, mesmo quando o sistema imune adaptativo
permanece intacto e funcional (MEDZHITOV e JANEWAY, 2000).

As principais células efetoras da imunidade inata sdo os neutrdfilos, os
macrofagos e as células matadoras naturais (NK). Os macréfagos e os neutréfilos
fagociticos realizam a defesa contra as bactérias por meio de receptores de
superficie que sdo capazes de reconhecer e ligar constituintes comuns a muitas
superficies microbianas, os PAMPs (do inglés: pathogen-associated molecular
patterns). Estas células da imunidade inata secretam citocinas e quimicionas que
atraem os neutrofilos e os mondcitos na corrente sanguinea, e estimulam uma
resposta inflamatdria aguda (AIR)(LAWRENCE et al., 2002; GORDON, 2002).

A inflamagdo € uma reacdo nao especifica da imunidade inata que
inicialmente, comporta-se como uma reagao benéfica dos tecidos vascularizados
a agressdes fisicas, quimicas e biolégicas. E um processo dinamico,
cuidadosamente regulado e necessario para a vigilancia imune, reparo e
regeneragao tecidual apos a injuria (MOULIN et al., 1990; HART, 2002).

Fatores soluveis como histamina e cininas promovem mudangas no fluxo
sanguineo e na permeabilidade vascular produzindo os sinais classicos da
inflamacao descritos por Cornelius Celsus: dor, rubor, calor e edema.

Uma rede complexa de mediadores soluveis liberados apos estimulo
inflamatdrio atua no estabelecimento das condi¢bes fisioldgicas ideais para que
ocorra a migragao de células para o sitio da injuria. O extravasamento de

leucdcitos da corrente sanguinea para o tecido perivascular (diapedese) ocorre



através de trés passos coordenados: rolamento de leucoécitos sobre a parede
endotelial, adesao firme as células endoteliais e, finalmente, a transmigracéo para
0 acumulo nos sitio de injuria. Todos os leucdcitos podem responder aos sinais de
ativacao pela alteracdo da composicao, expressao e/ou atividades funcionais das
suas moléculas de trafico. Os neutrdéfilos e macréfagos expressam moléculas de
adesao abundantes para a ligagédo aos receptores nas células endoteliais ativadas
induzidas pela inflamagéao.

Os neutrodfilos, também chamados de polimorfonucleares (PMN), sdo o
principal tipo celular nas fases iniciais da resposta inflamatéria seguido pelo
influxo de mondcitos, que rapidamente se diferenciam em macrofagos. Estas
duas células fagociticas da imunidade inata desenvolvem-se a partir de
precursores na medula éssea (MO) e a migragado durante uma injuria ocorre em
poucas horas no caso dos neutréfilos e mais tardiamente no caso dos
macrofagos que ocorre em torno de 72 a 96 horas.

A velocidade de producao destas células na MO, durante a homeostasia,
depende da vida média da populacdo circulante a qual pode ser alterada por
processos patolégicos em que o componente inflamatdrio seja relevante. Nestas
condigdes patoldgicas, ocorre a liberagdo massiva dos fagécitos estocados na
MO em resposta a injuria tecidual (BERLINER, 1998; LEKSTROM-HIMES, 2001;
BASKARAN et al., 2000; LINK, 2005).

Diferentemente dos linfocitos, os granuldcitos e mondcitos ndo podem
recircular, mas migram da corrente sanguinea diretamente para a regiao
lesionada em resposta a mudangas moleculares da superficie interna dos vasos e
do microambiente (SPRINGER, 1995).

Uma vez no sitio inflamatdério, os fagocitos reconhecem, ingerem e
destroem varios patdgenos, além de produzirem diversos produtos toxicos que
auxiliam na eliminagdo do microorganismo englobado, tais como: perdxido de
hidrogénio (H20), o &nion superdxido (O2) e o oxido nitrico. Além disso, estas
células respondem rapidamente ao estimulo microbiano pela secrecdo de
citocinas e fatores antimicrobicidas, pela expressao de receptores de quimiocinas
CCR2, e pela migracdo para o sitio da infecgdo em resposta a secregcédo de
proteinas quimioatraentes como MCP-1, MIP-1a, MCP-2, IL-8 bem como aos

fragmentos do sistema complemento C3a e Cba.



Além de todas estas fungdes alguns leucdcitos exercem ainda papel
essencial na ligagdo da imunidade inata com a imunidade adquirida pela
apresentacao de antigenos para as células T via MHC classe || (HUBER-LANG et
al.,, 2002; TAYLOR, 2003; BEUTLER, 2004; LUSTER et al., 2005; SERBINA,
2008).

Para atuar como células maduras funcionais os macréfagos e neutrofilos
passam por diversos estagios de maturagcdo na medula 6ssea antes de atingir a
circulagdo. O processo pelo qual as células sanguineas de linhagens distintas sé&o
produzidas a partir de células-tronco pluripotentes € denominado hematopoese.
Dentro deste dinamico e continuo processo de desenvolvimento chamamos de
mielopoese a formagdo dos granuldcitos e dos mondcitos. Este processo da-se
pelo comprometimento de precursores mieldides seguido pela sua expansao e
diferenciagao terminal, envolvendo a acdo coordenada de citocinas e de fatores
de transcricao especificos para cada linhagem celular (SHIVDASANI et al., 1996;
SKALNIK, 2002).

O microambiente da medula éssea desempenha importancia fundamental
na proliferacdo e diferenciacdo das células hematopoéticas, bem como no
controle da migragcao das células maduras para o sangue periférico (TAVASSOLI,
1983; FOUCAR,1995).

As células-tronco hematopoéticas (HSCs) (do inglés: Hematopoietic Stem
Cell) ttm a habilidade de promover a continua renovagao celular pela proliferagéo
controlada e diferenciacao em todas as células da linhagem hematopoética. As
HSCs dividem-se para formar células progenitoras comprometidas com a
formacgado de linfécitos — os progenitores linféides comuns (CLPs) (do inglés:
common lymphoid progenitors) e com a formagao de células mieldides (CMPs)
(do inglés: common myeloid progenitors).

Os CMPs originam os progenitores eritréides-megacariocitos (MEPs — do
inglés: megakaryocyte-erytroid progenitors) comprometidos com a formagéo dos
eritrocitos e megacariécitos, além de formarem os progenitores granulécitos-
macrofagos (GMPs - do inglés: granulocyte-macrophage progenitors) capazes de
gerar os neutrofilos, monadcitos, macrofagos e eosinofilos (KONDO, 1997; AKASHI
et al., 2000).

O desenvolvimento dos mamiferos necessita da progressao regulada das

células a partir de um estado de totipoténcia até a diferenciacdo terminal em



varias células tecido-especificas. Os mecanismos moleculares que controlam o
processo de diferenciacdo e desenvolvimento de um tipo celular especifico
envolvem tanto propriedades intrinsecas quanto estimulos externos. Durante a
maturacdo na MO, os neutréfilos e mondcitos sdo expostos a altos niveis de
citocinas, sendo que algumas destas, como por exemplo, o fator estimulante de
crescimento de granuldcitos (G-CSF) e fator estimulante de crescimento de
granulécitos e macrofagos (GM-CSF) sdo encontrados em niveis elevados em
doencas infecciosas por bactérias (SKALNIK, 2002).

As citocinas hematopoiéticas G-CSF, GM-CSF, IL-3, IL-5 e as quimiocinas,
IL-8 e MCP-2, controlam a capacidade proliferativa e a taxa de renovacado dos
leucocitos. O G-CSF e o GM-CSF sao citocinas essenciais nos processos de
diferenciagdo e proliferagdo dos precursores de granuldcitos e monécitos na
medula Ossea, além da permitirem a sobrevivéncia das células maduras
(BERLINER, 1998).

O GM-CSF é uma citocina pleiotrépica produzida por varias células,
incluindo macréfagos, mastécitos, células T, fibroblastos e células endoteliais em
resposta a ativagdo imune e a citocinas que medeiam a inflamacao, exercendo
seus efeitos sobre uma variedade de tipos celulares do compartimento
hematopoético, principalmente atuando na diferenciagdo das células da série
mieldide. Esta citocina age pela ligacdo a receptores heterodiméricos de
superficie celular (GM-CSFR) compostos de duas subunidades, a (especifica) e
(comum, transdutora de sinal), sendo esta ultima compartilhada pelos receptores
IL-3R e IL-5R (COUSINS et al., 1994; WOODCOCK et al., 1997).

O acido retindico (ATRA) também promove a diferenciagcéo e proliferacao
celular. A resposta das células mieldides ao acido retindico € mediada por duas
familias de fatores de transcri¢cdo, incluindo os receptores de acido retindico
(RARSs) e receptores X retindicos (RXRs). Quando ocorre a ligagéo e ativagdo do
RARs e RXRs, estes funcionam como fatores de transcricdo que controlam a
expressao dos genes alvos pela ligacdo as sequéncias especificas na molécula
de DNA denominadas elementos responsivos ao acido retindico (RAREs). Assim,
0os RARs e RXRs desempenham um importante papel na regulagdo da
transducao de sinais para a diferenciacdo das células mieldides.

Trés formas de receptores de acidos retindicos (RARs) e receptores X

retindicos (RXRs) tém sido identificados: o, B e y. RARa e RARYy s&o descritos por



serem as formas mais importantes na regulagdo da granulopoese. Estudos
realizados em células da medula 6ssea derivada de camundongos deficientes do
RARa e do RARy, onde as células sofreram um bloqueio da granulopoese,
revelaram o papel essencial da sinalizacdo mediada pelo RAR na diferenciagao
terminal dos granulécitos (WARREL et al., 1991; CHAMBON, 1996; LABRECQUE
et al., 1998). A acao sinérgica de GM-CSF e ATRA induz a expressdo de mRNA
de receptores de acido retindico e da molécula CD38 (SHIMIZU e TAKEDA,
2000).

A molécula CD38 é uma ectoenzima multifuncional que converte o NAD*
em ADP-ribose ciclico. Esta molécula exerce um importante papel na modulacao
da sinalizagdo e proliferagao celular, apoptose, migracdo neutrofilica além de
outras funcdes. E expressa de maneira heterogénea durante a diferenciagéo
hematopoética e esta presente em uma variedade de células imaturas humanas e
murinas com alto potencial de renovagao e diferenciagcdo. Os progenitores
mieldides murinos expressam altos niveis de CD38, que decrescem no curso da
maturagcdo mieldide. Na linhagem linféide o CD38 & expresso intensamente em
linfécitos ativados e plasmaocitos (TODISCO et al., 2000). O mesmo parece nao
ocorrer com o0s neutréfilos recém diferenciados na medula 6ssea (PARTIDA-
SANCHEZ et al., 2001; RIBEIRO et al., 2003).

A mielopoese envolve a acdo coordenada de citocinas e fatores de
transcricdo que participam da expansdo de precursores e da diferenciagao
funcional em células mieldides maduras. Esta ultima fase abrange a mobilizagao
de granulos citoplasmaticos e vesiculas secretdrias que constituem um importante
reservatorio de proteinas antimicrobianas tais como, proteases, componentes do
burst oxidativo, incluindo ainda, uma ampla variedade de receptores de
membrana para moléculas de adesao endoteliais, proteinas da matriz extracelular
e mediadores soluveis da inflamagdo (FRIEDMAN, 2002; LOTEM e SACHS,
2002; FARSCHOU e BORREGAARD, 2003).

Dentre os marcadores iniciais da diferenciacdo de PMN estdo o Receptor
do fator estimulante de crescimento de granuldcitos (G-CSFR), CD33 e 0 CD13 e
0os componentes dos granulos primarios tais como: mieloperoxidase (MPO),
elastase de neutréfilos (NE), mieloblastina e lisozima. Dentre os marcadores
terminais podemos citar a lactoferrina, a gelatinase e o marcador de superficie Ly-

6G/Ly-6C (GR1). As células monociticas em estagios iniciais podem ser



identificadas pela alta expressao do receptor do fator estimulante de crescimento
de mondcitos (M-CSFR) e FcyR (lI/lll) e pela presenga de lisozima. Os
marcadores tardios incluem o F4/80, CD14 e a j; integrina (CD11b/CD18), sendo
que esta ultima também €& expressa em neutrofilos, células B e algumas
subpopulagdes de células T (ANDERSON et al.,, 1986; FRIEDMAN, 2002;
CHRISTENSEN et al., 2001).

Varios processos malignos surgem a partir de células do sistema
hematopoético, sendo que alguns destes ocorrem em consequéncia de um
bloqueio na completa diferenciacdo e maturagdo dos precursores celulares
(leucemias), resultantes de um gene funcionalmente anormal (CORK e
PURUGGANAN, 2004).

Os precursores mieldides sofrem mudangas funcionais e morfolégicas ao
longo do processo de maturagao mielocitica, que estdo associadas as alteragcdes
do tamanho da célula, da forma do nucleo e do desenvolvimento de organelas
estagio-especificas. A maturacdo dos neutrdfilos inicia-se a partir dos
mieloblastos (MB) e promielécitos (PM), quando os granulos primarios ou
azurofilicos peroxidase-positivos tornam-se aparentes. Em seguida ocorre a
transformacao em mielécitos (MC) no momento em que cessa a divisédo celular e
surgem os granulos secundarios ou especificos peroxidase-negativos,
diferenciam-se em metamielocitos (MM), bastonetes (BC) e finalmente em
neutréfilos maduros (PMN) com nucleo segmentado e granulos terciarios ou de
gelatinase (BERLINER, 1998; FRIEDMAN, 2002; STROBL et al., 1993).

Muitas das proteinas predominantes nos granulos azurofilicos sao
altamente expressas no inicio da diferenciacdo mieldide e em seguida séo
negativamente reguladas quando ultrapassam o estagio de promieldcitos. Outras
proteinas sao expressas somente nos estagios terminais da diferenciagao
mielocitica, como aquelas presentes nos granulos peroxidase-negativos, que
podem ser constituidos de trés metaloproteinases: colagenase (MMP-8),
gelatinase (MMP-9) e a leucolisina (MMP-25) (BAITON et al., 1971; KJELDSEN et
al., 1992). Portanto € possivel caracteriza-las pelo perfil de expressdo génica
durante o processo de diferenciagéo celular (BORREGAARD e COWLAND, 1997;
FARSCHOU e BORREGAARD, 2003).



A fusao dos granulos com a membrana plasmatica resulta na incorporagao
das proteinas dos granulos a superficie celular. A B2-integrina (CD11b/CD18) é
um exemplo. E expressa em altos niveis nas vesiculas secretdrias e na superficie
celular, conferindo aos granulécitos circulantes a capacidade de responder a
estimulos e ligar-se aos receptores nas células endoteliais ativadas (HUGUES,
1992).

Os mecanismos moleculares que controlam os processos de diferenciagcao
celular hematopoética envolvem importantes reguladores transcricionais que
induzem a expressao de genes especificos para uma determinada linhagem. Da
mesma forma, o controle da expressao das proteinas dos granulos dos neutréfilos
€ mediado pela combinacao da expressao de fatores de transcricdo em estagios
especificos durante a mielopoese (SKALNIK, 2001, FARSCHOU e
BORREGAARD, 2003)

A figura 1 representa os fatores produzidos durante os estagios distintos
da mielopoese. Dentre estes fatores estdo as proteinas dos granulos, proteinas
de superficie celular e os fatores de transcricdo responsaveis pela ativagao dos

diferentes estagios de maturacao granulocitica.
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FIGURA 1: Representacédo da expressado de genes e fatores de transcricdo em estagios
distintos da mielopoese. Biossintese dos granulos e proteinas dos granulos
dos neutréfilos (FONTE: FARSCHOU e BORREGAARD, 2003).



Os fatores de transcricdo envolvidos na diferenciagdo hematopoética
podem ser divididos em 2 categorias: fatores geralmente necessarios para definir
a hematopoiese, incluindo AML1/Runx1 e GATA-2, e aqueles envolvidos mais
especificamente na diferenciagdo de uma unica ou de poucas linhagens celulares,
tais como PU.1, C/EBPs, GATA-1, GATA-3, Pax5 e E2A.

Estudos recentes vém demonstrando que diversos fatores de transcricao,
como os membros da familia C/EBPs (CCAAT/Enhancer Binding Protein), PU.1,
Gfi1 e AML-1, estdo envolvidos na diferenciacdo de progenitores mieldides
(FRIEDMAN, 2002). Dentre estes fatores, o C/EBPa e o C/EBP¢ tém seus efeitos
mais relacionados com a producdo de neutrofilos (ANDERSON et al., 1998;
ANDERSON et al., 1999).

O gene C/EBPa é expresso em muitos tecidos, incluindo o figado, sangue
e tecido adiposo. E descrito como um gene responsavel pela regulacdo de outros
genes criticos para os passos tardios da diferenciacdo mielocitica, além de ligar-
se aos promotores destes genes e aumentar a expressao de um grande numero
de genes especificos mieldides, incluindo os receptores de citocinas para M-CSF,
G-CSF e GM-CSF (LeCABEC et al., 1996; LeCABEC et al., 1997). Camundongos
deficientes de C/EBPa apresentam multiplas anormalidades, dentre elas
glicogénese prejudicada, anormalidades na formac&o de 6rgdos como o pulméo e
o desenvolvimento prejudicado de neutréfilos devido a auséncia de sinalizagao de
G-CSF (WANG et al., 1995; ZHANG et al., 1997).

O PU.1 é um fator de transcrigéo critico para a diferenciagdo granulocitica
normal. Camundongos deficientes de PU.1 mostram comprometimento na
formagdo de macréfagos maduros, neutréfilos, células dendriticas, osteoclastos,
células B e T (ANDERSON et al., 1998).

Os RARa e RARy séo descritos por serem mais importantes na regulagao
da diferenciagao celular para granulécitos, sendo esta descoberta demonstrada
em estudos realizados em células da MO oriundas de camundongos deficientes
de RARa e RARy. Estas células sofreram um bloqueio na diferenciagdo, néo
ultrapassando a fase de mieldcito, mostrando uma absoluta necessidade da
sinalizacdo mediada pelo RAR na diferenciagcdo terminal granulocitica
(LABRECQUE et al., 1998).



O gene c-myb é necessario para a proliferagdo e sobrevivéncia de
progenitores mieldides normais e células blasticas leucémicas. A importancia
deste gene é demonstrada em estudos que evidenciam que a perda da expressao
de c-myb prejudica a hematopoese normal, reduzindo a formacgédo de colbnias
mieldides e eritrdides (MUCENSKI et al., 1991; GEWIRTZ e CALABRETTA,
1988). O c-myb modula também os niveis de expressdo de outros genes
expressos no inicio da diferenciacdo mielocitica. O gene Bcl-2, com fungéo
regulatéria na apoptose, € um dos alvos do gene c-myb sobre as células
hematopoéticas (MELOTTI et al., 1994; RATAJCZAK et al., 1998; FRAMPTON,
1996)

O desenvolvimento de uma resposta inflamatéria aguda eficaz depende da
diferenciagdo de células mielociticas nos tecidos hematopoiéticos em células
diferenciadas. Esta diferenciacdo estda diretamente relacionada com os
mecanismos de mobilizacdo de proteinas granulares e da agdo coordenada de
fatores de transcricdo, que, em conjunto, levam a maturagéo terminal de células
inflamatdrias efetoras as quais compdéem a populacdo armazenada e circulante.
Portanto, o tecido hematopoiético € considerado um érgao central da imunidade
inata e cuja atividade esta intrinsecamente relacionada a diferente capacidade de
produzir resposta inflamatéria.

Linhagens de camundongos selecionadas geneticamente para a maxima
(AIRmax) ou minima (AIRmin) resposta inflamatéria aguda (IBANEZ et al., 1992)
constituem um modelo para o estudo dos mecanismos envolvidos na mielopoese,
uma vez que os neutrofilos constituem a populagcdo predominante nos processos
inflamatorios agudos desenvolvidos em intensidades diferentes por estes animais.

Estas linhagens de alta (AIRmax) ou baixa (AIRmin) reatividade
inflamatdria aguda foram obtidas a partir de uma populacdo de camundongos
geneticamente heterogénea (F0), resultante de acasalamentos equilibrados entre
oito linhagens isogénicas (A/J, BALB/cJ, C57BL/6J, CBA/J, DBA/2J, P/J, SJL/J e

SWR/J), hibridos F1 e segregantes F2, conforme esquema a seguir.



[SJL x CBA ] [BALB/C X C57BL/6]
F1 F1

F1 F1
F2 F2
F3
(POPULACAO INICIAL DE SELECAO - F0)

O processo de selecdo foi baseado nas caracteristicas fenotipicas da
populacdo FO. Foram escolhidos os animais que apresentavam alta ou baixa
reatividade inflamatdria aguda (AIR) segundo o numero de leucdcitos infiltrados e
o teor de proteinas extravasadas em resposta a injecdo subcutédnea de Biogel,
agente flogistico quimicamente inerte e ndo imunogénico. Os acasalamentos
foram repetidos em geragdes consecutivas até ser atingida a maxima separagao
fenotipica entre as duas linhagens (Figura 2), onde se observou a conservagao
dos fendtipos extremos, indicando que os alelos dos genes relacionados ao
controle da AIR fixaram-se em homozigose em cada linhagem, mantendo-se,
entretanto, um fundo genético heterogéneo (STIFFEL et al., 1990; IBANEZ et al.,
1992, RIBEIRO FILHO, 0.G,1994).
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FIGURA 2: Divergéncia da celularidade e da concentragdo protéica, no processo de
selegcdo das linhagens AIRmax e AIRmin, até a 30? geracdo (FONTE:
modificado de BIOZZI et al., 1998, com permisséo).

Durante o processo seletivo houve aumento progressivo da diferenca
fenotipica entre as duas linhagens AIR, indicando que este carater é

quantitativamente regulado pela interagdo aditiva de varios genes que segregam



independentemente e cujos alelos de efeito de maxima e minima reatividade
inflamatoria foram acumulados progressivamente durante o processo de selegao.
Por métodos de genética quantitativa foi estimada a participagdo de 9 a 12 loci
génicos independentes na regulagéo da AIR (IBANEZ et al., 1992, BIOZZI et al.,
1998).

Atualmente, na 492 geragdo, a diferenca entre as duas linhagens no
numero médio de leucdcitos migrantes ao sitio de injecdo do Biogel € de
aproximadamente 25 vezes a favor da linhagem AIRmax, sendo os neutrofilos as
células predominantes no exsudato. Esta diferengca € um fendmeno geral que
afeta todos os tecidos vascularizados em resposta a varios agentes flogisticos,
tais como carragenina, zimosan e bactérias vivas ou inativas (IBANEZ et al.,
1992, ARAUJO et al., 1998).

Este maior numero de neutréfilos encontrado no exsudato dos
camundongos AIRmax é decorrente de trés fatores convergentes: maior produgao
de fatores quimiotaticos pelas células residentes ou infiltrantes apds tratamento
com Biogel; maior resisténcia a apoptose das células do exsudato e maior
capacidade da medula 6ssea em produzir neutréfilos maduros (RIBEIRO et al.,
2003).

Este ultimo fator compde o assunto central do nosso estudo, uma vez que
contribui decisivamente para a determinacdo dos fendtipos opostos dos animais
AIRmax e AIRmin, com conseqliente impacto na modulacdo da resisténcia e
susceptibilidade a infeccdes e neoplasias (ARAUJO et al., 1998; RIBEIRO et al.,
2005; BIOZZI et al., 1998).

A resposta imune especifica dos camundongos AIRmax e AIRmin parece
nao ter sido afetada pelo processo seletivo, uma vez que estas linhagens
produzem niveis equivalentes de anticorpos contra antigenos naturais complexos
(eritrocitos, proteinas heterdlogas e bactérias inativadas). Igualmente, as reagdes
de hipersensibilidade tardia a eritrécitos ou Salmonella Typhimurium foram
idénticas nas duas linhagens. Por outro lado, camundongos AIRmax sao
significativamente mais resistentes a infecgdes por patdégenos intracelulares do
que os AIRmin. Os AIRmax diferenciam-se dos AIRmin na ordem de 1000, 100 e
50 vezes as DLs50 para Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes e
Escherichia coli, respectivamente. Esta maior resisténcia dos AIRmax esta

diretamente relacionada com a sua habilidade em controlar o crescimento



bacteriano no baco, a resposta inflamatéria local e a produgdo de citocinas
(ARAUJO et al., 1998).

Neste modelo, foram constatadas diferengas significativas em estudos
relacionados aos mecanismos inflamatérios e imunes que interferem no
desenvolvimento de doengas auto-imunes sendo os AIRmax mais susceptiveis.
(VIGAR et al., 2000).

Estes animais foram também analisados quanto a sua capacidade em
desenvolver tumores quimicamente induzidos ou transplantados. Um protocolo de
carcinogénese quimica em dois estagios com 7,12 — dimetilbenzatraceno
(DMBA), como agente iniciador e 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA)
como agente promotor, foi utilizado no sentido de avaliar o comprometimento
epidérmico. Camundongos AIRmax apresentaram maior resisténcia ao
desenvolvimento de tumores cutidneos do que os AlIRmin, tanto no numero de
papilomas (multiplicidade) como na porcentagem de animais acometidos
(incidéncia) (BIOZZI et al., 1998).

A carcinogénese quimica pulmonar provocada por uretana também
discriminou estas duas linhagens. O tratamento com uretana provocou, nos
animais AIRmin, multiplos focos (4 a 16 por camundongo) a partir do 40° dia apés
o tratamento, caracterizados, histopatologicamente como adenocarcinomas. Por
outro lado, os camundongos da linhagem AIRmax mostraram-se altamente
resistentes com incidéncia de 7% (1 em 15 camundongos tratados) aos 100 dias
de tratamento e com focos pequenos. Uma associagao inversa entre os fenétipos
de susceptibilidade a tumorigénese pulmonar e de intensidade da resposta
inflamatdria aguda foi identificada por meio de analise de co-segregacgéo dos dois
caracteres, em populagcdo de segregantes F2 entre AIRmax e AIRmin,
demonstrando a participagcdo de genes que regulam a intensidade da resposta
inflamatoria aguda na tumorigénese pulmonar (MARIA et al., 2003; RIBEIRO et
al., 2005).

Em vista da grande diferenga fenotipica entre as linhagens no que
concerne a capacidade inflamatéria aguda com impacto na resisténcia e
susceptibilidade a infeccdes e desenvolvimento de tumores, estudamos
comparativamente nestes animais a mielopoese por meio da caracterizacio

celular nos diferentes estagios de maturacdo e da expressdao de genes



diretamente relacionados. Realizamos também uma analise protedmica global no
sentido de identificar as proteinas produzidas e envolvidas no processo de
diferenciagdo celular decorrente da estimulagdo in vitro com fatores

hematopoiéticos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste projeto é o de estudar, comparativamente nas linhagens

AIRmax e AIRmin, a mielopoese por meio da analise:

-da diferenciacéo in vitro de células mieldides por meio da acdo de fatores

hematopoiéticos do tipo: GM-CSF associado ou n&o ao acido retindico;

-da expressao de genes que atuam no processo de diferenciagdo mielocitica, por
meio de experimentos de quantificagdo de RNAmM em reacdo de PCR em tempo

real (Real-Time PCR);

-da caracterizagao do perfil global de proteinas durante o processo hematopoético
in vitro das células da MO, por meio da identificagdo das proteinas em gel em

duas dimensoes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Camundongos

Foram utilizados animais AIRmax e AIRmin machos da 472 geracédo de
selecdo genética, produzidos e mantidos no biotério do Ilaboratério de
Imunogenética do Instituto Butantan sob as condi¢des padrbes de criagdo. Os
procedimentos experimentais realizados estdo de acordo com os principios da
Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP.

3.2 Cultura em meio liquido das células da Medula Ossea

Em condi¢cdes estéreis, as células da medula 6ssea foram obtidas pela
perfusdo dos fémures com meio RPMI 1640 suplementado com 2mM de
Glutamina, 1mM de Piruvato, Gentamicina (20 pg/mL), 50 uyM de -
Mercaptoetanol e 10% de Soro Fetal Bovino inativado a 56 °C. Apos
homogeinizagdo, as suspensdes foram filtradas em membrana de nylon e, em
seguida, foram submetidas a lise das hemacias em tampao de lise (4,15 g de
Cloreto de aménia, 0,84 g de Bicarbonato de Sédio e 1 mL EDTA 0,5M pH 8,0 em
500 mL de H,O destilada) e, apés centrifugagao, foram ressuspendidas em 1 mL
de meio RPMI 1640 completo. As células foram cultivadas na concentracéo de 5 x
10° células/mL em placas de 24 pogos e estimuladas com 10 ou 50 ng/mL de GM-
CSF recombinante (Prepotec, Rocky Hill, NJ), isoladamente ou em combinag¢ao
com o Acido Retindico (All-Trans retinoic acid - ATRA, Sigma) em doses que
variaram entre 1x10® a 1x10®° M. Combinacdes com G-CSF e SCF (Prepotec,
Rocky Hill, NJ) recombinantes e sobrenadante de cultura de células NIH-3T3
contendo GM-CSF (OHL et al., 2004) também foram utlizadas.

3.3 Avaliagéo da proliferagao celular



Apds diferentes tempos de incubagédo a 37°C e 5% CO,, as células foram
descoladas com o uso de Tripsina 0,05% e EDTA 0,02%, recolhidas e diluidas em
Azul de Trypan a 0,2 % para contagem em camara hemocitométrica de Malassez.
Aliquotas das suspensdes foram utilizadas na preparacdo de laminas para a
determinacdo das subpopulagdes celulares presentes nas culturas. Para tanto,
suspensdes na concentragdo de 5x10%/mL foram submetidas a citocentrifugacéo
(80 g) por 5 minutos e coradas com Giemsa (Merck). Foram analisadas no

minimo 200 células e determinada a porcentagem de cada populagéao celular.

3.4 Citometria de fluxo

Células viaveis da cultura liquida da medula 6ssea foram utilizadas para
analise por citometria de fluxo. Aliquotas de 100 mL das suspensées (10’
células/mL) foram incubadas com anticorpo bloqueador de por¢ao Fc CD16/CD32
(Fcylll/Il) por 10 minutos a 4 °C para, em seguida, serem submetidas as
marcagdes com anticorpos monoclonais especificos dirigidos contra: granulécitos-
Ly-6G/Ly-6C (GR-1, clone: RB6), cadeia o de Mac-1 CD11b (clone: Mi/70), CD38
(clone 90), marcados com Ficoeritrina (PE) ou Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC), dependendo da associagdo desejada. Como Isotipos controles foram
utilizados: 1gG2b, de rato (clone: A95-1). Todos os anticorpos foram obtidos da
PharMingen. O registro de 10000 células foi adotado, utilizando FACScalibur e o

programa Cellquest (Becton-Dickinson) para a analise.

3.5 Extracédo de RNA

As células da medula Ossea, apés tempos variados de cultura, foram
lavadas duas vezes com 1mL de PBS estéril gelado e ressuspendidas em 0,5 mL
de solugdo de Trizol (Invitrogen). Apés homogeneizagdo com seringa de 1mL,
foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio (MERCK) para cada 1 mL de Trizol e,
em seguida, agitadas no vértex para ocorrer a inversdo de fases. As amostras
foram centrifugadas a 12500 g por 15 min a 4 °C e os sobrenadantes (incolor,

contendo RNA) transferidos para outros tubos eppendorf® para o procedimento de



precipitacdo com 0,5 mL de alcool isopropilico (MERCK). A solugao foi agitada no
vortex por 15 segundos e centrifugada a 12500 g por 10 minutos a 4 °C. O
precipitado de RNA obtido foi lavado com 1 mL de etanol a 75% gelado e
centrifugado a 8000 g por 5 minutos a 4 °C. Apds a centrifugagcdo as amostras
secaram a temperatura ambiente por 10 minutos. Apds a secagem, o RNA foi
dissolvido em 50 pL de agua livre de RNAse. A concentragdo do RNA total
purificado foi determinada em espectrofotometro a 260/280nm e a integridade e
qualidade das preparagdes foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1,0
% em TBE (Tampao Brometo de Etidio).

3.6 Obtencédo do DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi feita por meio de reagao de transcricdo reversa a
partir do RNA total purificado. Para tanto, 10 yL contendo 1 ug do RNA foram
adicionados a 1uL de Oligo(dT) (50 uM), 2 pyL de agua livre de RNase e 1 uL de
oligonucleotideos dNTP (10 pM). A mistura foi homogeneizada e submetida a
temperatura de 65 °C por 5 minutos. Apds este periodo, a mistura permaneceu no
gelo por 1 minuto. Em seguida foram adicionados 4uL de tampéao especifico 5X
concentrado (250 mM Tris-HCL pH 8,3, 375 mM KCL e 15 mM MgCI2), 1 uL de
DTT (0,1M) e 1uL da enzima SuperScript Il RNase H- Reverse Transcriptase-
Invitrogen (200 U/mL). As amostras foram aquecidas a 50 °C por 50 minutos e as
reacoes foram inativadas a 70 °C por 15 minutos. As amostras foram incubadas
em aparelhos termocicladores Eppendorf — Mastercycler Gradient ou MJ
Research PTC 200.

3.7 Quantificacdo do RNA mensageiro por PCR em Tempo-Real

Avaliamos a quantidade de RNA mensageiro dos genes expressos nas
células da medula 6ssea dos animais AIRmax e AIRmin apds cultura de 3 a 7
dias, na presenca de 50 ng de GM-CSF associado ou ndo ao ATRA a 10"M. A
cada amostra de cDNA foram adicionadas as sequéncias de primers (5 yM); 6,25
Ml do Platinum SYBR Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen), e agua para

ajustar o volume final de reagdo em 12,5 pyL por tubo. As reagdes foram



incubadas no aparelho Chromo 4 (MJ Research), e submetidas a uma fase inicial
de incubacédo a 50 °C por 2 minutos, seguido da fase de ativagdo da enzima (“hot
start”) 95 °C por 5 minutos. As seqiéncias alvo foram entdo amplificadas durante
50 ciclos constituidos de etapas sucessivas de denaturagdo (95 °C por 20
segundos) e de anelamento (60 °C durante 35 segundos). A aquisicdo da
fluorescéncia incorporada ao material dupla-fita, amplificado a cada ciclo, foi
efetuada na etapa de extensao.

Apos a amplificacédo, o produto da reacéo foi submetido a uma fase “Melt”
onde a temperatura variou de 55 °C a 95 °C. A fluorescéncia foi adquirida a cada
1 °C, registrando-se a temperatura de dissocia¢ao, ou denaturagao da dupla fita
do material amplificado, o que indica o tamanho e, portanto, a especificidade do
produto amplificado em cada reacgéo.

Os dados foram adquiridos e analisados pelo programa “Opticon Monitor

Analysis Software 2.03”, conforme indicado.

3.8 Calculo da expresséao relativa

Esse sistema detecta o aumento da quantidade de fitas de DNA marcado
com SYBR Green, molécula fluorescente. A medida que a reacdo ocorre, a
fluorescéncia emitida pela amostra excitada por um laser ou por uma lampada de
halogénio associada a um filtro especifico, é detectada a cada ciclo e enviada
para uma unidade processadora. A cada amostra, € atribuido um valor de cT
(Cycle Threshold) referente ao numero de ciclos necessarios para que a
fluorescéncia incorporada as duplas fitas amplificadas comece a aumentar acima
da fluorescéncia de fundo.

A expressao relativa de RNAm dos genes alvos é calculada pelo método
comparativo de cT. A quantidade de gene alvo foi normalizada pelo gene controle
endogeno Ciclofilina para as corregdes de pequenas variagdes devido a diferenca
na quantidade do RNA total. Um gene constitutivo ideal deve ser aquele cuja
expressao ocorra em niveis constantes em diferentes tecidos do organismo, em
todos os estagios do desenvolvimento e ndo deve ser afetado pelo tratamento
experimental (GIULIETTI et al., 2001).



As diferengas nos valores de cT (AcT) foram calculadas para cada amostra
de RNAm pela média dos cT das duplicatas:

ACT = CT (gene alvo) = CT (gene endsgeno)

A expressao dos genes entre varios grupos experimentais foi determinada
pela comparagdo entre o AcT das amostras em diferentes condigbes
experimentais e o AcT do grupo controle (calibrador):

AACT= ACT geste) — ACT (calibrador): @ €Xpressao relativa = 2747

Os resultados foram expressos como o Logx(2°T

). Como calibrador
utilizamos o valor da média do AcT dos animais AIRmax estimulados por 3 dias
com GM-CSF+ATRA, pois estes apresentaram o maior valor de AcT, indicando
menor expressao génica.

O método 22T

requer que as eficiéncias dos primers utilizados sejam
equivalentes e proximas de 100%. As sequUéncias dos primers utilizados nos
experimentos de expressdao génica estdo relacionadas na tabela 1 em

Resultados.

3.9 Quantificacdo do conteudo protéico total das células da medula 6ssea

As células da medula 6ssea foram submetidas ao processo de extragao
protéica que consiste na lise celular com tampao contendo 8M de uréia, 4% de
CHAPS, 40 mM de Tris base e 40mL de H,0 destilada) que ao ser adicionado aos
pocos de cultura obtém-se o lisado celular. Este lisado €& submetido a
centrifugacao a 12500 g por 10 minutos e os sobrenadantes obtidos e congelados
a -80°C. Foi determinada a concentragdo protéica pela técnica de BCA (Ac.
Bincicbnico), utilizando placa de 96 pocgos. Aliquotas de 25 mL de concentragdes
decrescente de BSA (Albumina Sérica Bovina) foram adicionadas na placa para
determinar a curva padrdo. As amostras foram entdo diluidas seriadamente na
razao 2. Apos adicado dos reagentes a placa foi transferida para a estufa a 37°C e
incubada por 30 minutos. Decorrido este tempo as densidades oticas das
amostras foram determinadas a 520 nm (Labsystem). Baseado na curva padréo,

podemos determinar a concentragéo protéica das amostras.



3.10 Anélise de proteinas em gel SDS-PAGE de duas dimensdes (2D)

As amostras de proteinas obtidas das células da medula éssea dos
animais AIRmax e AIRmin apds 3 a 7 dias de cultura, na presenca de 50 ng de
GM-CSF associado ou ndo ao ATRA a 10”M, foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida (BioRad) e aplicados 40 ug a 100 ng, dependendo da
quantidade de proteinas obtidas para cada condicdo de cultura, ao terminal
catdédico de membranas de gel de gradiente imobilizado de pH (immobolized pH
gradient gel IPG, Pharmacia Biotech) na faixa de pH 3 a 10. As fitas foram re-
hidratadas por 18 horas a temperatura ambiente, utilizando tampao de re-
hidratagédo (8 M de uréia, 1M de DTT, 2% de CHAPS e 0,5%de tampéo IPG) e a
eletro-focalizagéo foi realizada por 18-20 hs a 32000 Vh, utilizando uma unidade
IPGphor (Amershan bioscience). Em seguida, os géis foram equilibrados por 10
minutos em tampao contendo: 2% de SDS, 50 mM de TRIS-HCI pH 8,8, 6M de
UREIA, 30% de glicerol, 0,01% azul de Bromofenol e 100 mg DTT (Dithiothreitol)
e por mais 10 minutos em tampao contendo: 2% de SDS, 50 mM de TRIS-HCI
pH 8,8, 6M de UREIA, 30% de glicerol, 0,01% azul de Bromofenol e 250mg de
iodoacetamida. Para a eletroforese na segunda dimensdo, as fitas foram
colocadas sobre o gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) a
12,5% em sistema Hoefer SE600 (Amersham Pharmacia) o qual foi submetido a
uma corrente elétrica de 600V 30 mA por 1h e em seguida 600v 80mA por

aproximadamente 3hs.

3.11 Coloragédo dos géis de proteina com nitrato de prata

Os géis foram fixados com 50% de metanol / 12% de acido acético e
formaldeido 37% overnight. Apds a fixagdo, os géis foram lavados com uma
solugédo de 30% de etanol durante 1 minuto no forno de microondas e mantidos
sob agitacao a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, os géis foram

sensibilizados por 1 minuto no forno de microondas com uma solugdo de 0,02%



de tiosulfato de sddio e agitados a temperatura ambiente por 2 minutos. Apds a
sensibilizagdo, os géis foram lavados 2x com agua destilada e incubados em
0,2% de nitrato de prata por 30 segundos em forno de microondas e 5 minutos no
agitador a temperatura ambiente. Foi realizada mais uma lavagem com agua
antes de acrescentar uma solugao reveladora contendo 0,05% de formaldeido e
3% de carbonato de sddio. Por fim, a reagao foi interrompida com 12% de acido
acético e 50% de metanol. As imagens dos géis foram obtidas no ImageScanner
I (GE Healthcare) e estas foram analisadas no programa de analise

ImageMaster 6.0®.

3.12 Anélise Estatistica

As diferengas entre as médias foram calculadas pelo teste ANOVA,

considerando niveis significativos aqueles inferiores a 0,05, bicaudal.



Resultados



4 RESULTADOS

4.1 Cinética e Dose-Resposta da proliferacéo in vitro das células da medula

6ssea cultivadas sob estimulo de GM-CSF e Acido Retindico

Para pesquisar o nivel de diferenciacdo mielocitica, comparativamente em
camundongos AIRmax e AIRmin, realizamos ensaios in vitro de proliferagao e de
diferenciagdo das células da medula 6ssea obtidas dos camundongos normais
submetidas a estimulagdo com GM-CSF isolado ou em combinagdo com &acido
retindico (ATRA)

As células foram cultivadas na concentracdo de 5 x 10° células/ml na
presenca de diferentes concentracdes de GM-CSF (10ng e 50ng) e de ATRA (107
e 10° M). Apés 3, 5 e 7 dias de cultura em fase liquida, as suspensdes foram
avaliadas quanto ao numero total de células e os resultados expressos como a
média do numero de células por mL (Figura 3).

Verificamos neste experimento que as células cultivadas somente com
meio de cultura apresentaram baixo nivel de proliferagcdo em todos os periodos de
maneira equivalente em AIRmax e AIRmin. Por outro lado, quando as células
foram estimuladas com 10ng de GM-CSF, sozinho ou combinado ao ATRA,
verificamos um pequeno aumento na proliferagdo semelhante nas duas linhagens.
Com o estimulo de 50ng de GM-CSF observamos um aumento significativamente
maior em relagéo as células ndo estimuladas, sendo a associagdo com as doses
de ATRA as condigdes que induziram melhor proliferagdo celular nos diferentes
tempos de cultura para as duas linhagens.

Nos dados de proliferacdo de 3 dias de cultura observamos um aumento
significativo no numero de células apds estimulo com a dose de 50ng de GM-CSF
sozinho ou em combinagdo com ATRA em relagdo as células ndo estimuladas.
Além disso, ao compararmos o numero de células na resposta proliferativa a dose
de 10ng de GM-CSF com ou sem ATRA com a resposta observada com 50ng de
GM-CSF com ou sem ATRA 10°M ou 10'M verificamos uma diferenca
significativa, diferenga esta observada apenas nos animais AIRmax. Esta maior
resposta das células da medula 6ssea dos animais AIRmax a 50ng de GM-
CSF+ATRA 10°M ou 107M resultou em uma diferenca interlinhagens altamente

significativa.



Aos 5 dias de cultura constatamos um aumento de proliferagdo tanto nos
animais AIRmax quanto nos AIRmin para todas as concentragbes utilizadas,
sendo esta resposta aumentada sempre mais evidente quando utilizamos a dose
de 50ng de GM-CSF. Neste tempo de cultura observamos um aumento no
numero de células dos animais AIRmin com relagdo ao periodo de 3 dias de
cultura em resposta a 50ng de GM-CSF com ou sem ATRA. No entanto, assim
como aos 3 dias de cultura, observamos diferencga significativa interlinhagens para
o estimulo com 50ng de GM-CSF isolado ou na presenca de ATRA 10”M. Nesta
ultima condi¢ao a resposta proliferativa foi pelo menos 2 vezes superior a favor
dos animais AIRmax em relagdo aos animais AIRmin com valores de 7,34 +1,43 x
10°/ml e 3,54 +0,42 x 10°/ml, respectivamente.

Aos 7 dias de cultura ocorreu uma diminuicdo no numero total de células
para todas as doses e estimulos e ndo observamos mais as diferencgas
interlinhagens encontradas nos tempos de 3 e 5 dias de cultura. Ainda assim, a
dose de 50ng de GM-CSF associada ou ndo ao ATRA 10°M ou 10”M induziu
maiores niveis de proliferagdo aos 7 dias para ambas as linhagens.

Nestes experimentos pudemos verificar que a concentragao de 10ng de GM-
CSF associada ou nao a qualquer concentracdo de ATRA induziu baixa
proliferagdo e revelou pequena diferenga interlinhagens. O estimulo de 50ng de
GM-CSF sozinho ou ndo, foi capaz de induzir uma alta proliferacao,
principalmente nas células da medula 6ssea dos camundongos AlRmax, onde
observamos uma diferenca interlinhagens significativa nos dias 3 e 5 de cultura
para a associacdo de 50ng de GM-CSF com ATRA 10’M. Assim, para os
experimentos subsequentes, utilizamos a dose de 50ng de GM-CSF associada ao
ATRA a 10"M como condicdes favoraveis para avaliar, comparativamente em
AIRmax e AIRmin, o fendtipo celular por citometria de fluxo e morfologia, pela
coloracao Giemsa, nas varias etapas de diferenciacdo. Além disso, analisamos a
expressdo de genes envolvidos no processo de diferenciagdo celular e de
proteinas produzidas pelas células dos animais AIRmax e AIRmin no processo de
diferenciagao in vitro. Estas abordagens foram consideradas nos trés tempos de
cultura, objetivando uma interpretagdo mais geral do processo de diferenciagédo
operante nas células da medula 6ssea destes animais.

Foram realizados experimentos com outras doses de GM-CSF combinadas

ao ATRA, onde verificamos uma baixa proliferacdo em todos os casos. Além



disso, ensaios variando somente a dose de ATRA (10°M a 10°M) bem como
experimentos com pulsos diarios de ATRA ou de GM-CSF demonstraram que as
condigdes ideais foram aquelas ja citadas, ou seja: 50ng de GM-CSF associados
ao ATRA a 107 M.
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FIGURA 3: Resposta proliferativa das células da medula 6ssea de camundongos AIRmax (m) e
AIRmin (m) a doses variadas de GM-CSF e ATRA, apds 3, 5 e 7 dias de cultura. Os
resultados estdo expressos como a média * erro padrdo da média de 6 animais por
grupo. Resultados de 2 experimentos independentes. * Indica diferenga entre
AIRmax e AIRmin p <0,05



4.1.1 Caracterizagcdo das populacdes celulares da medula Ossea de

camundongos AIRmax e AIRmin durante o processo de mielopoese in vitro

Para a caracterizacao das populacdes celulares oriundas das culturas das
células da medula éssea de AIRmax e AIRmin apés estimulo in vitro com 50ng de
GM-CSF associados ou ndo ao ATRA a 10”M, realizamos ensaios de citometria
de fluxo com comparacgao por histologia durante o processo de mielopoese.

Inicialmente submetemos as células da medula éssea as condicbes de
cultura estabelecidas e em seguida foram cuidadosamente recolhidas e marcadas
com anticorpos especificos dirigidos as moléculas de superficie Ly-6G (GR1)-
FITC, CD11b-PE, CD38-PE, bem como com os isétipos controles. Foi feita a
aquisicao em citbmetro de fluxo, considerando 10000 eventos e os dados foram
analisados com o auxilio do programa CellQuest-Pro. Foram consideradas para
analise as células viaveis por exclusdao em marcacdo com lodeto de Propidio
(Material e Métodos).

As associagdes de anticorpos CD11b/GR1 e de CD38/GR1 possibilitam a
identificacdo de populagdes celulares macrofagicas/neutrofilicas e de fases da
diferenciagcao celular, respectivamente (LAGASSE e WEISSMAN, 1996; KIRK et
al., 1995, TERSTAPEN, 1991; RIBEIRO et al., 2003).

Conforme a classificacdo de células mieldides da medula dssea de
camundongos realizada por Lagasse e Weissman em 1996 e por Ueda e
colaboradores em 2005, podemos, no nosso sistema in vitro, sugerir os fenétipos
celulares obtidos apds estimulo com GM-CSF e ATRA. Assim classificamos as
seguintes populag¢des: CD11b/GR1" que consistem de células indiferenciadas que
ndo apresentaram estas moléculas na superficie; CD11b°Y/GR1~ como
precursores mielociticos e também células monociticas; CD11b""/GR1"9"" com
sendo células nos estagios iniciais da diferenciacdo neutrofilica (promielécito e
mieldcito) e mondcitos e macrofagos; e por ultimo a populagdo CD11b*/GR1" que
corresponderia as células granulociticas em estagios mais avangados da
diferenciagdo (metamieldcito e células com nucleo em anel) e neutrdfilos
segmentados (LAGASSE e WEISSMAN, 1996; UEDA et al., 2005). Na figura 4A
estdo representados citogramas de células de AIRmax e AIRmin destacando

estas populagdes.



A analise proliferativa total revelou que apés 3 e 5 dias de cultura as
células dos animais AIRmax apresentaram proliferagdo celular significativamente
maior do que aquelas oriundas dos AIRmin em resposta ao GM-CSF e GM-
CSF+ATRA. O mesmo perfil ndo foi observado aos 7 dias de cultura (Figura 4B).

Considerando estes dois periodos de cultura, as populagdes de células
mieldides apresentaram diferengas significativas entre AIRmax e AIRmin. Estas
diferencas foram observadas nas populagdes CD11b°Y/GR1™ (pop 2) e
CD11b""/GR1™9"" (pop 3) nas células estimuladas com GM-CSF e GM-
CSF+ATRA aos 3 e 5 dias e na populagdo CD11b"/GR1" (pop 4) nas células
estimuladas apenas com GM-CSF+ATRA aos 3 dias.

Ao compararmos o numero total de células em resposta ao estimulo
apenas com GM-CSF em relacdo a combinacdo de GM-CSF+ATRA observamos
valores aproximados tanto para a proliferagao total quanto para as populacdes
celulares reveladas pela marcacdo com CD11b e GR1 nos trés periodos de

cultura avaliados.
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FIGURA 4: Caracterizagao fenotipica das células da medula 6ssea dos camundongos
AIRmax (m) e AIRmin (m) apés 3, 5 e 7 dias de cultura, estimuladas com
50ng de GM-CSF associado ou ndo ao ATRA a 10”'M. A-Citogramas
representativos das populagbes celulares evidenciadas pela marcagao
CD11b/GR1. B -Representagdes dos valores absolutos da proliferacao total
e das populagdes com fenétipo CD11b/GR1™ (Pop 1), CD11b°“/GR1™ (Pop
2), CD11b"™"/GR1™"" (Pop 3) e CD11b*/GR1" (Pop 4). Os valores estdo
expressos como média = erro padrdo, N=5. * Diferenga entre AIRmax e
AIRmin p<0,05.
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FIGURA 5: Caracterizacdo fenotipica das células da medula éssea dos camundongos
AIRmax (m) e AIRmin (m), apds 3, 5 e 7 dias de cultura, estimuladas com 50ng
de GM-CSF associado ou ndo ao ATRA a 10’M. A - Citogramas
representativos das populagdes celulares evidenciadas pela marcagéo
CD38/GR1.B - Representagbes dos valores absolutos da proliferacdo total e
das populagdes com fendtipo CD38™°Y/GR1™ (Pop 1), CD38""/GR1""
(Pop 2), CD38"/GR1" (Pop 3) e CD38/GR1" (Pop 4). Os valores estdo
expressos como média = erro padrdao, N=5. * Diferenga entre AIRmax e
AIRmin n<0.05.



Com a associagado dos anticorpos especificos para as moléculas CD38 e
Ly-6G/Ly-6C (GR1) podemos avaliar o processo de diferenciagdo em
granulécitos, por meio da diminuicdo e aumento progressivos da expressao de
CD38 e de GRH1, respectivamente. Desta forma, quatro populacdes definidas
podem ser visualizadas conforme representagao na figura 5A, cujos fendtipos
CD38™¢"°"/GR1",  CD38"9"/GR1"%*",  CD38'/GR1* e  CD38/GR1",
correspondendo as populagdes 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

Assim podemos interpretar um sentido de diferenciagdo celular nos
citogramas, que se inicia na populagdo abaixo a esquerda (pop 1), em sentido
horario do grafico, indo até a populagao abaixo a direita (pop 4). Nesta ultima
considera-se as células em estagios finais de diferenciacdo (neutrdfilos)
(RIBEIRO et al., 2003).

Os resultados apresentados na figura 5B representam os valores
absolutos calculados a partir das porcentagens verificadas nos citogramas e
plotados individualmente para cada fendtipo e em cada tempo de cultura.
Observamos uma proliferagdo das células da medula éssea dos animais AIRmax
significativamente maior do que nos animais AIRmin apdés 3 e 5 dias de cultura
em resposta ao GM-CSF e GM-CSF+ATRA. O mesmo perfil ndo foi observado
aos 7 dias de cultura.

Verificamos um numero significativamente maior de células com fendtipo
CD38™9"°"/GR1" (pop 1) e CD38/GR1*(pop 4) nos animais AIRmax do que nos
AIRmin, aos 3 e 5 dias de cultura, para o estimulo apenas com GM-CSF. A
adicdo do ATRA a cultura favoreceu o aumento de uma populacédo celular um
pouco mais diferenciada nos animais AIRmax, apresentando assim uma diferenca
interlinhagens significativa para o fenétipo CD38"9"/GR1"%™" (pop 2) também
aos 3 e 5 dias de cultura no estimulo com GM-CSF associado ao ATRA.

Todavia, ndo observamos diferenga significativa no fendtipo celular que
corresponderia as células em estagios mais avangados de diferenciacdo, para
ambos os estimulos, sendo observado apenas uma tendéncia das células dos
animais AIRmax apresentarem um maior numero do que as ceélulas dos animais
AIRmin.

Apdés 7 dias de cultura ndo observamos diferencas significativas
interlinhagens quanto a proliferagao total ou para os fenétipos celulares definidos

pelas marcacdao CD38 e GR1.



A adicao de ATRA as culturas favoreceu o aumento da expressado de CD38
nas células durante a diferenciagdo, fato este que pode ser demonstrado nos
tempos de 3 e 5 dias de cultura. Verificamos uma mudanga de perfil celular
CD38™%°"/GR1" nas células estimuladas apenas com GM-CSF para um
predominio de células CD38""/GR1™%"" naquelas estimuladas com GM-
CSF+ATRA..Este aumento de expressao ocorreu nas culturas das linhagens,
AIRmax e AIRmin (Figura 6).
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FIGURA 6: Histograma da expressao de CD38 nas células da medula dssea, cultivadas
por 3, 5 e 7 dias, dos camundongos AIRmax e AIRmin. Isotipo padrao (=),
GM-CSF (==) e GM+ATRA ().



4.1.2 Andlise morfolégica das células da MO ap6s tempos variados do
estimulo com GM-CSF associado ou ndo ao ATRA

Para confirmar os dados de citometria de fluxo, foram realizadas
preparagdes histolégicas das culturas apds tempos variados. Com o auxilio de
citocentrifuga e coloragcdo por Giemsa, determinamos a porcentagem de células
em estagios distintos da diferenciagcao mielocitica. Para isso cerca de 200 células
foram analizadas quanto a morfologia nuclear e a coloragcdo dos granulos
citoplasmaticos. Consideramos neste trabalho os blastos e mieloblastos ou
monoblastos, denominados de forma geral como mieloblastos, como células
precursoras hematopoéticas e os estagios seguintes de maturacdo neutrofilica
(promielocitos, mieldcitos, metamielocitos, nucleo em anel e neutrdfilo
segmentado) como granulécitos, pois estas sao células comprometidas com a
formacdo de neutréfilos maduros. Diferentemente dos neutrdfilos, as células
jovens comprometidas com a formacao de macréfagos e mondcitos sao dificeis
de serem identificadas ja que n&o apresentam granulos especificos nem nucleos
lobulados (FOUCAR, 1995). Assim sendo classificamos este tipo celular como
macrofagos e mondcitos, ndo considerando os diferentes estagios de
diferenciagao.

As varias populagdes celulares foram visualizadas e registradas na figura
7A, onde podemos conferir cada fase de maturacio. e a classificacdo das células
precursoras, dos granulécitos e dos mondcitos/macrofagos. A figura 7B mostra o
aspecto geral das culturas estimuladas apenas com GM-CSF ou em associagao
com ATRA. Podemos observar uma predominancia de células
monociticas/macrofagicas, principalmente quando utilizamos como estimulo o
GM-CSF isolado. Além disso, observamos que o acréscimo de ATRA promove
um aumento no numero de células granulociticas em estagios mais avangados de
diferenciagdo. As setas pretas indicam os granulécitos em estagios inicias da
diferenciacao (Promieldcitos e mieldcitos) e as setas vermelhas os metamieldcitos
e granulécitos com nucleo em forma de anel (Figura 7B).

Na figura 7C estdo representados os valores em numero absoluto das
células precursoras, dos granulocitos e dos mondcitos/macréfagos durante a

cinética de cultura. E possivel verificar diferencas significativas entre os animais



AIRmax e os animais AIRmin nos precursores hematopoiéticos aos 3, 5 e 7 dias
de cultura nas células da medula éssea estimuladas com GM-CSF ou com GM-
CSF+ATRA. A mesma superioridade dos AIRmax também foi observada para os
granulécitos e macréfagos nas culturas de 3 e 5 dias para os dois tratamentos
utilizados.

Podemos observar nos resultados apresentados na figura 7C um maior
numero de células monociticas/macrofagicas com relagdo as outras células.
Estes resultados sdo coerentes uma vez que este sistema de proliferagao e
diferenciagao in vitro esta sendo estimulado com o GM-CSF que estimula as
células progenitoras da medula 6ssea a diferenciarem-se em granuldcitos e
macréfagos (METCALF et al., 1982; ZHU et al., 2001).

Estes resultados confirmam aqueles obtidos com a analise por citometria
de fluxo onde verificamos diferengas significativas a favor dos animais AIRmax
nos precursores mieldides e macrofagos nas culturas de 3 e 5 dias com as
marcagdes CD11b/GR1 (CD11b°"/GR1", CD11b""/GR1"9"" CD11b*/GR1") e
CD38/GR1 (CD38"9"/GR1"¢"" CD38""/GR1* e CD38/GR1").
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FIGURA 7: A- Morfologia das células precursoras da linhagem mieldide, das diversas fases de
maturagdo neutrofilica (Granuldcitos) e de monécito e macrogafos, obtidas nas
culturas das células da medula dssea dos animais AIRmax e AIRmin. B- Aspecto
geral da cultura das células da medula éssea estimulada com GM-CSF e GM-
CSF+ATRA. As setas pretas indicam granulocitos nos estagios inicias da
maturagdo e as setas vermelhas indicam os estagios finais ou terminal da
diferenciacdo neutrofilica. C-Contagem diferencial das células da medula éssea dos
camundongos AIRmax (m) e AIRmin (m) em resposta a 50ng de GM-CSF e GM-
CSF+ATRA a 10'M apos 3, 5 e 7 dias de cultura. Os resultados estao expressos
* Diferenca entre AIRmax

como média dos valores absolutos + erro padrao, N=5.

e AIRmin p<0,05.




4.2 Expressao Génica

Das células da medula 6ssea estimuladas com GM-CSF ou GM+ATRA foi
extraido o RNA total apos os periodos de 3, 5 e 7 dias de cultura. A partir deste
RNA total purificado, sintetizamos o cDNA por meio da reacdo de transcricao
reversa e adicionamos os primers especificos para a amplificagdo da regido de
interesse do cDNA. A abordagem da expressao génica foi realizada por PCR em

tempo real (QPCR) para os genes relacionados na tabela 1.

4.2.1. Avaliacao da eficiéncia dos primers utilizados no estudo de expressao
génica

O experimento de gPCR determina para cada well o numero de ciclos no
qual a fluorescéncia intercepta a linha do threshold cujo ponto é o valor Ct na fase
linear de amplificagdo. Quanto mais diluida estiver a amostra de RNA, maior sera
o valor de Ct. Plotando os valores de Ct contra as varias diluicbes das amostras
(diluicdo na razdo 10) o resultado é uma reta cujo coeficiente de correlagdo (r%)
deve ser maior do que 0,99. Para utilizar o método 224C ho calculo do nivel de
expressdo génica € necessario que os primers tenham eficiéncia individual
proxima a 100%, definida pelo calculo da regresséo linear entre diluicbes seriadas
das amostras de cDNA e o valor individual de ACt. A eficiéncia relativa portanto é
determinada pelo slope da curva cujo valor absoluto sugerido € menor do que 0,1
(conforme User Bulletin 2 of Apllied Byosystems, publicado em dezembro de
1997)

A tabela 1 mostra os valores da eficiéncia dos varios primers utilizados no
estudo de expressdao génica. Todos os primers, com excegdao do CEBPe,
apresentaram boa eficiéncia. Os dados obtidos para o gene CEBPe nao foram

utilizados neste estudo

4.2.2 Expressao do RNA mensageiro

Na figura 8 estdo representados os valores de variagdo de expressao

génica em log, dos genes c-myb, MPO e PU.1. A expressao do gene c-myb



apresentou diferencga interlinhagens significativa aos 7 dias de cultura nas células
da medula 6ssea estimuladas apenas com GM-CSF e aos 5 dias nas células
estimuladas com GM-CSF associado ao ATRA. O gene codificador da MPO teve
maior expressao nas células da linhagem AIRmax apés 7 dias de cultura para os
dois estimulos utilizados, por conta, principalmente de um estado de repressao
nas células dos animais AIRmin.

A expressao génica do PU.1 mostrou-se significativamente maior nas
células dos animas AIRmax do que nos AIRmin aos 5 dias de cultura com adicéo
de ATRA Nas outras condigdes experimentais ndo constatamos variagcoes
significativas de expressao tampouco diferencga interlinhagens.

De uma maneira geral, as diferengas interlinhagens encontradas foi o
resultado de ativagédo ou de supressao génica, com relagao ao perfil do calibrador,
nos AIRmax e AIRmin, respectivamente.

Outros genes que atuam na mielopoiese cuja expressao varia conforme a
fase de diferenciacéo celular, também foram pesquisados. Tais como RARa,
CEBPa, CD11b e MMP-9. Como podemos constatar na figura 9, todos os genes
apresentaram sua expressao aumentada, de maneira equivalente, com relagao
aos valores do calibrador, independentemente da condigdo experimental.
Destaca-se o aumento progressivo de expressao do gene CEBPa ao longo de 7

dias de cultura restrita a condi¢ao de estimulo associado ao ATRA.



TABELA 1: Seqliéncia de primers para utilizagdo em qPCR.

Gene

Ciclofilina

CEBPa

c-myb

MPO

PU.1

CD11b

RARa

MMP-9

Amplicon

(bp)
115
120

114

115

142

158

115

120

Primer (5’- 3%)

F: AGCGTTTTGGGTCCAGGAAT
R: AAATGCCCGCAAGTCAAAAG

F: CCATGTGGTAGGAGACAGAGACCTA
R: CTCTGGGATGGATCGATTGTG
F: AGCAAGGTGCATGATCGTC
R: TGGTTGCTGGAAGTGTTCAA

F: GATGACCCCTGCCTCCTC
R: CTCGAACAAAGAGGGTGTGC

F: TGTTACAGGCGTGCAAAATG
R: TCATGCATTGGACGTTGGTA

F: CGTGTCCAAAGCTTGGTTTT
R: TCCATGTCCACAGAGCAAAG

F: GACCAGATCACCCTCCTCAA
R: GGTTCAGGGTCAGTCCATCT

F: CGCTCATGTACCCGCTGTAT
R: TGGGACACATAGTGGGAGGT

Eficiéncia
(%)*
99,1
99,5

100

98,2

98,7

99,3

98,6

99,4

Slope**

-0,41

0,67

0,47

-0,04

-0,13

-3,15

-0,10

* Coeficiente de correlagcao das curvas individuais para cada primer.

** Eficiéncia Relativa: concentragdo de RNA versus ACt
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FIGURA 8: Expressao relativa do gene c-myb, MPO e PU.1 nas células da medula 6ssea dos

animais AIRmax (m) e AIRmin (m) em resposta a 50ng de GM-CSF ou 50ng de GM-
CSF+ATRA 107M apds 3, 5 e 7 dias de cultura. Os valores foram normalizados pela
expressdo do RNAm da ciclofilina e calibrados pela expressdo das células dos
animais AIRmax estimulados por 3 dias com GM-CSF+ ATRA. Valores expressos
como média * erro padrdo da média de 4 animais por grupo. * Diferenga entre

AlIRmax e AIRmin p<0,05.
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FIGURA 9: Expressdo relativa dos genes CEBPa, CD11b, RARa e MMP-9 nas células da medula
Ossea dos animais AIRmax (m) e AIRmin (m) em resposta a 50ng de GM-CSF e 50ng
de GM-CSF+ATRA 10'M apoés 3, 5 e 7 dias de cultura. Os valores foram
normalizados pela expressdao do RNAm da ciclofilina e calibrados pela expresséo das
células dos animais AIRmax estimulados por 3 dias com GM-CSF + ATRA. Valores
expressos como média + erro padrdo da média de 4 animais por grupo. * Diferenca
entre AIRmax e AIRmin p<0,05.



4.3 Andlise eletroforética em 2 dimensbes das proteinas obtidas das
culturas de células da medula 6ssea dos animais AIRmax e AIRmin

Para caracterizarmos a composi¢ao protéica dos lisados celulares obtidos
das culturas dos animais AIRmax e AIRmin estimuladas com GM-CSF e GM-CSF
combinado ao ATRA apods 3, 5 e 7 dias de cultura, realizamos experimentos de
eletroforese em duas dimensdes, em gel de poliacrilamida, conforme descrito em
Material e Métodos. As quantidades de proteinas utilizadas foram padronizadas
em 100 ng, com excegao dos géis referentes as culturas de 3 dias, cujo teor
protéico foi 40 ug, devido a baixa concentragao protéica nas culturas dos animais
AIRmin.

Assim, avaliamos o perfil global das proteinas nos diferentes géis por meio
de analise computacional, utilizando o programa ImageMaster 6.0. Este programa
possibilitou a identificacdo de todos os spots e gerou um relatério, para cada gel,
listando os valores dos parametros de intensidade, area e volume, de acordo com
o peso molecular (PM) e o ponto isoelétrico (pl) de cada spot. Desta forma foi
possivel estabelecer um perfil de proteinas comparativo entre as células de

AIRmax e AIRmin nos trés tempos de cultura.

Nesta abordagem escolhemos os spots que revelaram diferencas
qualitativas e/ou quantitativas entre AIRmax e AIRmin, indicando a produgé&o
diferenciada destas proteinas. Em seguida identificamos as provaveis proteinas
presentes nos spots por meio de informacdes obtidas no banco de dados
SwiisProt, baseando-se pelo peso molecular (PM) e o ponto isoelétrico (pl) de
cada um deles. As figuras 10, 11 e 12 representam os eletroforetogramas em
duas dimensdes (2D) das proteinas presentes nas células totais da medula éssea
de AIRmax e AIRmin obtidas apds 3, 5 e 7 dias, respectivamente, do estimulo in
vitro com GM-CSF associado ao ATRA. A direita dos géis estdo representados,
em trés dimensdes, aquelas regides onde os spots apresentaram diferencas
interlinhagens nos parametros cujos valores estao representados nas tabelas 2, 4
e 6.

Nas tabelas 3, 5 e 7 estado listadas as provaveis proteinas referentes aos
spots situados na faixa entre 9 e 30 kDa. Estas proteinas pertencem as diversas

categorias funcionais, incluindo proteinas de membrana, fatores de crescimento,



proteinas envolvidas na regulacdo positiva ou negativa do ciclo celular,
proliferagdo celular, citocinese, apoptose, ativacdo celular, organizacdo do
citoesqueleto e moléculas de adesao.

Embora tenha sido utilizada uma quantidade menor de proteina nos géis de
3 dias, estes apresentaram spots visiveis, equivalentes aqueles observados nos
outros tempos. Além disso, diferengas quantitativas e qualitativas foram evidentes
entre os géis de AIRmax e AIRmin, conforme representados nas regides
selecionadas. Este padrao eletroforético foi reproduzido nos tempos
subsequentes de cultura onde, mais uma vez, observamos diferencas entre as
linhagens.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos nas analises de
proliferagéo e fenotipagem celular, bem como de expressao génica onde sempre
foi observado uma predominancia de resposta, ao GM-CSF e ATRA, da linhagem
AIRmax. Por outro lado, os géis obtidos com proteinas extraidas das culturas
realizadas com estimulo de GM-CSF isolado ndo mostraram diferengas
interlinhagens evidentes, apesar de induzir proliferagdo diferencial (Figura 12).
Por isso apresentamos apenas os resultados das analises referentes ao estimulo
com GM-CSF associado ao ATRA.



PM (kDa)

3 > 10
.y -
gL ™
- -‘.:: .y .
-t

; |
! N

. VA
k'

g AlRmax

N

AIRmin ﬁ

105
75

50

35

30
25

15

10

105
75

50

35

30
25

15

10

Spots 1-3 (1)

| |

\

AIRmiIn

Spots 4-7 (2)

ST B G ATRE

\\

AIRmax AIRmiIn
Spots 8 (3)
1 l
ey hh"“‘“—«..h
_H""‘“--._____ _HH""""--...__‘_
AIRmax AIRmiIn

Spots 9-12 (4)

==

—

\\

AIRmiIn

FIGURA 10: Eletroforetrograma em duas dimensdes (2DE) de 40ug de proteinas presentes nas
células totais da medula 6ssea dos camundongos AIRmax e AIRmin obtidas apés 3
dias do estimulo in vitro com GM-CSF associado ao &cido retindico(ATRA). A direita
estdo representados, em 3D, regides que contém os spots os quais apresentaram
diferengas de intensidade entre os géis de AIRmax e AIRmin. Os spots destacados

em vermelho correspondem as diferencas qualitativas

representativos de 3 experimentos independentes, N=3.

interlinhagens.

Géis




TABELA 2: Valores de intensidade, area e volume dos spots dos géis 2D, das células da
medula 6ssea dos animais AIRmax e AIRmin cultivadas por 3 dias, na presenca de
GM-CSF associado ao ATRA. Representacdo de acordo com os dados do
programa ImageMaster 6.0.

Spots pl PM Intensidade Area Volume
AIRmax | AIRmin AIRmax AIRmin | AIRmax AIRmin
1 5.69 9.000 2.25 2.00 4.60 2.35 5.26 2.23
2 7.18 12.000 1.88 0.43 3.84 3.35 3.35 0.58
3 6.21 13.000 1.25 0.43 1.84 1.57 0.90 0.25
4 5.10 12.000 0.39 0.12 2.25 1.87 0.33 0.09
5 4.80 13.000 0.50 0.18 2.00 2.00 0.40 0.12
6 4.55 11.000 0.30 0.18 4.20 2.40 0.50 0.10
7 3.46 14.000 0.47 0.09 1.86 1.84 0.34 0.06
8 4.89 21.000 1.08 0.26 1.13 1.00 0.57 0.10
*9 7.23 22.000 0.87 0 0.86 0 0.28 0
10 7.31 23.000 0.51 0.08 1.00 1.26 0.20 0.03
11 7.76 23.000 1.38 0.13 1.48 1.00 1.04 0.05
*12 8.68 23.000 1.41 0 1.53 0 1.09 0

* Diferenga qualitativa interlinhagens



TABELA 3: Provaveis proteinas representadas pelos spots dos géis 2D das células da medula
6ssea dos animais AIRmax e AIRmin cultivadas por 3 dias na presenca de GM-CSF
associado ao ATRA, nas respectivas faixas de peso molecular (PM) e ponto

isoelétrico (pl).

complex subunit 11

-ciclo da ubiquitina
-ligagdo ion zinco

Proteina* N° SwissProt Funcéo PM(Da) pl Cr cM
-proliferacéo, apoptose,
OPRS1 sobrevivéncia
Sigma 1-type opioid 055242 -ativagéao cellular 25250 5,56 4 -
receptor -canal de efluxo de calcio
SCF 2 - proliferagéo de células
_Stem Cell Factor P20826-2 precursoras mieldides ou 27614 501 10 57
isoforma 2 linféides
LST1 -Morfogénese celular
Leukocyte-specific 008843 9 10325 5,03 17 19,06
; -proteina de membrana
transcript 1
S10A6 :Eiat:;gﬁ:i((:)resmmento
S100 calcium-binding P14069 9 < . 10051 5,31 3 43,60
. -Regulacao do ciclo celular
protein A6 . ~
-Proliferagao celular
SYCE2 .
Synaptonemal -ciclo celular
Q505B8-2 -divisdo celular 10537 5,34 8 -
complex central -ligacéo de proteinas
element protein 2
GOSs2
Putative lymphocyte Q61585 -ciclo celular 11118 8,56 1 1041
GO0/G1 switch protein 2
CKSs1
chlln-dependent P61025 -c!tocmese-dlwsao celular 9660 8,89 3 )
kinases regulatory -ciclo celular
subunit 1
CKS2
chlln-dependent P56390 -c!tocmese-dlwsao celular 0874 8.07 13 )
kinases regulatory -ciclo celular
subunit 2
APC11 -c!tocmese
Anaphase-promoting -ciclo cellular
Q9CPX9 -Mitose 9818 7,99 11 -

* banco de dados Swiss-Prot (www.expasy.ch)
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FIGURA 11: Eletroferotrograma em duas dimensdes (2DE) de 100ug de proteinas presentes
nas células totais da medula éssea dos camundongos AIRmax e AIRmin obtidas
apos 5 dias do estimulo in vitro com 50ng de GM-CSF associado ao acido
retindico(ATRA) 10"M. ). A direita estdo representados, em 3D, regides que
contém os spots os quais apresentaram diferengas de intensidade entre os géis
de AIRmax e AIRmin. Os spots destacados em vermelho correspondem as
Géis representativos de 3 experimentos

diferencas qualitativas interlinhagens.
independentes, N=3.




TABELA 4: Valores de intesidade, area e volume dos spots dos géis 2D, das células da medula 6ssea dos
animais AIRmax e AIRmin cultivadas por 5 dias, na presenga de GM-CSF associado ao ATRA.
Representagao de acordo com os dados do programa ImageMaster 6.0.

Spots pl PM Intensidade Area Volume
AIRmax | AIRmin AIRmax AIRmin | AIRmax AIRmin
1 5.86 10.000 1.93 1.10 4.39 5.20 3.58 2.02
**2 7.25 14.000 1.52 0.56 3.14 6.17 2.24 1.16
3 7.20 14.000 0.82 0.54 2.14 3.06 0.89 0.71
4 6.40 15.000 1.69 1.33 3.68 6.48 3.38 4.56
**5 6.40 15.000 0.34 0.72 1.60 3.23 0.23 1.05
6 5.63 11.000 0.36 0.46 3.38 4.43 0.41 0.71
7 5.29 14.000 1.06 1.07 3.61 5.14 1.77 2.39
8 4.96 14.000 1.16 0.85 3.52 5.39 1.97 1.79
*9 4.29 12.000 0.27 0 1.99 0 0.24 0
*10 4.29 11.000 0.49 0 2.92 0 0.54 0
*11 4.29 10.000 0.44 0 3.13 0 0.50 0
*12 4.01 11.000 0.53 0 3.88 0 0.89 0
13 3.52 15.000 1.80 1.76 4.28 4.65 3.65 3.89
*14 3.57 16.000 0 0.33 0 3.90 0 0.43
**15 6.77 19.000 0.30 0.73 0.80 2.06 0.09 0.67
**17 7.77 27.000 1.31 0.33 1.45 1.34 0.96 0.16
**18 8.59 | 27.000 1.27 0.34 1.31 1.13 0.85 0.14
19 8.50 | 22.000 0.16 0.39 2.60 3.04 0.13 0.47
*20 9.47 20.000 0 0.77 0 3.28 0 1.31
*22 7.38 | 27.000 0.53 0 1.03 0 0.20 0

* Diferenga qualitativa interlinhagens
** Diferenca quantitativa interlinhagens



TABELA 5: Provaveis proteinas representadas pelos spots dos géis 2D das células da medula
6ssea dos animais AIRmax e AIRmin cultivadas por 5 dias na presenca de GM-CSF
associado ao ATRA, nas respectivas faixas de peso molecular (PM) e ponto
isoelétrico (pl).

Proteina* N° Funcéo PM(Da) pl Cr cM
SwissProt

LST1 008843 -Morfogénese celular 10325 5,03 17 19,06
Leukocyte-specific -proteina de membrana
transcript 1
S10A6 P14069 -Fator de crescimento 10051 5,31 3 43,60
S100 calcium-binding -Liga calcio
protein A6 -Regulacao do ciclo celular

-Proliferagao celular
SYCE2 Synaptonemal Q505B8-2 -ciclo celular 10537 5,34 8 -
complex central isoforma -diviséo celular
element protein 2 -ligacdo de proteinas
SKA2 Q9CR46 -requerida para iniciar 13725 5,45 11 -
Spindle and anafase na mitose
kinetochore-associated -ciclo celular
protein 2 -divisao celular
BORG3 Q9Z0X0 -organizacao do 15545 6,11 7 -
Binder of Rho citoesqueleto
GTPases 3
ARPC5 Q9CPW4 -organizacao do 16157 5,47 1 -
Actin-related protein citoesqueleto
2/3 complex subunit 5 -polimerizagédo da actina

-constituinte estrutural do
citoesqueleto

CYS1 Q8R4T1 -crescimento celular 15506 5,22 12 9,0
Cystin-1 -regulacao da velocidade de

crescimento celular
PSN1 P49769 -hematopoiese 13285 5,42 12 37,0
Presenilin-1 -crescimento celular
RGC32 Q9DBX1 -regulacao do ciclo celular 14717 4,67 14 -
Response gene to
complement 32 protein
SLAF5 Q18PI6-2 -marcador de progenitor 16174 5,34 1 93,3
Leukocyte isoforma hematopoiético
differentiation antigen
CD84
TXN4B Q8BUH1 -requerido para a 16893 5,88 8 -
Thioredoxin-like progresséao do ciclo celular
protein 4B (S/G2)
FL2D Q9ER69-2 -regula G2/M 17801 5,42 17 -
Wilms tumor 1- isoforma -inibe genes WT1 de
associating protein leucemia
JAM1 088792 Molécula de adeséo 29631 5,47 1 93,3
Junctional adhesion
molecule
MSLN Q61468 Molécula de adeséo 27137 5,31 17 -

Mesothelin Precursor

* banco de dados Swiss-Prot (www.expasy.ch)
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FIGURA 12:

Eletroferotrograma em duas dimensdes (2DE) de 100ug de proteinas presentes nas
células totais da medula 6ssea dos camundongos AIRmax e AIRmin obtidas apds 7
dias do estimulo in vitro com 50ng de GM-CSF associado ao &cido retindico(ATRA)
107"M. A direita estdo representados, em 3D, regides que contém os spots os quais
apresentaram diferengas de intensidade entre os géis de AIRmax e AIRmin. Os
spots destacados em vermelho correspondem as diferencas qualitativas
interlinhagens. Géis representativos de 3 experimentos independentes, N=3.




TABELA 6: Valores de intesidade, area e volume dos spots dos géis 2D, das células da medula
6ssea dos animais AIRmax e AIRmin cultivadas por 7 dias, na presenga de GM-CSF
associado ao ATRA. Representacdo de acordo com os dados do programa

ImagemMaster 6.0.

Spots pl PM Intensidade Area Volume
AIRmax | AIRmin AIRmax AIRmin | AIRmax AIRmin
1 5,70 10.000 0.31 1.00 4.28 2.92 0.36 1.02
**2 717 13.000 0.75 0.58 1.94 4.99 0.55 0.93
3 6.32 14.000 1.57 1.66 4.08 3.86 3.53 3.37
4 6.31 14.000 0.98 1.08 2.08 2.53 1.07 1.27
5 5.08 13.000 1.05 1.20 2.67 3.25 1.29 1.93
6 4.74 13.000 1.61 1.13 3.51 3.13 2.65 1.49
*7 4.1 10.000 1.81 0 3.41 0 2.81 0
*8 3.82 11.000 2.32 0 10.32 0 13.36 0
*9 4.82 21.000 1.14 0 1.32 0 0.60 0
10 4.87 22.000 0.60 0.99 1.00 1.87 0.23 1.05
**11 6.04 22.000 0.81 0.43 2.72 1.25 1.24 0.19
**12 6.15 25.000 1.01 0.45 2.80 0.90 1.20 0.15
* Diferenga qualitativa interlinhagens

** Diferenca quantitativa interlinhagens

TABELA 7: Provaveis proteinas representadas pelos spots dos géis 2D das células da medula
Ossea dos animais AIRmax e AIRmin cultivadas por 7 dias na presenga de GM-CSF
associado ao ATRA, nas respectivas faixas de peso molecular (PM) e ponto

isoelétrico (pl).

a N° ~
Proteina* . Fun PM(D I r M
oteina SwissProt ungao (Da) p C c
ITA-5 . . .
Integrin alpha-5 p11ggg  -aialbetaintegrina 17584 968 12 574
[Precursor] -sinalizag&o via integrina
RM41
39S ribosomal protein -apoptose
L41, mitochondrial QoCaN7 -ciclo celular 13887 9.72 2 )
[Precursor]
-principal regulador da
BOREA Q8BHx3-3 ~ Miose 18856 9,55 4 57,6
-estabilizagéo de
microtubulos
MD2L1 -ciclo celular
Mitotic spindle -previne o avango
assembly checkpoint QOZ1B5 prematuro de metéfase p/ 23598 517 6 30,3
protein anafase
GEMI ~ .
Gemini 088513 -regulagao do ciclo celular 23300 4,61 13 -
eminin
MFAP4 QoD1Hg  adesao celular 23508 500 11 34,35
-interagao celular
SNP23 (fam.25)
Synaptosomal- 009044 -fusdo de membrana 23261 4,89 2 61,8
associated protein 23
E2F6 -ciclo celular G1/S
Transcription factor 054917 -inibe ciclo celular anormal 30882 7,01 12 6,0
E2F6 -fator de transcri¢édo

* banco de dados Swiss-Prot (www.expasy.ch)
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FIGURA 13: Eletroferotrograma em duas dimensdes (2DE) das proteinas presentes nas
células totais da medula éssea dos camundongos AIRmax e AIRmin obtidas
apo6s 3, 5 e 7 dias de cultura do estimulo in vitro com 50ng de GM-CSF sozinho.



4.4 Resposta proliferativa das células da medula 6ssea dos animais AIRmax
e AIRmin em resposta a diferentes citocinas hematopoiéticas in vitro

As células da medula 6ssea dos animais AIRmax e AIRmin, apresentaram
diferencas interlinhagens em resposta ao estimulo com GM-CSF e GM-CSF
associado ao ATRA na proliferagao total, perfii de populagdes celulares e
expressao génica e sintese protéica. Baseado nestes resultados, avaliamos a
capacidade da medula Ossea destes animais de responderem a outras
combinagdes de estimulos hematopoéticos in vitro. Para tanto, as células da
medula o6ssea dos camundongos AlIRmax e AIRmin foram cultivadas na
concentracdo de 5 x 10° células/ml por 5 dias & 37°C 5% CO, nas seguintes
condi¢des de estimulo:

1) G-CSF (50ng/mL) + SCF (20ng/mL) combinado ou ndo ao ATRA 107M;
2) GM-CSF (10%-sobrenadantes de cultura de células NIH-3T3)+SCF +

ATRA 107M;

3) GM-CSF+G-CSF combinados ou ndo ao ATRA 107M.

Nos resultados apresentados na figura 14A verificamos que as células dos
animais AIRmax e AIRmin apresentaram niveis de proliferagdo significantes
quando utilizamos, nas combinacdes, o GM-CSF. Nestas condi¢des, observamos
diferencas significativas interlinhagens em resposta ao estimulo com GM-
CSF+SCF+ATRA e com GM-CSF+G-CSF+ATRA. Importante salientar que os
estimulos apenas com G-SCF associado ou ndo ao ATRA foram muito baixos
(dados nao mostrados).

Para pesquisar o nivel de diferenciagcdo mielocitica, as suspensodes
celulares foram submetidas a marcagdo com os anticorpos dirigidos as moléculas
CD38 e Ly-6G/Ly-6C (GR1). Quatro populagdes distintas puderam ser
visualizadas, com os estimulos de GM-CSF+G-CSF com ou sem ATRA, conforme
representacdo na figura 14B, cujos fendtipos foram: CD38"9°"/GRT,
CD38"9"/GR1™9"" CD38*/GR1* e CD38/GR1*. Assim podemos interpretar um
sentido de diferenciagao celular nos citogramas a partir da populagao selecionada
abaixo a esquerda e, em sentido horario, até a populacdo abaixo a direita. A
populacdo CD38/GR1" contém células em estagio terminal de diferenciacdo, ou

seja, neutrofilos segmentados (RIBEIRO et al., 2003).



Nesta populacdo observamos diferengas interlinhagens significativas a
favor dos animais AIRmax na propor¢cdo e no numero de células para os
estimulos com GM-CSF+G-CSF com ou sem ATRA (Figura 14C). A adigao de
ATRA favoreceu o aumento de granuldcitos nos animais AIRmax e a diminuigao
nos animais AIRmin.

Na figura 14D observamos a expressao da cadeia o do receptor de IL-3
(CD123) nas células da medula 6ssea dos animais AIRmax e AIRmin estimuladas
por 5 dias com GM-CSF+G-CSF+ATRA, onde verificamos maior expressao desta

molécula nas células oriundas dos animais AIRmax do que nos animais AIRmin.
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FIGURA 14: Resposta das células da medula 6ssea a diferentes combinagbes de citocinas
hematopoéticas. (A)-Resposta proliferativa das células da medula d6ssea dos
camundongos AIRmax (m) e AIRmin (m) apds 5 dias de cultura a combinagdes de
estimulos com G-CSF, GM-CSF e SCF associados ou ndo ao ATRA. (B) -
Caracterizagao fenotipica das células da medula 6ssea dos camundongos AIRmax
e AIRmin apds 5 dias em resposta ao GM-CSF + G-CSGF associado ao ou nao
ATRA a 10"M. (C) - Representacdo dos valores absolutos da populacdo CD38
/IGR1" nas células da medula 6ssea dos camundongos AIRmax (m) e AIRmin (m)
cultivadas por 5 dias na presen¢ca de GM-CSF+ G-CSF com ou sem ATRA. (D) -
Histograma da expressdo de CD123 nas células da medula 6éssea dos
camundongos AlIRmax (==)e AIRmin (==), cultivadas por 5 dias na presenga de
GM-CSF+G-CSF+ATRA. Controle de isétipo (=)Valores expressos como média +
erro padrao. N=3 * Indica diferenca entre AIRmax e AIRmin p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho documentam as caracteristicas
fenotipicas e genéticas envolvidas no processo de mielopoese dos camundongos
geneticamente selecionados para alta (AIRmax) ou baixa (AIRmin) resposta
inflamatdria aguda ao estimulo provocado pelo biogel P100.

O estudo baseou-se na grande diferenga fenotipica entre as linhagens no
que concerne a capacidade inflamatéria aguda que chega a ser, em termos de
células infiltrantes ao sitio de injuria, 25 vezes superior nos animais AIRmax.
Desta forma, visamos investigar comparativamente nos animais AIRmax e AIRmin
0 processo de mielopoese.

Sabendo-se que um dos fatores que determina o maior afluxo de células
para o sitio inflamatorio dos camundongos AIRmax € a maior capacidade da
medula 6ssea em produzir neutrofilos maduros (RIBEIRO et al., 2003), avaliamos
alguns aspectos envolvidos na producgéo de células mieldides em sistema in vitro.
Dentre eles estdo: a capacidade proliferativa das células da medula 6ssea em
resposta ao GM-CSF com ou sem ATRA em tempos variados de cultura, a
caracterizagao fenotipica das células, expressdo de genes relacionados com a
diferenciagcao e a presenca de proteinas.

Inicialmente realizamos experimentos de cultura de células da medula
Ossea para estabelecer as doses ideais de estimulo com GM-CSF e ATRA assim
como o tempo ideal para a avaliagao das culturas em resposta a estes estimulos.
Nestes experimentos verificamos que 50ng de GM-CSF isolados ou combinados
ao ATRA 10°M ou 10"M corresponderam aos maiores niveis de proliferagdo
celular observados nos periodos de cultura nas duas linhagens estudadas e com
diferencas significativas entre elas, nos dias 3 e 5 de cultura. Portanto, para a
continuidade do estudo comparativo entre as linhagens, adotamos a dose de
50ng de GM-CSF e ATRA a 10"M. Optamos por analisar os trés periodos, visto
que o tempo em que estas células estdo sendo mantidas sob estimulagao in vitro
pode nos indicar as possiveis diferencas na producdo de células pela MO
comprometidas com a linhagem mieldide.

A producdo de células maduras do sangue, a partir de progenitores
hematopoéticos na medula 6ssea, € um processo complexo regulado por fatores

de crescimento, os quais agem de forma ordenada e s&o necessarios para a



manutencao das células-tronco e a sua proliferacao e diferenciagcdo em linhagens
distintas. Fatores especificos, tais como: G-CSF, GM-CSF ou TPO
(Trombopoietina) agem como reguladores centrais na produgdo de neutrdfilos,
monadcitos/macréfagos e plaquetas (METCALF, 2008).

Consistente com dados da literatura os quais destacam o papel das
citocinas hematopoéticas e do acido retindico na sobrevivéncia, proliferagdo e
diferenciagdo dos precursores mieldides na medula 6ssea (BERLINER, 1998;
KASTNER e CHAN, 2001; METCALF e MERCHAU, 1982), observamos que estes
estimulos, no nosso sistema in vitro, foram capazes de induzir proliferacdo e
diferenciagdo celular nas duas linhagens. Entretanto, os animais AIRmax
responderam mais rapidamente a estes estimulos hematopoéticos, uma vez que,
ja aos 3 dias de cultura, estes animais apresentaram niveis relativamente altos de
proliferacdo. Um dos fatores que pode estar contribuindo para esta diferenca de
resposta € a expressao dos receptores para GM-CSF e/ou ATRA na superficie
das células desta linhagem.

O GM-CSF promove a proliferacéo e diferenciagéo celular pela ligagéo a
seus receptores de superficie, desencadeando uma cascata de sinalizacio
intracelular que resulta na modulagdo de genes envolvidos na hematopoese. As
citocinas GM-CSF, IL-3 e IL-5 ativam pelo menos trés vias de sinalizagdo: a via
JAK/STAT, a via ras/MAP quinase e a via PI-3 quinase (GUTHRIGDE et al., 1998;
SCOTT e BUGLEY, 1999; RANE e REDDY, 2000). Grossman et al em 1999
demonstrou que camundongos deficientes de JAK-3 apresentaram mielopoese
prejudicada, levando a um retardamento na diferenciacdo terminal de células
mieldides. Ao contrario, a expressao aumentada de JAK-3 resultou na aceleracao
da diferenciagao celular em resposta a citocinas hematopoéticas (GROSSMAN et
al., 1999). Estes estudos demonstraram o importante papel dos receptores de
citocinas no desenvolvimento de células mieldides, o que poderia explicar a
resposta proliferativa diferenciada das linhagens AIRmax e AIRmin por meio da
expressao e/ou sinalizagao diferenciada destes receptores entre estas linhagens.

De fato, estudos ex vivo com células da medula éssea destas linhagens
mostraram maior numero de células com alta expressdo da molécula CD131 na
superficie das células dos camundongos AlIRmax (RIBEIRO et al., 2003). Esta
molécula é a cadeia B comum dos receptores de GM-CSF, IL-3 e IL-5. No

entanto, nas nossas condicbes experimentais, nao foi possivel detectar a



expressao desta molécula na superficie celular apds os trés tempos de cultura
analisados.

Diferencas significativas na proliferacdo de progenitores mieldides em
resposta ao GM-CSF foram observadas em diversas linhagens de camundongos
isogénicos por meio de ensaios de cultura clonal em meio semi-sélido. As células
da MO provenientes das linhagens SJL/J e DBA/2J apresentaram niveis elevados
de resposta enquanto os animais SWR/J mostraram-se pouco responsivos.
Camundongos das linhagens C57BL/6, Balb/c e A/J mostraram niveis
intermediarios de proliferagcdo dos progenitores mieldides em resposta ao GM-
CSF. Esta heterogeneidade de resposta destas linhagens isogénicas é resultado
de polimorfismo genético em varios genes relacionados com a resposta ao GM-
CSF, SCF e IL-3. Alguns genes estdo diretamente relacionados com o
desenvolvimento de leucemias como Tall e MIlt7 (SOLLARS et al., 2006).

Estas seis linhagens citadas participaram da composi¢gao da populagao
fundadora (FO) de selecdo dos animais AIRmax e AIRmin, o que poderia,
decorrente da fixagdo diferenciada de alelos, determinar as diferengas na
capacidade proliferativa destas linhagens em resposta aos fatores
hematopoéticos.

A caracterizagcao das células da medula éssea dos animais AIRmax e
AIRmin estimuladas in vitro , que expressam os antigenos de superficie Ly-6G/Ly-
6C (GR1), CD11b e CD38 em resposta as citocinas como GM-CSF e o &acido
retindico, foi realizada para identificar as populagdes celulares produzidas durante
a mielopoese. Ao longo do processo de maturacdo das células mieldides na
medula éssea ocorrem mudangas nos tipos de antigenos de superficie ou até
mesmo nos niveis de expressao de cada antigeno (ELGHETANY et al., 2004).

As moléculas GR1 e CD11b sdo compartilhadas pelos neutréfilos e
mondcitos, mas em diferentes niveis (LAGASSE e WEISSMAN, 1996). Em
nossos experimentos verificamos que as culturas dos animais AIRmax
apresentaram diferenga significativa interlinhagens na produgao de células com
fendtipo CD11b°“/GR1" e CD11b"9"/GR1™%" aos 3 e 5 dias de cultura nas
células estimuladas com ou sem ATRA. Além disso, apds a adicdo de ATRA as
culturas, observamos maior capacidade das células provenientes dos animais
AIRmax de diferenciarem-se em células com fenétipo CD11b*/GR1* aos 3 dias

de cultura.



Diversos estudos demonstraram que os neutréfilos constituem 75% das
células da medula 6ssea com fenétipo GR1"" e que a dupla marcagdo com
CD11b, dependendo dos niveis de expressao, revela a presenga de células
mieldides nos varios estagios de maturagdo desde blastos imaturos,
promielécitos, mieldcitos, metamieldcitos até a diferenciagao final em neutréfilos
segmentados. O fendtipo CD11b'/GR1™ corresponde aos mondcitos ou
precursores (HESTDAL et al., 1991; LAGASSE e WEISSMAN, 1996; UEDA et al.,
2005). Baseados nestes trabalhos, podemos dizer que os animais AIRmax
mostraram maior capacidade do que os AIRmin em produzir precursores
mieldides, células em estagios de diferenciagdo que precedem a maturagao
neutrofilica e macréfagos/mondcitos.

Nas condigdes experimentais utilizadas no presente estudo, as células com
fenotipo CD11b"/GR1" caracterizaram células ndo totalmente diferenciadas em
neutroéfilos. Apesar deste fendtipo também ser descrito como tipico de neutréfilos
maduros na medula 0ssea, sangue e exsudato inflamatoério (RIBEIRO et al.,
2003), a analise morfolégica em microscopia nao revelou a presenga significativa
destas células nos diferentes tempos de cultura.

A marcacado com anti-CD38 e anti-GR1 corroborou os resultados obtidos
com a dupla marcagdo, CD11b/GR1, mostrando diferengas significativas entre
AIRmax e AIRmin nos mesmos tempos de cultura e também nos estagios
precoces de diferenciacdo, cujos fendtipos sdo CD38™9°Y/GR1™ e
CD38"9"/GR1"9"°" Diferencas nas fases mais tardias da diferenciagdo celular
também foram constatadas com esta marcacéo, onde células CD38/GR1" foram
encontradas em numero maior nas culturas dos camundongos AlRmax apos
estimulo apenas com GM-CSF.

A adicdo de ATRA as culturas favoreceu o aumento da diferenciagao
celular, sobretudo nas linhagens AIRmax, onde observamos um aumento no
numero de células com alta expressao de CD38. Do mesmo modo, estudos com
a linhagem celular HL-60, um promielécito com bloqueio na diferenciagao celular,
mostrou que a incubacado destas células com ATRA levou a diferenciagcdo e
aumentou os niveis de CD38 (MAREKOVA et al., 2003). Este mesmo estudo
demonstrou ainda que o ATRA acelerou o processo de apoptose nas células HL-

60 mais diferenciadas. Sendo assim, podemos supor que a reducdo no numero



de células diferenciadas (CD38/GR1") quando estimuladas com ATRA poderia
ser decorrente de apoptose induzida pelo ATRA.

O GM-CSF estimula a proliferagéo e diferenciagcdo de células progenitoras
multipotentes (BURGESS e METCALF, 1980) e aumenta a expressao de varios
genes em resposta ao ATRA, incluindo aqueles sabidamente envolvidos na
diferenciagao granulocitica (SHIMIZU et al., 2006).

A acéo sinérgica do GM-CSF e ATRA induz o aumento da expressao de
CD38 (SHIMIZU e TAKEDA, 2000) que contribui para a propulsdo da
diferenciagao induzida pelo acido retindico e para a progressao no ciclo celular
pela passagem da fase de GO para G1. Os niveis de expressao de CD38 regulam
a resposta das células mieldides ao acido retindico, visto que niveis intermediarios
induzem aumento da diferenciagao e altos niveis resultam na perda da viabilidade
(LAMKIN et al., 2006). As linhagens AIRmax e AIRmin apresentaram aumento da
expressdo de CD38 em resposta ao ATRA na concentragdo de 107 M de maneira
equivalente.

Embora alguns estudos mostrem, em algumas linhagens celulares
leucémicas, que a acgao sinérgica de GM-CSF+ATRA induz a maturagao
neutrofilica, observamos uma baixa propor¢cdo de neutréfilos terminalmente
diferenciados nas culturas de MO dos animais AIRmax e AIRmin (BERLINER,
1998, LANOTTE, 1991; COLLINS, 1987).

Além da caracterizacdo fenotipica pela expressdo de moléculas de
superficie celular, as células mieldides também podem ser caracterizadas de
acordo com a sua morfologia nuclear e granular. As analises morfolégicas das
células da medula éssea dos animais AIRmax e AIRmin corroboraram os dados
de citometria de fluxo, com diferengas significativas interlinhagens nos
precursores mieldides, nos granulécitos e macrofagos.

Os animais AIRmax e AIRmin diferem grandemente na capacidade de
desenvolver resposta inflamatéria aguda (IBANEZ et al., 1992), apresentam
diferencas marcantes na susceptibilidade ao desenvolvimento de infeccbes e
tumores (ARAUJO et al., 1998; BIOZZI et al., 1998) e demonstram, ainda,
diferencas nos mecanismos que interferem no desenvolvimento de doengas auto-
imunes, sendo os AIRmax mais susceptiveis (VIGAR et al., 2000).

A resposta inflamatéria aguda diferenciada entre estas linhagens pode

ocorrer em consequéncia da fixagao diferencial de genes e/ou da expressao



diferenciada destes genes envolvidos na regulagao dos varios eventos celulares e
moleculares determinantes da alta ou baixa capacidade inflamatéria destes
animais.

Um crescente numero de genes vem sendo relacionado aos estagios de
desenvolvimento mielocitico, pois estes interagem com promotores especificos
nos varios estagios de maturagdo celular (BERLINER, 1998). Alguns genes
codificam proteinas dos granulos e fatores de transcricdo envolvidos na
mielopoese. A sintese protéica é regulada pela combinacdo de fatores de
transcricdo mieldides que, como as proteinas dos granulos, estdo presentes em
estagios especificos do desenvolvimento dos neutréfilos (COWLAND e
BORREGAARD, 1999; BJERREGAARD et al., 2003).

Estudos em CMPs e linhagens de células leucémicas mostram que estas
possuem um ponto de decisdo critico, onde estdo envolvidos os niveis de
expressdo de genes e fatores de transcricao mieldide, a partir do qual sera
determinado o destino da diferenciagdo. Estas células mostram um potencial
duplo de diferenciagédo, ou seja, sob a influéncia de um determinado estimulo
apresentam capacidade de diferenciacdo neutrofilica e/ou monocitica. O ATRA
favorece a expressao de genes nos estagios iniciais da diferenciacao mielocitica
(COLLINS, 1987; LANOTTE, 1991; LAWSON e BERLINER, 1998; AKASHI et al,
2000).

Avaliamos comparativamente entre AIRmax e AIRmin o perfil de expressao
de varios genes envolvidos na mielopoese. Inicialmente analisamos a expressao
dos genes c-myb, PU.1 e MPO. A acéo sinérgica do GM-CSF e ATRA, aos 5 dias
de cultura, induziu expressédo diferencial dos genes c-myb entre AIRmax e
AIRmin. Esta expressdo diferenciada € consistente com os resultados de
citometria e morfologia celular que mostram um numero maior de células nos
estagios iniciais de diferenciagdo nas culturas dos animais AIRmax em relag&o
aos animais AIRmin.

De fato, o c-myb é descrito como um gene altamente expresso apenas em
células mieldides imaturas (KASTAN et al., 1989; WESTIN et al.,, 1982) e esta
envolvido na regulacdo génica dos neutrofilos, principalmente na transigdo do
estagio de promieldcito para mieldcito, sendo um gene essencial para o
desenvolvimento da hematopoese. Camundongos knockout para este gene

perdem a capacidade de produzir todas as linhagens hematopoéticas com



excecao dos megacariocitos e consequentemente nao sobrevivem (OKUDA et al.,
1996; MUCENSKI et al., 1991). O c-myb também é requerido para a expresséo do
gene codificador da MPO e da elastase. A MPO é um importante constituinte dos
granulos primarios de neutroflos (NUCHPRAYOON et al, 1994;
OELGESCHLAGER et al., 1996; OLSSON et al., 2004).

A expressao relativa do gene MPO também foi maior nas células dos
animais AIRmax e crescente sob a agao sinérgica do GM-CSF e ATRA ao longo
da cinética. Por outro lado, nos AIRmin houve uma diminui¢cdo de expressao. Este
gene também é muito expresso nos estagios iniciais da mielopoese, sobretudo
nas células progenitoras CD34" (KLEBANOFF, 1999) e as proteinas produzidas
sdo estocadas nos granulos azurofilicos e apresentam fungdo bactericida
(OLSSON et al., 2004).

O nivel de expressdo do gene PU.1 também foi diferente entre as duas
linhagens, sendo maior nas células oriundas de AIRmax do que naquelas dos
AIRmin, aos 5 dias de cultura com GM+ATRA. O PU.1 é expresso ao longo da
diferenciagdo mielocitica e sua expressdo aumenta gradualmente nas fases de
mieldcito e em seguida permanece constante (CHEN et al., 1995). Dekoter e
colaboradores em 1998 demonstraram o papel essencial deste gene na
progressao da diferenciagdo de células mieldides em resposta a citocinas
hematopoéticas como G-CSF, GM-CSF e M-CSF in vitro. Este estudo demonstrou
que camundongos deficientes de PU.1 produzem apenas células mieldides nos
estagios iniciais da diferenciacdo, e que estes recuperam a capacidade de
produzir células maduras apés a transdugao retroviral deste gene (DEKOTER et
al., 1998)

Estes trés genes que apresentaram a expressdao aumentada em AIRmax
sdo expressos nos estagios precoces da mielopoese. Os diferentes niveis de
expressédo podem estar contribuindo para as diferengas interlinhagens quanto a
formacdo de precursores mieldides, mondécitos e células comprometidas com a
formagdo de neutrdfilos. Além de serem genes criticos nas fases iniciais da
diferenciagao de células mieldides, modulam também os niveis de expressao de
outros genes, principalmente aqueles expressos nas fases iniciais do
desenvolvimento mieldide, tais como defensinas e genes codificantes para os
receptores de GM-CSF, M-CSF e G-CSF (NUCHPRAYOON et al, 1994; SMITH,
1996; OELGESCHEAGER, 1996; BRITOS-BRAY e FRIEDMAN, 1997).



Por outro lado, ndo encontramos diferengas significativas na expressao dos
genes envolvidos nos estagios intermediario e final da diferenciacdo mielocitica
tais como: MMP-9 (metaloproteinase), CD11b (B2-integrina) e RARa (receptor do
acido retinodico) (FARSCHOU e BORREGAARD, 2003). Estes genes
apresentaram expressao equivalente entre AIRmax e AIRmin sem qualquer
alteracao durante a cinética, para os dois estimulos utilizados.

Apesar de nao mostrarem diferengas significativas interlinhagens na
expressdo de RARa, os animais AIRmax respondem mais a acdo do acido
retindico do que os animais AIRmin e este mesmo perfil também foi observado na
diferenciagdo induzida sem a presenga do ATRA. Os RARs podem ser
dispensaveis para a geragao de neutréfilos maduros, pois camundongos knockout
produzem neutrofilos maduros, no entanto seu papel parece ser
preferencialmente modulador de genes de diferenciacdo neutrofilica (KASTER e
CHAN, 2001).

O gene CEBPa, fator de transcricdo que é expresso durante todo curso de
producdo de células mieldides, apresentou em nosso sistema uma expressao
aumentada ao longo da cinética, mas com niveis equivalentes entre AIRmax e
AIRmin. Apesar de nao apresentar diferengas significativas interlinhagens, este
gene é descrito como um fator critico para a diferenciacdo de células mieldides
(YAMANAKA et al., 1998). O C/EBP¢ é um fator de transcricdo, da mesma familia
do C/EBPaq, que esta envolvido na diferenciacao de mielécitos, mais precisamente
na maturacéo final de neutrofilos, e possui na regido promotora de seu gene um
motivo RARE funcional que é alvo do RARa (PARK et al.,, 1999; LEKSTROM-
HIMES et al., 2001).

Estes dados de expressdo génica, em conjunto com aqueles obtidos de
diferenciagao celular, demonstraram que os animais AIRmax possuem uma
capacidade maior de produzir células precursoras do que os camundongos
AIRmin em cultura liquida. Esta caracteristica pode estar refletindo na capacidade
dos animais AIRmax em produzir maior numero de neutrofilos maduros em
condigdes basais ou na vigéncia de processos inflamatérios (RIBEIRO et al.,
2003).

Os perfis de expressdo do RNAmM provem uma poderosa abordagem na

caracterizagdo das mudangas nos processos biolégicos. No entanto esta



abordagem detecta apenas as mudangas em nivel transcricional, enquanto que
varios genes também sofrem o processo de regulagdo pos-transcricional,
envolvendo a estabilidade do RNAm, inicio da tradugdo e a estabilidade da
proteina (GYGI et al., 1999).

Além disso, Zheng et al em 2001 demonstrou uma baixa correlagao entre
os niveis de expressdao de RNAmM e a composig¢ao protéica ao longo do processo
de diferenciacao neutrofilica em células estimuladas com GM-CSF e ATRA in vitro
(ZHENG et al., 2001). Outros estudos também mostram evidéncias de uma baixa
correlacao entre os niveis de expressao de RNAm e a expressao de proteinas em
diversos produtos génicos envolvidos no processo de diferenciagdo das células-
tronco hematopoéticas (UNWIN et al., 2006).

Alguns fatores podem inibir ou alterar a sintese protéica. Estudos recentes
vém demonstrando altos niveis de regulagdo poés-transcricional nas células
mieldides por meio de microRNAs. Os microRNAs sao pequenos RNAs
endogenos que podem afetar a expressédo génica apos a transcrigdo por meio da
degradacdo dos RNA mensageiros especificos (BUSHATI e COHEN, 2007).
Estas moléculas podem regular negativamente a proliferacéo e diferenciagdo de
granulécitos. Camundongos deficientes no microRNA 223 (miR™), por exemplo,
apresentam numero elevado de neutréfilos na circulacdo em consequéncia de um
aumento no numero de precursores mieldides na medula 6ssea. Este fendtipo
dos camundongos miR” & dado pela regulacdo péds-transcricional de genes
envolvidos na mielopoese pelos microRNAs (JOHNNIDIS et al., 2008).

Sendo assim, consideramos de grande importéncia analisar o perfil de
expressao protéica no sistema de proliferacdo e diferenciacdo proposto neste
estudo. Assim, pesquisamos diferengas na producdo de proteinas pelas células
da MO dos animais AIRmax e AIRmin cultivadas na presenca de GM-CSF+ATRA.
Os resultados mostraram diferencas quantitativas e qualitativas nas diferentes
condicdes de cultura, proteinas estas que podem estar diretamente envolvidas na
mielopoese. Além disso, varias das proteinas (spots) detectadas estdo presentes
nos géis das duas linhagens ao longo de toda a cinética com variagdes
quantitativas entre AlIRmax e AIRmin. Este perfil eletroforético constante
comprova ainda a sensibilidade e reprodutibilidade da metodologia.

Condizente com o nivel de expressao apresentado pelos genes c-myb e

PU.1, que exercem um papel central no controle da proliferagdo celular (GONDA



e METCALF, 1984; SITZMAN et al.,, 1996; DEKOTER et al., 1998), nossos
resultados de proteoma sugerem diversas moléculas envolvidas na hematopoese
como aquelas atuantes na sobrevivéncia e na regulagdo da diferenciagao celular.
Estas deverao ser identificadas precisamente por meio de sequenciamento do
conteudo daqueles spots que apresentaram diferengas entre AIRmax e AIRmin.

Baseado nos resultados obtidos em resposta ao estimulo com GM-CSF e
ATRA, onde observamos maior producdo de células mieldides nos animais
AIRmax em relagdo aos animais AIRmin, realizamos experimentos no sentido de
avaliar a resposta das células da MO destes animais a outras combinagdes de
citocinas hematopoéticas.

Apesar do papel do GM-CSF e ATRA na proliferagdo, diferenciagdo e
sobrevivéncia das células mieldides estarem bem estabelecidos, ha situacées em
que a combinacdo de citocinas pode mostrar maior eficacia na estimulacédo da
proliferacdo e da diferenciagao celular. A acdo sinérgica de algumas citocinas
pode estimular melhor a proliferacdo do que a agdo de uma citocina isolada
(METCALF e NICOLA, 1992; METCALEF et al., 2002).

Diferentemente dos resultados obtidos com GM-CSF associado ou ndo ao
ATRA, a combinacado das citocinas GM-CSF e G-CSF com ou sem ATRA foi
capaz de induzir diferenciagdo terminal em neutréfilos, como demonstrado pela
perda da expressao do antigeno de superficie CD38, indicando que os animais
AIRmax sao potencialmente capazes de produzir quantidades maiores de células
diferenciadas do que os AIRmin.

As citocinas IL-3, G-CSF e GM-CSF possuem propriedades regulatérias na
diferenciagdo das células mieldides, bem como em fung¢des biologicas de
motilidade, adesividade e sobrevida celular. Estes efeitos sdo mediados pela
ligacdo destas citocinas aos seus receptores expressos nos progenitores
mieldides, mondcitos, polimorfonucleares e células dendriticas (GUTHRIDGE et
al., 1998; SCOTT e BEGLEY, 1999; METCALF e NICOLA, 1983; BERLINER,
1998).

Os animais AIRmax apresentam maior expressao da cadeia p (CD131)
comum dos receptores de IL-3, IL-5 e GM-CSF sobre as células GR1" da MO do
que os animais AIRmin, in vivo (RIBEIRO et al., 2003). No presente trabalho nao
foi possivel analisar a expressdo deste marcador, porém, avaliamos a expressao

da cadeia o do receptor de IL-3 (CD123) nas células GR1" oriundas das culturas



estimuladas com GM-CSF e G-CSF na presenga de acido retindico. A maior
producdo de neutrofilos observada em resposta a combinagao de GM-CSF e G-
CSF, entre outros fatores e mecanismos, pode estar associada a maior expressao
de CD123 sobre as células comprometidas com a diferenciagdo em granuldcitos
nos camundongos AlIRmax.

Corroborando os resultados obtidos, Ribeiro Filho em 2003 demonstrou a
fixacdo preferencial do alelo normal do IL-3Ra na linhagem AIRmax e anormal
nos animais AIRmin (RIBEIRO FILHO, 2003). O alelo que codifica a forma
protéica anormal é caracterizado pela perda do exon 8 do gene (ICHIHARA et al.,
1995), podendo estar associada a baixa expressdo do receptor o de IL-3
encontrada nos animais AIRmin em relagdo aos AIRmax.

Ao longo do processo seletivo houve aumento progressivo da diferenca
fenotipica entre as linhagens AIRmax e AIRmin. A analise da herdabilidade do
carater durante o processo seletivo, estimou a participagéo de 9 a 12 loci génicos
independentes com efeito aditivo na determinagdo da maxima ou minima resposta
inflamatoria aguda (IBANEZ et al., 1992; BIOZZI et al.,1998).

O fato dos camundongos AlIRmax e AIRmin terem sido selecionados para
fendtipos opostos da resposta inflamatéria aguda (AIR), onde admitimos que
ocorreu a fixagdo dos alelos dos genes relacionados ao controle da AIR,
possivelmente houve a fixagao diferencial de QTLs envolvidos na regulagado da
mielopoese. Em consequéncia, os animais AIRmax respondem mais rapidamente
a estimulos hematopoéticos e inflamatérios do que os animais AIRmin. Estas
modificagdes teriam consequéncia na resposta imune inata na vigéncia de
processos infecciosos ou neoplasicos. Além disso, estes animais comportam-se
como um modelo adequado para o estudo da mielopoese de maneira alternativa
aqueles estudos desenvolvidos em linhagens continuas de células leucémicas

humanas ou murinas.



Conclusdes



6 CONCLUSOES

O potencial proliferativo in vitro das células da medula 6ssea dos animais
AIRmax & maior do que a dos animais AIRmin, sobretudo aos 3 e 5 dias, apéds a

adig¢ao as culturas de GM-CSF associado ou n&do ao acido retindico (ATRA);

As células oriundas dos animais AIRmax, apresentaram maior capacidade
de produzir macréfagos, células mieldides em estagios inicias de diferenciacéo e
células nos estagios que precedem a maturagdo neutrofilica, em sistema de

proliferacdo controlada;

Os niveis de expressao de genes envolvidos nos estagios inicias da

mielopoese também foi maior nas células dos animais AIRmax;

O perfil protéico obtido das culturas de células da medula 6ssea dos
camundongos AlIRmax e AIRmin apés 3, 5 e 7 dias revelou diferengas
quantitativas e qualitativas de proteinas provavelmente envolvidas na

hematopoese.
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