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RESUMO

PETERS, L. C. Identificacao dos loci reguladores da resposta inflamatéria
aguda envolvidos no desenvolvimento da artrite induzida por pristane em
camundongos selecionados geneticamente. 2009. 127f. Tese (Doutorado em
Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séao
Paulo, 2009.

Camundongos AIRmax e AIRmin homozigotos para os alelos R e S do gene
Slc11at foram avaliados para susceptibilidade a artrite induzida por pristane (PIA). A
presenca do alelo S aumentou a incidéncia e a gravidade nos AIRmax, sugerindo
que o0 gene Sic11al, ou outro proximo, esteja interagindo com os loci de resposta
inflamatéria na modulagdo de PIA. Para identificar estes loci foram realizados
estudos de associagdo gendtipo-fendtipo e de expressdao génica global. Os RNAs
das patas dos animais foram isolados ap6s 180 dias da indugao por pristane. As
analises de expressao génica global foram realizadas usando a plataforma Codelink
(36k genes), cujos resultados foram validados por PCR em tempo real. Os estudos
de associagdo foram realizados através da analise de polimorfismo de
microssatélites pelo programa MapManager. Foram identificadas duas regides nos
cromossomos 1 e 11. Um numero grande de genes diferencialmente expressos foi
verificado nos animais AIRmax SS cujos temas biol6gicos significativamente sobre-
representados foram a resposta inflamatéria e quimiotaxia. Os camundongos
AlIRmax SS também possuem uma ativagcdo maior dos genes Ccl3, Ccl7, C3ar1,
110, Stat3, Tirap, Trem 1, Trem 3, Mefv, Ptx3, Chi3I3 e Kras. Alguns desses genes

co-localizam com regides previamente mapeadas nos cromossomos 1 e 11.

Palavras-chave: Resposta inflamatéria aguda. Camundongos selecionados
geneticamente. Artrite induzida por pristane. Loci de traco quantitativo. Expressao
génica.



ABSTRACT

PETERS, L. C. Identification of acute inflammatory response loci involved on
pristane-induced arthritis development in genetically selected mice. 2009. 127f.
Ph.D. Thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2009.

AlIRmax and AIRmin mice homozygous for Sic11al R and S allele were
evaluated for pristane-induced arthritis (PIA) susceptibility. The presence of S allele
increased the incidence and the arthritis severity in ARmax mice, suggesting that
Slc11at or other closed-linked gene interacts with inflammatory /loci to modulate PIA.
In order to identify inflammatory modifier loci modulating experimental arthritis
development, genotype-phenotype association studies and global gene expression
analyses were performed. Mice received i.p. injections of pristane and the paw RNAs
were isolated at day 180. Global gene expression analysis was performed on
Codelink bioarrays (36k genes) and validated by real time PCR. The microsatellite
polymorphism analyses were performed using MapManager program. Two regions
on chromosomes 1 and 11 were identified. Higher number of differentially-expressed
genes were detected in AIRmax SS subline, which significant over-represented
biological themes were related to inflammatory response and chemotaxis.
Susceptible AIRmax SS mice also display high up-regulation of Ccl3, Ccl7, C3ar1,
110, Stat3, Tirap, Trem 1, Trem 3, Mefv, Ptx3, Chi3I3 e Kras genes. Some of them

co-localize with previously identified regions mapped on chromosomes 1 and 11.

Key words: Acute inflammatory response. Mice genetically selected. Pristane-
induced arthritis. Quantitative Trait Loci. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Inflamacgéao aguda e cronica

A inflamacao é uma resposta normalmente benéfica do hospedeiro a uma
injuria tecidual por trauma, agentes quimicos ou infecciosos, que pode em
determinadas situagdes resultar na perda da integridade anatémica e funcional do
tecido. Essa resposta envolve uma interagdo complexa entre diversos tipos de
células, tanto as presentes no microambiente tecidual como as que séo recrutadas
ao local da injuria (BUCLEY, 2001, 2003a; TSIROGIANNI et al., 2006).

Os agentes indutores ou sinais iniciadores de uma resposta inflamatoria
podem ser exdgenos ou enddgenos. Os indutores exdgenos podem ser classificados
em dois grupos: microbianos e ndo-microbianos. O grupo de indutores microbianos
compreende os fatores de viruléncia e os padrbées moleculares associados aos
patégenos (PAMPs) que sao reconhecidos pelos receptores do tipo Toll (TLR — Toll-
like receptors), enquanto o grupo ndo microbiano inclui alérgenos, irritantes, corpos
estranhos e componentes tdxicos. Ja os indutores enddgenos da inflamacao séo
sinais produzidos por tecidos ou células do préprio hospedeiro em estresse,
danificados ou em mau funcionamento (RAKOFF-NAHOUM et al.,, 2004;
MARIATHASAN et al., 2006; BIANCHI, 2007; DOSTERT et al., 2008; MEDZHITOV,
2008; ROCK e KONO, 2008; SOKOL et al., 2008, TURER et al., 2008).

A fase inicial da inflamacdo é um processo altamente regulado que depende
do agente indutor e que visa a manutencdo da homeostase no organismo. Quando
efetiva, a resposta inflamatéria assegura a resolucdo e restauracdo da arquitetura
normal do tecido. Entretanto, um controle inapropriado deste mecanismo de defesa
da imunidade inata pode contribuir para o desenvolvimento de uma inflamacéao
crénica, a qual pode persistir por dias, meses ou varios anos (HOEBE et al., 2004;
LAWRENCE e GILROY, 2007; POBER e SESSA, 2007).

Basicamente, a resposta inflamatéria aguda envolve o extravasamento
coordenado de componentes sanguineos, como proteinas do plasma e leucdcitos
(inicialmente neutrdéfilos e posteriormente mondcitos) ao local da injaria. Porém, o
extravasamento destes elementos ndo ocorre ao acaso, dependendo de uma

sequéncia ordenada de interagcdes moleculares mediadas tanto pela expressao
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como pela liberacdo de fatores inflamatérios (LAWRENCE e GILROY, 2007;
MEDZHITOV, 2008).

Muitos destes fatores inflamatérios derivados de proteinas plasmaticas ou
secretados por células possuem efeitos comuns na vasculatura e no recrutamento
de leucocitos. Os mediadores celulares podem ser produzidos por leucdcitos
especializados, como por exemplo, mastécitos e macréfagos residentes nos tecidos
ou por células presentes nos tecidos. A histamina € um exemplo de mediador pré-
formado, armazenada em mastécitos, basoéfilos e plaquetas, outros fatores pré-
formados circulam como precursores inativos no plasma como o0s zimogénios
inativos da cascata da coagulacédo. Durante a fase aguda da resposta inflamatéria, a
concentragdo de mediadores pode aumentar acentuadamente, como resultado da
ativacao dos hepatoécitos que produzem a proteina C reativa (CRP) regulada
principalmente em resposta a IL-6. Além disso, os mediadores inflamatérios podem
ser produzidos diretamente em resposta ao agente indutor (DE FILIPPIS et al., 2008;
KRUPICZOJC et al., 2008; MANTOVANI et al., 2008; MEDZHITOV, 2008).

Os mediadores inflamatérios podem ser classificados em sete grupos: aminas
vasoativas, peptideos vasoativos, fragmentos de componentes do sistema
complemento, mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas
(KUMAR et al., 2003; MAJNO e JORIS, 2004; MEDZHITOV, 2008).

Aminas vasoativas como: a serotonina (5-HT), produzida pelas plaquetas, e a
histamina produzida também pelas plaquetas, mastécitos e basoéfilos, atuam na
vasculatura, causando aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacdo
(ZARBOCK et al., 2007; DE FILIPPIS et al., 2008; MEDZHITQOV, 2008).

Os peptideos vasoativos podem ser armazenados em vesiculas secretérias,
como a substancia P, ou gerados pelo processamento proteolitico de precursores
inativos. A substancia P, assim como o CGRP (Calcitonin gene-related protein) sao
neuropeptideos liberados pelos neurdnios sensoriais que atuam diretamente sobre
0S vasos sanguineos causando vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular, além da ativacao de mastécitos (KUMAR et al., 2003; MAJNO e JORIS,
2004; MEDZHITQOV, 2008).

Um peptideo vasoativo gerado por protedlise é oriundo da ativacdo da via
intrinseca da cascata de coagulacao sanguinea, que depende da ativacao por
contato do fator Xll ou fator de Hagemann que, entre outras funcdes, ativa o sistema

cinina-calicreina, cujo principal é a bradicinina que € um potente vasodilatador, que
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além de aumentar a permeabilidade vascular, causa dor pelo seu efeito pro-algésico.
(KUMAR et al., 2003; MAJNO e JORIS, 2004; MEDZHITOV, 2008).

O sistema complemento € um importante sistema de vigilancia dos mamiferos
que compreende mais de trinta proteinas presentes no plasma (WALPORT, 2001).
Os componentes do sistema complemento reconhecem e agentes indutores na
forma de patégenos ou células alteradas do hospedeiro e iniciam uma cascata
proteolitica produzindo fragmentos que induzem a resposta inflamatoéria aguda, lise
celular, fagocitose e ativacdo de células B. Existem trés maneiras principais de
ativacdo do sistema complemento: 12) Via Classica, através de presenca de
imunocomplexos (que sao anticorpos das classes IgG e IgM ligados a antigenos
especificos) e proteina C reativa. 22) Via das Lectinas, através da ligacao de lectinas
(proteinas que se ligam a acucares) a padrdes moleculares (como manose, N-acetil-
glicosamina ou fucose) encontrados em grande quantidade na superficie de
microrganismos; 3% Via Alternativa, atravées de um mecanismo de ativagédo
espontdnea pela hidrélise do componente C3 do complemento, que ocorre em
condicoes fisiologicas (GROS et al., 2008).

Os fragmentos do complemento C3a, C4a e Cb5a resultantes da ativacéo
dessas trés vias do sistema complemento, também conhecidos como anafilatoxinas,
atuam como fatores quimiotaticos, ou seja, promovem o0 recrutamento de
granuldcitos e mondcitos, além de induzirem a desgranulagdo de mastocitos no local
da injaria (GROS et al., 2008; MEDZHITOV, 2008).

Os mediadores lipidicos (eicosandides e fator ativador de plaquetas) séo
derivados da clivagem dos fosfolipideos das membranas plasmaticas pela enzima
citosolica fosfolipase A, (cPLA.) em acido araquidénico (AA) e em &cido
lisofosfatidico. O acido araquidénico gera os eicosandides através de sua
metabolizacdo tanto por ciclooxigenases (COX1 e COX2), que formam as
prostaglandinas e tromboxanas, como pela acao de lipoxigenases, que geram 0s
leucotrienos e lipoxinas. As prostaglandinas PGE> e PGl, (ou prostaciclina) sao
hiperalgésicas, potentes indutoras de febre e vasodilatadoras. A tromboxana Aa.
(TXA2) € vasoconstritora e induz a agregacao plaquetaria. Ja as lipoxinas
(protectinas e resolvinas) séo inibidoras da inflamag&o, promovendo a resolugéo e o
reparo tecidual. A segunda classe de mediadores lipidicos compreende o fator de
ativacao de plaquetas (PAF — Platelet-activating factor) que é gerado pela acetilacao

do &cido lisofosfatidico. Pode ser produzido por plaquetas, células endoteliais,
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neutrofilos e macréfagos, e atuam no recrutamento e ativacao de leucécitos, na
vasodilatacao e vasoconstricdo, aumento da permeabilidade vascular e ativagdo das
plaquetas (ISHIl e SHIMIZU, 2000; PRESCOTT et al., 2000; KUMAR et al., 2003;
EGAN e FITZGERALD, 2006; SERHAN, 2007a).

As citocinas inflamatérias, como TNF-a (Tumor necrosis factor-alpha), IL-1
(Interleukin-1), 1L-6 (Interleukin-6), sao produzidas por varios tipos celulares,
principalmente por macréfagos e mastécitos teciduais. Elas exercem diversas
funcbes na resposta inflamatéria, com atuacdo local na ativagcdo das células
endoteliais e leucdcitos, e sistémica na indugédo da resposta de fase aguda no figado
e de febre por atuar no sistema nervoso central (FILIPPIS et al., 2008; MEDZHITOV,
2008).

O TNF-a é uma citocina inflamatéria e imunorregulatéria produzida por
macréfagos, mondcitos, neutréfilos, células T e NK ativadas que pode agir
localmente na inflamacédo ou sistemicamente. E um mediador central na resposta
inflamatéria do hospedeiro, pois ativa a expressdao de moléculas de adesao,
aumenta o transito de leucécitos, afeta a producéao de citocinas e quimiocinas que
controlam o recrutamento e ativacao dos leucécitos, atua na resposta de fase aguda
e na producao de febre (MOLLER e VILLIGER, 2006).

A principal fonte de IL-18 s&o os fagdcitos mononucleares ativados, que a
produzem rapidamente na presenca de lipopolissacarideo bacteriano (LPS), TNF-q,
interferons (IFN) -a, B ey, e da prépria IL-1. E uma citocina pleiotrépica, que ativa as
células B e T, mondcitos e macréfagos, osteoblastos, fibroblastos, células
musculares, endoteliais e epiteliais, além de induzir a resposta de fase aguda e
febre. A IL-1B é sintetizada na forma inativa, que necessita ser clivada pela enzima
conversora da IL-1 (ICE) para ser ativada e secretada (DINARELLO, 2005; MOLLER
e VILLIGER, 2006).

A IL-6 é predominantemente expressa por monécitos ou macréfagos ativados,
mas também por células endoteliais e fibroblastos ativados em tecidos inflamados.
Também é induzida por LPS, TNF-a, IL-1 e interferons. Discute-se se a IL-6 possui
fungdes pré ou antiinflamatérias, pois a IL-6 n&o induz a producao de mediadores de
atividade  antiinflamatéria como o horménio corticotréfico (ACTH -
Adrenocorticotropic hormone) e a expressdao de inibidores teciduais de
metaloproteases (TIMP — Tissue inhibitor of metalloproteinases) pelos sinovidcitos e
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condrdcitos. Além disso, induz a diferenciacao terminal de células B em plasmacitos
(GABAY, 2006; MOLLER e VILLIGER, 2006).

As quimiocinas sao uma familia de pequenas proteinas estruturalmente
relacionadas que possuem de 70 a 90 residuos de aminodacidos, que regulam a
migracdo seletiva de leucécitos nos oOrgéos linféides e tecidos inflamados. No
processo de injuria tecidual, sdo produzidas por varios tipos celulares em resposta
aos agentes indutores da inflamacado (BORISH e STEINKE, 2003; MEDZHITOV,
2008; VIOLA e LUSTER, 2008). Além disso, podem induzir a ativacao de leucdcitos
(como desgranulacdo e sintese de mediadores inflamatérios) e controlar a
diferenciacdao e as funcoes efetoras de linfocitos (ROSSI e ZLOTNICK, 2000;
BAGGIOLINI, 2001; MURPHY et al., 2001; DE FILIPPIS et al., 2008).

As quimiocinas sao classificadas em quatro subfamilias baseadas na
composicao aminoterminal de aminodacidos, especialmente pela presenca de
motivos conservados de quatro residuos de cisteinas, e sdo chamadas de
subgrupos CC, CXC, C e CX3C dependendo do arranjo aminoterminal dos residuos
conservados de cisteina (C) e de outros residuos de aminoacidos (X) (LUSTER,
1999; BAGGIOLINI, 2001). Elas interagem com receptores que possuem sete
dominios transmembranicos acoplados a proteinas G os quais ativam varias vias de
sinalizacao intracelular que conduzem a rearranjos no citoesqueleto e mobilizacdo
celular (MURPHY et al., 2001).

O recrutamento de neutréfilos ao tecido inflamado € direcionado
principalmente pela subfamilia CXC, caracterizada pelo motivo ELR (glutamato-
leucina-arginina) na regidao aminoterminal. Todas as quimiocinas ELR* sédo proé-
inflamatérias, como por exemplo, CXCL8 ou interleucina-8 (IL-8) (VIOLA e LUSTER,
2008).

As enzimas proteoliticas (elastase, catepsinas, metaloproteases de matriz)
possuem diversos papéis na inflamacgéo, podendo degradar a matriz extracelular e
proteinas da membrana basal (PARKS et al., 2004; MEDZHITOV, 2008).

Portanto, a producdo desses mediadores inflamatérios resulta nos sinais
cardinais da inflamacao aguda: 1°) rubor e 2°) calor, como resultado do aumento do
fluxo sanguineo no tecido inflamado; 3°) tumor: pelo extravasamento do plasma rico
em proteinas (chamado de exsudato) e pelo recrutamento e ativacdo dos leucécitos

da circulacao sanguinea para o tecido; 4°) dor: causada pela estimulagao das fibras

22



Introducdio-

nervosas sensoriais do tipo C e producao de bradicinina; podendo levar a 5°) perda
da fungao (LIBBY, 2007; POBER e SESSA, 2007; LAWRENCE et al., 2002).

De uma maneira sequencial, diante de uma injuria tecidual, infecciosa ou nao,
pode ocorrer o rompimento de vasos sanguineos e vazamento de sangue para o
ambiente tecidual, como consequéncia do dano as células endoteliais. Neste
contexto ocorre a ativacao da via do acido araquidénico com producao de TXA; e
PGl,, que irdao atuar, respectivamente, na vasoconstricdo (contracao) e
vasodilatacao (relaxamento) da musculatura lisa que envolve as arteriolas atuando
na regulacédo do fluxo sanguineo na microcirculagédo (EGAN e FITZGERALD, 2006;
TSIROGIANNI et al., 2006).

Concomitantemente, ocorre a ativagdo das plaquetas e da cascata de
coagulacao sanguinea, que iniciam a restauracdo da lesdo vascular através da
formacao de agregados de plaquetas e fibrinas, respectivamente. Além disso, as
fibras de fibrina formadas pela cascata da coagulacdo podem ativar o sistema
fibrinolitico e das cininas, culminando, respectivamente, na producdo de peptideos
quimiotaticos derivados da degradagdo da fibrina e na ativacdo do sistema
complemento, com producdo de mais fatores quimiotaticos, como os fragmentos
C3a e C5a; e na producdo de bradicinina (GAILANI e RENNE, 2007; MACKMAN et
al., 2007; TSIROGIANNI et al., 2006; MEDZHITQOV, 2008).

As plaquetas ativadas neste microambiente produzem mediadores
inflamatérios como histamina e serotonina, e fatores que visam a reconstituicdo do
tecido vascular danificado, como os fatores de crescimento PDGF (Platelet-derived
growth factor), VEGF (Vascular endothelial growth factor) e TGF-B (Transforming
growth factor beta), que também atuam como ativadores de macréfagos e
fibroblastos (TSIROGIANNI et al., 2006; ZARBOCK et al., 2007; WOHNER, 2008).

A histamina atua nas células endoteliais das vénulas pds-capilares, causando
a abertura de suas juncdes pela contracao das fibras de actina e miosina presentes
no citoplasma. Este processo altera a permeabilidade das vénulas, permitindo o
extravasamento de proteinas do plasma sanguineo para o local da injuria. Além
disso, a histamina causa vasodilatacdao (POBER e SESSA, 2007).

Ao mesmo tempo, ocorre a ativagdo neurogénica no tecido conjuntivo lesado,
com a liberagdo dos neuropeptideos CGRP e substancia P, que também irdo atuar
na musculatura lisa das arteriolas causando a vasodilatacdo, e nas células
endoteliais das vénulas alterando a permeabilidade vascular (TSIROGIANNI et al.,

23



Introducdio-

2006). Ocorre também a ativacdo dos macrofagos e mastocitos residentes no tecido
conjuntivo que liberam varios mediadores inflamatérios, como a IL-1, TNF-q,
quimiocinas, histamina, PAF, entre outros (TSIROGIANNI et al., 2006; LAWRENCE
e GILROY, 2007; MEDZHITOV, 2008).

Neste momento da resposta inflamatéria aguda, todos os mediadores
inflamatérios produzidos estdo atuando sobre as células endoteliais. Inicialmente
induzindo o aumento da permeabilidade vascular e o extravasamento das proteinas
plasmaticas para o local da injaria, em seguida induzindo a ativacdo das células
endoteliais, que além de produzirem mediadores inflamatérios, passarao a expressar
moléculas de adesao que irdo interagir com os leucdcitos presentes na circulagéo,
promovendo a migracao dos leucécitos para o local da injuria.

De acordo com Pober e Sessa (2007), a ativacao das células endoteliais pode
ocorrer de duas maneiras, através de uma resposta rapida e independente da
expressdao de novos genes (Tipo |I) e uma resposta mais lenta, que depende da
ativacao de novos genes (Tipo ll), através da presenca do TNF-a e IL-1. A ativacao
endotelial do tipo | ocorre nos primeiros dez a vinte minutos apds a injuria, e é
mediada pela ligacdo a receptores heterotriméricos acoplados a proteina G, ou
GPCRs (G-protein-coupled receptor), como receptores H1 de histamina. Ap6s este
periodo, esses receptores perdem a sensibilidade e ndo sdo mais estimulados,
caracterizando a transitoriedade dessa sinalizagdo, que limita o grau de inflamacéao
(POBER e SESSA, 2007).

A ativacdo dos GPCRs resulta na ativacao da fosfolipase A, celular (CPLA),
que culmina na producdo de PGl,, além do éxido nitrico (NO — Nitric Oxide), que
juntos induzem uma potente vasodilatacao, relaxando o ténus da musculatura lisa
das arteriolas terminais. Os eventos da ativacao intracelular conduzem a contracao
dos filamentos de actina e miosina, e consequentemente a abertura de espacos
entre as células endoteliais adjacentes, permitindo a passagem de proteinas do
plasma para o tecido, que servem para criar uma matriz proviséria que apdia e
sustenta a entrada dos neutréfilos da circulacdo para o tecido, além da auxiliar na
migracao e sobrevivéncia dessas células (POBER e SESSA, 2007)

Esses eventos iniciam a exocitose dos corpos de Weibel-Palade (WPBs —
Weibel-Palade bodies) que sao vesiculas secretérias especializadas que conduzem
a P-selectina (CD62) para a superficie luminal da célula endotelial. Ocorre também a
producdo do PAF, que juntamente com a P-selectina, fornecem uma dupla
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sinalizacao para os leucécitos sanguineos. Estes iniciam o processo de ligagcdo com
as células endoteliais e de transmigracao através de suas regides adjacentes onde
existe uma alta expressdao de PECAM1 (Platelet-endothelial cell adhesion molecule
1) (POBER e SESSA, 2007).

A ativacao endotelial do tipo Il requer uma estimulagdo mais persistente, que
envolve a presenga de mediadores inflamatérios como TNF-a e IL-1 que, apesar de
se ligarem a receptores diferentes (TNFR1 - TNF receptor 1 e IL-1R1 - Type 1 IL-1
receptor, respectivamente), desencadeiam a ativacao dos fatores de transcricdo NF-
kB (Transcription factor nuclear-kB) e AP1 (Activator protein 1) na cascata de
sinalizacao intracelular. Esse processo € mais lento em relacdo ao tipo |, pois
depende da transcricao e traducdo de novas proteinas pelas células endoteliais
(POBER e SESSA, 2007).

A ativacdo do tipo Il se assemelha a do tipo I, pois também induz
vasodilatacdo, aumento de permeabilidade vascular pela sintese dos mesmos
mediadores. Entretanto, no tipo Il ocorre uma maior sintese de PGl, que, juntamente
com a IL-1 e o TNF-a, atuam no aumento da permeabilidade vascular, processo que
determina a manutencao e persisténcia do extravasamento protéico ao tecido. Este
por sua vez fornece uma matriz provisoria firme, diferente do edema transitério na
ativacao do tipo |, podendo ter consisténcia mais firme devido a presenca de fibrina
proveniente do fibrinogénio plasmatico (POBER e SESSA, 2007).

As citocinas inflamatérias também induzem a expressao da E-selectina e
liberacado da quimiocina IL-8 (ou CXCLB8) pelas células endoteliais, resultando em um
recrutamento de neutrofilos mais efetivo. A ativagdo endotelial do tipo Il evolui
havendo a expressdao de ICAM1 (Intercellular adhesion molecule 1) e VCAM1
(Vascular cell-adhesion molecule 1) (POBER e SESSA, 2007).

A migragédo dos leucécitos do sangue para o foco inflamatério através das
células endoteliais € um dos eventos centrais da inflamacao, ndo somente para que
ocorra a eliminagcao do agente indutor, mas também a reconstituicdo do tecido
injuriado pelo processo de cicatrizacdo e regeneracéao tecidual. Mas para chegarem
ao tecido, os leucécitos passam por um processo chamado de cascata de adeséo,
cujas fases (rolamento, adesédo e transmigracdo endotelial) ocorrem nas vénulas
pos-capilares (LEY et al., 2007; SERHAN et al., 2007b).

As moléculas de adesdo, essenciais nas interacdes entre as células

endoteliais e os leucécitos, sdo da familia das selectinas (E-selectina, P-selectina e
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L-selectina), da superfamilia das imunoglobulinas (PECAM, VCAM1 e ICAMs) e da
familia das integrinas (LFA1 e VLA4). As quimiocinas presentes nas glicoproteinas
endoteliais e nas moléculas da matriz extracelular atuam nas fases de ativagcédo e
quimiotaxia dos leucécitos que possuem receptores especificos acoplados a
proteina G (SALMI e JALKANEN, 2005).

Os primeiros leucdcitos a alcangarem o local da inflamacéo sao os neutrofilos
que interagem de maneira reversivel, por meio dos ligantes glicosilados PSGL1 (P-
selectin glycoprotein ligand 1) e ESL-1 (E-selectin ligand 1), com as células
endoteliais ativadas, que expressam P-selectina e E-selectina. Além disso, os
neutrofilos expressam constitutivamente a L-selectina que interage com seu ligante
nas células endoteliais (BEUTLER, 2004; LEY et al., 2007; SERHAN et al., 2007b).

A firme adesao dos neutréfilos ao endotélio ocorre através da ligacao das
integrinas LFA1 ou CD11a/CD18 (Lymphocyte function-associated antigen 1) e CR3
ou CD11b/CD18 (CR3 - Complement receptor factor 3) com as moléculas da ICAM1
e ICAM2 expressas nas células endoteliais. Nesta etapa também ocorre a ativacao e
espraiamento dos neutréfilos pela interacao com os fatores quimiotaticos liberados
TNF-a, PAF, Cb5a, LTBs e IL-8 (CXCL8), os quais promovem alteracoes
conformacionais nas integrinas, possibilitando a firme adesao as ICAMs (BEUTLER,
2004; LEY et al., 2007b).

A IL-8 estimula a diapedese, processo de migracdo dos leucécitos através
das células endoteliais em direcao ao gradiente de producdo da quimiocina, que
também é dependente das interacdes descritas entre as integrinas e as moléculas
da superfamilia das Ig descritas acima, somadas a presenca da PECAM-1
(BEUTLER, 2004)

Concomitantemente ocorre a sintese de outras quimiocinas, como a CCL2 (ou
MCP-1 - Monocyte chemotactic protein-1) e CCL3 (ou MIP-1a - Macrophage
inflammatory protein-1 alpha) que modificam a expressao das moléculas de adesao,
passando o VLA-4 (Very Late Antigen-4) dos mondcitos a interagirem com a VCAM-
1 endotelial. Esse processo favorece a transicdo de um rico em neutréfilos para um
infiltrado rico em células mononucleares (POBER e SESSA, 2007).

Uma vez presentes no local da injuria, os neutréfilos, sdo eficientes fagocitos
que engolfam e degradam microrganismos e detritos celulares, através de
compartimentos chamados fagolisossomos, que utilizam uma combinacdo de
mecanismos oxidativos, através da geracado de espécies reativas do oxigénio (ROS
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— Reactive oxygen species) e nao oxidativos, através da fusdo de seus granulos
contendo peptideos e proteases (granulos lisossomais) ao fagossomo (SERHAN et
al., 2008; PHAM, 2006), além da liberacao do conteludo destes granulos por
exocitose no local da inflamacao (NATHAN, 2006).

Os granulos dos neutréfilos podem ser de quatro tipos, primarios ou
azurofilicos ou peroxidase positivos; secundarios ou especificos; terciarios ou
gelatinase; e os secretérios, que sao considerados peroxidase negativos, pela
auséncia de mieloperoxidase. Os granulos primarios sofrem uma limitada exocitose,
podendo atuar em microrganismos extracelulares, entretanto, parecem contribuir
principalmente na degradagédo intracelular de microrganismos presentes nos
fagolisossomos. Possuem um grande conteldo de mieloperoxidase (MPO),
defensinas, BPI| (Bactericidal permeability increasing protein), lisozimas e uma
familia estruturalmente relacionada com serino proteases (catepsina G, elastase e
proteinase 3), entre outras classes de proteinas (PHAM, 2006; NATHAN, 2006;
BORREGAARD et al., 2007)

Nos granulos secundarios, existem moléculas de adesdao (CD11b/CD18),
pentraxina 3, lisozima, lactoferrina, colagenase, leucolisina (MMP25), gelatinase
(MMP9) entre outras classes de proteinas. Similarmente, os granulos terciarios
possuem moléculas de adesdao (CD11b/CD18), gelatinase (MMP9), leucolisina
(MMP25), lisozima, NRAMP1, enquanto os granulos secretérios possuem CD14,
CD16, moléculas de adesao (CD11b/CD18), CR1 (Complement receptor 1) entre
outras classes de proteinas (BORREGAARD et al., 2007; PHAM, 2006).

Portanto, os neutréfilos atuam na destruicdo tecidual, que apesar de
aparentemente prejudicial, facilita a entrada de mais neutréfilos no local, permitindo
o encontro dos neutréfilos com o agente infeccioso (e sua consequente fagocitose) e
o contato do agente infeccioso com o conteudo de seus granulos liberados por
exocitose no tecido (PHAM, 2006).

Ao mesmo tempo em que tudo isso esta ocorrendo e a medida que o agente
indutor da inflamacao é eliminado, os neutréfilos também geram sinais para diminuir
0 seu préprio acumulo, promover a sua prépria morte por apoptose, atrair mondcitos
que irdo se diferenciar em macréfagos teciduais que irdo atuar na eliminagdo das
células mortas, parando o processo de dano tecidual e iniciando o processo de
reparo tecidual (PHAM, 2006; SERHAN et al., 2008).
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Os principais mediadores antiinflamatérios liberados s&o as lipoxinas
derivadas dos neutrofilos, assim como as resolvinas e protectinas produzidas pelos
macréfagos em resposta a ingestao de neutréfilos apoptoticos. Esses mediadores
inlbem o recrutamento de neutrofilos. Além disso, esses mediadores
antiinflamatérios e de pro-resolucado recrutam mondécitos ndo inflamatérios, que se
diferenciam em macréfagos teciduais que irdo secretar TGF-B. Alguns destes
macréfagos podem deixar o tecido e migrar para o sistema linfatico (PHAM, 2006;
SERHAN et al., 2008)

De uma maneira geral, essa familia de moléculas enddgenas de pro-
resolucdo atua de diversas formas e em diversas células, estimulando a producgéo
de fatores de resolucdo e inibindo a producdo de mediadores inflamatérios, a
ativacao das células endoteliais e a migracao de leucocitos (neutréfilos, eosindfilos)
(SERHAN, 2008). Ap6s a resolucdo da resposta inflamatéria, ocorre o
preenchimento do espaco lesado, através da formagédo de um novo tecido, epitélio e
vasos sanguineos (TSIROGIANNI et al., 2006). O processo de reparo tipicamente
envolve duas fases: a regenerativa, na qual as células destruidas sao substituidas
pelo mesmo tipo celular, ndo deixando evidéncias de dano tecidual; e a fase
conhecida como fibroplasia ou fibrose, na qual o tecido conjuntivo € substituido pelo
parénquima normal (WYNN, 2008).

Como descrito anteriormente, a inflamag¢ao aguda € uma resposta rapida, que
envolve o recrutamento e ativacdo de neutréfilos, macréfagos e de proteinas
plasmaticas ao local injuriado ou infectado. Estas células atuam na eliminagdo do
estimulo inicial, através da destruicao de patdogenos e remocéao de detritos celulares.
Porém, se o estimulo ndo é eliminado, o processo inflamatério ira persistir e evoluir,
ocorrendo uma mudanga no perfil de células recrutadas de neutréfilos para uma
mistura inicial de fagocitos mononucleares e posteriormente de células T (POBER e
SESSA, 2007).

As células T ativadas podem aumentar as funcdes efetoras dos fagécitos
mononucleares ou recrutar células efetoras alternativas. Como conseqliéncia desses
eventos, as células efetoras especializadas da imunidade adaptativa freqiientemente
obtém sucesso na eliminacdo do estimulo que resistiu a eliminacao pela imunidade
inata, permitindo a resolugcéo e o reparo tecidual (HOEBE et al., 2004; POBER e
SESSA, 2007).
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Na inflamacdo crénica a fase de resolucdo se torna prolongada e
desordenada, havendo a persisténcia do infiltrado inflamatério, hiperplasia tecidual e
em ultimo caso uma cicatriz tecidual. Ocorre, portanto, uma alteracdo no balanco
homeostatico entre os fatores que aumentam a celularidade (recrutamento de
leucécitos, proliferacao e retencao) e os que diminuem a celularidade (morte celular
e emigracao) (BUCLEY, 2003a; BUCLEY et al., 2004).

Fatores como estimulo antigénico prolongado, pela presenca de
microrganismos resistentes e a exposicao de auto-antigenos podem conduzir a uma
inflamacéo crénica com formacao de um novo tecido, como o pannus na articulagéo
de pacientes com artrite reumatdide, por exemplo, e podem levar a formacéao de
estruturas linféides ectépicas com areas organizadas de células T e B (TAKEMURA
et al., 2001; POBER e SESSA, 2007; BRENNAN e MCINNES, 2008).

A artrite reumatéide € uma doenca inflamatéria auto-imune cronica,
caracterizada pela inflamacéo e destruicdo da cartilagem e ossos das articulacdes,
presenca de células B e T auto-reativas, é pela presenca de auto-anticorpos
especificos para IgG (ou fator reumatoide), peptideos citrulinados, colageno do tipo
Il e proteoglicanos, BiP (Immunoglobulin heavy gene binding protein), proteinas de
choque térmico (HSP — Heat shock protein), entre outros. Esta doenca afeta cerca
de 1% da populacdo mundial causando significativa morbidade e mortalidade. E
etiologicamente complexa, com importantes contribuicbes de varios fatores
genéticos e ambientais (SELDIN et al.,, 1999; GABRIEL, 2001; STEINER e
SMOLEN, 2002; FIRESTEIN, 2003; MACINNES e SCHETT, 2007; KLARESKOG et
al., 2008).

Na articulacdo saudavel a funcéo fisiolégica da membrana sinovial, formada
por poucas camadas de fibroblastos e macréfagos sinoviais (ou sinoviécitos), é
fornecer nutrientes e moléculas lubrificantes, como o acido hialurénico, a cavidade
articular e a cartilagem adjacente. Os fibroblastos sinoviais também estdo envolvidos
no continuo remodelamento da matriz extracelular, através da producdo de
componentes da matriz, como colageno e proteoglicanos, e também pela producao
de varias enzimas que degradam a matriz, como as MMPs (SWEENEY e
FIRESTEIN, 2004; MULLER-LADNER et al., 2007).

Nas articulacées afetadas pela artrite reumatéide a membrana sinovial se
torna hiperplasica devido a proliferacdo das células sinoviais e ao intenso infilirado

inflamatério. Como conseqiiéncia, a camada interna da sindvia aumenta para dez
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camadas ou mais de células, num processo chamado pannus, ocorrendo também
uma intensa neovascularizacao (PALEOG, 2002; KNEDLA et al., 2007; BRENNAN e
MCINNES, 2008). O infiltrado inflamatério é caracterizado por macréfagos, células T,
células B, plasmacitos, neutréfilos, mastécitos, células dendriticas e NK (Natural
Killer) (TAK e BRESNIHAN, 2000; FIRESTEIN, 2003; SWEENEY e FIRESTEIN,
2004; MCINNES e SCHETT, 2007).

De uma maneira geral, uma vez iniciado, 0 processo auto-imune resultara na
resposta inflamatdria crénica contra antigenos préprios, na liberagdo de mediadores
inflamatérios, producdo de auto-anticorpos, formacdo de imunocomplexos,
extravasamento e ativacdo de células T citotdxicas, células NK, macréfagos e
células polimorfonucleares (PMN). Os anticorpos especificos para auto-antigenos
induzem dano tecidual através de varios mecanismos, como por exemplo,
acelerando a remocdo das células ligadas aos auto-anticorpos, ativando o
complemento, iniciando a citotoxicidade mediada por anticorpos ou interferindo nas
funcdes celulares através da ligacdo em receptores de superficie da célula
(ANDREAKQOS et al., 2002; GREGERSEN e BEHRENS, 2006).

Em contrapartida, as células T medeiam a injuria tecidual através da interacao
célula-célula e da liberacdo de citocinas (células T CD4") que ativardo células
imunes, ou do ataque aos tecidos proprios (células TCD8"), resultando em grande
dano tecidual. O estagio inicial das doencas auto-imunes é assintomatico, enquanto
o estagio de perpetuacao resulta na persisténcia de células T e na manutencao da
inflamacédo. Os processos iniciais de quebra da tolerancia das células T e B sao
pouco definidos, e provavelmente ocorrem devido a defeitos na tolerancia central e
periférica (ANDREAKOS et al., 2002; GREGERSEN e BEHRENS, 2006).

Uma vez que processo artritico esta instalado, o tecido sinovial inflamado
invade a cartilagem e ossos adjacentes promovendo a destruicdo da articulacao,
que é mediada por osteoclastos, condrdcitos e pelos sinoviécitos. Somado a isso, a
articulacao na artrite reumatéide € um ambiente em um estado anormal de hipoxia e
estresse biomecanico, que pode levar a formacado de neo-antigenos que poderao
ampliar a reacdo auto-imune (MCINNES e SCHETT, 2007; MULLER-LADNER et al.,
2007; OTERO e GOLDRING, 2007; SHETT, 2007).

Portanto, o processo imunolégico que ocorre nas articulacbes artriticas é
complexo, mas de uma maneira geral, a presenca destas células na membrana

sinovial resulta na producdo de varias citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias
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como IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-23, linfotoxina (LT), GM-
CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), M-CSF (Macrophage
colony-stimulating factor), IFN-y (Interferon gamma), |IFN-a (Interferon alpha), FGF,
VEGF, HMGB1 (High mobility group box 1 protein) e de seu receptor (FELDMANN et
al., 1996; FIRESTEIN, 2003; SWEENEY e FIRESTEIN, 2004; MCINNES e LIEW,
2005; LUNDY et al., 2007 ).

Estes mediadores realizam sinalizacdo paracrina e autdcrina, atuando de
varias maneiras: no recrutamento e retencdo de células inflamatérias para as
articulagdes; como ativadores de sinoviocitos, das células recrutadas e das préprias
células produtoras, que ativadas, irdo produzir mais do mesmo ou de outros tipos de
citocinas, quimiocinas e enzimas (MMPs) que irdo destruir as articulagdes e 0ssos
adjacentes. Esta situacao resulta em um mecanismo de feedback positivo, além do
sinergismo entre os mediadores produzidos, formando uma rede de citocinas
(SWEENEY e FIRESTEIN, 2004).

As citocinas estao envolvidas em varios processos que medeiam a inflamacéao
crénica no processo de artrite. Apesar de a sindvia normal ser relativamente
acelular, durante o processo artritico, a producdao de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-18,
quimiocinas e VEGF na membrana sinovial, que recruta células imunes, as quais
ficam retidas e sobrevivem na membrana sinovial pela presenca nas articulagdes de
TNF-a, IFN-a, IFN-B e IL-15. Em paralelo, ocorre uma resposta das células do tecido
sinovial, de condrdcitos e células da matriz 6ssea, pela presencga de IL-17, RANKL
(Receptor activator of nuclear factor-kB ligand) e TGF-, que provocam a destruicao
dos componentes teciduais e 6sseos (MCINNES e LIEW, 2005).

Na sindvia também sado encontrados mediadores antiinflamatérios, como as
citocinas IL-10, IL-11, IL-13, o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1RA), e os
receptores sollveis de TNF e IL-1, proteina ligante de IL-18 (IL18BP - Interleukin 18
binding protein). Entretanto, estudos sugerem que estes mediadores sao
insuficientes para regular o processo artritico, havendo na artrite reumatdide um
desequilibrio entre a producdo de mediadores inflamatérios e antiinflamatorios
(ANDREAKOS et al.,, 2002; MCINNES e LIEW, 2005). Além desses fatores
antiinflamatérios foi detectada a presenca de células T regulatérias (FOXP3" CD4"
CD25") no liquido sinovial de pacientes com artrite, porém com suas fungoes
regulatérias diminuidas, provavelmente devido a presenca do TNF-a que atua como
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inibidor (EHRENSTEIN et al.,, 2004; SHAPENKO et al.,, 2005; NADKARNI et al.,
2007).

A artrite reumatdide é etiologicamente complexa, com importantes
contribuicoes de varios fatores genéticos e ambientais (FIRESTEIN, 2003). Fatores
ambientais considerados fatores de risco para o desenvolvimento de artrite
reumatoide incluem agentes microbianos, e estresse. Estudos recentes indicam que
o habito de fumar é um importante fator de risco, pois induz a citrulinacdo de
proteinas préprias e a presenca de anticorpos contra peptideos citrulinados € uma
caracteristica altamente relacionada a artrite reumatoide e que possui associacao
com HLA (Human Leucocyte Antigens) (SELDIN et al., 1999; SCHELLEKENS et al.,
2000; ZHANG et al., 2003; IRIGOYEN et al., 2005; COSTENBADER et al. 2006;
KLARESKOG et al., 2006, 2007; MCINNES e SCHETT, 2007).

Dos fatores genéticos que possuem associacdo com a suscetibilidade e
gravidade desta doenca estdo alguns alelos do sistema HLA, precisamente
relacionado a heranca de um elemento estrutural codificado por diferentes alelos da
classe Il do HLA, conhecido como epitopo compartilhado, localizado na terceira
regiao hipervariavel da cadeia DR, chamado de alelos HLA-DRB1 (GREGERSEN
et al., 1987; DEIGHTON et al., 1989; VAN DER HELM-VAN MIL et al., 2005).

Entretanto, a contribuicdo genética do HLA-DR no desenvolvimento da artrite
reumatoide é estimada em torno de 40%, indicando que /oci ndo relacionados ao
MHC podem contribuir nesta patogénese, como os loci PTPN22 (Protein tyrosine
phosphatase, non receptor type 22), PADI4 (Peptidyl arginine deiminase type V),
CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), FcyRs (Fc receptors for IgG), varios loci
que codificam as citocinas TNF-a, IL-1, IL-10, IL-18 e seus receptores, SLC11A1
(Solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion transporter) member 1)
entre outros (DEIGHTON et al., 1989; SHAW et al.,, 1996; JOHN et al., 1997;
SINGAL et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2002; VAN DER HELM-VAN MIL et al.,
2005; AMOS et al., 2006; YEN et al., 2006).

O gene SLC11A71 é o primeiro membro de uma superfamilia de proteinas de
membrana altamente conservadas, presente em vertebrados, plantas, insetos,
fungos e bactérias (CELLIER et al., 1995, 2001). Em vista disso, foi nomeado como
Solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion transporter) member 1,
mas € conhecido também como NRAMP1 (Natural resistance-associated
macrophage protein-1) (VIDAL et al., 1993, 1995).
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Existe uma homologia entre o gene Slc11al murino localizado no
cromossomo 1 e o0 gene SLC11A71 humano localizado no cromossomo 2. Ambos
codificam para uma proteina integral de membrana altamente hidrofébica de
aproximadamente 60 kDa, com 12 dominios transmembréanicos, uma alga extra
citoplasmatica glicosilada, com varios sitios de fosforilagdo (VIDAL, et al., 1993;
BARTON et al.,, 1994; BLACKWELL et al., 1995; CELLIER et al., 1995), além de
uma sequéncia de transporte (Consensus Transport Motif — CTM) estruturalmente
homoéloga as proteinas de transporte de membrana encontradas em bactérias e
eucariotos, indicando o envolvimento desta proteina no transporte de ions (CELLIER
et al., 1995).

Esta proteina localiza-se nos compartimentos endossomal/lisossomal de
macrofagos (GRUENHEID et al., 1997; SEARLE et al., 1998) e células dendriticas
mieléides CD11c* (STOBER et al., 2007), e nos granulos terciarios de neutréfilos
(CELLIER et al., 1997; CANONNE-HERGAUUX et al., 2002), transportando ferro e
outros cations divalentes (KHUN et al., 1999; JABADO et al., 2000; BLACKWELL et
al., 2001).

Os dados de literatura para a direcao do transporte e o substrato transportado
pela proteina Sic11al sado controversos (LAM-YUK-TSEUNG e GROS, 2003).
Existem duas teorias: a primeira sugere que a Slci1al retira os cations de Fe*? das
hemacias senescentes fagocitadas, do fagolisossomo para o citoplasma do
macrofago (ATKINSON e BARTON, 1998, 1999). Um efeito direto deste transporte
na resisténcia a infeccao € de que o macréfago que possui o alelo normal do gene
Slc11al (Slc11a1®) realizaria o transporte eficiente de fons para fora do
fagolisossomo indisponibilizando céations essenciais para o crescimento (como o
Fe?) e o metabolismo bacterianos (como Zn*? e Mn*?) (GOMES e APPELBERG,
1998; ATKINSON e BARTON, 1999). A segunda teoria propde que a proteina
normal do gene Sici11al transportaria o ferro para dentro do fagolisossomo,
favorecendo a reacdo de Fenton/Harber-Weiss, que gera radicais hidroxilas
altamente toxicos para a bactéria (KHUN et al., 1999; ZWILLING et al., 1999;
GOSWAMI et al., 2001; KHUN et al., 2001).

Em humanos, foi identificado que a regiao promotora do gene SLC11A1
possui nove polimorfismos funcionais que codificam os alelos de 1 a 9 (BLACKWELL
et al., 1995, 2000; GRAHAM et al., 2000; KOJIMA et al., 2001; ZAAHL et al., 2007).
Estudos propéem que a alta expressao da Slc11ail em portadores do alelo 3 estaria
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associada ao desenvolvimento de doengas auto-imunes, enquanto que a baixa
expressao do alelo 2 esta relacionada a suscetibilidade as infecgbes (BLACKWELL
et al., 1995; SEARLE e BLACKWELL, 1999; BLACKWELL et al., 2000; ZAAHL et al.,
2004; AWOMOJI, 2007).

Em camundongos, a susceptibilidade € associada a substituicido do
aminoacido glicina por acido aspartico na posicao 169, causada por uma mutacao
pontual na regido codificadora do quarto dominio transmembréanico. Portanto, o alelo
normal do gene Sici1al produz uma proteina funcional na membrana dos
fagolisossomos, enquanto o alelo mutado produz uma proteina néo funcional (MALO
e SKAMENE, 1994; VIDAL et al., 1995).

Portanto, o gene SLC711A71 atua regulando a fase inicial da atividade
microbicida do macrofago e possui efeitos pleiotropicos, interferindo na ativagéao
macrofagica através de efeitos na explosado respiratéria e na producdo de o6xido
nitico e TNF-a (BARTON et al.,, 1995; CANONNE-HERGAUUX et al., 1999;
LALMANACH et al.,, 2001; FRITSCHE et al., 2003). Além disso, interage na
produgcdo de IFN-y e IL-1 (KITA et al, 1992; RAMARATHINAN et al., 1993;
LALMANACH et al., 2001), e na expressdo de moléculas de classe Il do MHC
(WOJCIECHOWSKI et al., 1999; FORTIER et al., 2005).

As maiorias dos avancos no entendimento da patogénese de artrite resultam
de estudos em modelos animais, como ratos e camundongos (KANNAN et al.,
2006). As vantagens no uso de modelos animais s&o: 1) monitoramento cuidadoso
do desenvolvimento da patologia; 2) o conteudo genético pode ser controlado e
manipulado e 3) as influéncias ambientais podem ser controladas (JIRHOLT et al.,
2001).

Um dos véarios modelos murinos de artrite reumatoide é modelo de artrite
induzido por pristane (PIA — Pristane-induced arthritis).

A artrite induzida por pristane é caracterizada por ser uma doenca inflamatéria
cronica que, ao contrario dos outros modelos, é considerada tardia, com uma
progressdo que se estende de 60 a 200 dias dependendo da linhagem de
camundongo utilizada (POTTER e WAX, 1981; BEDWELL et al., 1987; WOOLEY et
al., 1989; PATTEN et al., 2004).

A PIA compartilha muitas caracteristicas histolégicas e clinicas com a artrite

reumatoide, como o infiltrado inflamatério, hiperplasia da sinévia com erosdo da
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cartilagem e ossos, formacao de pannus nas articulacées afetadas (HOPKINS et al.,
1984; BEDWELL et al., 1987; WOOLEY et al., 1989).

O pristane (2, 6, 10, 14-tetrametilpentadecano) € um éleo mineral utilizado
inicialmente para a inducdo de plasmocitomas na cavidade peritoneal de
camundongos, porém foi observado que aproximadamente 20% dos camundongos
BALB/cAn e 70% de BALB/cJ desenvolveram artrite apés 4 meses ou mais da
injecao intraperitoneal de pristane (POTTER e WAX, 1981).

O modelo de PIA murino envolve inje¢des intraperitoneais (i.p.) de pristane
induzindo uma resposta imune com importante participacdo de células T e B
(THOMPSON et al., 1990; STASIUK et al., 1997), que sensibiliza os animais por um
longo periodo de tempo, promovendo a instalacao tardia de artrite (PORTER e WAX,
1981; VINGSBO et al., 1996).

No soro dos animais artriticos foi observada a presenca de fator reumatéide
circulante e de anticorpos contra colageno (WOOLEY et al., 1989; THOMPSON et
al., 1990) e apesar dos animais néo receberem adjuvante micobacteriano na PIA foi
observada uma resposta mediada por células T e por anticorpos especificos contra
hsp65 de micobactéria no soro e articulagbes de camundongos com PIA
(THOMPSON et al., 1990; STASIUK et al., 1997; THOMPSON et al.,1998).

Estudos mais recentes demonstraram a producdo de anticorpos e a
participacao de linfécitos T contra um amplo espectro de antigenos presentes nas
articulacées, como hsp, agrecanos, fibronectina, decorinas, sulfatos A e B de
condroitina, biglicanos, colageno do tipo | e Il, peptideo CII, DNA dupla-fita, GPI
(Glucose-6-phosphate isomerase), agregado murino de IgG, e para extratos da
articulacao de camundongos normais e artriticos (MORGAN et al., 2004; PATTEN et
al., 2004). Além disso, estes estudos sugerem que no modelo de PIA exista uma
ampla resposta aos componentes da articulacdo, e que talvez ndo exista um
antigeno imunodominante, com excecado das hsp e dos colagenos do tipo | e Il
(WOOLEY et al., 1989; THOMPSON et al., 1998; PATTEN et al., 2004).

As proteinas de choque térmico (HSP - heat shock protein) sdo produzidas
por células procariontes e eucariontes em resposta a uma variedade de estimulos,
realizam funcdes relevantes em numerosos processos fisioloégicos e estdo
relacionadas com a resposta imune. As HSP sao subdivididas em diferentes
familias, de acordo com o seu peso molecular, entretanto, os membros da familia

HSP70 ocorrem em todas as espécies conhecidas e possuem uma estrutura
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altamente conservada entre as espécies. As proteinas de choque térmico podem ser
induzidas por varios fatores de estresse, como hipdxia, espécies reativas do
oxigénio, citocinas (TNF-a e IFN-y), aumento de temperatura (febre), deficiéncia
nutricional, infecgées virais, e sédo frequentemente encontradas em locais de
inflamacéao, inclusive nas articulagcbes de pacientes com artrite, nos quais foram
encontrados altos titulos de anticorpos anti-HSP autélogos (KAUFMANN, 1990;
MORIMOTO e SANTORO, 1998; FINK, 1999; NAYLOR e HARTL, 2001; VAN EDEN
et al., 2005).

Estudos demonstraram células T reativas para HSP, indicando que em
particular HSP60 e HSP70, constituem um grupo de auto-antigenos que pela sua
conservada evolugcao, permitem a reacdo cruzada com HSPs microbianas e HSPs
préprias (VAN EDEN et al., 2005).

As proteinas de choque térmico estdo entre os antigenos imunodominantes
encontrados nas micobactérias, principalmente as de 70, 65, 18 e 14 kDa (SILVA et
al., 1994). Em fungéo desta imunodominancia e do alto grau de homologia entre as
HSP humanas e microbianas, surgiram hipoteses de que a HSP60 estejam
envolvidas em varias doencas inflamatérias e auto-imunes (YOUNG et al., 1988;
LAMB et al., 1989; KAUFMANN et al., 1990; YOUNG, 1990; JONES et al., 1993).

Estas hip6teses se baseiam principalmente no mimetismo molecular, pois a
familia de genes HSP60 inclui as hsp58 de mamiferos e as hsp65 de micobactérias.
Consequentemente, os epitopos presentes nas hsp65 podem ser compartilhados
pela hsp58 autdloga. A reacdo cruzada entre antigenos presentes no microambiente
e as hsp expressas pelas células alvo desencadearia mecanismos importantes no
processo de ativacao da doenca auto-imune (RES et al., 1988; GASTON et al.,
1989; THOMPSON et al., 1990; VAN EDEN, 1991; VAN EDEN et al., 2005).

O mecanismo sugerido por Thompson et al. (1990) para explicar como um
6leo mineral injetado em um local pode induzir artrite em outro, se baseia nas
propriedades irritantes e adjuvantes do pristane (WILNER et al., 1963), que além de
persistir na cavidade peritoneal poderia promover a apresentacao repetida de auto-
antigenos que normalmente ndo séo apresentados, fazendo-o por um longo periodo
de tempo. Portanto, a presenca do pristane na cavidade peritoneal causa uma
reacao inflamatoria local que poderia causar lesdo e aumento de permeabilidade

vascular no intestino, expondo antigenos bacterianos normalmente confinados no
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intestino para a cavidade peritoneal e consequentemente, para o sistema imune
(THOMPSON et al., 1990).

As células T, sensibilizadas para as hsp65 exégenas ou hsp58 endbégenas
(reagdo cruzada) se deslocariam para as articulagdes, mediadas por moléculas de
adesdo comuns ao endotélio das mucosas e da sindvia. Camundongos mais velhos
apresentam uma maior expressao de HSP nas articulagdes, o que poderia explicar a
inflamacdo crénica e tardia causada pelo pristane (BARKER et al., 1996;
THOMPSON et al., 1990).

1.2 Camundongos selecionados para resposta inflamatéria aguda e sua

relacao com o desenvolvimento de artrite induzida por pristane

Os pesquisadores do Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan tém
se dedicado ao estudo do controle genético da resposta imunolégica através da
producdo, manutencgao e utilizacdo de linhagens de camundongos de alta e baixa
resposta produzidos a partir do Processo de Selecao Genética Bidirecional.

O processo de selegao genética bidirecional visa a obtencéo de animais com
fenétipos extremos e opostos para uma determinada caracteristica quantitativa,
baseado em acasalamentos seletivos partindo de uma populacdo inicial
geneticamente heterogénea (STIFFEL et al., 1990).

Com o objetivo de estudar o controle genético da resposta imune inata foram
produzidas linhagens de camundongos fenotipicamente selecionadas para a maxima
(AIRmax) ou minima (AIRmin) intensidade da resposta inflamatéria aguda (IBANEZ
et al., 1992).

O método quantitativo utilizado para medir a intensidade da resposta
inflamatéria aguda (AIR) foi baseado no modelo proposto por Robert Fauve e
colaboradores (1983), que utiliza como agente inflamatério microesferas de
poliacrilamida (Biogel), substadncia porosa completamente insolivel, né&o-
biodegradavel, ndo-antigénica e nao-difusivel, com nivel de exclusao para proteinas
até 4 ou 100 quilodaltons (kDa), chamadas, respectivamente, de Biogel P4 ou P100
(FAUVE et al., 1983; FONTAN e FAUVE, 1983).

Os parametros de selecao da intensidade da resposta inflamatéria aguda ao
Biogel foram: a determinagdo do numero de células infiltradas e da concentracdo
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protéica no exsudato inflamatério, parametros que sao positivamente
correlacionados (IBANEZ et al., 1992).

As condicbes experimentais ideais para a avaliacdo da AIR foram
determinadas através da utilizagdo de linhagens heterogéneas e isogénicas de
camundongos que receberam volumes variados (de 0,25 ml até 1,25 ml) das
suspensoes de Biogel (P4 e P100), além da analise destes exsudatos em tempos
diferentes (24, 48, 72 horas, 5 e 7 dias ap6s a injecao subcutdnea de Biogel)
(HERODIN et al., 1983; STIFFEL et al., 1987, 1990; IBANEZ et al., 1992; RIBEIRO,
1994).

Estes estudos auxiliaram na escolha do Biogel P100 como agente
selecionador, e na determinagédo do volume ideal da suspenséo de Biogel P100 que
seria utilizado para o inicio do processo seletivo, assim como na determinacao do
tempo de coleta do exsudato inflamatério, que ficou estabelecido respectivamente,
em 0,75 ml de Biogel P100 aplicado subcutaneamente (s.c.) no dorso dos animais
previamente depilados, com um tempo de coleta do exsudato de 72 horas apés o
estimulo inflamatério pelo Biogel (IBANEZ et al., 1992; RIBEIRO, 1994).

A partir da sexta geracao de acasalamentos seletivos ja foi possivel identificar
um aumento da capacidade inflamatéria da linhagem de maxima resposta (AIRmax).
Este aumento estava diretamente relacionado a concentracao de células no local do
estimulo inflamatério ao Biogel, fato que dificultou o processo de contagem celular
pela formagdo de agregados celulares, impedindo a avaliagdo de um dos
parametros de selecdo. Para a resolucdo deste problema, a coleta do exsudato
inflamatério foi antecipada de 72 para 48 horas (STIFFEL et al., 1990; IBANEZ et al.,
1992) e atualmente, é realizada 24 horas ap6s a injecdo do agente inflamatério
Biogel (RIBEIRO et al., 2003; RIBEIRO, 1994).

Estudos realizados por Stiffel e colaboradores (1987, 1990) indicavam o
controle poligénico da resposta inflamatéria aguda, conclusdo baseada na extensa e
continua variacdo fenotipica da AIR observada inicialmente em linhagens de
camundongos High e Low selecionadas para a producado quantitativa de anticorpos
(STIFFEL et al., 1987) e posteriormente em linhagens isogénicas de camundongos,
nas quais as variagdes intralinhagem eram sempre muito menores do que as
variacdes interlinhagens (STIFFEL et al., 1990).

Para o inicio do processo seletivo foi produzida uma populagéao fundadora (ou
inicial) geneticamente heterogénea, chamada FO0, obtida através do intercruzamento

38



Introducdio-

balanceado de oito linhagens isogénicas de camundongos: A/J, DBA/2J, P/J,
SWR/J, SJL/J, CBA/J, BALB/cJ e C57BL/6J (STIFFEL et al., 1990; IBANEZ et al.,
1992; RIBEIRO, 1994).

Ap6s o estimulo inflamatério de Biogel, a linhagem isogénica P/J foi
classificada como alta resposta, apresentando altos valores de concentracao celular
(células/ml) e protéica (Unidades de Absorbancia/ml) (64.30 x10° + 20.30 e 5.20 +
2.20, respectivamente), enquanto a linhagem CBA/J foi considerada de baixa
resposta apresentando baixos valores de concentragdo celular e protéica (8.20 x10°
+ 3.70 e 3.60 = 0.90, respectivamente) (STIFFEL et al., 1990; RIBEIRO, 1994).

As demais linhagens isogénicas (A/J, BALB/cJ , DBA/2J, C57BL/6J, SWR/J e
SJL/J) apresentaram valores fenotipicos intermediarios, com valores médios
aproximados de 28.9 x10° + 4.0 para a concentragao celular e de 4.30 + 0.60 para a
concentragao protéica (STIFFEL et al., 1990; RIBEIRO, 1994).

O intercruzamento balanceado destas oito linhagens isogénicas possibilitou
que a populagédo FO contivesse cerca de 12,5% do pool de genes de cada uma das
linhagens isogénicas originais (STIFFEL et al., 1990).

Uma vez definida, os animais da populacao FO foram submetidos ao estimulo
inflamatério pelo Biogel e obtiveram uma distribuicdo de freqtiéncia para os fenétipos
de selecao (concentracdo de células e de protéica no exsudato inflamatério) que
segue uma curva normal (IBANEZ et al., 1992; RIBEIRO, 1994).

Para o inicio do processo seletivo, os acasalamentos foram feitos pela
escolha baseada no valor fenotipico individual dos dois parametros investigados,
através da selecdo dos animais com valores fenotipicos situados nos extremos da
curva de Gauss. Ou seja, para a producao da linhagem de alta reatividade
inflamatéria aguda (AIRmax), os casais nas geracdes consecutivas foram
selecionados entre os camundongos que apresentaram os valores de proteina e
celularidade mais altos, enquanto para a producdo da linhagem de baixa reatividade
inflamatéria (AIRmin) foram selecionados para os respectivos acasalamentos, 0s
animais com valores mais baixos de proteina e celularidade. Para minimizar a
consanguinidade da col6nia foram evitados os acasalamentos entre irmaos e primos
(IBANEZ et al., 1992; RIBEIRO, 1994).

Apébs onze geracoes de acasalamentos seletivos observou-se que a diferencga
entre as linhagens AIRmax e AIRmin aumentava progressivamente, com uma

diferenca de seis vezes para a concentracdo celular e de duas vezes para a
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concentracdo protéica. Entretanto, esta diferenca entre as linhagens foi atribuida
fundamentalmente aos animais AIRmax que responderam melhor ao processo
seletivo quando comparados a populacao FO, o mesmo nao foi observado para a
linhagem AIRmin quando comparada & populacéo FO (IBANEZ et al., 1992).

Estes resultados indicam que apesar da forte presséao de selecdo aplicada, a
intensidade da resposta inflamatéria aguda ndo pode ser menor do que a obtida na
populacdao FO e que os fatores genéticos acumulados durante o processo seletivo
sdo capazes de aumentar a intensidade da resposta inflamatéria aguda, mas,
aparentemente sdo incapazes de fazé-la diminuir (IBANEZ et al., 1992; RIBEIRO,
1994).

Apbs 20 geracoes de acasalamentos seletivos admitiu-se que as linhagens
atingiram o maximo de separacao fenotipica, chamado de limite de sele¢do. No
limite de selecédo foi considerado que os alelos de alta resposta para os fenétipos de
selecdo estdo em homozigose na linhagem AIRmax e que os alelos de baixa
resposta estdo em homozigose na linhagem AIRmin (RIBEIRO, 1994; BIOZZI et al.,
1998).

Os resultados do processo seletivo demonstraram a regulacao poligénica da
intensidade da resposta inflamatéria aguda (AIR), ou seja, que este fendtipo é
quantitativamente regulado por varios genes, aproximadamente 11 loci génicos, que
segregam independentemente e que sdo dotados de efeito aditivo (IBANEZ et al.,
1992; RIBEIRO, 1994; BIOZZI et al., 1998).

Com relacéo ao tipo celular, no exsudato inflamatério da populagéo FO o tipo
celular predominante foram os leucocitos polimorfonucleares (71%), sendo os
neutréfilos as principais células deste infiltrado. As células mononucleares
encontradas (29%) foram essencialmente macréfagos, enquanto o numero de
linfocitos foi insignificante (IBANEZ et al., 1992).

Na geragéao F27, a contagem de células no exsudato inflamatério dos animais
AlRmax foi de 75 + 3.8 x10%/ml; de 4.6 + 1.2 x10%/ml nos animais AIRmin e de 10.6 +
0.7 x10%ml no grupo controle de animais isogénicos BALB/c. A andlise destas
células por citometria de fluxo e confirmada por citologia, indicou que 85% eram
neutréfilos em todas as linhagens analisadas (RIBEIRO et al., 2003).

Apesar das diferencas quantitativas, os neutréfilos maduros das linhagens
AIRmax e AIRmin possuem a mesma capacidade funcional, ou seja, expressam
niveis semelhantes de moléculas de superficie reguladoras tanto da diferenciacao,
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como ativacdo e migragcao destas células. Esta expresséao foi considerada dentro de
um padrao fisiolégico normal quando comparada com a linhagem controle de
camundongos isogénicos BALB/c (RIBEIRO et al., 2003).

Ribeiro e colaboradores (2003) concluiram que a diferenca de intensidade da
resposta inflamatéria aguda (AIR) observada entre os animais da linhagem AIRmax
em relacdo aos AIRmin é resultado da acdo combinada de trés elementos que
divergiram entre elas durante o processo de Selecao Genética Bidirecional.

1. A producao quantitativa de neutréfilos pela medula 6ssea em conseqiiéncia
de uma resposta diferencial as citocinas granulopoéticas associada a expressao
diferenciada de receptores especificos para estas citocinas.

2. Producgao de fatores quimiotaticos nos exsudatos inflamatérios locais.

3. Resisténcia diferenciada a apoptose espontdnea dos neutrofilos
extravasados no sitio inflamatério.

Em resumo, a producdo quantitativa de neutréfilos na medula 6ssea de
animais da linhagem AIRmax é maior, pois suas células precursoras sdo muito mais
responsivas aos processos de proliferacdo e diferenciacdo em granuldcitos quando
comparadas a linhagem AIRmin, que responde fracamente aos sinais de estimulo
provenientes dos exsudatos inflamatérios.

Além disso, analises in vitro de proliferacao e diferenciacado de PMN utilizando
citocinas envolvidas na granulopoese indicaram que as células precursoras da
medula 6ssea dos animais AIRmax sdo mais reativas as citocinas granulopoéticas
(GM-CSF, IL-3 e IL-5) em relagédo as células da linhagem AIRmin (RIBEIRO et al.,
2003).

Andlises utilizando células ex vivo da medula éssea demonstraram que estas
células nos animais AIRmax expressam maiores niveis de Cd131, um componente
dos receptores das citocinas hematopoiéticas de GM-CSF, IL-3 e IL-5. Estes
resultados sugerem que as células precursoras da medula 6ssea dos animais
AlIRmax comprometidas com a diferenciacdo em neutréfilos expressam rapidamente
elevados niveis de receptores de citocinas (RIBEIRO et al., 2003).

A produgéo diferencial de fatores quimiotaticos entre as linhagens AlIRmax e
AIRmin foi identificada a partir da analise do conteudo protéico dos exsudatos
inflamatérios destes animais. O exsudato dos animais AIRmax apresentou
diferencas quantitativas importantes as 24 horas de resposta ao Biogel pela

presenca de proteinas de baixo peso molecular que estdo diretamente envolvidas
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nos processos de recrutamento de neutréfilos para sitios inflamatérios, como as
anafilatoxinas C3a e Cb5a, a proteina 14 induzivel de fator de crescimento de
fibroblasto (FGF-inducible 14), a proteina precursora de linfotaxia (XCL1) e a
proteina 2 ativadora de macréfagos (MIP-2), que foram encontradas em menor
quantidade nos animais AIRmin (RIBEIRO et al., 2003).

O exsudato inflamatério de 24 horas dos animais AIRmax exerceu um efeito
quimiotatico intenso em neutréfilos oriundos da medula éssea de animais BALB/c,
efeito este que nao foi tdo intenso quando o exsudato inflamatério utilizado pertencia
aos animais AIRmin. Estes resultados indicam que o exsudato dos AIRmax contém
altas concentracbes desses fatores quimiotaticos que promovem uma intensa
transmigracao de neutréfilos para o sitio inflamatério (RIBEIRO et al., 2003).

A resisténcia diferenciada a apoptose espontdnea foi observada em
experimentos de avaliagdo da sobrevida de neutrofilos que migraram ao local da
resposta inflamatéria induzida 24 horas apds a injecao de Biogel. Através destas
analises foi observado que os neutrofilos dos camundongos AlIRmax sdo menos
propensos a apoptose quando comparados aos das linhagens AIRmin ou BALB/c
(RIBEIRO et al., 2003).

A alta resposta inflamatéria observada nos animais AIRmax é resultado da
soma de elementos convergentes durante a o processo de selecao genética, ou
seja, da capacidade da medula éssea dos AIRmax de produzirem um maior nimero
de neutréfilos em conseqliéncia de uma alta resposta a citocinas granulopoéticas, da
alta producao de fatores quimiotaticos no exsudato inflamatério destes animais que
determina um maior infiltrado celular no local da injecao do Biogel e da resisténcia a
apoptose espontanea dos neutrdéfilos extravasados ao local inflamatério (RIBEIRO et
al., 2003).

Portanto, o processo de selecao genética bidirecional para a Intensidade da
Resposta Inflamatéria Aguda permitiu a producao de duas linhagens AlIRmax e
AIRmin, que possuem um fundo genético heterogéneo, mas que sao homozigotas
para os loci reguladores deste fendtipo. Um aspecto importante é que a diferenca
fenotipica extrema entre as linhagens ndo parece se dever a presenca de alelos
defeituosos de grande efeito, mas sim de polimorfismos com efeitos aditivos de
efeito baixo a moderado, os quais modelam melhor populacdoes heterogéneas,

como a humana.
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Estudos realizados em hibridos F1 (AIRmax versus AIRmin), segregantes F2
e retrocruzados das linhagens AIRmax e AIRmin estimaram 7 a 11 QTL
(Quantitative Trait Loci) com efeito aditivo regulam a Intensidade da Resposta
Inflamatéria Aguda, sendo que 7 QTL controlariam o extravasamento protéico e 11
QTL regulariam o infiltrado celular (IBANEZ et al., 1992; BIOZZI et al., 1998).

A diferenca nos parametros da Intensidade da Resposta Inflamatéria Aguda
entre os animais AIRmax e AIRmin ocorreu para outros agentes inflamatérios nao
relacionados entre si ou ndo relacionados com o Biogel (agente selecionador), como
o zimosan, a carragenina (VASQUEZ-BRAVO, 1996) e o veneno de Bothrops
jararaca (CARNEIRO et al., 2002).

Além destas modificacdes, as alteragdes genéticas decorrentes do processo
seletivo interferiram também na resisténcia e suscetibilidade destas linhagens a
doencas auto-imunes (VIGAR et al., 2000; SANTOS-JUNIOR et al., 2005; DE
MORAES et al., 2006), tumorais (BIOZZI et al., 1998; MARIA et al., 2003; RIBEIRO
et al., 2005; DI PACE et al., 2006; DE SOUZA et al., 2008), infecciosas (ARAUJO et
al., 1998) e na regeneracéao tecidual (DE FRANCO et al., 2007).

Estes resultados demonstram que os QTL de AIR acumulados durante o
processo seletivo ao Biogel também atuam em diferentes estimulos sejam eles
agudos, infecciosos, tumorais ou cronicos. Portanto, a identificacdo desses QTL é de
extrema importancia, ndo sé para a caracterizagdao das linhagens, como também
para identificacao de quais /oci de AIR estdo associados a outros fenétipos.

A doenca inflamatéria crénica e auto-imune estudada nas linhagens AIRmax e
AIRmin foi a artrite induzida por pristane (Pristane-induced arthritis - PIA) (VIGAR et
al., 2000).

A linhagem de camundongos AIRmax foi esuscetivel ao desenvolvimento de
PIA, enquanto a linhagem AIRmin foi resistente. A incidéncia de artrite experimental
nos animais AIRmax foi de 50% aos 120 dias, atingindo 65% dos animais aos 200
dias de indugédo e nos animais AIRmin a incidéncia foi de 7% aos 180 dias (VIGAR
et al., 2000).

Os animais AIRmax apresentaram altos titulos de IgG1 anti-hsp65, enquanto
gue nos animais AIRmin a IgG2a foi predominante. Em experimentos de ELISPOT
utilizando células esplénicas ex vivo, foi verificado um namero de células secretoras
de IL-4, IL-6 e TNF-a significativamente maior nos animais AIRmax do que nos

AIRmin, caracterizando um perfil de resposta do tipo Th2 nos AIRmax. Os animais
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AIRmin apresentaram um maior numero de células secretoras de IFN-y,
evidenciando um perfil de resposta do tipo Th1 (VIGAR et al., 2000).

Este perfil de resposta imune difere do descrito na literatura, que sugere o
perfil Th2 como protetor ao desenvolvimento de PIA (THOMPSON et al., 1998).

A linhagem AIRmax expressa predominantemente o haplétipo H-2° do MHC
(VIGAR et al., 2000), descrito como sendo um haplétipo de resisténcia (HESSE et
al., 1996), enquanto que os animais AIRmin resistentes expressam
preferencialmente o haplétipo H-2%, descrito juntamente com o haplétipo H-29, como
permissivos a artrite induzida pelo pristane em camundongos isogénicos (WOOLEY,
1989).

Estes resultados indicaram a participacdo de loci fora do MHC no
desenvolvimento da artrite experimental em nosso modelo, e resultados anteriores
(ARAUJO et al., 1998) sugeriam que a regido onde esta localizado o gene Sic11at
poderia ser um destes /oci.

Em estudos de infeccdo por Salmonella entérica sorovar Typhimurium
(Salmonella Typhimurium) realizados na Selecao de Inflamacéo, foi observado um
desvio de freqUéncia do alelo S do gene Sic11al, de 25% na populacéo inicial (FO)
para 60% nos animais AIRmin e apenas 9% nos AIRmax, sugerindo que este desvio
tenha ocorrido devido ao processo seletivo e que o gene Sic11a1 ou algum outro
gene muito proximo a ele, poderia ser um dos QTL envolvidos na regulacdo da
intensidade da reacdo inflamatéria aguda (ARAUJO et al., 1998).

Este mesmo desequilibrio de freqiiéncia foi identificado em animais AIRmax e
AIRmin submetidos a PIA. A freqiiéncia do alelo S nos animais AIRmax suscetiveis
foi de 71%, enquanto todos animais AIRmax resistentes a artrite experimental eram
homozigotos para o alelo R do gene Sic11al. Estes resultados, portanto, sugeriam a
participacdo deste gene na modulacdo da PIA, com o alelo R determinando a
resisténcia enquanto o alelo S do gene Slc11al determinaria uma maior
suscetibilidade da linhagem AIRmax (PETERS et al., 2007).

Com intuito de estudar a participacdo do gene Slc11al como um possivel
QTL regulador da intensidade da resposta inflamatéria aguda (AIR) e o efeito
modulador deste gene no desenvolvimento da PIA, foram produzidas sublinhagens
de camundongos homozigotas para os alelos de R e S deste gene. Estes animais
foram obtidos através de cruzamentos assistidos por genotipagem a partir das
linhagens AIRmax e AIRmin da Selecao de Inflamacgéo (PETERS et al., 2007).
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Para a realizacdo dos acasalamentos seletivos, inicialmente os animais
AlRmax e AIRmin da geracédo F29 foram genotipados para os alelos R e S do gene
Slc11ai. Dos animais AIRmax aproximadamente 85% apresentavam o genotipo RR,
15% possuiam o genétipo RS, enquanto que nenhum animal apresentou o gendétipo
SS nos animais AIRmax. A freqiéncia genotipica nos animais AIRmin foi de 10%
para o gendtipo RR, 60% para o gendtipo SS e 30% de animais heterozigotos RS
(ARAUJO et al.,1998; BORREGO et al., 2006; PETERS et al., 2007).

Para a obtencado da sublinhagem AIRmax SS foram realizados cruzamentos
entre animais AIRmax heterozigotos (RS), pela auséncia de homozigotos S. Deste
modo foram produzidas quatro sublinhagens homozigotas para os alelos R e S do
gene Sic11a1 (AIRmax RR; AIRmax SS; AIRmin RR e AIRmin SS), que mantiveram
os fendtipos de inflamacao e o background genético heterogéneo, pois a producéo
das sublinhagens nado afetou a capacidade de maxima e minima resposta
inflamatéria aguda dos animais AIRmax e AIRmin, respectivamente (BORREGO et
al., 2006; PETERS et al., 2007).

Além disso, foi observada uma diferenca de infiltrado celular entre as
sublinhagens homozigotas RR e SS, tanto AIRmax como AIRmin, onde a presenca
do alelo R do gene Sic11al nos animais determinou um influxo celular mais intenso
do que o alelo S apés estimulo com Biogel (BORREGO et al., 2006; PETERS et al.,
2007). Para o fenétipo de extravasamento protéico, esta modulacdo somente foi
observada entre as sublinhagens AIRmax RR e AIRmax SS, na qual o alelo R
determinou um maior extravasamento d em comparacao ao alelo S (BORREGO et
al., 2006; PETERS et al., 2007).

Estes resultados indicam que a modificagdo da resposta inflamatéria aguda
observada entre as sublinhagens pode ser atribuida ao proprio gene Slc11af ou a
um gene com localizagdo cromossémica préxima, como o receptor beta da
interleucina-8 (118rb) (BORREGO et al., 2006; PETERS et al., 2007).

As sublinhagens AIR homozigotas para os alelos do gene Sic11a1 foram
submetidas a PIA. Para o fenétipo de incidéncia 29,4% dos animais AIRmax RR
desenvolvem artrite aos 150 dias, enquanto 70,6% dos AIRmax SS desenvolveram
PIA aos 180 dias. Os AIRmin RR mostraram-se totalmente resistentes, enquanto
13,3% dos animais AIRmin SS desenvolveram artrite aos 210 dias de avaliagdo. O
escore médio de gravidade de artrite nos AIRmax SS foi duas vezes maior que o dos
AIRmax RR (PETERS et al., 2007).
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No que se refere aos mecanismos imunolégicos envolvidos no
desenvolvimento de artrite induzida pelo pristane foi observada uma predominancia
do perfil de resposta do tipo Th2 em todas as sublinhagens, sugerindo que os
mecanismos inflamatérios desempenham um papel fundamental neste modelo
(PETERS et al., 2007).

Estes resultados demonstram a participacdo do gene Slc17a? na modulacao
da artrite experimental em camundongos da Selecao de Inflamacao, sugerindo que a
regidao cromossOmica onde esta localizado o gene Slc11a’ no cromossomo 1 seja
uma regido reguladora da resposta inflamatéria aguda e da suscetibilidade a PIA
(PETERS et al., 2007).

Um dos objetivos deste trabalho é a identificacdo dos loci reguladores da
intensidade da resposta inflamatéria aguda que também estejam envolvidos no
desenvolvimento de artrite induzida por pristane.

O método apropriado para a dissecagdo do controle genético de caracteres
complexos é o mapeamento dos /oci de carater quantitativo (QTL - Quantitative Trait
Loci), este tipo de abordagem genética tornou-se possivel através da utilizacdo de
marcadores moleculares e de andlises com metodologias estatisticas
implementadas em programas de mapeamento de QTL (DIETRICH et al., 1994).

Um carater quantitativo é a medida da variacao fenotipica determinada por
fatores genéticos e/ou ambientais, esta variacao pode consistir de valores discretos
ou continuos. O QTL é um Jocus genético, no qual os alelos afetam a variacado
fenotipica, geralmente as caracteristicas quantitativas s&o multifatoriais,
influenciadas por varios genes polimérficos e por condicbes ambientais, portanto, um
fendtipo ou caracteristica pode ser controlado por um ou por varios QTL (ABIOLA et
al., 2003).

A variacdo fenotipica também pode ser causada por fatores ambientais
independentes do gendtipo ou das interacbes gene-ambiente (ABIOLA et al., 2003).

O estudo genético de uma doenca complexa, que é conseqiiéncia de
numerosas interagdes entre o fundo genético individual (com poucos ou mdultiplos
alelos em multiplos loci génicos) e o ambiente (REICH e LANDER, 2001), pode ser
realizado através da utilizacdo de marcadores proximos a um gene candidato
envolvido no processo patoldgico, ou através da utilizagdo de marcadores
distribuidos ao longo de todo o genoma em um processo chamado de
escaneamento do genoma (BARNETCHE et al., 2005).
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O processo de rastreamento gendmico foi realizado em pools de DNA de
animais AIRmax e AIRmin da Selecédo de Inflamacéo, e através dele foi possivel
identificar os marcadores polimérficos ao longo de todo o genoma destes animais
(Informacdo verbal)'. Os marcadores de microssatélites polimoérficos, e
conseqUentemente informativos, serdo avaliados através de estudos de ligacao.

A andlise em pools de DNA é uma estratégia que permite a reducao dos
custos e do tempo que seria necessario na genotipagem de um grande numero de
amostras. Entretanto, este tipo de analise deve ser realizado em individuos com
fenétipos relacionados, tais como grupos de caso e controle ou ainda grupos de
individuos que apresentam extremos maximos e minimos da caracteristica ou
patologia complexa de interesse (SHAM et al., 2002).

Os estudos de ligacao representam uma estratégia metodolégica que consiste
na ligacao fisica entre o marcador e o gene causador da doenca/caracteristica, estes
estudos sao baseados na tendéncia do gene e do marcador genético serem
herdados juntos pela sua proximidade no mesmo cromossomo (BARNETCHE et al.,
2005; XAVIER e RIOUX, 2008).

A distancia genética entre um marcador de locus (de posicao conhecida) e de
um locus relacionado a uma doenca ou carater (de posicao desconhecida) pode ser
estimada pela fracdo de recombinacdo (8), que representa 0 numero de
recombinacdes dividido pelo numero total de meioses, quando ocorre 1
recombinacdao em 100 meioses, a fragdo de recombinagao (8) € 1% (VINK et al.,
2002).

A segunda Lei de Mendel postula que a heranca de um gene nao é afetada
pela heranca de outro (Lei de Segregacao Independente). Se dois loci estdo em
diferentes cromossomos ou estdo distantes em um mesmo cromossomo, 0s eventos
de recombinacédo entre os loci impedirdo que os alelos sejam transmitidos juntos.
Quanto mais perto dois loci estdo no mesmo cromossomo, € menos provavel que
ocorra a recombinacao durante a meiose, portanto, menos individuos recombinantes
serao obtidos na progénie (VINK et al., 2002).

Se estes dois Jlocus sao independentes, nao ligados, a fracdo de

recombinacdo é maior ou igual 0.5 (8 = 0,5). Quanto mais proximo e mais fortemente

! Fornecida por CABRERA, W.H.K., Pesquisadora do Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan, Sao
Paulo, 2009.
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ligado estiver o fator estudado ao gene envolvido, menor sera a fracdo de
recombinacdo, indicando que existe ligacao entre os dois loci (VINK et al., 2002;
BARNETCHE et al., 2005).

A fracao de recombinacdo (8)é utilizada como uma medida da distancia
genética, ou mapa de distancia entre loci génicos, que € expresso em centiMorgan
(cM). A unidade de medida de 1 unidade no mapa ou de 1 centiMorgan (1 cM)
corresponde aproximadamente a fracao de recombinacéao () de 1%, que equivale a
regido do cromossomo em que ocorre 1 evento de recombinacdo a cada 100
meioses, assim, quanto maior a freqiéncia de recombinagdo (distancia) entre o
marcador estudado e o gene que determina o carater, menor a probabilidade deste
gene e 0 marcadores estarem segregando juntamente (VINK et al., 2002).

Os estudos de ligacdo em camundongos foram iniciados por Dietrich e
colaboradores, através da utilizacdo de aproximadamente 6.000 marcadores
moleculares espacados em torno de 1 cM ao longo de cada um dos 21
cromossomos, possibilitando a construcdo de um mapa genético de microssatélites
(DIETRICH et al., 1996; DIETRICH et al., 1994).

Dentre os marcadores de DNA mais utilizados em estudos de ligacdo estao
os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) ou ainda SSLPs (Simple
Sequence Length Repeatl), que sao sequéncias simples de 1-4 nucleotideos
repetidas; de localizacdo cromossdmica conhecida; amplamente dispersos no
genoma, numerosos e altamente polimorficos, ou seja, possuem um numero variavel
de repeticées de sequéncias entre individuos (DIETRICH et al., 1996).

As sequéncias de DNA que flanqueiam as regiées contendo estas repeticoes
curtas sao conservadas dentro de cada espécie permitindo a utilizacdo de
seqUéncias especificas e adjacentes ao microssatélite, que pode ser facilmente
amplificado por PCR (Polymerase Chain Reaction). O polimorfismo ou a diferenca
no numero de repeticbes pode ser identificado pelo padrdo de migragcéao
eletroforética dos fragmentos amplificados (DIETRICH et al., 1994).

O estudo da ligacdo entre as formas alélicas de marcadores genéticos com
fendtipos quantitativos € um método indireto, pois assume que a transmissao dos
alelos parentais em cada um dos loci que contribuem na determinagcao do carater é
idéntica aquela observada para os marcadores proximos que mapeiam a regiao
cromossémica implicada (MOORE e NAGLE, 2000).
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Os microssatélites sdo marcadores de regides cromossémicas que
possibilitam o rastreamento da heranga genética em geracdes sucessivas. A
ocorréncia de desvios de freqiiéncia alélica de um marcador associado ao fenétipo
de interesse é uma evidéncia da presenca de um ou mais genes regulando este
fendtipo naquela regido cromossémica. Caso o marcador ndo tenha associagdo com
o carater observa-se que a sua heranga na populagdo segregante apresenta uma
frequéncia que segue uma distribuicdo mendeliana simples e independente do
fenétipo estudado (MOORE e NAGLE, 2000).

No mapeamento dos QTL envolvidos na determinagdo de caracteristicas
quantitativas e doencas complexas se utiliza marcadores moleculares que sejam
polimoérficos (informativos) entre as linhagens estudadas para analisar a heranga ou
a segregacao das regides cromossémicas com relacdo ao fenétipo em estudos de
ligacdo/ co-segregacdao. Os dados gerados pelos estudos de co-segregacao
necessitam de programas estatisticos especificos para estabelecer a presenca e a
localizagdo de QTL, diversos programas estatisticos sao disponiveis para o célculo
da significancia da co-segregacao e de estimativa da localizacdo dos QTL (MANLY e
OLSON, 1999). O programa utilizado em nosso laboratério é o MapManager QTX
(MANLY et al., 2001).

A identificacdo dos QTL envolvidos na regulacao da Intensidade da Resposta
Inflamatéria Aguda ja foi iniciada pelo Laboratério de Imunogenética indicando a
presenca destes QTL nos cromossomos 1, 5, 6, 11, 12, 13, 14, como descrito
abaixo.

No cromossomo 1 existe uma regido que aparentemente esta implicada na
resposta inflamatéria aguda e provavelmente associados a loci de resisténcia a
infeccdo por Salmonella Typhimurium e de sensibilidade aos efeitos toxicos do LPS
(BORREGO et al.,, 2006), no desenvolvimento de artrite induzida por pristane
(PETERS et al., 2007) e no processo de regeneracao tecidual (DE FRANCO et al.,
2007) na qual estdo presentes alguns genes candidatos relevantes como o Cd28
(Cd 28 antigen), 1I8rb (Interleukin 8 receptor, beta), Slc11al (Solute carrier family 11
(proton-coupled divalent metal ion transporter) member 1), Ctla4 (Cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4) e Sth1 (Soft tissue heal 1).

No cromossomo 5 foram encontradas regides polimérficas onde estao
presentes genes associados aos processos de tumorigénese de pele induzidos
quimicamente e a resposta inflamatéria aguda (AIR), como o oncogene Kit
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(regulador da proliferacdo celular), o locus Tpar1 (TPA repressed gene, também
conhecido como Cxcl12 - Chemokine (C-X-C motif) ligand 12), os loci Skts3 e 4
(locus de susceptibilidade ao tumor de pele 3 e 4), Tir1 (Toll-like receptor 1) e TIr6
(Toll-like receptor 6) (DE SOUZA, 2002).

No cromossomo 6 foi descrito o locus Pas1 (Pulmonary adenoma
susceptibility 1) que esta envolvido tanto na resposta inflamatéria aguda (AIR) como
no desenvolvimento de carcinogénese pulmonar, nesta regido o principal gene
candidato é o K-ras (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) (MARIA et al.,
2003).

Também foram identificados QTL reguladores da Intensidade da Resposta
Inflamatéria Aguda no cromossomo 11, onde estdo localizados alguns genes
candidatos, como: os fatores hematopoiéticos Csf2 (Colony stimulating factor 2
(granulocyte-macrophage)) e Csf3 (Colony stimulating factor 3 (granulocyte)), o
grupo de genes que codificam quimiocinas (Chemokine (C-C motif) ligand — Ccl1, 3,
4, 5 6, 8 9, 11, 12, 16) (RIBEIRO et al., 2005; BORREGO et al., 2006), no
cromossomo 13, com o Tcrg (T-cell receptor gamma chain) como gene candidato,
além dos receptores de angiotensina (Agtr1a), dopamina (Drd1a) e histamina (Hrh2)
e do fator de crescimento de fibroblastos (Fgfr4), e 119 (Interleukin 9) (BORREGO et
al., 2006). E no cromossomo 14 foi descrito a presenca de um QTL AIR envolvido na
regeneracao tecidual, localizado a 44,4 cM, que contém varios genes candidatos
entre eles Ang1 (Angiopoietin 1) (DE FRANCO et al., 2007).

O estudo dos QTL de AIR envolvidos no desenvolvimento de artrite induzida
por pristane (PIA) serdo realizados através da anadlise de co-segregacdo em
populacées F2 obtidas a partir das linhagens AIRmax e AIRmin da Selecdo de
Inflamacgao.

Para isso, € necessaria a identificacdo duas linhagens com fendétipos
extremos e diferentes, pois quanto maior a disparidade dos fenétipos, maior a
probabilidade de identificar seus loci reguladores. Depois, realizar acasalamentos
até a segunda geracao, para a obtengdo de camundongos segregantes para 0s
alelos causadores do fendétipo. Esta segunda geracao, ou populacao F2, € obtida a
partir do intercruzamento de animais hibridos F1, que por sua vez foram obtidos pelo
cruzamento entre as linhagens parentais. A utilizacdo de uma populacdo F2 é
apropriada quando as linhagens parentais diferem em magnitude no fenétipo
estudado e o fenétipo obtido pelos hibridos F1 é intermediario. Além disso, a
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populacado F2 representa uma recombinacao das duas linhagens parentais, podendo
revelar as combinacdes genéticas causadoras da grande diferenca fenotipica
observada originalmente nas linhagens parentais (MOORE e NAGLE, 2000).

As linhagens AIRmax e AIRmin possuem esses fenotipos extremos e
diferentes para a intensidade da resposta inflamatéria aguda ao Biogel, chamados
de parametros de selecéo, que foram iniciados e sdo mantidos ha mais de quarenta
geracbes de acasalamentos seletivos.

Este trabalho também busca a identificacao de fenétipos parciais que estejam
envolvidos no desenvolvimento de artrite induzida por pristane, como a identificacéo
dos genes modulados na fase tardia ou cronica da PIA, analise que foi realizada
através da expressao génica global pela da técnica de Microarray e da expressao

génica relativa através da técnica de PCR em tempo real (QPCR).
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2 OBJETIVOS GERAIS

Identificacdo de loci reguladores da intensidade da resposta inflamatéria
aguda que também estejam envolvidos no desenvolvimento de artrite induzida por
pristane em camundongos da Selecao AIR; estudar a interacdo do gene Sic11af
com os loci de resposta inflamatéria aguda no desenvolvimento de artrite
experimental e identificacdo de fendtipos parciais envolvidos nestes fendtipos
através de estudos de expressao génica.

Para atingir esses objetivos foram realizados estudos de co-segregacao
entre os genobtipos e fendtipos e estudos de expressdo génica por gPCR e
Microarray no RNA mensageiro das patas de animais experimentais e controle

das sublinhagens AIR homozigotas para os alelos do gene Sc11af;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos das sublinhagens da Selecao de Inflamacao
homozigotos para os alelos R e S do gene Slc11al (AIRmax RR; AIRmax SS;
AIRmin RR e AIRmin SS) da geragdo F13, produzidos através de cruzamentos
assistidos por genotipagem a partir da geracdao F29 das linhagens AIRmax e AIRmin
da Selecao de Inflamacgao.

Para os estudos de identificacdo de polimorfismos de microssatélites foi
utiizado o DNA de animais AIRmax e AIRmin da geracdo F37, com intuito de
observar e comparar as frequiéncias alélicas obtidas destes animais com as obtidas
nas sublinhagens.

Foi produzida e utilizada uma populacdo de animais segregantes F2 (n =
320), obtidas a partir de cruzamentos entre animais hibridos F1(AIRmax x AIRmin)
da geracao F40 da Selecao de Inflamacéo.

Os animais AIRmax e AIRmin da geragdo F40 foram utilizados como grupo
controle nos estudos dos fenétipos de AIR e PIA em relagdo a populagédo F2 para
estes mesmos fenétipos.

Os animais foram produzidos e mantidos em condi¢cdes convencionais no
biotério do Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan e utilizados nos
experimentos com 2 a 4 meses de idade em grupos com numeros equivalentes de

machos e fémeas.

3.2 Extracao do DNA genémico

A ponta da cauda dos animais foi congelad em nitrogénio liqlido. Para a
extracdo do DNA, as caudas congeladas foram pulverizadas e incubadas a 65 °C
durante 1 hora em 200 ul de tampéo de lise contento Tris-HCI 50mM pH 8, EDTA 10
mM pH 8, SDS 0,5%, suplementado com 1,5 mg/ml de Proteinase K (Gibco, USA).
Em seguida, foram adicionados 200 pl do tampéao de lise sem a Proteinase K e as
amostras foram mantidas durante 15 minutos a temperatura ambiente. Apds a
centrifugagéo, foi acrescentado ao sobrenadante 0,1 volume de acetato de sodio 3
M pH 5,2 e 2 volumes de etanol 100%. O DNA precipitado foi lavado em etanol 70%,
seco e diluido em tampao TE pH 8,0 (Tris10 mM, EDTA 1 mM). A concentragdo de
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DNA das amostras foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de
260 nm e expressa em unidades de densidade éptica (D.O.). Nesta etapa de
quantificacao foi adotado um valor em torno de 2,0 para a razao DNA/Proteinas (260
nm/280 nm) como indicativo de uma boa extracdo, e sua integridade foi analisada
por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao TBE (Tris 0,1M, acido bérico
0,1 M e EDTA 20 mM) contendo 0,5 ug/ml de brometo de etidio (BET) (Pharmacia),
por 20 minutos a 80 V. Os géis foram analisado no “Pharmacia Biotech — Image

Master VDS” para a avaliagdo da presenca das bandas de integridade do DNA.

3.3 Genotipagem para o gene Sic11at

Os animais AIRmax RR; AIRmax SS; AIRmin RR e AIRmin SS, AIRmax e
AIRmin da geracao F13 foram genotipados para os alelos Re Sdo gene Sic11afl.

A genotipagem teve inicio pela utilizagdo de um primer comum para os dois
alelos (5-ACAGCCCGGACAGGTGGG-3’), e de primers alelo-especificos, para o
alelo R (5-ACGCATCCCGCTGTGGGG-3) e para o alelo S (5-
ACGCATCCCGCTGTGGGA-3’) do gene Sict1afl.

Para as reagdes de amplificacdo foram usados 100 ng de DNA gendémico, em
uma mistura de tampao especifico para PCR 10x concentrado (500 mM KCI, 200
mM Tris-HCI pH 8,4); dNTP (2,5 mM); MgCl, (50 mM); 2 pM de cada um dos
primers e 1U de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen) em um volume final de
25 ul com H.O deionizada estéril. Inicialmente a mistura foi aquecida a 94 °C por 3
minutos, e em seguida submetida a 27 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 60 °C por
20 segundos e 72 °C por 20 segundos, com extens3o final de 7 minutos a 72 °C nos
aparelhos termocicladores Eppendorf — Mastercycler Gradient ou MJ Research PTC
200. O produto desta amplificacdo, um fragmento de 650 pares de bases, foi
visualizado em gel de agarose 1% por cerca de 20 minutos a 100 V. Para a
avaliacdo do tamanho das bandas presentes foram realizadas a partir da
comparacdo das mesmas com um padrao de peso molecular formado por

fragmentos ¢X174 RF DNA/Hae Il (72 pb a 1353 pb), aplicado no mesmo gel.

3.4 Inducao e avaliacao de artrite induzida por pristane

Os animais receberam duas inje¢des intraperitoneais (i.p.) de 0,5 ml de
pristane (2, 6, 10,14-tetramethylpentadecane — Sigma Chemical CO), com intervalo
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de 60 dias e foram examinados semanalmente durante 180 dias para registro dos
fendtipos de incidéncia e gravidade de artrite. A incidéncia de artrite nas articulages
foi facilmente identificada a olho nu pela presenca ou auséncia de inchaco nas
articulagdes. A gravidade foi avaliada utilizando um sistema de score, no qual é
observado o numero e o grau de aumento das articulagdes afetadas. O grau 0 é
dado para a pata normal, o grau 1 quando a pata apresenta um inchaco leve e/ou
eritema, o grau 2 quando ha um inchaco edematoso pronunciado e o grau 3 quando
a pata apresenta artrose e rigidez da articulacdo. Cada pata é graduada, e o grau
maximo obtido por animal € de 12 (WILLIAMS et al., 1992).

3.5 Analise de polimorfismos de DNA.

Esta andlise foi realizada inicialmente no DNA gendmico das oito linhagens
isogénicas (A/J, BALB/c, C57BL/6, CBA/J, DBA/2J, P/J, SJL/J e SWR/) que
compuseram a populacéo inicial (FO) da Selecédo de Inflamacgéo, posteriormente nas
linhagens AIRmax e AIRmin da Selecdo de Inflamacdo (geracdo F37), nas
sublinhagens da Selecédo de Inflamacdo homozigotas para os alelos R e S do gene
Slc11a1 (geracéo F14) e na populacao segregante F2 (AIRmax versus AIRmin).

O método para identificacdo dos polimorfismos de genes ou de marcadores
de microssatélites foi baseado na técnica de PCR que amplifica as sequéncias
gendmicas onde estdo localizados estes marcadores. Para isso, foram utilizados
varios pares de primers de marcadores de microssatélites, que fazem parte do kit de
rastreamento de polimorfismos da Research Genetics Huntsville ou foram
desenhados pares de primers especificos para genes de interesse.

Para as reagdes de amplificacdo foram usados 100 ng de DNA gendémico, em
uma mistura de tampao especifico para PCR 10x concentrado (500 mM KCI, 200
mM Tris-HCI pH 8,4); oligonucleotideos dNTP (2,5 mM; MgCl. (50 mM); 2 pM de
cada um dos primers e 1U de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen) em um
volume final de 25 ul com H>O deionizada estéril.

As preparacoes foram submetidas as seguintes temperaturas: 94 °C por 3
minutos, seguidos de 35 ciclos com etapa de desnaturagdo de 94 °C por 30
segundos; de anelamento a 57 °C por 35 segundos e de extensdo a 72 °C por 45
segundos para cada ciclo, seguidos de uma extenséo final de 2 minutos a 72 °C, nos

aparelhos termocicladores Eppendorf — Mastercycler Gradient ou MJ Research PTC
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200. Foram analisados os seguintes microssatélites e genes no cromossomo 1:
D1Mit64 (5 cM); DIMit316 (7.9 cM); DiIMit211 (15 cM); D1Mit236 (25.7 cM);
Caspase 8 (30.1 cM); D1Mit303 (34.8 cM); D1Mit132 (132 cM); D1Mit49 (54.5 cM);
D1Mit10 (56.6 cM); D1Mit36 (92.3 cM) e D1Mit291 (101.5 cM). E no cromossomo 11:
D11Mit231 (17 cM); D11Mit242 (31 cM); D11Mit4 (37 cM); D11Mit36 (47 cM);
D11Mit124 (57 cM); D11Mit214 (70 cM) e D11Mit69 (71 cM).

Os produtos de amplificacao dos microssatélites foram submetidos a analise
em gel de agarose 4% (1 volume de agarose low melt e 1 volume de agarose high
melt -Invitrogen), em TBE (Tris-base 1 M, acido bérico 1 M e EDTA 20 mM)
contendo 0,5 ug/ml de brometo de etidio (BET) (Invitrogen). O gel contendo as
amostras foi colocado em uma cuba eletroforética e recoberto com TBE, sendo em
seguida submetido a uma corrente elétrica de 100 V por 1 hora. O gel foi entédo
analisado no “Pharmacia Biotech — Image Master VDS”, e a avaliagdo do tamanho
das bandas presentes foram realizadas a partir da comparagcdo das mesmas com
um padrao de peso molecular formado por fragmentos ¢X174 RF DNA/Hae Il (72 pb

a 1353 pb), aplicado no mesmo gel.

3.6 Producao da populacao segregante F2 (AIRmax versus AIRmin)

Os animais 320 da populacdo segregante F2 foram obtidos a partir do
cruzamento entre os animais das linhagens AIRmax e AIRmin da Selecdo de
Inflamacao. Primeiramente, os animais da linhagem AIRmax (n=95) e AIRmin (n=96)
da geracdo F40 foram fenotipados para os parametros de selecdo da resposta
inflamatéria aguda ao Biogel. Apds este processo, foram realizados os
acasalamentos entre as linhagens AIRmax e AIRmin da qual foi obtida uma
populacao hibrida F1. A partir do intercruzamento entre a populacéo hibrida F1, foi
obtida a populacéo segregantes F2 (AIRmax versus AIRmin).

O DNA genbémico da populacédo segregante F2 foi obtido (Método ja descrito
na pagina 35 e 36), as analises de polimorfismos de DNA foram realizadas (Método
descrito na pagina 37 e 38), e esta populacao foi avaliada para os parametros de
selecdo e posteriormente para a inducéo de artrite por pristane (Método ja descrito
na pagina 37).
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3.6.1 Inducao do processo inflamatério agudo

Os parametros da Intensidade da Resposta Inflamatéria Aguda, que sao:
infiltrado celular e concentragédo protéica, foram medidos apéds a injecao subcutanea
de 0,75 ml da suspensdo de Microesferas de poliacrilamida Biogel P1po (BIORAD
100 Mesh com limite de exclusao molecular de 100.000 Daltons). As particulas de
Biogel foram hidratadas em PBS, aquecidas a 90 °C e deixadas em repouso durante
uma hora a temperatura ambiente. A suspensdo foi submetida a uma pressao
negativa por 30 segundos para a retirada do ar, e entdo autoclavada por 30 minutos
a 120 °C. Em sequida, a preparacgao foi lavada trés vezes com solugdo fisioldgica
estéril e ressuspensa na propor¢cao de 1ml de particulas para 0,5 ml de salina, essa
suspensao final contém aproximadamente 53 mg/ml de Biogel P100. O diametro
médio das microesferas hidratadas é de 131x10° mm (STIFFEL et al., 1990). Os
animais foram previamente depilados na regido dorsal onde receberam a injecao
subcutanea de 750 ul da suspensao de Biogel P100 em PBS. Apds 24 horas da
aplicacao do Biogel, o exsudato inflamatério local foi recuperado em 1 ml de salina e
o numero de leucdcitos infiltrados foi determinado por contagem em camara
hemocitométrica de Malassez e a concentracdo protéica foi medida por
espectrofotometria em comprimento de onda de 280 nm e expressa em unidades de
densidade éptica (D.O.).

3.6.2 Analises de correlacao e de co-segregacao

As analises correlagdo (entre gendétipo e fendtipo) nas sublinhagens AIR
homozigotas para os alelos R e S do gene Sic11at e os estudos de co-segregacao
na populacdo F2 (AIRmax versus AIRmin) foram realizadas através do programa
MapManager QTX (MANLY e OLSON, 1999; MANLY et al., 2001).

No programa MapManager QTX foram adicionados individualmente os
fenétipos de estudo, como infilirado celular e dosagem de proteinas na resposta
inflamatéria aguda, assim como incidéncia e gravidade de artrite induzida por
pristane, que foram correlacionados simultaneamente aos gendtipos identificados
para cada marcador de microssatélite ou gene avaliado no cromossomo 1 e 11.

A deteccao do QTL pelo programa é dada pela existéncia de associacao
estatisticamente significativa entre os valores fenotipicos individuais e os genétipos
observados. Esses valores foram avaliados pelo programa através de um teste de
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regressao simples ou multipla que calcula as associagdes entre esses valores para
cada locus ou loci, respectivamente. Através da andlise por regressao sao gerados
valores de LRS (Likelihood Ratio Statistic) como uma medida de significancia de um
possivel QTL (HALEY e KNOTT, 1992), os valores de p obtidos pelo LRS podem ser
interpretados como os valores de Qui-quadrado (CHMIELEWICZ e MANLY, 2002;
LANDER e KRUGLYAK, 1995).

O programa QTX realiza entdo os testes de permutacdo baseados na re-
amostragem dos dados originais, ou seja, através de combinagdes aleatoérias entre
os varios fenétipos e gendtipos adicionados, para determinar o limiar de significancia
das associacbes dentro das amostras da populacdo em estudo, de modo que a
probabilidade de ocorréncia de falsos positivos seja minimizada. Para isso é
realizada uma analise de co-segregacdo dos marcadores e os valores de LRS
obtidos, onde o LRS maximo é gravado, este processo € repetido centenas ou
milhares de vezes, até a geracado pelo programa de uma curva que representa a
distribuicao dos valores de LRS sob a premissa de auséncia de um QTL. Os valores
obtidos do teste de permutacdo sdo denominados como sugestivos (P<0,05),
significantes (P<0,001) e altamente significantes (P<0,0001) de associacdo entre o
genotipo e o fendtipo estudado (LANDER e KRUGLYAK, 1995).

3.7 Analise da expressao génica

A analise da expressao génica global foi realizada pela técnica de Microarray

e a especifica por gPCR, para isso foram realizados os seguintes procedimentos:

3.7.1 Extracao do RNA total utilizando TRIzol

O RNA total foi extraido das patas dos animais AIRmax RR; AIRmax SS;
AIRmin RR e AIRmin SS, experimentais (patas com 180 dias de artrite induzida por
pristane) e controle (sem estimulo).

As patas foram obtidas e maceradas em 1 ml de TRIzol (Invitrogen),
incubadas em gelo e foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio (MERCK) para cada 1
ml de TRIzol. Apds o periodo de agitacdo e centrifugacédo, o sobrenadante (incolor,
que contém o RNA) foi transferido para outro tubo e o RNA precipitado em 0,5 ml de
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alcool isopropilico (MERCK) para cada 1 ml de TRIzol. A mistura da solucéo foi
realizada por inversdao e apds a incubacdo no gelo, a solucao foi centrifugada a
11000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O pellet de RNA foi lavado com 1 ml de etanol
75% gelado para cada 1 ml de TRIzol. Ap6s a secagem, e com 0 objetivo de
dissolver o pellet foram adicionados 50 ul de agua livre de RNAse.

A concentragdo e pureza do RNA foram determinadas através de
espectrofotobmetro no comprimento de onda de 260 nm e expresso em densidade
optica (D.0O.), nesta etapa de quantificacdo do RNA para a obtencéo da pureza das
amostras foi observada a relacdo em torno de 2,0 para a razdo RNA/proteina
(260/280 nm). A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de
agarose 1% com tampao TBE (Tris-base 1 M, acido bérico 1 M e EDTA 20 nM)
contendo 0,5 ug/ml de brometo de etidio (BET) (Pharmacia). O gel contendo as
amostras foi colocado em uma cuba eletroforética e recoberto com TBE, sendo em
seguida submetido a uma corrente elétrica de 80 V por 30 minutos. O gel foi entdo
analisado no “Pharmacia Biotech — Image Master VDS”, e a avaliacdo da presenca

das bandas relativas a integridade do RNA.

3.7.2 Purificacao do RNA total

O protocolo de purificagédo foi realizado através da utilizacdo do Kit RNeasy —
Mini (Qiagen), para o qual 100 pg do RNA total extraido das patas dos animais
AlIRmax RR; AIRmax SS; AIRmin RR e AIRmin SS controles e experimentais através
do método TRIzol, foram ajustados ao volume de 100 ul de agua livre de RNase. As
amostras foram adicionados inicialmente 350 ul do tampao RLT e posteriormente
250 pl de etanol (96-100%). As amostras foram adicionadas as colunas de
purificacao e foram centrifugadas a 10000 r.p.m. durante 15 segundos. O liquido que
passou foi descartado e sobre a membrana da coluna, foram adicionados 500 pl de
tampao RPE. Apés a centrifugacdo de 15 segundos, foram novamente adicionados
500 wl de tampéo RPE. As amostras foram centrifugadas durante 2 minutos a 10000
rp.m. para a secagem da membrana. Para a eluicdo do RNA presente na
membrana da coluna foram adicionados 50 ul de agua livre de RNase e os tubos
foram centrifugados por 1 minuto a 10000 r.p.m.

A concentracao de RNA das amostras foi medida por espectrofotometria em
comprimento de onda de 260 nm e expressa em unidades de densidade 6éptica
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(D.O.). Nesta etapa de quantificacao foi observada a relacao em torno de 2,0 para a
razdo RNA/Proteinas (260/280 nm) e sua integridade foi analisada por eletroforese
em gel de agarose 1% em tampao TBE (Tris-base 1 M, acido bérico 1 M e EDTA 20
nM) contendo 0,5 ug/ml de brometo de etidio (BET) (Pharmacia). O gel contendo as
amostras foi colocado em cuba eletroforética, recoberto com tampao TBE e foi
submetido a uma corrente elétrica de 80 V por cerca de 30 minutos. Apds este
periodo o gel foi analisado no “Pharmacia Biotech — Image Master VDS” para a

avaliacao da presenca das bandas de integridade do DNA.

3.7.3 PCR em Tempo-Real (qPCR)
3.7.3.1 Obtencao do cDNA

A sintese de cDNA foi feita através de uma reacao de transcricao reversa a
partir do RNA total purificado, ao volume de 10 ul contendo 1 ug de RNA foram
adicionados a 1 ul de Oligo(dT)2-18, (50 uM) 2 ul de agua livre de RNase, 1 ul de
oligonucleotideos dNTP (10 uM) a mistura foi homogeneizada e incubada a 65 °C
por 5 minutos. Apds este periodo permaneceu no gelo por 1 minuto. Foram
adicionados 4 ul de tampao especifico 5x concentrado (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375
mM KCL e 15 mM MgCl,), 1 ul de DTT (0,1 M) e 1 wl da enzima SuperScript Il
RNase H Reverse Transcriptase — Invitrogen (200 U/ml), as amostras foram
aquecidas a 50 °C por 50 minutos e inativadas a 70 °C por 15 minutos. As reacdes
foram incubadas em aparelhos termocicladores Eppendorf — Mastercycler Gradient
ou MJ Research PTC 200.

3.7.3.2 Quantificacao da expressao génica por PCR em Tempo-Real

A expressédo de génica foi realizada no cDNA das patas de animais controle e
experimentais das sublinhagens AIRmax RR; AIRmax SS; AIRmin RR e AIRmin SS.

Cada amostra de 1 ul de cDNA foi adicionada a uma reagdo contendo as
sequéncias especificas de primers (5 uM); 6.25 ul do Platinum SYBR Green qPCR
Supermix-UDG (Invitrogen), e agua para ajustar o volume final de reagcdo em 12.5 nl

por tubo. Na tabela 1 abaixo, esta a relacdo dos genes analisados.
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Tabela 1: Relacao dos primers utilizados nas reacdes de qPCR:

Primers Foward Reverse

B2 5-TGACCGGCTTGTATGCTATC-3 5-CAGTGTGAGCCAGGATATAG-3
Caspase8 5-GGTGATCTGAGTTTGATCTCTGGAACACAT-3 5-CCCGTGACTCACTGTCTTGTTCTCTT-3
GM-CSF 5-TGAACCTCCTGGATGACATG-3 5-GTGTTTCACAGTCCGTTTCC-3

IFN-y 5-GCTCTGAGACAATGAACGCT-3 5-AAAGAGATAATCTGGCTCTGC-3

IL-18 5-CAGTTCTGCCATTGACCATC-3 5-TCTCACTGAAACTCAGCCGT-3

IL-1a 5-TTGACGGACCCCAAAAGATG-3' 5-AGAAGGTGCTCATGTCCTCA3

IL-3 5-GACCCTCTCTGAGGAATAAG-3 5-CTCCAGATCGTTAAGGTGGA-3’

IL-4 5-TCGGCATTTTGAACGAGGTC-3’ 5-GAAAAGCCCGAAAGAGTCTC-3

IL-5 5-TCACCGAGCTCTGTTGACAA-3 5-CCACACTTCTCTTTTTGGCG-3

IL-6 5-GTTCTCTGGGAAATCGTGGA-3 5-TGTACTCCAGGTAGCTATGG-3

IL-8rb 5-GACTGTTCACCTAAACGGTG-3’ 5-CATACCAAGATGGAAGGGAGC-3'

IL-10 5-TCAAACAAAGGACCAGCTGGACAACATACTG-3 5-CTGTCTAGGTCCTGGAGTCCAGCAGACTCAA-3
IL-12p35 5-GATCATGAAGACATCACACGG-3 5-AGAATGATCTGCTGATGGTGG-3
IL-12p40 5'-CAGTACACCTGCCACAAAGGA-3 5-GTGTGACCTTCTCTGCAGACA-3’

IL-13 5-GACCCAGAGGATATTGGATG-3 5-GGAGGAAAGTCTGATGTGAG-3

IL-18 5-TTACAGGAGAGGGTAGACATTTTACTATCC-3’ 5-CAGCTACAGGACAAAGCCGCCTCAAA-3
TGF-B1 5-ACCGCAACAACGCCATCTAT-3 5-GTAACGCCAGGAATTGTTGC-3

TNF-a 5-TCTCATCAGTTCTATGGCCC-3’ 5-GGGAGTAGACAAGGTACAAC-3

As reacdes foram incubadas no aparelho Chromo 4 (MJ Research), e
submetidas a uma fase inicial de incubacéo a 50 °C por 2 minutos, seguido da fase
de ativacao da enzima (hot start) 95 °C a 5 minutos. As seqgléncias alvo foram entao
amplificadas durante 40 ciclos constituidos de etapas sucessivas de desnaturacao
(95 °C por 20 segundos), e de anelamento (60 °C por 35 segundos). A aquisicdo da
fluorescéncia foi efetuada a cada ciclo e demonstrada na etapa final da reacéo.

A cada amostra foi atribuido um valor limiar, chamado 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, ou seja, no inicio da fase logaritmica de amplificacdo, da qual depende
diretamente o nimero de cépias das sequéncias alvo inicial de cada amostra.

Ap6s a amplificagdo, o produto da reacao foi submetido a uma fase Melting
onde a temperatura variou de 55 °C a 90 °C e a fluorescéncia foi adquirida a cada 1
°C, registrando-se a temperatura de dissociacao, ou desnaturacao da dupla fita do
material amplificado, o que indica o tamanho e, portanto a especificidade do produto
amplificado em cada reacdo. Os dados foram adquiridos e analisados pelo programa
Opticon Monitor Analysis Software 2.03, conforme indicado.

Para quantificagdo dos resultados obtidos foi utilizado o Método do Limiar
Comparativo (GIULIETT et al., 2001; LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Neste método,
férmulas aritméticas sao usadas para calcular niveis de expressao relativos a um
calibrador, que pode ser uma amostra controle (ou amostra nao tratada). Os
resultados baseados nos valores de ACt representam o valor de Ct do gene alvo
(experimental ou controle) subtraido do valor de Ct do gene constitutivo (82
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microglobulina). Dos valores de ACt dos grupos controles e experimentais foram
subtraidos o valor de ACt do calibrador escolhido arbitrariamente, que foi o valor de
ACt da sublinhagem AIRmin RR controle, apds esta subtracao foi obtido o valor de
AACt. Os valores de AACt foram submetidos & formula 24 descrito por Livak e
Schmittgen (2001).

Para as amostras tratadas e demais controles, a avaliagdo de 2! indica a
mudanca em vezes na expressdo génica relativa ao calibrador, permitindo a

comparacao entre todos 0s grupos experimentais e controle.

3.7.4 Analise da expressao génica global por Microarray

Os reagentes utilizados na preparacao dos Microarrays fazem parte da
plataforma do “Codelink Gene Expression System”, GE Healthcare. Dividido nas
principais etapas descritas abaixo: 1) Preparacéao do alvo; 2) Hibridizacdo do alvo; 3)
Lavagem e marcacao dos arrays; 4) Escaneamento do array e 5) Anélise dos dados.

3.7.4.1 Purificacao do RNA

Inicialmente foram realizados “pools” do RNA total de cada sublinhagem de
animais AIRmax RR, AIRmax SS, AIRmin RR e AIRmMInSS (n=4) experimentais e
controles, respectivamente. O RNA total foi ajustado para a concentracao de 120 ug
em um volume final de 80 pl diluidos em agua livre de nuclease

A purificacdo do RNA total foi realizada em RNAspin Mini Kit da GE
Healthcare, e para cada volume da amostra foram adicionados 3,5 volumes do
tampao RA1, ou seja, foram adicionados 280 ul de tampao RA1 para os 80 ul de
RNA total. Apds a mistura do lisado em vértex, foram adicionados 3,5 volumes (280
ul) de etanol 95-100% que foi adicionado as colunas de purificacdo e centrifugado a
8000 g durante 30 segundos para a ligacgdo do RNA a membrana. Para a
dessalinizacdo da membrana foram adicionados 350 ul do tampao TMB (Membrane
Desalting Buffer) e para a secagem da membrana foi realizada uma nova
centrifugacdo a 9000 rpm durante 1 minuto. Na etapa de digestdo do DNA, foram
adicionados 95 pl da reacao de DNase | ( composta de 10 ul de DNase | mais 90 pnl
do tampao de reacao de DNase) diretamente a membrana de silica da coluna. Apés
a incubacao de 15 minutos a temperatura ambiente, a membrana foi submetida as

respectivas lavagens com 200 ul do tampao RA2, 600 ul do tampéo RA3 e 250 ul do
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tampao RAS3, apds estas lavagens para a inativacdo da DNase |, as colunas foram
centrifugadas a 9000 rpm por 2 minutos para a completa secagem da membrana.
Finalmente, o RNA total foi eluido através da adicdo de 100 ul de agua livre de
nuclease a membrana e as colunas foram centrifugadas a 9000 rpm durante 1
minuto.

O RNA total purificado foi submetido a analise de pureza e integridade. A
concentracdo e pureza foram determinadas através de espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 260 nm e expresso em densidade éptica (D.O.), nesta
etapa de quantificacdo do RNA para a obtencdo da pureza das amostras foi
observada a relacdo em torno de 2,0 para a razdo RNA/proteina (260/280 nm). A
integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% com
tampao TBE (Tris-base 1 M, acido bérico 1 M e EDTA 20nM) contendo 0,5 ug/ml de
brometo de etidio (BET) (Pharmacia). O gel contendo as amostras foi colocado em
uma cuba eletroforética e recoberto com TBE, sendo em seguida submetido a uma
corrente elétrica de 80 V por 30 minutos. O gel foi entdo analisado no “Pharmacia
Biotech — Image Master VDS”, e a avaliagcdo da presenca das bandas relativas a
integridade do RNA.

A integridade do RNA total foi demonstrada pela presenca de bandas das
espécies 18s e 28s ribossomais em eletroforese por gel de agarose 1% contendo
0,5 ng/ml de brometo de etidio (B.E.T.) (Figura 1).

Experimentais Controles

Figura 1: Avaliagdo da integridade do RNA total.
Realizado por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 ug/ml de B.E.T. pela
presenca bandas das espécies 28s e 18s ribossomais em pools de amostras de RNA
da pata de animais AIRmax RR, AIRmax SS, AIRmin RR e AIRmin SS experimentais
e controles.
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3.7.4.2 Preparacao dos mRNAs bacterianos

Uma solucdo de mRNAs bacterianos é utilizada como controle interno da
lamina, que possui sequéncias que se hibridizarao a esses controles. Para o preparo
da “solucéo estoque 1” de mRNAs (16,7 ng/ul) foi combinada uma série de mRNAs
bacterianos (araB, entF, fixB, gnd, hisB e leuB) na concentracao de 0,1 pg/ul, no
volume de 2,5 ul cada, em um volume total de 15 ul. Essa solucéo foi dividida em 5
tubos (3 ul) e armazenada em freezer -70 °C. Uma nova diluicdo € realizada
(solucao estoque 2) de 50,2 pg/ul, através da adi¢ao de 3 ul da “solucao estoque 1”
somado a 997 ul de agua livre de nuclease. A partir desta solugédo foi realizada a
solucao de trabalho, onde 2 ul da solugéao estoque 2 foi adicionada a 998 ul de agua

livre de nuclease.

3.7.4.3 Sintese do cDNA de fita simples

Para cada amostra de RNA total (2 pug em 9 upl) adicionamos 1 pul
(concentracao de 0,1 pg/ul) da solucdo de trabalho de mRNAs bacterianos controles
(1ul para cada 1 ug de RNA total), 1 ul de T7 oligo(dT). Essa solucéao foi incubada
por 10 minutos a 70 °C no termociclador (Eppendorf — Mastercycler Gradient ou MJ
Research PTC 200) e colocada imediatamente no gelo durante 3 minutos. Em
seguida, foram adicionados a solucéao anterior, 2 ul do tampao fita simples 10x, 4 ul
de dNTP (5 mM), 1 ul de inibidor de RNase e 1 ul de transcriptase reversa. Essa
solucdo de volume final de 20 ul foi incubada durante 2 horas a 42 °C no aparelho

termociclador (Eppendorf — Mastercycler Gradient ou MJ Research PTC 200).

3.9.4 Sintese do cDNA de fita dupla

Os tubos da reacao anterior foram mantidos em gelo, e receberam 63 ul de
agua livre de nuclease, 10 pl do tampéao fita dupla 10x, 4 ul de dNTP (5 mM), 2 ul de
DNA polimerase e 1 ul de RNase H. Essa solu¢cdo de volume final de 80 ul foi
incubada durante 2 horas a 16 °C no termociclador (Eppendorf — Mastercycler

Gradient ou MJ Research PTC 200), porém sem aquecimento da tampa.
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3.7.4.5 Purificacao do cDNA de dupla fita

A purificacdo do cDNA foi feita através da utilizacdo do kit CodeLink™
iExpress iPurify cDNA/cRNA Purification (GE Healthcare). Foram adicionados 250 pl
do tampao de ligacdo ao cDNA fita dupla da etapa anterior, a solucéo foi misturada
gentilmente, colocada na coluna de purificacdo e centrifugada a 9000 rpm por 1
minuto. Em seguida a coluna foi lavada com adicédo de 500 ul de tampéao de lavagem
e centrifugada a 9000 rpm por 1 minuto. Apds este procedimento a coluna foi seca
com uma nova centrifugacao a 9000 rpm durante 1 minuto. Para a eluicdo do cDNA
foram adicionados 12 ul de agua livre de nuclease pré-aquecida (58 °C) diretamente
sobre a membrana. Ap6s o periodo de incubacdo de 2 minutos a coluna foi
centrifugada a 9000 rpm por 1,5 minutos. Esse passo foi repetido para gerar pelo

menos 20 ul de eluato final.

3.7.4.6 Sintese do cRNA por transcricao in vitro (IVT)

Ao tubo da reagéo anterior foram adicionados 4 ul de tampao de reacao T7
10x, 4 ul do mix de enzima T7 10x e 12 ul do mix NTP-Biotina. A reacéao foi protegida

da luz e incubada por 18 horas em estufa de 37 °C.

3.7.4.7 Purificacao do cRNA

A purificacdo do cRNA foi feita através da utilizacdo do kit CodeLink™
iExpress iPurify cDNA/cRNA Purification (GE Healthcare). Os volumes dos tubos
foram ajustados para 100 ul, através da adicdo de 60 pul de agua livre de nuclease.
Foram adicionados 350 ul de tampéao de ligacdo para cRNA e em seguida, foram
adicionados 250 ul de etanol 100% e as amostras foram colocadas imediatamente
na coluna e centrifugadas por 1 minuto a 8000 rpm. Este passo foi realizado mais
uma vez para completa secagem da membrana. Para a eluicdo do cRNA foram
adicionados diretamente sobre a membrana 100 ul de agua livre de nuclease pré-
aquecida (50-60 °C) diretamente sobre a membrana. Apds o periodo de incubacao
de 2 minutos a coluna foi centrifugada a 9000 rpm por 1,5 minutos.

O cRNA purificado foi submetido a analise de pureza e integridade. A
concentracdo e pureza foram determinadas através de espectrofotdbmetro no

comprimento de onda de 260 nm e expresso em densidade éptica (D.O.), nesta
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etapa de quantificacdo do RNA para a obtengdo da pureza das amostras foi
observada a relagédo em torno de 2,0 para a razdo RNA/proteina (260/280 nm). A
integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% com
tampao TBE (Tris-base 1 M, &cido bérico 1 M e EDTA 20 nM) contendo 0,5 pg/ml de
brometo de etidio (BET) (Pharmacia). O gel contendo as amostras foi colocado em
uma cuba eletroforética e recoberto com TBE, sendo em seguida submetido a uma
corrente elétrica de 80 V por 30 minutos. O gel foi entdo analisado no “Pharmacia
Biotech — Image Master VDS”, e a avaliacdo da integridade do cRNA foi verificada
pela presenca de um “smear’ ou esfregaco abaixo da banda 18s do RNA integro

(controle), como observado na Figura 2 abaixo:

Experimentais Controles

A

Max =~ Min  Min
s

Hela Hela

Figura 2: Avaliacdo da integridade do cRNA
Realizada por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 pg/ml de B.E.T. pela
presenca de um arraste de bandas abaixo da espécie 18s ribossomal. Além das
amostras de cRNA dos animais AIRmax RR, AIRmax SS, AIRmin RR e AIRmin SS
experimentais e controles, estdo presentes no gel o RNA controle HeLa € o cRNA
proveniente do RNA controle Hela.

3.7.4.8 Fragmentacao do cRNA

A aliquota de 10 pg em 20 pl foi adicionado 5 ul de tampao de fragmentagao
5X e a amostra foi incubada em um termociclador (Eppendorf — Mastercycler
Gradient ou MJ Research PTC 200) a 94 °C, durante 20 minutos, utilizando tampa

aquecida. Em seguida os tubos foram colocados a 0 °C por 5 minutos.
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3.7.4.9 Hibridizacao

Ap6és transferir as amostras para um tubo de 1,5 ml foram adicionados 78 pl
de tampao de hibridizacdo A, 130 ul de tampao de hibridizacdo B e 27 ul de agua
livre de nuclease e a solugéo foi incubada a 90 °C por 5 minutos para desnaturar o
cRNA. Logo apés os tubos foram colocados no gelo e cada lamina foi preenchida
com 250 wl da solugdo, sendo em seguida colocadas no agitador a 300 rpm e a

37°C, onde permaneceram por 18 horas.

3.7.4.10 Deteccao com Cy5-Streptavidina

A seguir as laminas foram lavadas com tampao TNT 0,75x (Tris-HCI pH 7,6,
NaCl 5 M e 0,05% Tween 20) e colocadas em outro recipiente de tampao TNT 0,75x
pré-aquecido a 46 °C por exatamente 1 hora. A seguir as laminas sao colocadas em
um recipiente com Cy5-streptavidina (1:500) em tampao TNB (Tris-HCI pH 7,6; NaCl
5 M e 0,5% de NEN blocking — PerkinElmer) e incubadas protegidas da luz por 30
minutos. Em seguidas as laminas séo lavadas em tampao TNT 1x durante 5 minutos
por trés vezes. Como ultima lavagem, as laminas sdo colocadas em um recipiente
com tampao SSC 0,1x / 0,05% Tween 20 e movimentadas durante 30 segundos,

sendo em seguida secas em centrifuga a 664 xg por 3 minutos.

3.7.4.11 Analise dos dados obtidos

As laminas foram analisadas com o “GenePix Array Scanner”. O estudo de
expressao génica foi realizado com a plataforma CodeLink Gene Expression System
(GE Healthcare), que é compostas por laminas contendo oligonucleotideos
representando cerca de 36.000 genes distintos, com seqléncias catalogadas em
banco de dados (NCBI). Esta plataforma utiliza um sistema de deteccdo de cor
Unica, baseado na incorporacéao indireta de apenas um fluorocromo para a marcagao
das amostras. Este sistema elimina resultados falsos decorrentes de parametros
enzimaticos, que afetam a freqtiéncia de incorporacao de fluorocromos distintos, ou
relativos a sobreposicdo espectral de duas fluorescéncias. Os dados de expressao
extraidos de cada Microarray foram normalizados de acordo com os valores de
fluorescéncia dos genes de expressdao constitutiva, presentes nos chips como

controles internos.
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Os primeiros parametros avaliados foram os controles internos e estédo
repetidos de maneira aleatéria por toda a lamina. Na figura 3, estdo os controles
bacterianos negativos que possuem a expressao génica abaixo da fluorescéncia de
fundo, ou seja, abaixo do background ou ruido da lamina.

Na figura 4 estdo demonstrados os controles positivos, nos quais a
expressao génica de todos os controles positivos estda acima do valor da
fluorescéncia de fundo, isto é, acima do background ou ruido da lamina. Estes

resultados asseguram a confiabilidade e a qualidade dos experimentos.
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Figura 3: Controles negativos da lamina de microarray.
As sequéncias alvo dos mRNAs bacterianos estdo distribuidas aleatoriamente pela
lamina. As expressodes dos controles internos da |lamina estdo abaixo da fluorescéncia
de fundo.
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Figura 4: Controles positivos da lamina de microarray.
As seqUéncias alvo dos mRNAs bacterianos estdo distribuidas aleatoriamente pela
lamina. As expressdes dos controles internos da lamina estao acima da fluorescéncia de
fundo.

Uma vez realizada a normalizacdo, foram identificados os genes
diferencialmente expressos pelas razbes dos valores de intensidade de
fluorescéncia obtidos a partir de amostras controle e experimentais entre as
linhagens, pelo programa CodeLink Expression v.2.3 (GE Healthcare). Critérios para
definicdo de valores de corte para identificar genes diferencialmente expressos
foram baseados em paradmetros bioldgicos (ex. razées 23 ou <0.3).

Para as anadlises de agrupamentos funcionais foi utilizado o programa EASE
(Expression Analysis Systematic Explorer). Esse software permite que os genes
diferencialmente expressos possam ser agrupados em “temas biol6gicos” de acordo
com sua categoria funcional, sua localizagao cromossémica e sua representacao em
relacdo ao genoma total. O EASE calcula a sobre-representacdo dos genes em
relagdo ao total de genes utilizados no ensaio e anotados dentro de cada sistema,
tendo o Gene Ontology como padrao. Utilizamos a conversao da identificagdo dos
genes para numeros do LocusLink para assegurar que cada gene fosse classificado
apenas uma vez em cada categoria, ja que em alguns sistemas (por exemplo, o
GeneBank) um unico gene pode ter mais de uma identificagdo. Para calcular a
significancia das categorias, o programa utiliza um teste estatistico chamado EASE
score. Esse teste nada mais € do que um teste exato de Fisher modificado, onde é
penalizada a categoria composta por poucos genes (chamadas “instaveis”) em favor

de categorias representadas por um maior numero de genes, levando em
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consideracdo a perspectiva dos temas globais biol6gicos, minimizando a
possibilidade de falsos-positivos. E, portanto, um teste mais restritivo (HOSACK et
al., 2003).

3.8 Analise estatistica

Para as anadlises entre dois grupos foi utilizado o teste t de Student, sendo
estabelecido o nivel minimo de significancia de p<0.05. E para as analises entre
mais de dois grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) seguida por
multiplas comparacdes pelo método Tukey, sendo estabelecido o nivel minimo de
significancia de p<0,05.

Nas andlises de desequilibrio de frequéncia de alelos, os valores de p foram
obtidos através do teste exato de Fisher (para marcadores bialélicos) ou através do
teste Qui-quadrado corrigido por Yates (para os marcadores com mais de 3 alelos),
sendo estabelecido o nivel minimo de significancia de p<0,05.

As andlises de correlacdo foram realizadas através da funcao de Pearson,
que retorna um coeficiente de correlacdo (r), que quanto mais préximo dos valores 1
e -1 indica a relacéo linear perfeita entre dois conjuntos de dados.
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4 RESULTADOS

4.1 Genotipagem para os alelos Re Sdo gene Sic11at

Todos os animais das sublinhagens AIR homozigotos para os alelos do gene
Sic11a1l utilizados ao longo deste trabalho foram previamente genotipados para os
alelos R e S deste gene através da utilizacao de seqliéncias de primers especificos
para cada alelo, como descrito nos Materiais e Métodos.

A genotipagem foi realizada com intuito de observar se houve a manutengéo
da homozigose dos alelos Re S do gene Slc11at ao longo das sucessivas geragdes
de acasalamentos seletivos entre cada uma das sublinhagens.

Os resultados obtidos confirmaram a homozigose dos alelos R e S do gene
Slc11at nos animais AIRmax RR (n=16), AIRmax SS (n=19), AIRmin RR (n=17) e
AIRmin SS (n=10) que foram ent&o utilizados nos experimentos de indugao de artrite
por pristane (Figura 5).

1078
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Figura 5: Gel exemplificando a detecgao dos alelos R e S do gene Sic11al em animais (A) AIRmax
SS (n=7) e (B) AIRmax SS (n=8) da geracgao F14.
Os alelos especificos R e S do gene Sic11at foram amplificados por PCR, utilizando duas
amostras de 10 ng/ul de DNA gendémico de cada animal. O produto das reagbes foi
visualizado em gel de agarose 1%, contendo 0,5 pug/ml de BET e utilizando PM Ladder
®X174 RF DNA/Hae lll Fragments (72pb a 1353pb).
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4.2 Artrite induzida pelo pristane (PIA)

Os animais AIRmax RR; AIRmax SS; AIRmin RR e AIRmin SS da geracéo
F14 foram entdo submetidos a inducdo de artrite por pristane, e os fendtipos
observados foram incidéncia e gravidade de artrite.

Nos animais AIRmax RR o processo artritico teve inicio aos 90 dias com
incidéncia de 18,75% (3/16), aos 120 dias a incidéncia de artrite foi de 33,3% (5/15),
aos 150 dias a doenca comeca a regredir, atingindo 26,7% (4/15) dos animais e aos
180 dias somente 15,4% (3/13) dos AIRmax RR possuem artrite (Figura 6A). Em
contrapartida, nos AIRmax SS o processo artritico iniciou-se aos 120 dias com
incidéncia de 39% (7/18), atingindo 66,7% (12/18) dos animais aos 150 dias,
incidéncia que se manteve aos 180 dias (Figura 6A).

De modo semelhante aos experimentos anteriores, os animais AIRmin RR
nao desenvolveram artrite ao longo dos 180 dias de observacado (Figura 6A). Nao
foram observados os fendtipos de PIA nos animais AIRmin SS, provavelmente
devido a alta taxa de mortalidade destes animais no decorrer do experimento.

Para o fendtipo de gravidade de artrite foram observadas diferencas
estatisticas favorecendo os animais AIRmax SS em relacdo aos AIRmax RR, que
ocorreu aos 150 dias, onde a média da gravidade de artrite obtida pelos AIRmax SS
foi maior (7,83 £ 5,74) em relacdo a média dos AIRmax RR (1,38 +2,8).

Esta diferenca se mantém aos 180 dias, na qual os a média da gravidade de
artrite nos animais AIRmax SS (6,88 + 5,35) € maior em relacdo a média dos
animais AIRmax RR (1,46 + 3,61) (Figura 6B).
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Figura 6: (A) Incidéncia e (B) gravidade de artrite induzida por pristane nos animais AIRmax RR
(n=16), AIRmax SS (n=19), AIRmin RR (n=17) e AIRmin SS (n=10).
Os animais receberam duas injegbes i.p. de 0,5 ml de pristane, com um intervalo de 60
dias entre elas, e foram observados semanalmente durante 180 dias.
Os resultados estao expressos em média e erro padrao.
* p=0,0004
# p=0,0037

4.3 Identificacao de polimorfismos

A identificacao de polimorfismos génicos ou de microssatélites foi realizada no
cromossomo 1 e 11, e foram escolhidos os marcadores de microssatélites
previamente determinados como informativos nas linhagens AlIRmax e AIRmin da
Selecdo de Inflamagédo, ou foram selecionados genes localizados préximos ao
Slc11a1, como a Caspase 8 e o 118rb (Receptor beta de Interleucina 8).

A analise foi realizada inicialmente no DNA gendmico das oito linhagens
isogénicas (A/J, BALB/c, C57BL/6, CBA/J, DBA/2J, P/J, SJL/J e SWR/) que
compuseram a populacao inicial (FO) da Selecao de Inflamacdo, nas linhagens
AIRmax e AIRmin da Selecao de Inflamacgédo (geracdo F37), nas sublinhagens da
Selecao de Inflamagdo homozigotas para os alelos R e S do gene Sic11a1 (geracao
F14) e na populacéo segregante F2 (dados ndo mostrados).

O objetivo desta etapa foi genotipar os animais das sublinhagens e da
populacdo segregante F2 para a realizacdo dos estudos de correlacdo e co-
segregacao através do programa MapManager QTX, e para observar quais
modificacées ocorreram no cromossomo 1 apds a producdo das sublinhagens da
Selecao de Inflamacao homozigotas para os alelos R e S do gene Sici1al.

A identificacao alélica nas linhagens isogénicas que compuseram a populagéao
FO da Selecao de Inflamacao foi realizada com intuito de para caracterizar o padrao
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de heranca destes alelos na Selecdo de Inflamacdo e nas sublinhagens. Através
dessa populacao foram definidos os tamanhos (em pares de base — pb) dos alelos,
que foram classificados de acordo com o seu peso molecular, portanto foi atribuido
ao alelo com maior peso molecular a letra “a”, e assim sucessivamente (Tabelas 2 e
3).

Todos os marcadores de microssatélites analisados entre as linhagens
isogénicas foram polimérficos, com excecao do gene //8rb (Tabelas 2 e 3).

Na tabela 4 e 5, estdo demonstradas as freqiéncias alélicas para os
marcadores ou genes estudados nos cromossomo 1 e 11, respectivamente, nas
linhagens AIRmax e AIRmin da Selecdo de Inflamaco. E interessante observar que
somente o D1Mit236 e o D11Mit69, possuem uma fixacao diferencial de alelos na
Selecao de Inflamagéao, na qual a linhagem AIRmax possui 0 genétipo “aa” para os
dois marcadores, enquanto a linhagem AIRmin possui o genétipo “bb” para estes
marcadores (Tabelas 4 e 5).

Na tabela 6 e 7, estao representadas as freqliiéncias alélicas dos marcadores
ou genes estudados nos cromossomo 1 e 11, respectivamente, nas sublinhagens da
Selecao de Inflamacao homozigotas para os alelos R e S do gene Sic11al, existem
variagbes no numero de animais das linhagens genotipados pela auséncia de
amplificacdo do DNA gendmico em alguns animais utilizados e para alguns
marcadores de microssatélites analisados (Tabelas 6 e 7).

Com intuito de observar quais modificacbes ocorreram no cromossomo 1
apdés a producado das sublinhagens, que foram obtidas através dos acasalamentos
assistido por genotipagem visando a geracao de animais da Selecao de Inflamacao
homozigotos para os alelos Re S do gene Sic11al. Através da comparacao entre as
tabelas 4 e 6, foi demonstrado que nao ocorreram modificacdes entre os alelos
observados nas linhagens parentais AIRmax e AIRmin (Tabela 4) em relacdo as
sublinhagens AIRmax (RR e SS) e AIRmin (RR e SS), respectivamente (Tabela 6).

Estes resultados indicam que as sublinhagens herdaram somente a regiao
pretendida onde esta localizada o gene Sic17al, ou seja, somente essa regiao foi
modificada em relagdo as linhagens parentais. Com excec¢do das frequéncias
génicas obtidas para a Caspase 8 na sublinhagem AIRmin SS e do D1mit211 nos
animais AlIRmax SS (Tabela 6). Observa-se todos os animais AIRmin SS
genotipados possuem o alelo “aa” em homozigose enquanto que na linhagem
parental AIRmin observa-se a fixagao preferencial do alelo “b”.
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Existem variagdes no numero de animais das linhagens genotipados pela
auséncia de amplificacdo do DNA genbémico em alguns animais utilizados e para

alguns marcadores de microssatélites analisados.

Tabela 2: Analise de marcadores de microssatélites e genes no cromossomo 1 em
linhagens isogénicas.

Marcadores cM A/J BALB/cd CBA/J C57BL/J DBA/J P/J SJL/J SWR/J
D1Mit64 5,0 a a b a a a a a
D1Mit211 15,0 b a b c b a c c
D1Mit236 25,7 b a b a b b b b
Caspase 8 30,1 a b a a a a b b
D1Mit303 34,8 b a b a b a b a
Sic11a1 39,2 r ] r S r r r r
118rb 40,0 a a a a a a a a
D1Mit132 43,1 a a d c c b c c
D1Mit49 54,5 b a a a b a b b
D1Mit10 56,6 b b a b b b c c
D1Mit36 92,3 a b b b a a a a
D1Mit291 101,5 b b c a c b b b

Produto das amplificagcdes dos microssatélites nas 8 linhagens isogénicas de camundongos
que compuseram a F0 da Selegao de Inflamagéo

- PM Ladder X174 RF DNA/Hae Ill Fragments (72pb a 1353pb).

- As amostras foram amplificadas por PCR e visualizadas em gel de agarose 4%.

Tabela 3: Anadlise de marcadores de microssatélites e genes no cromossomo 11 em
linhagens isogénicas.

Marcadores cM A/J BALB/cd CBA/J C57BL/J DBA/J P/J SJL/J SWR/J
D11Mit231 17,0 a a a c b d c e
D11Mit242 31,0 a d d c c b e c
D11Mit4 37,0 a d d c b b d d
D11Mit36 47,0 a b a b c a c c
D11Mit124 57,0 a b b d c d c d
D11Mit214 70,0 b a b a a a a a
D11Mit69 71,0 b b b b b b a b

Produto das amplificagdes dos microssatélites nas 8 linhagens isogénicas de camundongos
que compuseram a F0 da Selegao de Inflamagéo

- PM Ladder ®X174 RF DNA/Hae lll Fragments (72pb a 1353pb).

- As amostras foram amplificadas por PCR e visualizadas em gel de agarose 4%.
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Tabela 4: Representagao das frequéncias de alelos obtidos no cromossomo 1 na Selecao
de Inflamacao.

Marcadores cM AIRmax AIRmin
D1Mit64 5,0 11aa 5aa/6ab/1bb
D1Mit211 15,0 8bb/3bc 12cc

D1Mit236 25,7 12aa 12bb

Caspase 8 30,1 9aa/3ab 11bb/1ab
D1Mit303 34,8 2aa/7ab/1bb 12aa

D1Mit132 43,1 1ac/1cc 1aa/1ac/1ad/2cd/4dd
D1Mit49 54,5 5aa/6ab 9aa/3ab
D1Mit10 56,6 1aa/2ab/7bb/1bc 5aa/4ab/2ac/1bb
D1Mit36 92,3 1ab/10bb 1aa/8ab/3bb
D1Mit291 101,5 1ac/6bb/3bc/2cc 4bb/5bc/3cc

Produto das amplificagbes dos microssatélites nas linhagens AIRmax (n=12) e
AIRmin (n=12) da Sele¢éo de Inflamagéao

- PM Ladder X174 RF DNA/Hae Ill Fragments (72pb a 1353pb).

- As amostras foram amplificadas por PCR e visualizadas em gel de agarose 4%.

Tabela 5: Representacao das frequéncias de alelos obtidos no cromossomo 11 na Selecao
de Inflamacao.

Marcadores cM AIRmax AIRmin
D11Mit231 17,0 12cc 8aa/dae
D11Mit242 31,0 5ce/5ed/2dd 8aa/dad
D11Mit4 37,0 9cc/3dd 3aa/8ad/1dd
D11Mit36 47,0 5bb/5bc/2cc 2aa/3ac/4bc/3cc
D11Mit124 57,0 1aa/3cc/4ad/4dd 2ab/8bb/2bc
D11Mit214 70,0 12aa 5aa/2ab/5bb
D11Mit69 71,0 12aa 12bb

Produto das amplificagbes dos microssatélites nas linhagens AIRmax (n=10-12)
e AIRmin (n=9-12) da Sele¢éo de Inflamacgéo

- PM Ladder ®X174 RF DNA/Hae lll Fragments (72pb a 1353pb).

- As amostras foram amplificadas por PCR e visualizadas em gel de agarose 4%.

Tabela 6: Representacdo das frequéncias de alelos obtidos no cromossomo 1 nas
sublinhagens.

Marcadores cM AIRmax RR AIRmax SS AIRmin RR AIRmin SS
D1Mit64 5,0 16aa 19aa 17aa 1aa/9ab
D1Mit211 15,0 16bb 19cc 6bb/8bc/3cc 8bb/1bc/1cc
D1Mit236 25,7 2aa/8ab/6bb 19aa 17bb 10bb
Caspase 8 30,1 11aa/5ab 19aa 17bb 10aa
D1Mit303 34,8 5ab/11bb 19bb 17aa 10aa
D1Mit132 43,1 1aa/8ac/6ce 19cc 17dd 6aa/4ad
D1Mit49 54,5 16aa 19bb 17aa 7aa/3bb
D1Mit10 56,6 16aa 19cc 17aa 4ab/6bb
D1Mit36 92,3 16bb 19bb 17bb 10aa
D1Mit291 101,5 4aa/10ac/2cc 7aa/10ac/2cc 17cc 10bb

Produto das amplificagbes dos microssatélites nas linhagens AIRmaxRR (n=16),
AlIRmax SS (n=19), AIRmin RR (n=17) e AIRmin SS (n=10).

- PM Ladder ®X174 RF DNA/Hae lll Fragments (72pb a 1353pb).

- As amostras foram amplificadas por PCR e visualizadas em gel de agarose 4%.

76



Resultad oy

Tabela 7: Representagdo das frequéncias de alelos obtidos no cromossomo 11 nas
sublinhagens.

Marcadores cM AlIRmax RR AIRmax SS AIRmin RR AIRmin SS
D11Mit231 17,0 16¢cc 19cc 10aa/4ae 10aa
D11Mit242 31,0 16dd 7cc/10cd/2dd 17ee 10aa
D11Mit4 37,0 16dd 19cc 1aa/4ad/12dd 10dd
D11Mit36 47,0 16bb 19bb 3bb/6bc/8cc 3bc/7cc
D11Mit124 57,0 16¢cc 14ad/5cc 17bb 10bb
D11Mit214 70,0 16aa 19aa 6ab/11bb 2ab/8bb
D11Mit69 71,0 16bb 19bb 17bb 10bb

Produto das amplificagbes dos microssatélites nas linhagens AIRmaxRR (n=16),
AlIRmax SS (n=19), AIRmin RR (n=17) e AIRmin SS (n=10).

- PM Ladder ®X174 RF DNA/Hae lll Fragments (72pb a 1353pb).

- As amostras foram amplificadas por PCR e visualizadas em gel de agarose 4%.

4.4 Estudos de correlacao dos desvios de frequéncias de genes e marcadores
genéticos com os fenotipos de PIA

Os gendtipos obtidos nos cromossomos 1 e 11 descritos acima foram
correlacionados com os fendétipos de artrite induzida pelo pristane obtidos nas
sublinhagens da Selecédo de Inflamacao homozigotas para os alelos R e S do gene
Sic11af.

No programa “MapManager QTX” (MANLY et al., 2001) foram adicionados
individualmente os valores fenotipicos de incidéncia e gravidade de PIA a cada
periodo de avaliacdo (ou seja, aos 90, 120, 150 e 180 dias) e os gendtipos
individuais identificados nos cromossomos 1 e 11.

Nas tabelas abaixo (Tabelas 8 e 9) estdo demonstradas somente as
correlacbes entre as sublinhagens, marcadores e dias de analise que foram
significativos. Nao foram observadas correlagdes significativas dos genoétipos e
fendtipos entre as sublinhagens AIRmin RR e SS.

Aos 180 dias, houve uma correlagéo significativa do marcador D1Mit236 e do
gene Sic11a1 no cromossomo 1, e do marcador D11Mit4 no cromossomo 11, com o
fenétipo de incidéncia de artrite (Tabela 8).

Para a gravidade de artrite houve uma correlacao significativa dos mesmos
marcadores e genes, D1Mit236, Sic11ail e D11Mit4, aos 150 e 180 dias de analise
de PIA (Tabela 9).
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Portanto, a andlise de regressdo revelou a presenca de uma regido no
cromossomo 1 marcada pelo D1Mit236 (25,7 cM) e pelo Sc11at1 (39,2 cM), e no
cromossomo 11 marcada pelo D11Mit4 (37 cM) que estariam associadas tanto a

incidéncia quanto a gravidade de artrite experimental.

Tabela 8: Andlise de correlagdo de marcadores de QTL no cromossomo 1 e 11 com o
fenotipo de incidéncia de artrite nos animais AIRmax RR e AIRmax SS.

Periodo Marcadores LRS p Limites de significancia de
LRS

D1Mit236 10.4 0,00127 )
- Sugestivo 2 2,7
180 dias Slcii1at 9,3 0,00232 - Significante = 8,8
- Altamente significante = 16,3
D11Mit4 9,3 0,00232

1 - Limites de significancia de LRS: - sugestivo P<0,05.
- significante P<0,001.
- altamente significante P<0,0001.

Tabela 9: Andlise de correlagdo de marcadores de QTL no cromossomo 1 e 11 com o
fenotipo de gravidade de artrite nos animais AIRmax RR e AIRmax SS.

Periodo Marcadores LRS p Limites de siggificéncia de
LR
D1Mit236 9,7 0,00181 )
150 dias Slc11at 13,2 0,00028 - Sugestivo 2 2,7
D11Mit4 13,2 0,00028 - Significante = 9,1
D1Mit236 10,8 0,00100 o
180 dias Slc11at 11,1 0,00088 - Altamente significante = 16,1
D11Mit4 11,1 0,00088

1 - Limites de significancia de LRS: - sugestivo P<0,05.
- significante P<0,001.
- altamente significante P<0,0001.

4.5 Estudos de co-segregacao

Os estudos de co-segregacao foram realizados na populacao segregante F2,
obtida pelo cruzamento entre animais AIRmax versus AIRmin, para a realizacado
deste estudo os animais foram avaliados para os fendtipos de intensidade da
resposta inflamatéria aguda ao Biogel e posteriormente para os fenétipos de artrite
induzida por pristane.

A intensidade da resposta inflamatéria aguda ao Biogel foi avaliada nas
linhagens parentais da geracdo F40 e nos animais segregantes F2 (AIRmax versus
AIRmin), para a obtengdo dos fendtipos de infiltrado celular e extravasamento
protéico que sdo os parametros da Selecao de Inflamacao.
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Inicialmente 95 animais AIRmax e 96 animais AIRmin da geracdo F40 da
Selecao de Inflamagéao foram fenotipados para estes parametros. Os valores médios
de celularidade e proteina obtidos na linhagem AIRmax foram de 46,58 x10° (+
12,54) e 6,10 (£ 0,34), respectivamente. Enquanto na linhagem AIRmin os valores
médios de celularidade foram de 1,69 x10° (+ 2,14) e de proteina 2,21 (+ 1,12)
(Tabela 10).

A partir do intercruzamento entre os animais AIRmax e AIRmin da geracéo
F40, foram obtidos os animais hibridos F1, e a partir do intercruzamento destes
foram obtidos 320 animais segregantes F2 (AIRmax versus AIRmin).

Toda a populacao F2 obtida foi avaliada para os parametros de selecéo, e os
valores médios de celularidade e proteina nesta populagdo foram de 14,97 x10° (+
13,11) e 3,60 (% 1,23), respectivamente (Tabela 10).

Tabela 10: Avaliacdo dos fendtipos da intensidade da resposta inflamatéria aguda nas
linhagens parentais.

.. Infiltrado celular Proteinas
Animais n X £ d.p. (x10%) x % d.p. (D.0.)
AIRmax (F40) 95 46,58 + 12,54* 6,10 £ 0,34 *
AIRmin (F40) 96 1,69 +2,14 221+1,12
F2 total 320 14,97 + 13,11 3,60 + 1,23

Os animais foram injetados s.c. com 0,75ml de Biogel e o exsudato inflamatério foi
colhido apés 24 horas. O numero de células foi determinado pela contagem em camara
de Malassez e a concentragdo protéica foi determinada por espectrofotometria em
comprimento de onda 280nm e expressa em unidades de D.O. Os resultados foram
expressos em média e erro padrao.

* p<0,0001 - analise entre AIRmax e AIRmin.

As linhagens parentais AIRmax e AIRmin da geragédo F40 e os animais da
populacdo F2 (AIRmax versus AIRmin da geracao F40) foram submetidos a inducao
de artrite por pristane, e observados para os fenétipos de incidéncia e gravidade.

A linhagem parental AIRmax foi extremamente susceptivel ao
desenvolvimento de PIA, que teve inicio aos 90 dias apo6s a injecao de pristane e
atingiu 65% dos animais aos 180 dias (Figura7A). Somente 6% dos animais da
linhagem AIRmin desenvolveram artrite, que teve inicio aos 180 dias (Figura 7A).
Os resultados de artrite obtidos nas linhagens parentais corroboram aos descritos na
literatura (VIGAR et al., 2000).
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Aos 90 dias 3.31% (10/302) dos animais da populacao F2 desenvolveram
artrite experimental; aos 120 dias a incidéncia de artrite foi de 13.6% (40/294); aos
150 dias foi de 21.2% (61/288) e ao final do processo de observacao, aos 180 dias,
13.62% (38/279) dos animais desenvolveram artrite experimental (Figura 7A).

Os animais F2 apresentaram baixos valores para o fenotipo de gravidade, que
atingiu o grau maximo aos 150 dias (0,77+1,67) (Figura 7B).

—a— AIRmax (F40)
—eo— AIRmin (F40)
—— F2 (AIRmax x AIRmin)

(A) Incidéncia (B) Gravidade
100+ 12

104

Incidéncia (%)
Gravidade

0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
Dias Dias

Figura 7: (A) Incidéncia e (B) gravidade de artrite nos animais segregantes F2 (AIRmax versus
AIRmin) em relag@o aos animais AIRmax (n=16) e AIRmin (n=17) parentais.
Os animais receberam duas injegoes i.p. de 0,5 ml de pristane, com um intervalo de 60
dias entre elas, e foram observados semanalmente durante 180 dias. Os resultados de
incidéncia estdo expressos porcentagem e os de gravidade em média e erro padrao.
*p<0,001

Os animais utilizados para os estudos de co-segregacao foram escolhidos
pelo processo de “genotipagem seletiva” baseado nos trabalhos de Lander e
Botstein (1989), Darvasi e Soller (1995) e Darvasi (1997).

Na genotipagem seletiva de uma populacéao retrocruzada ou segregante F2
somente os individuos com fenotipos nos extremos de alta ou baixa resposta séo
genotipados (DARVASI e SOLLER, 1995). Esse procedimento garante um alto
poder de resolucédo na deteccédo do QTL através da genotipagem de, no maximo, 20
a 25% dos individuos situados nos extremos high e low, na qual a genotipagem de
um maior numero de individuos nao reflete no aumento da precisdo no mapeamento
de QTL (DARVASI et al., 1997).
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A selecao dos animais situados nos extremos de alta ou baixa resposta foi
baseada no valor médio dos fendtipos da populacédo F2, descritos na Tabela 10.

Portanto, para o extremo de minima resposta foram selecionados os animais
cujos valores fenotipicos se situavam abaixo do valor da média subtraido o
respectivo desvio padrao (Figura 8).

Enquanto para o extremo de maxima resposta foram selecionados os animais
cujos valores fenotipicos se situavam acima do valor da média acrescido o

respectivo desvio padrao (Figura 8).

A

Freqiiéncia
x}
P\

p F2

>
Intensidade da Resposta Inflamatéria aguda

Freqiiéncia

. %
» F2 extremo max :F2 extremo max
1N B

Y
.

of .

TTTT L *o40000°

Intensidade da Resposta Inflamatéria agud

Figura 8: Representacdo esquemética da distribuicdo dos fenétipos da AIR na populagao F2 (AIRmax
versus AIRmin), que seguem a curva de Gauss (A). Os circulos representam 0s animais
com os fendtipos nos extremos da curva, em vermelho os extremos minimos e em azul os
extremos maximos para os fenétipos de selecao (B).

i = valor da média da populacédo F2
&° = valor do desvio padrdo da populagdo F2

Para cada extremo da populacdo F2 (AIRmax versus AIRmin) foram
selecionados 30 animais (15 machos e 15 fémeas). Os animais situados nos
extremos de méaxima celularidade e proteina possuiam valores médios de 36.22 x10°
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(x 18.0) e de 4.81 (x 2.23), respectivamente, e foram chamados de “F2 extremo
max” (Tabela 11).

Em contrapartida, os animais situados nos extremos de minima celularidade e
proteina possuiam valores médios de 2.40 x10° (+ 1.85) e 2.10 (+ 1.10),
respectivamente, e foram chamados de “F2 extremo min” (Tabela 11).

Na tabela 11 abaixo, estdo os demonstrados os fenétipos de incidéncia e
gravidade nos extremos da populacao F2, aos 180 dias apds a primeira injecéo de
pristane. Pode-se observar que nos animais da “F2 extremo max” aos 180 dias,
houve uma maior incidéncia de artrite experimental, atingindo 20% (6/30) desses
animais em comparagdo a “F2 extremo min”, onde somente 6.6% (2/30) dos animais
tiveram artrite aos 180 dias. Nao foram observadas diferencas significativas entre
esses animais para o fenétipo de gravidade de artrite.

Tabela 11: Avaliacdo dos fenétipos da intensidade da resposta inflamatéria aguda apos 24
horas de Biogel e de artrite induzida por pristane aos 180 dias de pristane nos
extremos da populagédo F2 segregante

Animais n Infiltrado celuelar Proteinas Incidéncia Gravidade

x £ d.p. (x10°) x £d.p. (D.O.) (%) x £ d.p.
F2 extremo max 30 36,22+ 18,0* 481+223* 20% 1,35 £ 2,91
F2 extremo min 30 2,40 + 1,85 2,10+1,10 6,6% 0,45 + 1,38

Os animais foram injetados s.c. com 0,75ml de Biogel e o exsudato inflamatério foi colhido apds 24 horas.
O numero de células foi determinado pela contagem em camara de Malassez e a concentragao protéica
foi determinada por espectrofotometria em comprimento de onda 280nm e expressa em unidades de D.O.
Os resultados foram expressos em média e desvio padréo.

* p<0,0001 - andlise entre F2 extremo max e min.

Os animais receberam duas injegbes i.p. de 0,5 ml de pristane, com um intervalo de 60 dias entre elas, e
foram observados semanalmente durante 180 dias

Uma vez obtidos os fenétipos de interesse e os gendtipos, foram iniciados os
estudos de co-segregacéo.

Os estudos de co-segregacao foram realizados através da utilizagdo do
programa MapManager QTX, no qual foram adicionados individualmente os
fenétipos de AIR e PIA, e os gendtipos obtidos no cromossomo 1 e 11.

Nenhum dos marcadores e genes analisados no cromossomo 1 € 11 co-
segregaram com os fenétipos de infiltrado celular e concentracdo protéica da
populacao “F2 extremo AIR”.

Entretanto, quando os fenétipos analisados foram incidéncia (Tabela 12) e

gravidade (Tabela 13) de artrite experimental na populagdo “F2 extremo AIR” foi
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observado que os marcadores D1Mit303 e D11Mit242 apresentaram indices de co-
segregacao sugestiva para os fenotipos de PIA.

Estes resultados indicam a nao existéncia de QTL reguladores da Resposta
Inflamatéria Aguda nos extremos de celularidade e proteina da populacdo F2
(AIRmax versus AIRmin), porém, sugerem a presenca nesta populacdo de QTL

reguladores de artrite induzida por pristane (PIA) nos cromossomos 1 e 11.

Tabela 12: Andlise de co-segregacédo de marcadores de QTL nos extremos AIR da
populacdo F2 para o fenétipo de incidéncia de artrite.

Cr. Marcadores cM LRS' %> p
1 D1Mit236 25,7 4,2 7 0,11944
1 Caspase 8 30,1 1,6 3 0,44547
1 D1Mit303 34,8 9.4 15 0,00895
1 Sic11at 39,4 5,4 11 0,06704
11 D11Mit231 17,0 2,9 5 0,23835
11 D11Mit242 31,0 6,0 10 0,05002
11 D11Mit69 71,0 0 0 0,99570

1 - Limites de significancia de LRS: - sugestivos LRS=4,4 (P<0,05)

- significantes LRS=11,5 (P<0,001)

- altamente significantes LRS=21,8 (P<0,0001)
2. % da variancia total explicados pelo QTL

Tabela 13: Andlise de co-segregacédo de marcadores de QTL nos extremos AIR da
populacao F2 para o fenétipo de gravidade de artrite.

Cr. Marcadores cM LRS' %?2 P
1 D1Mit236 25,7 2,9 5 0,22890
1 Caspase 8 30,1 0,9 1 0,64481
1 D1Mit303 34,8 10 15 0,00676
1 Slci11at 39,4 4.2 9 0,11981
11 D11Mit231 17,0 2,3 4 0,32191
11 D11Mit242 31,0 6,2 10 0,04464
11 D11Mit69 71,0 0,1 0 0,97507

1 - Limites de significancia de LRS: - sugestivos LRS24,2 (P<0,05)

- significantes LRS=12,0 (P<0,001)

- altamente significantes LRS>28,0 (P<0,0001)
2 - % da variancia total explicados pelo QTL
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4.6 Anadlise da expressao génica global

4.6.1 Analise dos genes ativados e reprimidos nas sublinhagens da Selecao de
Inflamacao homozigotas para os alelos do gene Sic11a1

Inicialmente, esta anadlise determinou o nimero de genes modulados nas
patas controles (sem estimulo) e experimentais (apés 180 dias de PIA) dos animais
AIRmax RR, AlIRmax SS, AIRmin RR e AIRmin SS das sublinhagens AIR
homozigotas para os alelos do gene Sic11al.

Para esta avaliacdo foram divididos os valores de intensidade de expressao
génica dos animais experimentais em relagdo aos seus respectivos controles, ou
seja, entre os: AIRmax RR experimental/controle; AIRmax SS experimental/controle;
AIRmin RR experimental/controle e AIRmin SS experimental/controle.

Os genes ativados foram considerados aqueles com uma intensidade de
expressao igual ou acima de trés vezes, enquanto, os genes reprimidos foram os
que obtiveram intensidades iguais ou abaixo de 0,33 apds o calculo da relacéo
experimental/controle.

A figura 9 abaixo, demonstra que nos animais AIRmax RR 95 genes estavam
ativados e 26 reprimidos, enquanto nos AIRmax SS existem 255 genes ativados e
270 reprimidos. Nos animais AIRmin RR e SS experimentais existem,
respectivamente, 37 e 27 genes ativados e, 48 e 15 genes reprimidos (Figura 9).

Estes resultados indicam que durante o processo de inflamacgéao cronica existe
a modulacdo de um maior numero de genes na linhagem mais suscetivel ao
desenvolvimento de artrite por pristane (PIA), os animais AIRmax SS, quando
comparados aos animais AIRmax RR, que desenvolvem artrite experimental com
incidéncia e gravidade moderados. Ja nas linhagens resistentes ao desenvolvimento
de PIA, AIRmin RR e SS, o numero de genes modulados é menor e muito similar
aos AIRmax RR.
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Experimentais versus Controles
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Figura 9: Numero de genes ativados e reprimidos nas patas dos animais AIRmax RR, AIRmax
SS, AIRmin RR e AIRmin SS experimentais versus controles.
Os animais experimentais receberam duas injecoes i.p. de 0,5 ml de pristane e as
patas foram obtidas apdés 180 dias, enquanto nos animais controles as patas foram
obtidas sem nenhum tratamento prévio.

Os genes modulados foram entdo analisados através do programa EASE,
com intuito de avaliar a sobre-representacao em categorias funcionais.

Como descrito nos Materiais e Métodos o programa EASE (Expression
Analysis Systematic Explorer) permite que os genes diferencialmente expressos ou
modulados sejam agrupados em “temas biolégicos” de acordo com sua categoria
funcional, sua localizacdo cromossdmica e sua representacdo em relacdo ao
genoma total.

Nas tabelas 14 e 15 abaixo estdo demonstradas as categorias funcionais
sobre-representadas pelos genes ativados e reprimidos, respectivamente, nos
animais AIRmax RR experimentais em relagcdo aos controles. Somente estao

representadas as categorias estatisticamente significantes.
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Tabela 14: Categorias funcionais sobre-representadas nos genes ativados dos animais
AlRmax RR artriticos em relacao aos controles

n EASE
genes  score

Categoria funcional Genes

Resposta a substancias quimicas 5 7.89e-005 /l1b, Defb3, Cxcl2, Cxcl13, Ccl19

Resposta inflamatéria 5 1.36e-004 /I1b, Cxcl1, Cxcl2, Cxcl13, Ccl19
Quimiotaxia 4 5.98e-004 [l1b, Cxcl2, Cxcl13, Ccl19
Resposta de defesa 9 7 486-004 I11b, Defb3, Cxcl1, Cxcl2, Cxcl5, Ccl19,

Saa3, Ctf1, Tnfsf11.

Tabela 15: Categorias funcionais sobre-representadas nos genes reprimidos dos animais
AlIRmax RR artriticos em relacdo aos controles

n EASE
genes  score

Genes

Ptgis, Cidea, Hmgcs2, Scd3, Sultiat,
Adh1.

Categoria funcional

Metabolismo de lipideos 6 3.44e-004

O proximo passo foi avaliar a distribuicdo cromossdémica dos genes ativados e
reprimidos nos AIRmax RR experimentais em relagdo aos controles, pode-se
observar que houve uma distribuicdo dos genes ao longo de todo o genoma com
exceg¢ao no cromossomo sexual Y (Figura 10).

I Total genes modulados
= Genes ativados
== Genes reprimidos

Numero de genes
o-nww.hmmsloocos:i;
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]

W

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 X Y
Cromossomos

Figura 10: Distribuicdo cromoss6mica dos genes modulados nas patas artriticas de animais AIRmax
RR em relagédo aos controles.
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Nas tabelas 16 e 17 abaixo estdo demonstradas as categorias funcionais sobre-
representadas pelos genes ativados e reprimidos, respectivamente, nos animais
AlRmax SS experimentais em relacao aos controles. Estdo representadas somente
as categorias estatisticamente significantes.

Tabela 16: Categorias funcionais sobre-representadas nos genes ativados dos animais
AlIRmax SS artriticos em relacdo aos controles

n EASE
genes  score

Categoria funcional Genes

Tirap, 1110, I11b, Mefv, Ccl3, Ccl7, Cxcl1,

Resposta inflamatéria 11 9.02e-007 Cxcl2, Cxcl13, Pix3, Chisla.

Stat3, Saa3, 0Oas2, Oaslt, Treml,
. Trem3, C3ar1, Tnfsf11, Ptx3, Tirap, 1110,

Resposta imune 20 4806004 y1p" Mefy, Cel3, Ccl7, Cxcll, Cxcl2,
Cxcl5, Cxcl13, Chi3I3.

Quimiotaxia 7 6.116-004 Kras, Il1b, Ccl3, Ccl7, Cxcl2, Cxcl13,
C3arl.

Resposta de cicatrizagédo 11 1.45e-003 Pix3, Tirap, 110, litb, Metv, Ccl3, Ccl7,

Cxcl1, Cxcl2, Cxcl13, Chi3I3.

Tabela 17: Categorias funcionais sobre-representadas nos genes reprimidos dos animais
AlRmax SS artriticos em relacao aos controles

. . n EASE
Categoria funcional genes score Genes
Diferenciagéo da epiderme 4 1.47e-003 Krt1-17, Krt2-18, Ovol1.

Na figura 11 abaixo, estd demonstrada a distribuicdo cromoss6mica dos
genes ativados e reprimidos nos animais AIRmax SS experimentais em relagdo aos
controles, pode-se observar que houve uma distribuicdo dos genes ao longo de todo
0 genoma com exce¢ao no cromossomo sexual Y (Figura 11).

Observa-se uma agrupamento génico significante nos cromossomos 15
(EASE score = 4.58e-003) e 11 (EASE score = 5.29e-004) para os genes reprimidos
nos animais experimentais AIRmax SS em relacao aos seus controles (Figura 11).
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Figura 11: Distribuicdo cromossémica dos genes modulados nas patas artriticas de animais

AIRmax SS em relagdo aos controles.

*EASE score de 6.30e-007 no cromossomo 11 e de 4.58e-003 no cromossomo 15.

Na tabela 18 estdo representados os valores de intensidade de todos os

genes considerados ativados e reprimidos nas andlises entre os animais AIRmax RR

experimentais/controles e AIRmax SS experimentais/controles (Tabela 18).

Para as analises entre os animais AIRmin RR e AIRmin SS experimentais

versus controles, nao foram identificadas categorias funcionais sobre-representadas.
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Tabela 18: Intensidade da expressao génica global por Microarray nos grupos experimentais e controles das sublinhagens, e genes ativados

e reprimidos.
Nome do gene e simbolo EXPERIMENTAIS (PIA) CONTROLES EXP/CONT
9 MaxR MaxS MinR MinS MaxR MaxS MinR MinS MaxRPIA/C MaxS PIA/C

Defensin beta 3 (Defb3) 58,89 2,02 3,93 20,83 1,46 2,41 1,79 2,56 40,44 0,84
Interleukin 1 beta (Il1b) 17,83 12,83 1,58 2,00 0,92 2,53 1,12 1,36 19,34 5,07
Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (Cxcl1) 6,38 10,24 1,83 1,56 1,75 1,29 1,33 1,45 3,65 7,96
Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 (Cxcl2) 20,99 1342 3,33 1,03 0,75 2,43 0,66 1,31 27,86 5,53
Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 (Cxcl5) 2,80 6,64 0,71 0,91 0,81 0,87 0,72 0,77 3,43 7,59
Chemokine (C-X-C motif) ligand 13 (Cxcl13) 25,11 30,83 4,68 7,76 4,03 0,71 1,72 2,30 6,23 43,64
Chemokine (C-C motif) ligand 3 (Ccl3) 2,85 5,54 1,55 0,68 1,59 1,30 0,99 1,33 1,80 4,27
Chemokine (C-C motif) ligand 7 (Ccl7) 7,06 19,46 6,32 5,63 3,04 2,68 4,40 3,38 2,32 7,26
Chemokine (C-C motif) ligand 19 (Ccl19) 14,00 1522 1522 16,29 4,54 7,32 16,92 14,60 3,08 2,08
Serum amyloid A 3 (Saa3) 81,05 31,76 10,02 3,86 13,80 3,54 4,22 4,67 5,87 8,97
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11 (Tnfsf11) 14,29 12,94 1,79 1,53 3,08 1,98 1,49 1,88 4,64 6,54
Cardiotrophin 1 (Ctf1) 26,10 10,81 7,31 6,64 5,07 12,83 5,17 6,88 5,15 0,84
Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain-containing adaptor protein (Tirap) 2,06 4,73 1,51 1,56 1,42 1,22 1,50 1,50 1,45 3,89
Interleukin 10 (1110) 1,01 4,94 0,79 0,82 0,54 0,79 0,70 0,68 1,86 6,24
Mediterranean fever (Mefv) 6,16 7,85 1,65 1,91 3,83 1,83 1,16 1,15 1,61 4,29
Pentaxin related gene (Ptx3) 7,82 9,21 2,49 2,68 3,96 1,99 2,20 2,28 1,98 4,64
Chitinase 3-like 3 (Chi3I3) 47,36 1569 18,82 845 34,15 5,23 12,45 245 1,39 3,00
Signal transducer and activator of transcription 3 (Stat3) 38,69 27,85 6,96 7,25 32,38 8,75 5,86 5,16 1,20 3,18
2'-5' oligoadenylate synthetase 2 (Oas2) 6,29 8,08 2,29 2,33 4,72 1,73 2,17 1,98 1,33 4,66
2'-5' oligoadenylate synthetase-like 1 (Oasl1) 6,51 9,19 3,00 2,44 3,78 1,44 2,17 1,72 1,72 6,40
Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (Trem1) 2,06 1,99 0,48 0,33 0,78 0,41 0,22 0,33 2,63 4,85
Triggering receptor expressed on myeloid cells 3 (Trem3) 38,44 16,64 5,30 8,75 25,39 4,88 3,43 4,93 1,51 3,41
Complement component 3a receptor 1 (C3ar1) 8,26 12,87 6,34 7,48 7,27 3,94 4,48 6,04 1,14 3,27
Kirsten rat sarcoma oncogene 2, expressed (Kras2) 2,11 14,45 1,58 1,79 2,28 1,62 1,79 1,47 0,92 8,90
Prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase (Ptgis) 2,12 3,62 717 6,30 7,93 5,16 7,07 8,53 0,27 0,70
Cell death-inducing DNA fragmentation factor, alpha subunit-like effector A (Cidea) 2,40 1,47 9,12 11,02 8,21 7,67 6,84 6,44 0,29 0,19
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2 (Hmgcs2) 1,00 1,16 3,03 2,35 3,07 2,18 2,24 1,61 0,32 0,53
Stearoyl-coenzyme A desaturase 3 (Scd3) 0,76 1,15 7,28 5,79 2,97 3,24 4,77 4,69 0,26 0,36
Sulfotransferase family 1A, phenol-preferring, member 1 (Sult1a1) 1,10 1,91 7,43 4,07 4,22 3,36 3,13 3,40 0,26 0,57
Alcohol dehydrogenase 1 (class ) (Adh1) 6,29 5,66 20,01 16,43 23,47 16,86 1586 15,12 0,27 0,34
Keratin complex 1, acidic, gene 17 (Krt1-17) 1,79 1,53 4,55 6,28 1,52 7,71 3,35 4,25 1,18 0,20
Keratin complex 2, basic, gene 18 (Krt2-18) 7,14 11,17 17,19 22,28 6,79 36,36 13,72 28,36 1,05 0,31
OVO homolog-like 1 (Drosophila) (Ovol1) 3,19 2,37 4,37 7,43 3,59 8,74 4,43 4,81 0,89 0,27

* Na ultima coluna a direita estao representados os genes ativados (23) e reprimidos (<0,33) nos animais Max RR e SS experimentais em relagao
aos seus respectivos controles.
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4.7 Validacao do experimento de Microarray por qPCR

A validacdo do experimento de Microarray foi realizada pela avaliacdo de
alguns genes diferencialmente expressos nos ensaios de PCR em Tempo Real
(gPCR).

Na Tabela 19 abaixo, estdo demonstradas as correlagcdes entre as duas
metodologias para os genes Tnfa, Ill1b, 16, 1110, 118, lI12a e Csf2 e II8rb.

Tabela 19: Correlacbes entre as expressdes génicas obtidas no qPCR e Microarray.

Genes Correlacao de Pearson (r) Estatistica
ll6 0,91 p= 0,001
1l12a 0,89 p= 0,001
1o 0,84 p= 0,01
1I1b 0,81 p= 0,01
Tnfa 0,62 p= 0,05
Csf2 0,60 p= 0,05
1118 0,52 p= 0,05

4.8 Expressao génica por qPCR e Microarray

Varios genes foram analisados por qPCR (Tabela 1 - Materiais e Métodos),
entre eles genes que codificam citocinas envolvidas no processo de artrite, genes
préximos ao Slc11al no cromossomo 1, como a Caspase 8 e o [l8rb, ou no
cromossomo 11, onde existe o grupo de genes Csf2, 113, Il4, lI5¢e 1113.

Para alguns dos genes analisados nao foi observada a presenca de
transcritos, como Tgfb, Ifng, ll1a, 113, 4, 115, I112b e 1I13.

Apesar das escalas numéricas nos eixos Y dos graficos serem as mesmas,
deve-se notar que os resultados de gPCR estdo em escala logaritmica enquanto os
resultados de Microarray estdo em escala linear.

4.8.1 Expressao do gene /I6

Os animais AIRmax RR e AIRmax SS artriticos expressaram niveis
aumentados de RNA mensageiro para o gene da /l6, com diferencas significativas

quando comparados aos AIRmin RR e AIRmin SS experimentais (p<0,001) e
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controles (p<0,001) (Figura 12A). Entretanto, nos animais AIRmax RR controles
existe uma expressao basal e significativa de /l6 em relacdo aos demais grupos
controle (p<0,05), com excecao dos AIRmax SS controles (Figura 12A).

O mesmo perfil de expressao foi observado no experimento de Microarray, no
qual os animais AIRmax RR e SS artriticos possuem altos niveis de expressédo do
gene /6 (Figura 12B).
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Figura 12: Analise da expressao génica de //6 por (A) qPCR e (B) Microarray em patas de animais
AlIRmax RR, AIRmax SS, AIRmin RR e AIRmin SS aos 180 dias de artrite induzida por
pristane, e em seus respectivos controles.

Foram analisados 4 animais por grupo, porém a andlise foi individual no gPCR e em
pool no Microarray.

Os resultados estao expressos em média e erro padrao.

* Andlise estatistica entre 0 mesmo grupo.

# Andlise estatistica entre o grupo experimental e controle.

4.8.2 Expressao do gene lI1b

A mesma de modulacéo descrita acima para a //6 foi observada para o gene
da /l1b (Figura 13), na qual os animais AIRmax artriticos, independente dos alelos
do gene Sic11al, expressaram niveis aumentados e significantes de RNAm para a
citocina IL-1B quando comparados aos AIRmin RR (p<0,01) e AIRmin SS (p<0,05)
experimentais e controles (p<0,001) (Figura 13A).

Entretanto, nos animais AIRmax RR e SS controles também existe uma
expressao basal e significativa de //1b (Figura 13A).

Nos resultados de Microarray também foi observada uma elevada expressao

génica nos animais AIRmax RR e SS artriticos (Figura 13B).
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Figura 13: Analise da expressdo génica de //1b por (A) qPCR e (B) Microarray em patas de
animais AIRmax RR, AIRmax SS , AIRmin RR e AIRmin SS aos 180 dias de artrite
induzida por pristane, e em seus respectivos controles.

Foram analisados 4 animais por grupo, porém a analise foi individual no gPCR e em
pool no Microarray.

Os resultados estao expressos em média e erro padréo.

* Andlise estatistica entre 0 mesmo grupo.

# Andlise estatistica entre o grupo experimental e controle.

4.8.3 Expressao do gene Tnfa

Nos animais AIRmax RR e SS artriticos existe uma elevada e significativa
expressao do gene Tnfa em relagdo aos AIRmin RR e SS experimentais (p<0,05) e
controles (p<0,01) (Figura 14A).

Porém, nos AIRmax RR e SS controles existe uma expressao basal
significativa (p<0,05) quando comparado aos demais grupos controles (Figura 14A).

Nos resultados de Microarray foi observada uma expressdao génica
favorecendo os animais AIRmax RR e SS artriticos, porém este aumento foi mais

discreto (Figura 14B).
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Figura 14: Andlise da expressdo génica de Tnfa por (A) gPCR e (B) Microarray em patas de
animais AIRmax RR, AIRmax SS , AIRmin RR e AIRmin SS aos 180 dias de artrite
induzida por pristane, e em seus respectivos controles.

Foram analisados 4 animais por grupo, porém a analise foi individual no gPCR e em
pool no Microarray.

Os resultados estao expressos em média e erro padréo.

* Andlise estatistica entre 0 mesmo grupo.

# Andlise estatistica entre o grupo experimental e controle.
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4.8.4 Expressao do gene //10

Os animais AIRmax SS artriticos atingiram os niveis mais altos e significantes
(p<0,001) de expressao do gene /10 em relagdo a todos os demais grupos, e a
diferenca estatistica foi mantida mesmo quando comparado aos animais artriticos
AIRmax RR (p<0,02) que possuem uma expressao significativa (p<0,05) do gene
1110 quando comparados aos demais grupos experimentais (Figura 15A).

Os AIRmax SS possuem uma expressao basal significativa (p=0,006) quando
comparado aos AIRmax RR (Figura 15A).

Nos resultados de Microarray é possivel visualizar a elevada expressao de
1110 nos animais AIRmax SS artriticos em relacdo aos demais grupos (Figura 15B).
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Figura 15: Analise da expressdo génica de /710 por (A) gPCR e (B) Microarray em patas de
animais AIRmax RR, AIRmax SS , AIRmin RR e AIRmin SS aos 180 dias de artrite
induzida por pristane, e em seus respectivos controles.

Foram analisados 4 animais por grupo, porém a andlise foi individual no gPCR e em
pool no Microarray.

Os resultados estao expressos em média e erro padrao.

* Andlise estatistica entre 0 mesmo grupo.

# Andlise estatistica entre o grupo experimental e controle.

4.8.5 Expressao do gene /I12a

Nos animais controles AIRmax RR (p<0,05), AIRmax SS (p<0,01) e AIRmin
SS (p<0,01) foram identificados niveis basais significativos de expressdo de RNAm
da subunidade p35 da citocina IL-12 quando comparados aos AIRmin RR controles
(Figura 16A).

Os animais AIRmax RR controles mantém a significativa expressao de IL12a

quando comparado aos grupos experimentais (p<0,05), com excecdo dos AlIRmax
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RR artriticos (Figura 16A).

O mesmo perfil de expressao génica da //12a é observado nos experimentos
de Microarray, com a maior modulacédo génica ocorrendo nos AIRmax RR controles
(Figura 16B).
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Figura 16: Andlise da expressao génica de //[12a por (A) gPCR e (B) Microarray em patas de
animais AIRmax RR, AIRmax SS , AIRmin RR e AIRmin SS aos 180 dias de artrite
induzida por pristane, e em seus respectivos controles.

Foram analisados 4 animais por grupo, porém a analise foi individual no gPCR e em
pool no Microarray.

Os resultados estao expressos em média e erro padrao.

* Andlise estatistica entre 0 mesmo grupo.

# Andlise estatistica entre o grupo experimental e controle.

4.8.6 Expressao do gene Csf2

Nao foram encontradas diferencas significativas da expressado do gene Csf2
entre 0s animais experimentais e controles, pois houve muita variacado entre os
animais do mesmo grupo (Figura 17A).

O mesmo perfil de expressdao génica foi observado nos experimentos de
Microarray, no qual os animais do grupo experimental e controle expressam niveis
similares de Csf2 (Figura 17B).
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Figura 17: Analise da expressdo génica de //1b por (A) gPCR e (B) Microarray em patas de
animais AIRmax RR, AIRmax SS , AIRmin RR e AIRmin SS aos 180 dias de artrite
induzida por pristane, e em seus respectivos controles.

Foram analisados 4 animais por grupo, porém a andlise foi individual no gPCR e em
pool no Microarray.
Os resultados estao expressos em média e erro padrao.

4.8.7 Expressao do gene //18

Os niveis de expressao do gene //18 foram elevados nos animais AIRmin RR
e SS experimentais quando comparados aos AIRmax RR (p<0,05) e SS (p<0,01)
experimentais e aos AIRmin RR (p<0,001) e SS (p<0,01) controles (Figura 18A).

Entretanto, houve uma expressdo basal significativa de //18 nos animais
AIRmax RR e SS controles em relacao aos AIRmin RR (p<0,01) e AIRmin SS
(p<0,05) controles (Figura 18A).

A expressao génica da //18 nos experimentos de Microarray foi muito maior
em escala quando comparada ao qPCR, entretanto o perfil de expressao foi muito
semelhante entre os experimentos, com excecdao de que somente 0s animais
AlRmax SS controles possuem uma expressado basal aumentada em relacdo aos

demais grupos (Figura 18B)

95



Resultad oy

(A)lI18
B) 18

10+
@ o I AIRmax RR 100
=] 8- . F 1 AIRmax SS g 907
o X O go
5 _ 7 * T == AIRmin RR ] £ 32
o & 6 . 1 AIRmin SS g5
® O 5 ® o 60
[ ] T@ i
= | % @ 50
] 4 22
[ o O 40
g £5 30
> 24 - X
w w204

;: 10

Experimentais Controles 0- . By
Experimentais Controles
gqPCR Microarray

Figura 18: Analise da expressdo génica de /18 por (A) qPCR e (B) Microarray em patas de
animais AIRmax RR, AIRmax SS , AIRmin RR e AIRmin SS aos 180 dias de artrite
induzida por pristane, e em seus respectivos controles.

Foram analisados 4 animais por grupo, porém a analise foi individual no gPCR e em
pool no Microarray.

Os resultados estao expressos em média e erro padréo.

* Andlise estatistica entre 0 mesmo grupo.

# Andlise estatistica entre o grupo experimental e controle.

4.8.8 Expressao do gene /I8rb

A expressao génica do gene /I8rb s6 foi detectada por qPCR, para o qual
existe uma ativagdo significativa nos animais AIRmax RR e SS experimentais e
controles comparados aos AIRmin RR e SS dos dois grupos, com excecdo do
AlIRmax SS controle, que possui valores significativos somente em relacao aos
AIRmin RR e SS controles (Figura 19A).

Os resultados de expressdao por Microarray nao atingiram os valores
considerados biologicamente ativos que sao os valores <0,33 ou =3 (Figura 19B).
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Figura 19: Analise da expressdo génica de //8rb por (A) gPCR e (B) Microarray em patas de
animais AIRmax RR, AIRmax SS , AIRmin RR e AIRmin SS aos 180 dias de artrite
induzida por pristane, e em seus respectivos controles.

Foram analisados 4 animais por grupo, porém a analise foi individual no gPCR e em
pool no Microarray.

Os resultados estao expressos em média e erro padrao.

* Andlise estatistica entre 0 mesmo grupo.

# Andlise estatistica entre o grupo experimental e controle.
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4.8.9 Expressao do gene Caspase 8

Houve diferencas no numero de transcritos observados entre a analise de
expressao génica global por Microarray e qPCR (Figura 20), onde na analise por
Microarray foi observado um elevado nimero de transcritos entre todos os animais
analisados, com uma maior expressao pelos animais AlIRmax e AIRmin SS
experimentais (Figura 20B), quando comparada a analise de expressao génica
relativa por gPCR, na qual o numero de transcritos observados foram muito menores
e variaveis entre o animais experimentais quando comparados aos controles (Figura
20A)
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Figura 20: Analise da expressado génica de Caspase 8 por (A) qPCR e (B) Microarray em patas
de animais AIRmax RR, AIRmax SS , AIRmin RR e AIRmin SS aos 180 dias de artrite
induzida por pristane, e em seus respectivos controles.

Foram analisados 4 animais por grupo, porém a analise foi individual no gPCR e em
pool no Microarray.
Os resultados estao expressos em média e erro padréo.
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Discussio

5 DISCUSSAO

Estudos anteriores ao nosso demonstraram que a linhagem AIRmax é suscetivel
ao desenvolvimento de artrite induzida por pristane, enquanto a linhagem AIRmin é
resistente (VIGAR et al., 2000), indicando que loci reguladores da resposta inflamatoria
aguda, acumulados e em homozigose durante o processo seletivo para a obtengao da
Selegao de Inflamacéo, poderiam estar envolvidos no desenvolvimento de uma doenca
inflamatéria crénica e auto-imune como a PIA.

Estudos posteriores demonstram a participacdo do gene Sic11afl, presente no
cromossomo 1, no desenvolvimento de PIA, onde o alelo S deste gene favorece os
fenotipos de incidéncia e gravidade de artrite experimental, enquanto o alelo R contribui
para uma maior resisténcia e menor gravidade em animais AIRmax ou para a total
resisténcia em animais AIRmin quando presente em homozigose (PETERS et al.,
2007).

Analises de identificagcdo de polimorfismos realizadas no cromossomo 1 indicam
que a producdo das sublinhagens, modificou somente a regido onde esta presente o
gene Sic11ai, como pretendido com o inicio do processo de acasalamentos assistidos
por genotipagem. Além disso, indicam a presenca de um fundo genético altamente
heterogéneo para loci nao relacionados aos fenétipos de selecao.

Somente dois marcadores apresentaram desvio de frequéncia de alelos nas
sublinhagens em relagdo aos parentais. Esta fixacao diferencial poderia ser explicada
pela diminuicdo da variabilidade genética nestes animais em decorréncia do reduzido
numero de familias necessérias para a realizacdo dos acasalamentos assistidos por
genotipagem, ou ainda pela ocorréncia de eventos de recombinagdo que estariam
favorecendo a fixacao de alelos que nédo sao tao frequientes nesta populacéao.

Além disso, as frequéncias génicas foram observadas nas linhagens parentais da
geracdo F37 de Inflamagédo, enquanto que os acasalamentos para a obtencao das
sublinhagens foram iniciados a partir da geracao F29 da Selecao de Inflamacao, na
qual nao foi possivel realizar esta analise, portanto, ndo sabemos se na geracdao F29
havia um desequilibrio de freqiéncia dos alelos da Casp8 e D1mit211 em relagdo a

geracao F37.
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De qualquer maneira, nossos resultados permitem a delimitacdo de uma regiao
de aproximadamente 5 cM acima e/ou abaixo do gene Sc11aft, na qual o gene Sic11at
ou algum outro ligado ou muito proximo a ele, estejam modulando o desenvolvimento
de PIA nas sublinhagens.

Na busca de identificar os loci reguladores da resposta inflamatéria aguda que
também regulam o desenvolvimento de artrite induzida por pristane foram realizados os
estudos de correlacdo nas sublinhagens da Selecao de Inflamagdo homozigotas para
os alelos R e S do gene Sici1al e de co-segregacdo na populagdo F2 obtida pelo
intercruzamento entre as linhagens parentais AIRmax e AIRmin da Selecdo de
Inflamacéo.

Os resultados da analise de correlagdo indicaram que o marcador D1Mit236
(25,7 cM) e o gene Slc1i1at (39,2 cM) presentes no cromossomo 1, e o D11Mit4 (37
cM) presente no cromossomo 11 obtiveram valores significativos de correlagcdo com os
fenotipos de incidéncia e gravidade de artrite induzida por pristane aos 180 dias e aos
150 dias para gravidade de artrite.

Interessantemente, os estudos de co-segregacdo sugerem a associacao dos
marcadores D1Mit303 (34,8 cM) no cromossomo 1 e Di11Mit242 (31 cM) no
cromossomo 11 com os fen6tipos de incidéncia e gravidade de PIA aos 180 dias apds a
primeira injecao de pristane.

A fase tardia ou crbnica da artrite induzida por pristane foi escolhida para os
estudos de co-segregacao, pelas evidéncias correlacdo entre marcadores e genes
analisados nos cromossomos 1 e 11 com os fenotipos de PIA nas sublinhagens. Além
disso, aos 180 dias da primeira injecdo de pristane que sdo observadas as maiores
diferencas fenotipicas de incidéncia e gravidade de artrite entre as sublinhagens.

Estes resultados reforcam a hipotese da existéncia de QTL de resposta
inflamatoéria aguda regulando o processo de artrite induzida por pristane mesmo em
uma fase cronica da resposta inflamatéria.

Estas regides que ja foram implicadas como possiveis reguladoras da resposta
inflamatéria aguda (AIR) em varios estudos realizados no Laboratério de Imunogenética
(RIBEIRO, 2003; BORREGO et al., 2006; PETERS et al., 2007; DE FRANCO et al.,
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2008), e os principais genes candidatos no cromossomo 1 sdo como o Cd28 (Cd 28
antigen), 118rb (interleukin 8 receptor, beta), Sic11al (Solute carrier family 11 (proton-
coupled divalent metal ion transporter) member 1) e Ctla4 (cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4). E no cromossomo 11 compreendem 0s genes para fatores
hematopoiéticos Csf2 (Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)) e Csf3
(Colony stimulating factor 3 (granulocyte)) o grupo de genes que codificam quimiocinas
(Chemokine (C-C motif) ligand — Ccl1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 12, 16) e citocinas (/I3, 4, 15
e ll13).

Estas regides sdo de grande interesse, além da indicagdo da presenca de QTL
reguladores dos fenoétipos de AIR e PIA em nosso modelo murino, sao regiées que co-
localizam com varios loci de reguladores de doencas auto-imunes em camundongos,
ratos e seres humanos.

No cromossomo 1 existem os QTL relacionados aos modelos murinos de artrite
induzida por colageno (Cia20 localizado a 44 cM) e por Borrelia burgdorferi (Bbaa11 a
32.8 cM) (ROPER et al., 2001; ADARICHEV et al., 2003). Além da presenca de QTL
moduladores de lupus eritematoso sistémico (Sle7 a 32.8 cM) e diabetes insulino-
dependente (/dd5 a 34.8 cM; Idd5a a 38.5 cM e Idd5b a 41 cM) (HILL et al., 2000).

Essas regides sdo homodlogas a regido 33 localizada no brago curto do
cromossomo 2 em seres humanos, onde esta localizado o gene CTLA4 (Citotoxic T-
lymphocyte-associated antigen 4) que é positivamente associado a doencas auto-
imunes como a artrite reumatdide, esclerose multipla , IUpus eritematoso sistémico,
diabetes do tipo | e tiredidite (SERRANO et al., 2006). Estudos de ligacdo também
indicam que cromossomo 2 em humanos, mas na regidao 35 do brago curto deste
cromossomo, esta o gene SLC11A1 que desempenha um papel na susceptibilidade a
artrite reumatéide (SHAW et al., 1996; JOHN et al., 1997; SINGAL et al., 2000;
RODRIGUEZ et al., 2002; AMOS et al., 2006; YEN et al., 2006).

No cromossomo 11, existem também QTL relacionados aos modelos murinos de
artrite induzida por proteoglicanos (Pgiaz a 42 cM) (OTTO et al., 1999; ADARICHEYV et
al., 2003;), de lapus eritematoso sistémico (Sle13 a 49 cM) e de encefalomielite
experimental auto-imune (Eae22 a 38 cM e Eae7 a 48 cM)(KARLSSON et al., 2003).
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Essas regides sdo homoélogas ao cromossomo 10 de ratos e ao cromossomo 17g22-
g25 em humanos (BRENNER et al., 2006).

O locus Cia27 localizado no cromossomo 10 de linhagens de ratos congénicos
ACI.DA (Cia27) esta envolvido com a severidade de artrite induzida por colageno (CIA),
além disso, esta regidao esta implicada na susceptibilidade a artrite reumatdide em
humanos e em outras doengas auto-imunes, como a esclerose multipla e psoriase
(BARTON et al., 2004; JAWAHEER et al., 2001; BRENNER et al., 2006).

Outros genes candidatos estdo presentes nesta regido, como o Nos2 (nitric oxide
synthase2) e o Scya (small inducible cytokine), localizados em QTL descritos para o
modelo murino de Leishmania major, que também esta envolvido com o fenétipo de
hepatomegalia (VLADIMIROV et al., 2003). O gene NOS2A, localizado na regiao 11-12
do braco curto do cromossomo 17 em humanos, foi descrito em estudos de ligacao
como uma regiao cromossomal localizada fora do MHC e relacionada a susceptibilidade
ao desenvolvimento de doencas auto-imunes (SERRANO et al.,, 2006), e mais
especificamente com artrite reumatoide (PASCUAL et al., 2002).

Os estudos de expressao génica relativa por qPCR e global por Microarray foram
realizados através de transcritos de DNA obtidos das patas dos animais experimentais
(aos 180 dias da primeira injecao de pristane) e controles das sublinhagens da Selecao
de Inflamag@o homozigotos para os alelos do gene Sic11a1. O objetivo desta etapa do
trabalho foi identificar fendtipos parciais, como genes modulados na fase tardia ou
cronica de PIA e a interacao destes genes com o gene Slc17al e/ou com a capacidade
inflamatoria das sublinhagens.

Através dos estudos de expressao génica global por Microarray foi possivel
observar que a sublinhagem AlIRmax SS, mais suscetivel a PIA, possui um maior
namero de genes ativados e reprimidos, 255 e 270 respectivamente, quando
comparada as demais sublinhagens, inclusive em relagcdo aos AIRmax RR, que
possuem 95 genes ativados e 26 reprimidos.

E importante lembrar que a obtengéo dos genes modulados foi realizada através

da relagdo entre os animais experimentais e controles, e que foram considerados
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ativados e reprimidos 0os genes com intensidades de expressao iguais ou acima de 3
vezes, e iguais ou abaixo de 0,33 vezes, respectivamente.

Quando estes genes modulados foram agrupados em categorias funcionais, os
animais AIRmax RR e SS tiveram seus genes ativados agrupados em categorias
funcionais em comuns, como resposta inflamatdria e quimiotaxia, que estéao totalmente
relacionadas com a alta capacidade inflamatéria destes animais. Além disso, existem
genes ativados comuns entre as duas sublinhagens, como: //1b, Cxcl1, Cxcl2 e Cxcl13.

Dos genes ativados e diferentes entre as duas sublinhagens e que estédo
agrupados nas categorias funcionais descritas acima, temos o gene Ccl/19 presente nos
AlIRmax RR, enquanto que nos AIRmax SS estdo os genes Ccl3, Ccl7, C3ari, 110,
Tirap, Mefv, Ptx3, Chi3I3 e Kras.

As demais categorias funcionais sobre-representadas nos genes ativados dos
animais AIRmax RR sao resposta a substancias quimicas e resposta de defesa, que
incluem os genes descritos acima, assim como: Defb3, Cxcl5, Saa3, Cif1 e Tnsf11, e
nos genes reprimidos foi 0 metabolismo de lipideos com o0s genes Plgis, Cidea,
Hmgcs2, Scd3, Sultial e Adht.

Nos AIRmax SS, as categoria sobre-representadas nos genes ativados sao de
resposta imune e resposta de cicatrizagdo, que incluem os genes ja descritos, assim
como: Stat3, Saa3, Oas2, Oasl1, Trem1, Trem3, e Tnfsf11, e nos genes reprimidos foi a
categoria funcional de diferenciacao de epiderme, envolvendo os genes Kir1-17, Ktr2-
18 e Ovoll.

Nos animais AIRmin RR e SS néo foram formadas categorias funcionais sobre-
representadas, devido ao pequeno numero de genes modulados nestas sublinhagens.

Os resultados obtidos de expressao génica global por Microarray foram validados
através dos experimentos de expressao relativa utilizando o PCR em Tempo Real
(gPCR) para confirmagéao dos resultados obtidos.

Nossos resultados indicam que as linhagens AIRmax RR e AIRmax SS possuem
uma ativagdo em comum de genes relacionados a resposta inflamatéria, quimiotaxia,
assim como dos genes Cxcl5, Saa3 e Tnfsf11 agrupados em categoria funcionais

distintas entre as duas sublinhagens.
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Analisando cada gene ativado, sabe-se que o gene //1b codifica a citocina pré-
inflamatoéria IL-1B, os genes Cxcl1, Cxcl2, Cxcl5 e Cxcl13 que codificam para
quimiocinas CXCL1, CXCL2 (também considerada a IL-8 murina) e CXCL5 que séo
fatores quimiotaticos de neutrofilos, enquanto que a quimiocina CXCL13 ou BCA-1 (B
cell-attracting chemokine-1) esta associada ao acumulo de linfécitos e formacao de
tecido linféide (PROUDFOOT, 2002; BUCKLEY, 2003; MANTOVANI et al., 2006;
VILLIGER e MOLLER, 2006; KOBAYASHI, 2008; SMITH et al., 2008; VIOLA e
LUSTER, 2008).

O gene Saa3 codifica a proteina amiléide 3 do soro (Serum amyloid A 3), que faz
parte da familia das proteinas de fase aguda produzidas durante a resposta inflamatoria
aguda em resposta a citocinas pro-inflamatérias (UHLAR e WHITEHEAD, 1999; HE et
al., 2003), mas que podem ser produzidas em outros locais como na articulacao de
pacientes com artrite reumatéide (CUNNANE et al., 2000; VALLON et al., 2001).

O gene Tnfsf11 (Tumor necrosis factor ligand superfamily, member 11) codifica
para a proteina RANKL (Receptor activator of nuclear factor NF-kB ligand) que ligada
ao receptor RANK (Receptor activator of NF-kB) inicia a via de degradacao 6ssea € a
formacado de osteoclastos (GRAVALLESE et al., 2000; SHIGEYAMA et al., 2000;
PAPADOPOULI et al., 2008).

Inicialmente, podemos concluir que a alta capacidade inflamatéria dos animais
AlRmax, independente dos alelos do gene Sic11al, determina a ativagdo de genes
relacionados com a resposta inflamatdria e quimiotaxia de neutréfilos mesmo em uma
fase cronica e tardia de artrite induzida por pristane. Essa ativacao provavelmente
ocorre na tentativa de resolucdo desse processo, entretanto, genes relacionados aos
fendtipos de selecdo sdo ativados, o que poderia resultar no continuo acumulo e
ativacdo de neutréfilos para o local da injuria. Ribeiro e colaboradores (2003)
demonstraram o processo seletivo para a obtencao das linhagens AIRmax e AIRmin da
Selecao de Inflamagéao, os neutréfilos sdo o principal tipo celular que compdem fenbtipo
de infiltrado celular inflamatério nos AIRmax, além de estarem em maior nimero em

comparacgao ao infiltrado inflamatério dos AIRmin (RIBEIRO et al., 2003).
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Associado a isso, estudos de expressao génica relativa por gPCR demonstram a
elevada e significativa expressao do gene //8rb nos AIRmax RR e SS experimentais e
controles, porém com uma maior ativagcdo nos AIRmax RR de ambos grupos em
relacdo aos AIRmax SS.

Este gene codifica para o receptor beta da IL-8, também conhecido como
CXCR2, que se liga @ CXCL2 e CXCL1. Este receptor esta expresso constitutivamente
em neutrofilos e células endoteliais pds-vasculares, mas pode ser encontrado em
mondcitos/macréfagos, linfécitos, queratinécitos e condrocitos. A expressdo dessas
quimiocinas também estda associada aos processos de regeneragcdo tecidual e
angiogénese (ZHAO et al., 2004; KAGARI et al., 2007; SZEKANECZ e KOCH, 2007;
MILATOVIC e RICHMOND, 2008).

Este receptor poderia favorecer um acumulo de neutréfilos para o local da
inflamacao crénica. Analises de cortes histolégicos de patas artriticas de animais
AlIRmax RR e SS aos 180 dias, no qual observa-se a presenca de um grande infiltrado
celular e erosdo 6ssea, que é mais intenso de acordo com o grau de artrite da pata
analisada (dados nao publicados).

Na inflamacao aguda ao Biogel foi observado que os AIRmax, mesmo apds o 0s
cruzamentos assistidos por genotipagem para producédo das sublinhagens da Selegao
de Inflamacdo homozigotos para os alelos do gene Sici71al, possuem uma alta
capacidade inflamatdria, entretanto, observa-se que existe um maior infiltrado de
neutrofilos nos AIRmax RR 24 horas ap6s o estimulo de Biogel (PETERS et al., 2007),
que poderia estar relacionada a maior expressao de //8rb pelos AIRmax RR em relagao
aos AIRmax SS

Varios trabalhos descrevem a importancia dos neutrofilos no processo artritico,
no qual o acumulo destas células no fluido sinovial e na interface entre a cartilagem e
pannus conduz a degradacdo das proteinas da matriz extracelular, liberam
intermediarios reativos do oxigénio, proteases presentes nos granulos, promovem a
erosao articular e sdo mais resistentes a apoptose (WIPKE e ALLEN, 2001; LALLY et
al., 2005; CROSS et al., 2006; FILER et al., 2006; PARSONAGE et al., 2008).
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Recentemente, estudos demonstraram o CXCR2 humano e murino se liga ao
fator de inibicao de macréfagos (MIF - Macrophage migration inhibitory factor) mediando
a migracao in vivo de monécitos em um contexto de inflamagédo peritoneal e
aterosclerose (BERNHAGEN et al., 2007; WEBER et al., 2008) e de artrite reumatoéide
(GREGORY et al., 2004). Além disso, outros estudos identificaram a expressdo de
RNAm para CXCR1 e CXCR2 no bag¢o murino, que € constituido principalmente por
linfécitos, em células T e B e em macréfagos (MOEPPS et al., 2006).

Com relagao ao gene Tnfsf11, sabe-se que a inflamacao crénica nas articulagdes
modifica 0 processo fisiolégico normal de formagado e reabsorcdo Ossea através da
expressdo de RANKL que induz a diferenciagdo de mondcitos e macréfagos em
osteoclastos, que sado células responsaveis pelo remodelamento ésseo ao longo de
toda a nossa vida. A grande quantidade de mondcitos/macréfagos na membrana
sinovial estimulados via RANK/RANKL, induz a diferenciacdo destas células em
osteoclastos que realizam somente 0 processo reabsorcao 6ssea. Portanto, a ativacao
excessiva dessas células causa um desequilibrio que favorece a degradacao dos 0ssos
periarticulares durante processo de artritico (TEITELBAUM, 2000; MCINNES e
SCHETT, 2007; SCHETT, 2007; PAPADOPOQULI et al., 2008).

Somados aos resultados de expressdao génica global por Microarray, foi
observado nos AIRmax RR e SS experimentais a expressao elevada e significativa dos
genes Tnfa, Il1b e a lI6 através dos estudos de expressao génica relativa por gPCR.
Estes resultados corroboram os obtidos por Microarray e demonstram a expressao
basal destes genes nos AIRmax RR e SS controles.

Estudos de expressédo génica global por Microarray realizado em células da
medula O6ssea de animais da Selecdao de Inflamacdo demonstram a expressao
diferencial do gene //1b nos animais controles da linhagem AIRmax (CARNEIRO et al.,
2009). Em conjunto, esses resultados que indicam a alta capacidade inflamatéria desta
linhagem mesmo em condi¢cdes normais.

O TNF-qa, IL-1B e IL-6 s&o citocinas intrinsecamente associadas a patogénese de
artrite. De uma maneira geral, estdo envolvidas na inflamacao, diferenciacao e

proliferacao de células B e T, producao de anticorpos, ativacao de células endoteliais e
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de osteoclastos, aumento da liberagdo de citocinas, hematopoese, produgcdo de
proteinas de fase aguda, entre outras funcdes. A producédo destas citocinas esta
associada principalmente aos mondcitos/macréfagos no tecido e liquido sinovial
(ISHIHARA e HIRANO, 2002; CAMPBELL et al., 2003; DAYER, 2003; NISHIMOTO e
KISHIMOTO, 2006; MCINNES e SCHETT, 2007; SZEKANECZ e KOCH, 2007).

Nossos resultados sdao semelhantes aos obtidos por Patten e colaboradores
(2004) que identificaram nas patas de linhagens DBA/1 niveis elevados de RNAm para
TNF-a, IL-1B e IL-6 aos 70 e 180 dias apds a primeira inje¢ao de pristane, considerados
pelo autor como periodos de instalagéo e de fase tardia da artrite induzida por pristane
(PATTEN et al., 2004).

A elevada expressao de /6 e Cxcl13 observada nestes animais poderia atuar na
diferenciacao de células B e na migracao destas células para as articulagées artriticas,
respectivamente (ISHIARA e HIRANO, 2002; MCINNES e SCHETT, 2007).

O acumulo de células B durante o processo artritico esta relacionado a producao
de auto-anticorpos, na apresentacao de antigenos as células T, produgédo de citocinas
como a IL-10 e na manutencao das estruturas linféides ectopicas (O’'NEILL et al., 2005;
MAURI e EHRENSTEIN, 2007).

Além disso, os animais AIRmax RR também possuem o gene Ccl19 ativado, que
juntamente com Cxcl13, podem codificar as quimiocinas CCL19 e CXCL13. Estudos
descrevem que a expressao de CCL19, CXCL13 e CCL21 esta envolvida na ontogenia
dos 6rgaos e tecidos linféides, pois estas quimiocinas sao fatores quimiotaticos para
células T virgens, células B, células Th foliculares e células dendriticas, que em estados
inflamatorios crénicos como na artrite pode conduzir a formacéao de estruturas linféides
ectopicas com areas organizadas de células T e B (BUCKLEY, 2003; MANTOVANI et
al., 2006; BRENNAN e MCINNES, 2008; VIOLA e LUSTER, 2008).

Os demais genes estao ativados somente nos AIRmax SS sao: Ccl3, Ccl7,
C3art, 10, Stat3, Tirap, Trem 1, Trem 3, Mefv, Ptx3, Chi3I3 e Kras, indicando a
interacdo do alelo S do gene Sic11al com os QTL de resposta inflamatéria aguda

atuando na modulacao destes genes.
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Analisando cada um deles, temos genes relacionados a producdo das
quimiocinas CCL3 (ou MIP1a — Macrophage inflammatory protein-1 alpha) e CCL7 (ou
MCP3 — Monocyte chemoattractant protein-3), que atuam principalmente no
recrutamento de mondécitos para o local da injuria (MANTOVANI et al., 2006; VIOLA e
LUSTER, 2008). O gene C3ar1, codifica para o receptor acoplado a uma proteina G de
membrana (C3aR) presente em células apresentadoras de antigenos (APCs - Antigen-
presenting cells), que ao se ligar ao fragmento C3a do complemento possuem uma
capacidade aumentada de estimular as células T, fornecendo sinais co-estimulatoérios e
de sobrevivéncia as células T CD4" (LI et al., 2008; STRAINIC et al., 2008)

O gene [I10 codifica para a citocina IL-10, que é uma potente citocina
imunossupressora e antiinflamatéria (MOORE et al., 2001; MCINNES e SCHETT,
2007), enquanto o gene Tirap codifica para a proteina adaptadora que contém o
dominio TIR (Toll-interleukini receptor), também chamada de MAL, que esta envolvida
na transdugao de sinal através dos receptores TLR2 e TLR4 (O'NEILL e BOWIE, 2007).
O gene Pix3 que codifica as proteinas longas chamadas de pentraxinas, que sao
receptores soluveis de reconhecimento padrdao (PRRs - soluble pattern recognition
receptors), atuam como proteinas de fase aguda e opsoninas que sao liberadas pelas
células teciduais residentes e da resposta imune inata, em resposta a sinais
inflamatérios e patogenos (MANTOVANI et al., 2007; BOTTAZZI et al., 2009).

Os genes Trem1 e Trem3 codificam receptores do tipo imunoglobulina TREM1 e
TREMS3 (Triggering receptor expressed on myeloid cells 1, 3), respectivamente,
expressos em neutréfilos e monécitos/macréfagos, que uma vez ativados em resposta a
produtos microbianos, como o LPS, induzem a sintese de citocinas pro-inflamatérias
(CHUNG et al., 2002; GIBOT et al., 2004; ZENG et al., 2007).

O gene Kras (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) é um dos
candidatos aos locus Pas1 que esta relacionado ao desenvolvimento espontaneo e
quimicamente induzido de cancer de pulmao (MANENTI e DRAGANI et al., 2005; TO et
al., 2006; MANENTI et al., 2008; WONG et al., 2008), enquanto o gene Chi3I3
(Chitinase 3-like 3) codifica proteinas do tipo lectina presentes nos granulos de

neutrofilos (HARBORD et al., 2002). O gene Mefv esta envolvido no desenvolvimento

107



Di N

da Familial Mediterranean fever (FMF) que é uma desordem inflamatoria autossémica
recessiva, que também envolve o aparecimento de artrite (KAVUCKU et al., 2009).

Podemos concluir, através do perfil génico descrito nos AIRmax SS, que estes
animais possuem uma resposta inflamatéria cronica exacerbada em relagdo aos
AlIRmax RR, e que esta ativacao esta relacionada ao alelo S do gene Slc11at, que
determina a ativacdo de genes relacionados: ao recrutamento de mondcitos (Ccl3 e
Ccl?7) para a articulagado, de ativacao de mondcitos/macréfagos, neutréfilos, células T
CD4" na articulacao e de regulacao da resposta imune através da producéo de IL-10.

Ao mesmo tempo, a ativacao dos genes Pix3, C3ar, Tirap, Trem1 e Trem3
parecem estar mais relacionados a ativacdo das células que expressam o gene
defeituoso Slc11al, talvez para compensar a falta dessa proteina presente, por
exemplo, no fagolisossomo dos macréfagos. Nos animais que possuem 0 gene
defeituoso, ndo ocorre a expressao da proteina Slc11al no fagolisossomo, havendo o
comprometimento das funcdes efetoras dos macréfagos, como a producédo de IFN-y,
oxido nitrico, TNF-a, IL-1B e expressao de moléculas de classe Il do MHC (KITA et al.,
1992; RAMARATHINAN et al., 1993; BARTON et al., 1995; CANONNE-HERGAUUX et
al., 1999; WOJCIECHOWSKI et al., 1999; LALMANACH et al., 2001; FRITSCHE et al.,
2003; OEXLE et al., 2003; FORTIER et al., 2005; AWOMOQY!], 2007).

Nossos estudos de expressdo génica ainda sao iniciais, mas a ativacao destes
genes somada a outros poderia levar a uma ativacdo exacerbada dos macréfagos na
articulagéo, além do continuo recrutamento de mondcitos para esse local, o que poderia
favorecer o processo artritico como observado nos AIRmax SS.

Entretanto, os mondcitos/macréfagos ndo sdo as uUnicas células presentes e
responsaveis pela destruicdo da articulagcdo durante o processo artritico, mas com
certeza desempenham funcdes importantes, por estarem presentes em grande nimero
na membrana sinovial e na jungédo pannus-cartilagem, pela produgéo de citocinas (Ex:
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-13, IL-15, IL-18) quimiocinas (Ex: IL-8, MIF), fatores de
crescimento (Ex; GM-CSF, VEGF), metaloproteases (MMP9, MMP12) proteinas de fase
aguda (Ex: SAA, CRP), entre outras caracteristicas, que contribuem para a inflamacgao
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e destruicao articular na fase aguda e crénica da artrite reumatoide (KINNE et al., 2006;
SZEKANECZ e KOCH, 2007).

Um resultado muito interessante é a elevada expressao de //70 nas patas dos
animais AIRmax SS, que foi confirmada pelas analises por gPCR, que demonstram a
expressao basal deste gene nos controles. Esses resultados indicam a modulagéo da
1110 pelo alelo Sdo gene Sic11af.

Corroborando nossos resultados, estudos realizados em humanos e
camundongos demonstram que macréfagos que possuem o gene Slc1ial nao
funcional expressam niveis elevados de RNAm para IL-10 em resposta a infecgao por
Salmonella Typhimurium (PIE et al., 1996), secretam elevados niveis de IL-10 apés o
estimulo in vitro com a proteina purificada de Mycobacterium tuberculosis (ROJAS et
al., 1999), e indicam a possivel associacdo do alelo 2 do gene SLC11A1 com a
producdo de IL-10 em humanos determinando a susceptibilidade a tuberculose
(AWOMOYI et al., 2002).

Fritsche e colaboradores (2008), por sua vez realizaram estudos in vitro que
também demonstram a inversa associacao entre a funcionalidade do gene Sic11al e a
producdo de IL-10, pois observaram que linhagens de macréfagos murinos que
expressavam o gene Slc11a1 nao funcional produziam os transcritos e a proteina IL-10,
que esta produgao é resultante da sinalizagao através da via JAK/STAT, utilizando o
fator de transcricdo STAT3 (FRITSCHE et al., 2008).

A IL-10 que esta envolvida na inativacao de macréfagos e células dendriticas, na
inibicdo da secrecédo de citocinas pro-inflamatérias e da expressdo de moléculas co-
estimulatérias e do MHC de classe Il (MOORE et al.,, 2001; DING et al., 1993;
FIORENTINO et al.,, 1991). Entretanto, os mecanismos que conduzem a produgao
desta citocina nao sao exclusivos das células do tipo Th2, sdo comuns em diferentes
tipos celulares, como células B, macrofagos, células dendriticas, células Th1, Th17 e T
regulatérias (Foxp3®™ CD4" CD25") (UHLIG et al., 2006; KAMANAKA et al.,, 2007;
O’'GARRA e VIEIRA, 2007).

Apesar da IL-10 ser conhecida como um potente inibidor da sintese de citocinas
pro-inflamatdrias por mondcitos/macréfagos e células T (MOORE et al., 2001), alguns
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estudos recentes sugerem que a IL-10 atua como uma citocina pré-inflamatéria na
articulagdo de pacientes com artrite reumatdide (MCINNES, 2005; ANTONIV e
IVASHKIV, 2006; TAKASUGI et al., 2006).

Antoniv elvashkiv (2006) analisaram o perfil de expressao génica dependente de
IL-10 em tecido sinovial de pacientes com artrite reumatéide (AR) e observaram que o
estimulo com IL-10 aumenta preferencialmente a expressao de genes dependentes de
IFN-y (ANTONIV e IVASHKIV, 2006). O mecanismo que explicaria esta expressao
preferencial esta relacionado a ativacao do fator de transcricao STAT1, relacionado a
producéo de IFN-y pelas células Th1 (SHARIF et al., 2004; HERRERO et al., 2003).

Neste trabalho, os macréfagos sinoviais respondem ao estimulo de IL-10 com a
ativacdo de IFN-y, que poderia explicar os casos clinicos de ineficacia dos efeitos
antiinflamatérios no tratamento com IL-10 em pacientes com artrite reumatoéide
(ANTONIV e IVASHKIV, 2006; GERGELY et al., 2002; LI et al., 1997; MONGAN et al.,
1997).

O’Garra e Vieira (2007) descrevem que a producao de IL-10 durante a resposta
imune do tipo Th1 estd envolvida no controle da inflamagdo reduzindo a
imunopatologia, entretanto, ainda nao se sabe se a producao de IL-10 pela células Th1
representa o término da diferenciacdo das células Th1 secretoras de IFNy, ou se
existem células produtoras tanto de IFNy e IL-10 (O'GARRA e VIEIRA, 2007).

Alguns trabalhos descrevem também a presenca de RNAm para TNF-a, IL-1(,
IL-17 e IL-10 na membrana sinovial como prognostico de progressdo de artrite
reumatoide (KIRKHAM et al., 2006), correlacionando com a expressao de IL-23p19 e a
producéo de IL-23 e IL-17 em fibroblastos sinoviais durante a AR (KIM et al., 2006).

Entretanto, nos modelos murinos de artrite a administragdo de IL-10 diminuiu o
inchago da articulagéo, o infiltrado celular, a producdo de citocinas e a destruicdo da
cartilagem (ASADULLAH et al., 2003; KEYSTONE et al., 1998).

Em nossos modelo, a expressdao aumentada da IL-10 nos animais artriticos
AlIRmax SS poderia estar correlacionada ao efeito proé-inflamatério da IL-10, o que
explicaria a maior susceptibilidade destes animais para os fenotipos de incidéncia e
gravidade de artrite quando comparados aos AIRmax RR, entretanto, é provavel que a
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ativacdo de //110 somada a ativacdo de Stat3, tenha a fungdo imunossupressora e
antiinflamatoéria, porém que néo é suficiente para controlar o processo inflamatério
crénico instalado nas patas dos AIRmax SS.

As categoria funcionais sobre-representadas nos genes reprimidos nos AIRmax
RR e AIRmax SS sé&o: diferenciacdo da epiderme e metabolismo de lipideos,
respectivamente.

Varios outros genes foram analisados por qPCR, que foram selecionados por
codificarem citocinas envolvidas no processo de artrite, como a /6, ll1b, Tnfa, 1118, Il1a,
I112a, 1112b, Ifng, Tgfb, ou por serem genes préximos ao Sic11ai, como a Caspase 8 e
o /I8rb, ou por estarem localizados no cromossomo 11, como Csf2, 113, 114, 15 e 1113,
onde existem indicagbes da existéncia de QTL reguladores da resposta inflamatéria
aguda. Para alguns dos genes analisados nao foi a presenca de transcritos, como /fng,
Tafb, ll1a, I112b, 113, 114, 115 e 1I13. E para outros, como /18, ll2a, Csf2, Caspase 8 nao
foram observadas diferengas entre as sublinhagens.

Em conclusao, através dos nossos estudos de expressao génica relativa por
gPCR e global por Microarray, identificamos alguns genes modulados nos animais
AlRmax RR e SS que co-localizam com as regides mapeadas nos cromossomos 1 e 11
através dos estudos de correlacdo e co-segregacao. No cromossomo 1 estdo presentes
os genes /I110 (69,9 cM) e Chi3I3 (50,5 cM) e no cromossomo 11 estdao os genes Ccl3
(47,6 cM) Ccl7 (46,5 cM)e Stat3 (60,5 cM).

Os estudos de interagdo de loci e seus respectivos genes na determinacao de
artrite em modelos experimentais possibilitam o direcionamento de pesquisas clinicas
para novas abordagens terapéuticas e descobertas de biomarcadores de diagnéstico e

progressao da doenca.
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6 CONCLUSOES

* As analises da frequéncias génicas realizadas no cromossomo 1 indicam que somente
a regidao préxima ao gene Slci1at foi herdada em homozigose na realizagdo dos
acasalamentos assistidos por genotipagem para a producao das sublinhagens AIRmax
RR, AIRmax SS, AIRmin RR e AIRmin SS.

* Os estudos de associacdo indicam a presengca de duas regides reguladoras da
resposta inflamatéria aguda moduladores de artrite induzida por pristane, localizadas

nos cromossomos 1 e 11, respectivamente.

* No cromossomo 1 essa regido esta localizada préximo ao gene Slc11a1, marcada
pelo D1Mit236 (25, 7 cM) , D1Mit303 (30, 1 cM) e pelo proprio Slc11at (39,2 cM), e no
cromossomo 11 essa regido esta localizada préximo ao grupo de genes que codificam
para citocinas e quimiocinas, marcado pelos marcadores D11Mt242 (31 cM) e pelo
D11Mit4 (37 cM).

* As analises de expressdo génica global por Microarray demonstraram que as
sublinhagens AlIRmax, independente do gendtipo do gene Sic17al, possuem uma

ativagcdo em comum de genes relacionados a resposta inflamatéria e quimiotaxia.

» Os estudos de expressao génica global por Microarray foram validados através dos

experimentos de expressao relativa utilizando o PCR em Tempo Real.

* O alelo S do gene Sic11al modula a expressao génica nos AIRmax SS, ativando
genes nestes animais que poderiam contribuir para a maior suscetibilidade dessa

sublinhagem em relacdo aos AIRmax RR.

» Alguns dos genes modulados obtidos através dos estudos de expressao génica nos
animais AIRmax RR e SS co-localizam com as regidées mapeadas nos cromossomos 1

e 11 através dos estudos de associacao.
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