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RESUMO

CANHAMERO, T. Estudo dos mecanismos genéticos e celulares
durante a fase inflamatoria do processo de regeneracao tecidual
em animais selecionados geneticamente para a maxima resposta
inflamatdéria aguda homozigotos para os alelos R ou S do gene
Sici1al. 2009. 91 f. (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Departamento de Imunologia, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2009.

Sublinhagens de camundongos AIRmax e AIRmin homozigotas para os
alelos R ou S do gene Sicilal apresentam distinta capacidade
regenerativa & perfuracdo de suas orelhas. Animais AIRmax>> exibiram
regeneracdo tecidual precoce em comparacdo aos animais AIRmax?,
sugerindo que o alelo S favoreceu a regeneragcao nestes animais.
Camundongos das sublinhagens AIRmin nao apresentaram regeneragao
apos perfuracao de suas orelhas. Em resposta ao estimulo, animais
AIRmax>° exibiram inflamag&o local mais intensa e tardia do que animais
AIRmax®?, demonstrando elevados niveis de MPO e edema, e influxo
celular predominantemente de neutréfilos. Ensaios de expressao génica
global demonstraram genes diferencialmente expressos entre as
sublinhagens, evidenciando genes sobre-representados no tema bioldgico
proliferacao celular em ambas sublinhagens, enquanto somente nos
animais AIRmax>° ocorreu sobre-representacdo para resposta inflamatoéria
nos genes ativados e para contragao muscular nos genes reprimidos. Os

resultados de microarray foram validados por gPCR.

Palavras-chave: Resposta inflamatoria. Reparo tecidual. Regeneragao

tecidual. Gene Sic11al. Blastema. Regeneracdo epimorfica.



ABSTRACT

CANHAMERO, T. Study of genetic and cellular mechanisms during
the inflammatory phase of tissue regeneration process in animals
genetically selected for maximum acute inflammatory response
homozygous for Sici1al R and S alleles. 2009. 91 p. Master Thesis
(Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Departamento de
Imunologia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

Homozygous AIRmax and AIRmin sublines for Siciial R and S alleles
present distinct regenerative capacity to the ear hole. AIRmax>® mice
exhibited early tissue regeneration compared to AIRmax®? animals,
suggesting that the Sici1al S allele promotes regeneration in these
animals. AIRmin sublines didn’t show regeneration after ear punch. In
response to the stimulus, AIRmax>> animals exhibited more intense and
later local inflammation than AIRmax®? animals, presenting elevated
levels of MPO, edema and cellular influx predominantly of neutrophils.
Global gene expression analysis showed differentially-expressed genes
between the sublines, in which over-represented biological theme is cell
proliferation in both sublines. AIRmax>® animals displayed over-
representation of inflammatory response in up-regulated genes and of
muscle contraction in down-regulated genes. Microarray results were

validated by using quantitative PCR.

Key words: Inflammatory response. Tissue repair. Tissue regeneration.

Silc11a1l gene. Blastema. Epimorphic regeneration.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

A resposta bioldgica a uma injuria é caracterizada por duas categorias
distintas: reparo tecidual e regeneracdao do d6rgao lesado (CLARK et al.,
1998).

O reparo tecidual é um processo complexo que consiste em trés fases
distintas: 1) fase inflamatoria (0-2 dias); 2) formacao de novos tecidos
(5-20 dias); 3) e um estagio de remodelacao (>21 dias), no qual juntas,
envolvem a participagcao de muitos genes (LI et al., 2001; DOVI et al.,
1999; SINGER et al., 1999; MARTIN, 1997).

Durante uma lesao, freqliientemente ocorre o rompimento de vasos
sangliineos seguido pela entrada de constituintes do sangue para dentro
da injuria, e ainda, mecanismos de vasoconstricao que irdo corroborar
para a homeostase do tecido e inicio da fase inflamatdria em resposta a
injuria. Além disso, a injuria endotelial resulta na ativacao de plaquetas
que ativam a cascata de coagulacgao iniciando a formacao de uma matriz
de fibrina, permitindo provisoriamente a migracao celular (TSIROGIANI et
al., 2006) (Figura 1A).

Outro mecanismo ativado no inicio da resposta contra uma injuria é
a via do acido araquidonico. Esta via induz a producdao de tromboxana A2
favorecendo a vasoconstricao e o agrupamento de plaquetas, e ainda a
producao de prostaciclina (PGI2) promovendo a vasodilatacao dos
capilares. A vasodilatagdo também pode ocorrer devido a acao de
histamina liberada no local da lesdao por mastocitos ativados.
Pesquisadores demonstraram a importancia destas células durante todo o
processo de reparo tecidual, ou seja, na liberacdo de mediadores quimicos
como histamina, serotonina, de citocinas como TNF-a, no recrutamento de
leucocitos, e ainda na conversao de fibroblastos em miofibroblastos
(TSIROGIANI et al., 2006; WELLER et al., 2006).
A desgranulacao das plaquetas infere na liberacao de granulos alfa
que secretam fatores de crescimento como: epidermal growth factor
22




INTRODUCAO

(EGF), platelet-derived growth factor (PDGF) e transforming growth
factor-B (TGF-B) (BARRIENTOS et al., 2008). O PDGF, juntamente com
citocinas pro-inflamatdrias como a interleucina 1 (IL-1), sdo importantes
na quiomiotaxia de neutrdfilos para o local da injuria (HANTASH et al.,
2008).

Os neutrdfilos sdao as primeiras células nucleadas a infiltrar a injuria,
e iniciam a descontaminacao dessa regiao destruindo microrganismos
invasores, quando houver, e minimizando a possibilidade de uma infeccao.
Além disso, produzem substancias bioativas e proteases, que podem
converter citocinas que atuam na injuria em uma forma ativa ou inativa,
podendo assim interferir na lesao tecidual (DOVI et al., 2004) (Figura
1A).

Macréfagos também participam do processo de reparo tecidual.
Apds 2 a 3 dias de injuria, monocitos do sangue migram para os tecidos,
se ativam, e diferenciam-se em macréfagos, atuando durante todas as
fases do reparo tissular, mas o papel tanto destas células, como o de
neutrofilos neste processo ainda é pouco conhecido (GURTNER et al.,
2008). Estudos demonstram que estas células produzem fatores de
crescimento que estimulam a angiogénese e a fibrinogénese (LEIBOVICH
e ROSS, 1975; DANON et al., 1989), e desempenham grande importancia
na remocao de neutrofilos apoptoticos (DOVI et al., 2004). Participam
também como um “sensor de patdogenos” executando um papel
importante no inicio da resposta inflamatdria, na eliminacao de patogenos,
na resposta imune adaptativa e no reparo dos tecidos prejudicados. Estao
presentes na maioria dos tecidos, onde sdo responsaveis por nUMerosos
processos inflamatérios, imunoldgicos e metabdlicos (PLOWDEN et al.,
2004). Além de todas as funcoes ja descritas, macrofagos também
secretam citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas em
resposta a patogenos e sinais que indiquem “perigo”. Estes incluem
citocinas como interleucina lalfa e beta (IL1-a e B), IL-6, IL-10, IL-12, IL-
15, IL-18, tumor necrosis factor-a (TNF-a), interferon alfa e beta (IFN-a e
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INTRODUCAO

B), TGF-B, granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF),
macrophage-colony stimulating factor (M-CSF), e fatores angiogénicos
como o vascular endothelial growth factor (VEGF), quimiocinas CXC (IL-
8), growth-related oncogene (GRO), interferon -y- inducible protein 10
(IP-10), fatores de coagulagao, prostaglandina E2 (PGE2), leucotrienos,
intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio, componentes do
complemento, e varias enzimas e proteases). A secrecao destes fatores
depende do tipo de estimulo, do tipo e localizacdo do macréfago
(PLOWDEN et al., 2004).

O impacto da resposta inflamatoria local no processo de reparo e
regeneracao tecidual foi debatido por décadas. A participacao de
macrofagos ou granulécitos promovendo ou impedindo o reparo tecidual
tem recebido muita atencao (EMING et al., 2007). Estudos sugerem que
neutrofilos podem inibir o processo de reparo tecidual, embora fornecam
protecao contra infeccdes produzem uma variedade de fatores de
crescimento que podem promover a revascularizagao e reparo do tecido
injuriado, como IL-8 e VEGF, contudo, outros estudos sugerem que a re-
epitelizacdo da lesao é favorecida apods a deplecdao de neutréfilos. Além
disso, sinais liberados por estas, e outras células inflamatdrias podem
interferir na migracao de queratindcitos e fibroblastos resultando em uma
cicatrizacdo nao favoravel e aumentando a fibrose (DOVI et al., 2004;
DOVI et al., 2003; RENNEKAMPFF et al., 2000; MCCOURT et al., 1999;
MURATA et al., 1997; LINARES, 1996; BORDER e NOBLE, 1994).

A producao de todos os fatores mencionados acima, como também
de proteinases produzidas por estas células inflamatérias, € necessaria
também na proxima fase do processo de reparo, a formacao de novos
tecidos (SCHAFER e WERNER, 2008).

Este estagio ocorre no periodo de 2 a 10 dias apos a injuria e é
caracterizado por proliferagcao celular e migracao de diferentes tipos
celulares, envolvendo a migracao e hiperproliferacao de queratindcitos na
margem da injuria, permitindo o inicio do processo de cobertura da lesao
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INTRODUCAO

com uma nova epiderme, processo esse chamado de re-epitelizagao e,
concomitantemente a este processo, o reparo da derme também é
iniciado (SCHAFER e WERNER, 2008; GURTNER et al., 2008). Em seguida,
vasos sanguineos surgem na margem da lesdo e também o
desenvolvimento de uma nova vasculatura, iniciando a angiogénese. Os
principais reguladores positivos da angiogénese sao: VEGF-a e o fibroblast
growth factor 2 (FGF2) (GURTNER et al., 2008; WERNER e GROSE, 2003).
Nesta fase, fibroblastos migram para o interior da lesao, onde proliferam e
produzem grandes quantidades de matriz extracelular (ECM). Além disso,
alguns fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos no qual sao
responsaveis pela diminuicdo da lesdao e pela deposicao adicional de
matriz, formando entdo o chamado tecido de granulacdo (SCHAFER e
WERNER, 2008; OPALENIK e DAVIDSON, 2005) (Figura 1B).

Os fibroblastos tornam-se o tipo celular predominante do dia 7 ao 14
do processo de reparo tecidual. Neste periodo, eles iniciam a producao de
FGF, TGF-B, PDGF, bem como de keratinocyte growth factor (KGF) e
insulin-like growth factor (IGF) facilitando a sintese da matriz
(TSIROGIANI et al., 2006).

O tecido de granulacdo €é composto por células endoteliais,
fibroblastos, macrdéfagos, linfécitos e uma nova matriz extracelular. Os
macrofagos ativados liberam PDGF, TGF-B, e FGF que estimulam os
fibroblastos a sintetizarem glicosaminoglicanos, proteoglicanos e colageno
para a constituicao da nova matriz extracelular (GREILING e CLARK,
1997).

A fase final, de remodelamento, é iniciada 2 a 3 semanas apods a
injuria e permanece por um ano ou mais. Neste periodo, ocorre uma
transicao de tecido de granulagcao em tecidos maduros com cicatriz
(GURTNER et al., 2008; SCHAFER e WERNER, 2008).

Durante este estagio, todos os processos que foram ativados por
conta de uma injuria entram em declinio e cessam, e a maioria das células
endoteliais, macréfagos e miofibroblastos presentes sofrem apoptose ou
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INTRODUCAO

saem da lesdao deixando uma massa contendo poucas células, que
consiste principalmente de colageno e outras proteinas de matriz
extracelular (GURTNER et al., 2008). A degradacao de colageno é
dependente de enzimas proteoliticas especificas conhecidas como
metaloproteinases de matriz (MMP), estas enzimas sao produzidas por
algumas células como, macréfagos, queratindcitos e fibroblastos
(TSIROGIANI et al., 2006; ANGELOV et al., 2004; WU et al., 2000). No
entanto, o remodelamento continuara por mais de 12 meses, embora as
cicatrizes nunca recuperem a resisténcia de uma derme normal (MONACO
e LAWRENCE, 2003) (Figura 1C).

Gurtner et al.. Nature: 2008.

Figura 1: Estdgios cldssicos durante o processo de reparo tecidual: (A) inflamacédo, (B)
formacao de novos tecidos e (C) remodelamento.

Estudos avaliando os mecanismos envolvidos no reparo tecidual
estdao sendo desenvolvidos. Um destes estudos mostra que a deficiéncia

de complexo principal de histocompatibilidade II (MHC-II) compromete o
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reparo tissular, refletindo em um impedimento na funcao de células
imunes e na diminuicdo da atividade de fibroblastos na injuria (SCHAFFER
et al., 2006). Por outro lado, Eming e colaboradores (2007) investigaram
camundongos deficientes de interleucina 10 (IL-10), estes apresentaram
uma regeneracao acelerada no ferimento. Na injuria dos animais nocaute
para a IL-10 havia mais macréfagos em relacdo a injuria dos
camundongos normais controle, e formaram-se muitas células no tecido
de granulacao (EMING et al., 2007). Outro tema interessante estudado
refere-se a relacdo entre o processo de reparo tecidual e o
desenvolvimento de cancer e, ainda, o envolvimento de receptores tipo
Toll-like (TLRs) na relagao entre o processo de reparo tecidual e
carcinogénese (RAKOFF-NAHOUM e MEDZHITOV, 2009; SCHAFER e
WERNER, 2008).

Embora estudos com Biologia Molecular e Celular tenham explicado
alguns dos processos bioldgicos que estdo envolvidos no reparo e na
regeneracao tissular, ainda hoje sabemos pouco sobre este tema
complexo nos quais estao envolvidos muitos genes (HEBER-KATZ, 1999;
SINGER et al., 1999; ROTHE e FALANGA, 1992).

O mecanismo comumente estudado em tecidos de mamiferos apos
uma lesao é o reparo, pois a capacidade de regeneracao nestes, é limitada
ou nao existente (HEBER-KATZ et al., 2004; STOCUM, 1996). Contudo,
existem varios exemplos de regeneracao epimédrfica em mamiferos,
regeneracao esta, anteriormente observada apenas em anfibios em que os
membros foram completamente regenerados apds amputacao (STOCUM,
1984; GOSS e GRIMES, 1975).

O processo de regeneragao, diferente do reparo, envolve uma
completa substituicao e restauracao dos tecidos, exibindo estrutura e
fungdes normais, incluindo condrogénese (RAINOCH et al., 2003).

Os primeiros mamiferos que exibiram regeneracao epimorfica foram

os coelhos. Estes animais regeneraram pequenas perfuragoes induzidas

27




INTRODUCAO

experimentalmente em suas orelhas exibindo regeneracao semelhante a
observada em anfibios (GOSS e GRIMES, 1975).

No ano de 1998, Clark e colaboradores descobriram um modelo
murino, a linhagem de camundongo isogénica MRL/Mpj, que foi capaz de
regenerar um orificio de 2mm de diametro em suas orelhas no periodo de
30 dias, apresentando todas as caracteristicas regenerativas, ou seja, a
formacdao de blastema (estrutura tecidual que contém células-tronco
mesenquimais indiferenciadas, observada em lesdes de anfibios), a
cobertura total da injuria, formacao de nova cartilagem da orelha e fungao
tecidual normal, quando comparados a outras linhagens de camundongos
isogénicas como C57BL/6 (B6), CAST/Ei, e SIL/] (SJL) que apresentaram
apenas reparo parcial de suas orelhas (YU et al., 2005; CLARK et al.,
1998; MCBREARTY et al., 1998). Alguns estudos desenvolvidos
contribuiram na identificacdo de varios QTL envolvidos neste fenétipo,
indicando que a regeneracao em camundongos deve-se a um fendtipo
guantitativo controlado geneticamente (MASINDE et al., 2001; CLARK et
al., 1998; MCBREARTY et al.,1998).

Recentemente, Reines e colaboradores descreveram que
camundongos C57BL/6 (B6) de meia idade aumentam sua capacidade
regenerativa com o passar do tempo apresentando regeneracgao tecidual
comparavel a dos camundongos MRL (REINES et al., 2009).

As linhagens de camundongos selecionadas geneticamente em
nosso laboratério para a maxima (AIRmax) ou minima (AIRmin) resposta
inflamatéria aguda (AIR) (IBANEZ et al., 1992), apresentam-se como um
modelo experimental muito interessante para o estudo dos mecanismos
genéticos e celulares envolvidos na regeneracao tecidual. Estes modelos
foram obtidos através de selecao genética bidirecional, iniciada a partir de
uma populacdao fundadora geneticamente heterogénea (FO) produzida
através do intercruzamento de oito linhagens de camundongos isogénicas
de origem independente (STIFFEL et al., 1990), estas sao: A/], DBA/2],
P/J, SWR/], SJL/3, CBA/], BALB/c] e C57BL/6]. Cada camundongo da FO é
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caracterizado por uma recombinacao distinta de 12,5% do pool de genes
de todas as linhagens isogénicas originais (IBANEZ et al., 1992), conforme

esquema abaixo:

Isogénicas A DBA/2 P SWR SJL CBA BALB/C C57BL/6
Hibridos F1 F1 F1 F1
Segregantes F2 F2
Segregantes 3 F3=FO0 y

(POPULACAO INICIAL DE SELECAO)

A reacao inflamatoria aguda (AIR) foi produzida através da injecao
subcutanea no dorso dos animais previamente depilados com uma
suspensao de microesferas de Biogel P-100 que possuem uma porosidade
com limite de exclusao para moléculas acima de 100 Kilodaltons, sendo
um polimero quimicamente inerte, ndo biodegradavel e ndao imunogénico.
Os acasalamentos seletivos foram realizados através de cruzamentos
baseados no valor fenotipico individual dos dois parametros investigados,
medidos 24 horas apds reacao ao Biogel. Estes parametros sao:
quantidade de células infiltradas e concentracao protéica no exsudato. O
método quantitativo para avaliar a intensidade da reacao inflamatoria é
baseado no modelo proposto por Robert Fauve e colaboradores (FAUVE et
al., 1983). As duas caracteristicas estudadas sdo positivamente
correlacionadas e possuem uma distribuicdo normal de freqliéncias o que
permite a realizacdo do processo de selecdo (RIBEIRO, 1994; IBANEZ et
al., 1992; STIFFEL et al., 1990).
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Baseando-se na distribuicdo fenotipica da populagcdo FO foram
escolhidos os animais que apresentaram os valores fenotipicos situados
nas extremidades da curva, ou seja, para a producao da linhagem de alta
reatividade inflamatoria aguda (AIRmax), os pais de cada geragcao foram
selecionados entre os camundongos que apresentaram o0s valores de
proteina e celularidade mais altos, enquanto que para a linhagem de baixa
reatividade (AIRmin) a escolha foi feita entre os valores mais baixos. Para
minimizar a consanglinidade foram evitados os acasalamentos entre
irmaos e primos (IBANEZ et al., 1992).

A selecao de inflamacao atualmente se encontra na 512 geracao,
com uma divergéncia interlinhagens de 25 vezes para o infiltrado
leucocitario e de 2,5 vezes para a concentracao de proteina no exsudato.
Este carater é quantitativamente regulado por cerca de 7 a 11 /oci
génicos, que segregaram independentemente e que sao dotados de efeito
aditivo (regulacdo poligénica) (BIOZZI et al., 1998, IBANEZ et al., 1992).

Infiltrado Celular Extravasamento prot éico
S ,-/\/‘/\_'\ AlRma 10
g4t YA AunN gl
2 ~—~
8 3 E 6+
3 M 20 B
o2t a4
0 2 ,\A\‘\ /\/\,_is
% 1+ 21
AIRmi
-80\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\rnl\n 0“““““““““““““‘
c
- R F6 F12 F18 F4 FX FO F6 F12 F18 F24 F30
Geragoes Geragoes

Figura 2: Grafico representativo da divergéncia entre as linhagens AIR quanto ao numero
médio de leucdcitos infiltrantes e extravasamento protéico no sitio de injecdo
do Biogel (Modificado de BIOZZI et al., 1998, com permissao).

Em todas as geracdes analisadas de ambas as linhagens, os
leucocitos polimorfonucleares constituem o tipo celular predominante no

exsudato, as células mononucleares sao essencialmente mondcitos e
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pequenos linfocitos, estes ultimos com contribuicdo desprezivel (RIBEIRO
et al., 2003).

Apds 20 geracoes de acasalamentos seletivos admitiu-se que as
linhagens atingiram o maximo de separacao fenotipica, chamado de limite
de selecao. No limite de selecao os alelos de “boa” resposta para o influxo
celular e o exsudato protéico estdo em homozigose na linhagem AIRmax,
e os alelos de "ma” resposta estdo em homozigose na linhagem AIRmiIn
(IBANEZ et al., 1992).

Além da diferenca na capacidade inflamatéria aguda, estas
linhagens divergem também para a resposta a outros agentes
inflamatdrios nao relacionados entre si ou nao relacionados com o Biogel
(agente selecionador), como a carragenina (VASQUEZ-BRAVO, 1996), o
zimosan e o veneno de Bothrops jararaca (CARNEIRO et al., 2002).

Alteracoes genéticas decorrentes do processo seletivo interferiram
também na resisténcia e suscetibilidade destas linhagens a doencas
tumorais (RIBEIRO et al., 2005; MARIA et al., 2003; BIOZZI et al., 1998),
autoimunes (PETERS et al., 2007; VIGAR et al., 2000), e infecciosas
(BORREGO et al., 2006; ARAUJO et al., 1998).

Outro fenotipo que diferencia amplamente as linhagens é a
sensibilidade a infeccdo por Sa/monella Typhimurium. Os animais AIRmax
sao muito resistentes enquanto os animais AIRmin sao muito suscetiveis,
além disso foi observado um desequilibrio de freqiiéncia do alelo que
confere suscetibilidade (S) do gene “Natural resistanced-associated
macrophage protein-1" (Nramp1), estando presente em 60% nos animais
AIRmMin e em apenas 9% nos AIRmax, sugerindo que este desvio tenha
ocorrido devido ao processo seletivo, e que o gene Nrampl ou algum
outro gene muito préoximo a ele no cromossomo 1, seria um dos QTL
(quantitative trait loci) envolvidos na regulacao da intensidade da reacgao
inflamatdria aguda (ARAUJO et al., 1998). Este desequilibrio de freqiiéncia
também interferiu na evolugdao de artrite induzida pelo pristane (PIA) em
animais AIRmax e AIRmin (PETERS et al., 2007).
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Recentemente, o gene Nrampl foi renomeado como “solute carrier
family 11 - proton-coupled divalent metal ion transporter member 1"
(Slci11a1l) (FORBES et al., 2001).

A proteina codificada pelo gene Sicilal localiza-se nos
compartimentos endossomal/lisossomal de células fagocitarias, como
monocitos/macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares (CELLIER et al.,
1997; VIDAL et al., 1993).

Em camundongos, a expressao do gene Sici1al é encontrada no
baco, figado e peritbneo (GOVONI e GROS, 1998) e em humanos, ocorre
no pulmao, baco, figado, e altamente expresso em leucécitos do sangue
periférico. Além disso, a expressdao do RNAm do gene S/ici1al pode ser
estimulada pelo lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas (LPS) e
interferon-y (IFN-y), ou pelo estimulo inflamatoério in vivo (CELLIER et al.,
1997; GOVONI et al., 1997; VIDAL et al., 1993).

A analise da seqiiéncia da proteina do gene S/ici1al entre as duas
formas alélicas de resisténcia (R) e de suscetibilidade (S) revelou que uma
unica mutacgao, ou seja, uma substituicdo ndao conservada do aminoacido
glicina por acido aspartico na posicao 169 do coédon, dentro do quarto
dominio transmembranico da proteina, resulta na sua completa falta de
funcdo, em camundongos suscetiveis (VIDAL et al., 1996). Esta deficiéncia
de funcionalidade causa um acumulo de ions no interior do fagossomo,
favorecendo a replicacao de patdgenos (HACKAM et al., 1998).

Existe uma homologia entre o gene Sicilal murino localizado no
cromossomo 1 e o0 gene SLC11A1 humano localizado no cromossomo 2.
Ambos codificam uma proteina de membrana altamente hidrofébica de
aproximadamente 60 kDa, com caracteristicas de uma proteina integral de
membrana, que possui 12 dominios transmembranicos, uma alga
extracitoplasmatica glicosilada, com varios sitios de fosforilagao
(BLACKWELL et al., 1995; CELLIER et al., 1995; VIDAL et al., 1993), além
de uma seqiéncia de transporte (Consensus Transport Motif- CTM)
estruturalmente homdloga as proteinas de transporte de membrana
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encontradas em bactérias e eucariotos, indicando o envolvimento desta
proteina no transporte de ions (Figura 3) (CELLIER et al., 1995).

Vidal et al., J Leukoc Biol; 1995.

Figura 3: Figura representativa da proteina de membrana codificada pelo gene Sic11al.

Quanto a funcdao bioquimica desta proteina existem algumas
controvérsias, porém, duas teorias sdao sugeridas: uma seria que o animal
portador do alelo R, ou seja, que codifica a proteina funcional do gene
Slc11al, favoreceria a reagao Fenton/Harber-Weiss por meio do
transporte de ferro para o interior do fagolisossomo, gerando radicais
hidroxilas altamente toxicos para a bactéria (KUHN et al., 2001), e a
segunda teoria propdoe que o macrofago do animal que ndo apresenta a
mutacdao do gene realizaria o transporte de ions eficientemente para fora
do fagolisossomo indisponibilizando Fe*? e cations divalentes como Zn*? e
Mn*? essenciais para o crescimento bacteriano (WYLLIE et al., 2002).

Portanto, o gene Sicilal possui efeitos pleiotropicos e sua
expressao defeituosa interfere na ativacdo macrofagica, refletindo na
explosao respiratoria, na producao de 6xido nitrico (NO) e TNF-o (BARTON
et al., 1995). Além disso, interage na producao de IFN- y e IL-1
(RAMARATHINAM et al., 1993; KITA et al., 1992), e na expressao de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(WOICIECHOWSKI et al., 1999; LANG et al., 1997).
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Com o intuito de estudar a participacao do gene S/ci11al como um
possivel QTL regulador da intensidade da resposta inflamatdria aguda
(AIR), o efeito modulador deste gene no desenvolvimento da artrite
induzida por pristane (PIA), e a infeccao por S. Typhimurium, foram
produzidas sublinhagens de camundongos homozigotos para os alelos R e
S deste gene, chamadas de AIRmax®?; AIRmax>®; AIRmin®?; AIRmin>".
Estes animais foram obtidos através de cruzamentos assistidos por
genotipagem, a partir das linhagens AIRmax e AIRmin da Selegcao de
Inflamacao (PETERS et al., 2007; BORREGO et al., 2006).

Estes animais mantiveram os fenétipos de inflamacdao e o fundo
genético heterogéneo, pois a producao das sublinhagens nao afetou a
capacidade de maxima e minima resposta inflamatoéria aguda dos animais
AIRmax e AIRmin, respectivamente. Além disso, as sublinhagens
apresentaram o mesmo padrao de polimorfismos identificados nas
linhagens parentais AIRmax e AIRmin para microssatélites analisados no
cromossomo 1 (PETERS et al., 2007; BORREGO et al., 2006).

Estudos com o objetivo de verificar a relagao de /oci inflamatorios
com o fendtipo de regeneracao foram realizados, indicando que a
variabilidade deste fenotipo é altamente influenciada pela interacdao de
QTL de inflamacao aguda, localizados no cromossomo 1 e 14.
Camundongos da sublinhagem AIRmax>® apresentaram potente
regeneracdao de suas orelhas comparavel a linhagem de camundongo
isogénico MRL, diferente dos animais AIRmax®? que exibiram regeneracédo
tardia, sugerindo o envolvimento do gene S/ci1al, ou algum outro gene
proximo a ele, no controle genético do fenétipo de regeneracao, enquanto
AIRmin®? e AIRmMIin>° apresentaram apenas reparo tecidual parcial da
orelha e nenhum indicio de regeneragdo. Animais AIRmax>> fémeas e
AIRmax>®> machos também apresentaram diferencas no reparo tecidual
(DE FRANCO et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4: Avaliacdo de regeneracdo tecidual em diferentes periodos nos camundongos
das sublinhagens AIRmax e AIRmin homozigotos para os alelos do gene
Sicl1al. Perfuracdes de 2mm foram feitas nas orelhas dos camundongos e o
fechamento do orificio foi observado durante 40 dias. Os valores estdo
expressos em media + erro padrdo. *p<0,05.

Portanto, esses dados revelam que a diferenca de regeneracao a
perfuracdo das orelhas observada em animais AIRmax®® e AIRmax>°
apresentam-se como um modelo experimental muito interessante para o
estudo dos mecanismos envolvidos na fase inicial do processo de

regeneracgao tecidual.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral é estudar a interagdao do gene S/ci11al com os /oci
reguladores da resposta inflamatoria, avaliando os mecanismos genéticos
e celulares envolvidos na fase inflamatdria da regeneragao tecidual nos

animais AIRmax”®? e AIRmax>>.

2.1 Objetivos especificos:

e Avaliar a resposta inflamatoria local devido a perfuracdao executada
na orelha dos camundongos por meio da formagao de edema,
quantificacao da enzima MPO e caracterizagao das populacoes

celulares;

e Investigar os genes diferencialmente expressos durante o processo
de regeneracao tecidual por meio de expressao génica global, e sua

sobre-representacao em temas bioldgicos;

e Validar os genes diferencialmente expressos por meio de
experimentos de reacao de polimerizagcao em cadeia quantitativos, e
analisar alguns genes envolvidos durante a fase inflamatéria do

processo regenerativo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Camundongos

Foram utilizados os camundongos das sublinhagens homozigotas
para os alelos R e S do gene Sicilal: AIRmax Sic11a1®® (AIRmax®f) e
AIRmax Slc11a1>> (AIRmax>>) produzidos através de cruzamentos
assistidos por genotipagem. Fémeas e machos de aproximadamente 2 a 4
meses foram utilizados nos experimentos. Estes animais sao produzidos e
mantidos no biotério do Laboratério de Imunogenética do Instituto
Butantan. Este projeto estd de acordo com os Principios Eticos de
Experimentagao Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
do Instituto Butantan (CEUAIB) e pela Comissdo de FEtica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (CEEA).

3.2 Inducao ao processo de regeneracao tecidual

A inducao ao processo de regeneracgao tissular foi desenvolvida por
um modelo proposto pelo laboratorio Jackson, no qual uma perfuracao de
aproximadamente 2 mm de diametro foi executado experimentalmente na
orelha dos camundongos por meio de um perfurador (Fisher) e o processo
regenerativo acompanhado durante 40 dias (Figura 5). O processo de
perfuracao da orelha € uma técnica microcirurgica aceita em relacdao a
saude do animal, além disso, € uma técnica minimamente invasiva, e

aparentemente indolor.
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Figura 5: Representacao do processo de regeneracdao tissular em camundongos
AIRmax>°. A figura A representa a orelha de um animal controle, a figura B
uma orelha excisada apds 48 horas de perfuragdo, e a figura C a orelha
completamente regenerada apds 40 dias.

3.3 Teste para verificacao de edema

A formacao do edema foi avaliada nos dias 0, 1, 2, 3, 4 e 5 nas
orelhas de camundongos das sublinhagens AIRmax®® e AIRmax>°, e o
aumento na espessura da orelha foi mensurado antes e ap6s a inducao do
processo de regeneragao utilizando um micrometro analdgico (Starrett). A
medida foi realizada proxima a extremidade medial da orelha e a

espessura expressa em média = desvio padrao.
3.4 Determinacao da atividade da enzima mieloperoxidase

Para a quantificagao da mieloperoxidase (MPQO) as orelhas dos
animais foram primeiramente seccionadas com o auxilio de uma tesoura e
depositadas em tubos contendo 1ml de HTAB 0,5% (250mg Brometo de
hexadeciltrimetilamo6nio, 92,5 mg de EDTA e 50 ml de tampao fosfato). Os
tecidos foram homogeneizados em Polytron (Brinkmann Instruments) e as
amostras centrifugadas por 10 minutos a 27.000 g a 4 °C. Pipetou-se 10
ul da amostra em duplicata na placa de 96 wells e em seguida 200ul de
tampao substrato (2 ml de orto-dianisidina, 200 pul de solugao H>0, 0,1%
e 39 ml de tampao fosfato). Deixou-se a solugao agir por 5 minutos e
entdo foram adicionados 50 pl de azida diluida (2 ml de azida e 6 ml de

H,O destilada) para bloquear a reacdo. Para o branco, s6 foram utilizados
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200 pl de tampao substrato. A leitura foi feita a 450 nm em leitor de
ELISA (nQuant - Bio-Tek Instruments).

3.5 Extracao de RNA (RNAspin Mini Kit da GE Healthcare)

O RNA foi extraido das orelhas de animais controles (sem estimulo)
e nos submetidos a injuria apds 6, 24 e 48 horas.

As orelhas foram retiradas e colocadas em nitrogénio liquido. Para
que ocorresse lise celular, 350 pl de tampao RA1 e 3,5 pyl de B-
mercaptoetanol foram adicionados as orelhas. As amostras foram entao
posteriormente submetidas ao vdrtex vigorosamente.

Apods a lise, as amostras foram filtradas por um mini filtro RNAspin e
centrifugadas durante 1 minuto a uma velocidade de 13.000 g. Em
seguida, o filtro foi descartado e o filtrado transferido para um novo tubo
coletor de 1,5 ml.

Para o ajuste das condicoes de ligacao do RNA foi colocado junto ao
filtrado 350 pl de etanol 70% e estes foram submetidos ao vortex de 2 a 5
segundos.

Na etapa posterior, a de ligacao do RNA, as amostras foram
homogeneizadas de 2 a 3 vezes e colocadas em uma nova coluna de
RNAspin localizadas dentro de um tubo coletor de microcentrifuga de 2 ml,
logo em seguida, foram centrifugadas durante 30 segundos a uma
velocidade de 8.000 g. Apds a centrifugacao, a coluna foi transferida para
um novo tubo coletor.

Para a obtencdao da dissalinizacdo da membrana de silica, foi
adicionado as amostras 350 pul de MDB (membrane desalting buffer) e
entao foram centrifugadas a 11.000 g durante 1 minuto para a secagem
da membrana. A remocgao do sal promove uma melhor digestao pela
DNasel.

Na fase de digestao do DNA foi aplicado 95 ul de reacao da DNase
(10 pl de DNasel reconstituited + 100 pl do tampao de DNase) no centro
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da membrana de silica da coluna. As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 15 minutos.

Posteriormente, as membranas de silica foram lavadas e secas. Para
este procedimento, 3 etapas foram requeridas. Na primeira lavagem, 200
pl de tampdo RA2 (tampao que inativa a DNasel) foi adicionado a coluna
RNAspin, esta foi entao centrifugada durante 1 minuto a 11.000 g. Apds a
centrifugacao, a coluna foi transferida para dentro de um novo tubo
coletor.

Em seguida, na segunda lavagem, foram adicionados a coluna
RNAspin 600 pl de tampao RA3, e novamente as colunas foram
centrifugadas durante 1 minuto na velocidade de 11.000 g. Apos a
centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e a coluna colocada de volta
dentro do tubo coletor.

Na terceira e ultima lavagem, foram adicionados 250 pl de tampao
RA3 na coluna RNAspin. Para garantir que a membrana ficasse
completamente seca, mais uma centrifugacdo foi necessaria, agora
durante 2 minutos a uma velocidade de 11.000 g. Ao término deste
procedimento, a coluna foi colocada dentro de um tubo nuclease free de
1,5 ml. Para a eluicao do RNA presente na membrana da coluna foi
adicionado 50ul de agua livre de RNA diretamente sobre a membrana, que
foi centrifugada por 1 minuto a 11.000 g.

A concentracao de RNA das amostras foi medida por
espectrofotometria em comprimento de onda de 260 nm e expressa em
unidades de densidade optica (D.0O.). Nesta etapa de quantificacdo foi
observada a relacdao em torno de 2,0 para a razao RNA/Proteinas (260
nm/280 nm) e sua integridade foi analisada por eletroforese em gel de
agarose 1% em tampao TBE (Tris-base 1M, acido bdrico 1M e EDTA 20
nM) contendo 0,5 png/ml de brometo de etidio (BET) (Pharmacia). O gel
contendo as amostras foi colocado em cuba eletroforética, recoberto com
tampado TBE e foi submetido a uma corrente elétrica de 80 V por cerca de
30 minutos. Apos este periodo o gel foi analisado no “Pharmacia Biotech -
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Image Master VDS” para a avaliacao da presenca das bandas de
integridade do DNA.

3.6 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 pl de Oligo(dT)12-18, (50 mM) 2 ul de agua
livre de RNase, 1 pl de oligonucleotideos dNTP (10 mM), a mistura foi
homogeneizada e submetida a temperatura de 65°C por 5 minutos. Apos
este periodo permaneceu no gelo por 1 minuto. Foram adicionados 4 pl de
tampao especifico 5X concentrado (250 mM Tris-HCL pH 8,3, 375 mM KCL
e 15 mM MgCl2), 1yl de DTT (0,1M) e 1 pl da enzima SuperScript III
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.

Para a amplificacdo dos cDNA especificos aos mRNA codificantes,
foram utilizadas as seqliéncias sintéticas (primers). Estes primers foram
desenhados para éxons que flanqueiam introns de grande tamanho (1000

pb) evitando assim a amplificacdo do DNA gen6mico (Tabela 1).
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TABELA 1-Seqliéncia de primers utilizados na sintese do RNAm.

Primers Foward Reverse
B2microglobulina 5-TGACCGGCTTGTATGCTATC-3’ 5’-CAGTGTGAGCCAGGATATAG-3’
Tnfa 5’-TCTCATCAGTTCTATGGCCC-3’ 5’-GGGAGTAGACAAGGTACAAC-3’
Il6 5’-GTTCTCTGGGAAATCGTGGA-3’ 5’-TGTACTCCAGGTAGCTATGG-3’
Il1b 5’-TTGACGGACCCCAAAAGATG-3’ 5’-AGAAGGTGCTCATGTCCTCA3’
Tgfb1i 5’-ACCGCAACAACGCCATCTAT-3’ 5’-GTAACGCCAGGAATTGTTGC-3’
II8rb 5’-GACTGTTCACCTAAACGGTG-3’ 5’-CATACCAAGATGGAAGGGAGC-3’
Cxcl2 5’-CCTGGTTCAGAAAATCATCCA-3’ 5’-CTTTGGTTCTTCCGTTGAGG-3’
Dap12 5’-CAGGATGGAAGAGCACAACA-3’ 5’-GGGAAGTTCACCCTGAAACA3’
Trem1 5’-CAGGATGGAAGAGCACAACA-3’ 5’-GGGAAGTTCACCCTGAAACA-3’
Trem2 5’-AGAGTGTGGTGACGGGTTCC-3’ 5’-TATGACGCCTTGAAGCACTG-3’
Mmp9 5’-CGCTACTGTACCCGCTGTAT-3’ 5-TGGGACACATAGTGGGAGGT-3’

3.7 Analise de expressao génica global

Os reagentes utilizados na preparacao dos microarrays fazem parte
da plataforma do “CodelLink Gene Expression System”, GE Healthcare.
Dividido nas principais etapas descritas abaixo: 1) Preparacao do alvo; 2)
Hibridacao do alvo; 3) Lavagem e marcagao dos arrays; 4) Escaneamento

do array e 5) Analise dos dados.

3.7.1 Preparacao dos mRNAs bacterianos

Uma solucdo de mRNAs bacterianos é utilizada como controle
interno da lamina, que possui seqiiéncias que se hibridizardo a esses
controles. Para o preparo da “solucao 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 ug/ul, no volume de 2,5 ul cada, em
um volume total de 15 ul. Essa solugao foi dividida em 5 tubos (3 ul) e

armazenada em freezer -70 °C. Uma nova diluicdo é realizada (solugao
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estoque 2) de 50,2 pg/ul, através da adicao de 3 ul da “solucao estoque 1”
somado a 997 ul de agua livre de nuclease. A partir desta solugao foi
realizada a solugao de trabalho, onde 2 ul da solugao estoque 2 foi

adicionada a 998 pul de agua livre de nuclease.

3.7.2 Sintese do cDNA de fita simples

Para cada amostra de RNA total (2 ng em 9 ul) adicionamos 1 ul
(concentragao de 0,1 pg/ul) da solucao de trabalho de mRNAs bacterianos
controles (1 ul para cada 1 ng de RNA total), 1 ul de T7 oligo(dT). Essa
solugao 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 solucao 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 solugao de
volume final de 20 pul foi incubada durante 2 horas a 42 °C no aparelho
termociclador (Eppendorf - Mastercycler Gradient ou MJ Research PTC
200).

3.7.3 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 ul do tampao fita dupla 10X, 4 ul de
dNTP (5mM), 2 ul de DNA polimerase e 1 ul de RNase H. Essa solugao de
volume final de 80 pl 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 Purificacao do cDNA de dupla fita

A purificacdo do cDNA foi feita através da utilizacao do kit
CodeLink™ iExpress iPurify cDNA/cRNA Purification (GE Healthcare).
Foram adicionados 250 ul do tampao de ligacao ao cDNA fita dupla da
etapa anterior, a solucao foi misturada gentilmente, colocada na coluna de
purificacao e centrifugada a 11.000 g por 1 minuto. Em seguida, a coluna
foi lavada com adicao de 500 nul de tampao de lavagem e centrifugada a
11.000 g por 1 minuto. Apds este procedimento, a coluna foi seca com
uma nova centrifugacao a 11.000 g durante 1 minuto. Para a eluicao do
cDNA foram adicionados 12 ul de agua livre de nuclease pré-aquecida (58
°C) diretamente sobre a membrana. Apos o periodo de incubagdo, de 2
minutos, a coluna foi centrifugada a 11.000 g por 1,5 minutos. Esse passo
foi repetido para gerar pelo menos 20 ul de eluato final.

3.7.5 Sintese do cRNA por transcrigcao in vitro (IVT)

Ao tubo da reacao 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 reacao foi protegida da luz e incubada por 18 horas em estufa de 37 °C.

3.7.6 Purificacao do cRNA

A purificagdo do cRNA foi feita através da utilizacdao do kit
CodeLink™ jExpress iPurify cDNA/cRNA Purification (GE Healthcare). Os
volumes dos tubos foram ajustados para 100 pl, através da adicao de 60
ul de agua livre de nuclease. Foram adicionados 350 ul de tampao de
ligacao 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 8.000 g. Este passo foi realizado mais uma

vez para completa secagem da membrana. Para a eluicao do cRNA foram
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adicionados diretamente sobre a membrana 100 pul 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 11.000 g
por 1,5 minutos.

O cRNA purificado foi submetido a analise de pureza e integridade. A
concentracao e pureza foram determinadas através de espectrofotometro
no comprimento de onda de 260 nm e expresso em densidade Odptica
(D.0), nesta etapa de quantificacao do RNA para a obtencao da pureza
das amostras foi observada a relacao em torno de 2,0 para a razao
RNA/proteina (260/280 nm). A integridade do RNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 1% com tampao TBE (Tris-base 1M, acido
bérico 1M 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 avaliacao da integridade do
cRNA foi verificada pela presenca de um “smear” abaixo da banda 18s do

RNA integro (controle).

3.7.7 Fragmentacao do cRNA

A aliquota de 10 pg em 20 ul foi adicionado 5 pl de tampdo de
fragmentacao 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.

3.7.8 Hibridacao
Apds transferir as amostras para um tubo de 1,5 ml foram

adicionados 78 ul de tampao de hibridacao A, 130 ul de tampao de
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hibridacdo B e 27 ul de agua livre de nuclease e a solugdo foi incubada a
90 °C por 5 minutos para desnaturar o cRNA. Logo apds, os tubos foram
colocados no gelo e cada lamina foi preenchida com 250 pl da solugdo,
sendo em seguida colocadas no agitador a 3 g e a 37 °C, onde

permaneceram por 18 horas.

3.7.9 Deteccao com Cy5-Streptavidina

A seguir, as laminas foram lavadas com tampao TNT 0,75X (Tris-HCI
pH 7,6, NaCl 5M e 0,05% Tween 20) e colocadas em outro recipiente de
tampdo TNT 0,75X pré-aquecido a 46 °C por exatamente 1 hora, depois
sao colocadas em um recipiente com Cyb5-streptavidina (1:500) em
tampao TNB (Tris-HClI pH 7,6, NaCl 5M e 0,5% de NEN blocking -
PerkinElmer) e incubadas protegidas da luz por 30 minutos. Em seguida,
as laminas sdo lavadas em tampao TNT 1X durante 5 minutos por trés
vezes. Como ultima lavagem, as laminas sdao 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 g por 3 minutos.

3.7.10 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 composta por laminas
contendo oligonucleotideos representando cerca de 36.000 genes
distintos, com seqiiéncias catalogadas em banco de dados (NCBI). Esta
plataforma utiliza um sistema de deteccdao de cor unica, baseado na
incorporagao indireta de apenas um fluorocromo para a marcagao das
amostras. Este sistema elimina resultados falsos decorrentes de
parametros enzimaticos, que afetam a freqliéncia de incorporacdao de
fluorocromos distintos, ou relativos a sobreposicao espectral de duas

48




MATERIAIS E METODOS

fluorescéncias. Os dados de expressao extraidos de cada microarray foram
normalizados de acordo com os valores de fluorescéncia dos genes de
expressao constitutiva, presentes nos chips como controles internos.

Os primeiros parametros avaliados foram os controles internos, que
se apresentaram repetidos de maneira aleatéria por toda a lamina. Na
Figura 6, estao os controles negativos bacterianos que possuem a
expressao génica abaixo da fluorescéncia de fundo ou ruido da lamina.

Na Figura 7 estao demonstrados os controles positivos, os quais
apresentaram expressao génica acima da fluorescéncia de fundo. Estes

resultados certificam a qualidade dos experimentos desenvolvidos.
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Figura 6: Controles negativos da lamina de microarray. As expressbées dos controles
internos da Idmina estdo abaixo da fluorescéncia de fundo.
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Figura 7: Controles positivos da lamina de microarray. As expressdes dos controles
internos da lamina estdo acima da fluorescéncia de fundo.
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Genes expressos diferencialmente foram identificados pelas razdes
dos valores de intensidade fluorescente obtidos a partir de amostras
controles e experimentais entre as linhagens, pelo programa CodeLink
Expression v.2.3 (GE Healthcare). Critérios para definicdo de valores de
cut-off para identificar genes diferencialmente expressos serao baseados
em parametros bioldgicos (ex. razdes =2 ou <0.5). Para as analises de
agrupamentos funcionais foi utilizado o software EASE (Expression
Analysis Systematic Explorer). Esse software permite que 0Ss genes
diferencialmente expressos possam ser agrupados em “temas bioldgicos”
de acordo com sua categoria funcional, sua localizagcdo cromossémica e
sua representacao em relagcao ao genoma total. O EASE calcula a sobre-
representacao dos genes em relagao ao total de genes utilizados no ensaio
e anotados dentro de cada sistema, tendo o “Gene Ontology” como
padrdo. Utilizamos a conversao da identificacdao 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
GenBank) 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 é 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 consideracao
a perspectiva dos temas globais bioldgicos, minimizando a possibilidade
de falsos-positivos. E, portanto, um teste mais restritivo (HOSACK et al.,
2003).

3.8 Quantificacao de expressao génica relativa por PCR em Tempo-

Real

Foi avaliada a expressao de genes envolvidos durante a fase inicial
do processo de regeneracao tissular descritos na literatura e os que se
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apresentaram diferencialmente expressos nas analises de expressao
génica global, os cDNA obtidos das orelhas de AIRmax®™® e AIRmax>°
foram quantificados por meio de reagcoes de PCR em Tempo Real (qPCR)
para os genes candidatos.

Cada amostra de cDNA foi adicionada a uma reacao contendo as
seqiiéncias especificas de primers (5 uM); 6,25 ul do Platinum SYBR Green
gPCR Supermix-UDG (Invitrogen), e agua para ajustar o volume final de
reacao em 12,5 ul por tubo.

As reacgoes foram incubadas no aparelho Chromo 4 (M] Research), e
submetidas a uma fase inicial de incubacao a 50 °C por 2 minutos,
seguido da fase de ativacao da enzima (hot start) 95 °C a 5 minutos. As
seqiiéncias 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 aquisicao da fluorescéncia foi
incorporada ao material dupla fita amplificado a cada ciclo e efetuada da
etapa final.

A cada amostra foi atribuido um valor de Ct (Cycle Threshold)
referente ao numero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia
incorporada as duplas fitas amplificadas comece a aumentar acima da
fluorescéncia de fundo, ou seja, no inicio da fase logaritmica de
amplificacdo, da qual depende diretamente de quantas cdpias das
seqiéncias alvo havia inicialmente em cada amostra.

Apds a amplificacdo, 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

reagao.

Os dados foram adquiridos e analisados pelo programa "“Opticon

Monitor Analysis Software 2.03"”, conforme indicado.
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Para quantificar os resultados obtidos pelo gPCR foi utilizado o
Método de Threshold Comparativo (Giuliett et al., 2001; Livak et al.,
2001). Neste método, formulas 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 microglobulina). Os
valores de ACt, obtidos individualmente para as amostras de animais
controle e experimentais, foram submetidos ao método 2™**“* descrito por
Livak e colaboradores (2001), que permite avaliar o efeito do tratamento
experimental em relagao a um controle interno. Na utilizacao deste
método, torna-se importante a avaliacdo da eficiéncia dos primers,
eficiéncia na qual deve estar proxima de 100%. Isto € possivel através do
calculo da regressao linear entre diluicbes seriadas das amostras de RNA e
o valor individual de Ct.

Para as amostras tratadas e demais controles, a avaliacdo de 2™
indica @a mudanca em vezes na expressao génica relativa ao calibrador,
permitindo a comparacgao entre todos os grupos experimentais e controle.

Portanto, aos valores de 2°**“* das amostras individuais foram entdo
realizadas as médias e desvio padrdao para cada sublinhagem analisada e
aos seus respectivos grupos controle. Os graficos apresentados nos
resultados demonstram as quantidades iniciais de RNA mensageiro entre
0S animais experimentais e controle, lembrando que destas amostras foi
subtraido o valor do gene constitutivo B2 microglobulina.

A Figura 8 abaixo, exemplifica a amplificacao da B2 microglobulina
nas amostras experimentais e controle bem como as respectivas curvas
de Melting. Observa-se que nao existe variagao no Ct (Cycle Threshold) de
animais controle e estimulados, pois as curvas aparecem e permanecem
juntas durante todo o ciclo de amplificacao indicando que o tratamento

nao interfere na expressao do gene constitutivo.
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O mesmo é verificado nas curvas de Melting, em que as amostras
apresentaram um unico pico de dissociacdao, evidenciando que todas as
duplas fitas do material analisado separam-se na mesma temperatura,

isso indica a amplificacdo de uma banda especifica de mesmo tamanho

(B2 microglobulina).

1) Cycle Threshold

B2 microglobulina Citocina

Fluorescence

Fluorescence
5 o 3
i b b

10 20 30 40

2) Curva de Melting

B2 microglobulina Citocina

[Fluorescence]
Fluorescence

T T T T
T T T I &0 70 20 3

&0 l] 20 3
Temperature [Temperature

Figura 8: gqPCR exemplificando a quantificacdao da B2 microglobulina e de citocina na
orelha de alguns animais das sublinhagens AIRmax?R, AIRmax>° controles e
experimentais. Ensaio realizado no Chromo 4 (MJ Research) utilizando
Platinum SYBR Green qPCR Supermix UDG (Invitrogen).
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3.9 Analise Estatistica

As significancias entre as médias foram estabelecidas pelo teste t
Student, paramétrico e ndo pareado, sendo adotado o nivel minimo de 5%
de probabilidade.

Para os experimentos de microarray foi utilizado o programa SAM. O
SAM (Significance Analysis of Microarrays) é um programa estatistico para
encontrar genes diferencialmente expressos significativamente em
réplicas de experimentos de microarrays, e tem como finalidade comparar
as expressdes génicas de cada experimento, assim como suas respostas
variaveis. Ele usa permutacoes repetidas dos dados para determinar se a
expressao de alguns genes esta significativamente relacionada com a
resposta.

As analises de correlacao foram realizadas por meio da funcao de
Pearson, que estuda a relagcao e o grau de associacao de duas ou mais

variaveis.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao de edema nas orelhas de camundongos

Esta avaliagao foi realizada com o intuito de evidenciar possiveis
diferencas na resposta inflamatoria local entre animais regeneradores das
sublinhagens AIRmax®? e AIRmax>°. Para isso, a espessura das orelhas foi
determinada antes da inducdo ao processo de regeneracao (dia 0), e apos
este processo, nos dias 1, 2, 3, 4 e 5.

Logo no primeiro dia de avaliagao ocorreu uma intensa resposta
inflamatdria em ambas as sublinhagens por conta do estimulo, e esse
mesmo perfil de resposta foi observado no dia 2 e 5 da cinética.

Contudo, valores maximos na formacdao de edema foram
encontrados no terceiro dia do experimento. Um inchaco
significativamente maior nas orelhas dos camundongos AIRmax
portadores do alelo S comparado as orelhas dos camundongos portadores
do alelo R foi observado neste periodo.

No dia 4, os animais AIRmax nao apresentaram diferencas

estatisticamente significativas (Figura 9).
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Figura 9: Cinética do aumento na espessura da orelha em camundongos AIRmMax
portadores dos alelos R e S do gene Sicilal induzidos ao processo de
regeneracao tecidual. Foram utilizados animais experimentais e controles
(n=3). Os resultados estdo expressos em média = desvio padrdo. * p<0,05
- entre AIRmax®® e AIRmax®°.

4.2 Quantificacao da enzima mieloperoxidase

E sabido que neutréfilos sdo as primeiras células que migram para
um local inflamado iniciando uma resposta local.

Para avaliar a fase inflamatdria nos animais AIRmax das
sublinhagens para os alelos do gene Sici11al, foram realizados ensaios
nos periodos de 6, 24, 48, 72 e 96 horas pos injuria com o intuito de
quantificar a enzima MPO, a qual é considerada um marcador indireto de
neutrofilos ativados. Para tanto, os animais foram submetidos ao
protocolo de regeneracao tecidual, como descrito em Materiais e Métodos.

Podemos observar abaixo, na Figura 10, uma diferenca nos niveis
de MPO que ja pode ser notada no periodo de 6 horas entre os animais
controles e entre o0s animais experimentais. Neste periodo, uma
modulagao de resposta a favor do alelo S foi observada, e esta diferenca
apresentou-se estatisticamente significativa. No periodo estudado de 48
horas, ambas as sublinhagens atingiram os valores maximos desta

enzima, e novamente, os animais AIRmax>° exibiram niveis aumentados e
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significativos do que os AIRmax®R. A partir de 72 e 96 horas de injuria,
um declinio nas quantidades da enzima foi detectado, cuja resposta dos
animais AIRmax”® retornou aos niveis basais em 96 horas apds injuria e
dos animais AIRmax>> ainda se manteve maior em relacao aos animais
portadores do alelos R.

Com 24 horas de experimento, um resultado diferente de todos os
outros estudados nesta cinética ocorreu. Neste periodo, camundongos
AIRmax®® exibiram niveis altos e significativos da enzima MPO
comparados aos dos camundongos AIRmax>, que nos trés periodos
anteriormente analisados, apresentaram maiores quantidades desta

enzima, conforme representado na Figura 10.
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Figura 10: Quantificacdo da mieloperoxidase presente na orelha de camundongos
AIRmax®® e AIRmax®°®, em resposta ao protocolo de inducdo a regeneracdo
tecidual. Foram utilizados animais experimentais e controles (n=4). Os
valores estdo expressos como média = desvio padrdo. * p<0,05 - entre
AIRmax®? e AIRmax®®.

4.3 Caracterizacao de populacoes celulares presentes na derme da
orelha

O estudo da caracterizacao das populagcoes celulares foi
desenvolvido para que pudéssemos constatar quais seriam as populacoes

celulares presentes nas orelhas dos camundongos apods lesdao, pois em
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experimentos anteriores relacionados a resposta inflamatéria local, como
avaliacao de edema e quantificacdao da enzima MPO, os animais das
sublinhagens exibiram um perfil de resposta diferenciado apo6s estimulo.
Com relagdao ao numero total de células infiltrantes no local da lesao,
observamos um numero baixo de células na orelha apds perfuracao em

ambas sublinhagens conforme demonstrado na Figura 11.
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Figura 11: Cinética do nimero de células presentes na orelha de camundongos AIRmax*? e
AIRmax>° apés perfuracdo. Foram utilizados animais experimentais e controles (n=4).
Os valores estdo expressos como média + erro padrdo. * p<0,05 - entre AIRmax™® e
AIRmax>° dentro do respectivo periodo.

Quanto a caracterizacdo das populagbes celulares, constatamos
populacdes neutrofilicas e mononucleares no infiltrado da orelha em
resposta ao estimulo (Figuras 12 e 13).

Durante as primeiras 24 horas de injuria, o perfil celular observado
nas orelhas dos animais AIRmax?® foi predominantemente de neutrdfilos,
enquanto que o perfil observado neste periodo em animais AIRmax>®
foram células mononucleares.

Nos periodos avaliados posteriormente, 48 e 72 horas, uma inversao
da resposta obtida em 24 horas foi observada em ambas as sublinhagens,
ou seja, camundongos AIRmax?® exibiram predominancia de células

monociticas no local da lesdao nestes dois outros periodos, enquanto
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camundongos da sublinhagem AIRmax>>

neutrofilico (Figuras 12 e 13).
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Figura 12: Cinética do numero de neutroéfilos infiltrantes na orelha de camundongos

AIRmax®® e AIRmax>®

apos

perfuracao.

Foram utilizados

animais

experimentais e controles (n=4). Os valores estdo expressos como media +
erro padrdo da porcentagem de células. * p<0,05 - entre AIRmax™® e

AIRmax>s.
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Figura 13: Cinética do numero de células mononucleares infiltrantes na orelha de
camundongos AIRmax®R e AIRmax®® apds perfuracdo. Foram utilizados
animais experimentais e controles (n=4). Os valores estdao expressos como
média = erro padrdo da porcentagem de células. * p<0,05 - entre

AIRmax®® e AIRmax>°.
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4.4 Estudo da expressao génica global

A andlise de expressao génica global foi desenvolvida com a
intencao de identificar, em um primeiro estudo, genes que sao
diferencialmente expressos entre os animais AIRmax®? e AIRmax>° e, em
seguida, validar os resultados encontrados por meio de PCR em tempo
real - qPCR.

Esse ensaio de hibridacao foi realizado 48 horas ap6s a inducao da
injuria na orelha dos camundongos, e como procedimento utilizamos a
plataforma CodelLink Gene Expression System (GE Healthcare) (descrita
nos Materiais e Métodos).

Nesta primeira analise foi avaliada a modulacdo dos genes em
ambas as sublinhagens para os alelos do gene Sic11al. Animais AIRmax?®
apresentaram 794 genes ativados, enquanto os animais AIRmax>°
apresentaram 735 como podemos observar abaixo, na Figura 14.
Analisando o0s genes que estavam reprimidos, uma resposta muito
interessante e informativa foi observada, 1616 genes reprimidos foram
identificados nas orelhas perfuradas dos camundongos AIRmax>>, sendo
gque apenas 674 apareceram reprimidos nas orelhas perfuradas dos
AIRmax"®R. Isso resulta em uma diferenca de quase 3 vezes para a
repressao de genes envolvidos no inicio do processo de regeneragao apos

48 horas de injuria.
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Experimentais X Controles
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Figura 14: NUmero de genes ativados e reprimidos nas orelhas dos animais AIRmax®? e
AIRmax>®> experimentais em relacdo aos animais controles. Os animais
experimentais foram submetidos ao protocolo de regeneracdo tecidual
durante um periodo de 48 horas, enquanto os animais controles ndo
receberam nenhum estimulo. Neste experimento foram utilizados pools de 8
animais.

Outra analise foi realizada com o intuito de avaliar quantos genes
estariam modulando o fenotipo de regeneracao tecidual, apds 48 horas de
injuria na orelha dos camundongos. No total, 435 genes se expressaram
diferencialmente nos animais controles, sendo que 289 foram expressos
em maior nivel (>2X) nos animais portadores do alelo R e 146 nos
portadores do alelo S, como demonstrado na Figura 15. Quando os
animais foram submetidos ao protocolo de regeneragao tecidual, eles
passaram a expressar diferencialmente, em numeros totais, 955 genes,
ou seja, mais que o dobro de genes expressos em comparagao aos
animais controles. Deste total, 505 estavam expressos em maior nivel nos

animais AIRmax®® e 458 nos animais AIRmax>> (Figura 15).
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AIRmax RR versus AIRmax S°
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Figura 15: Numero de genes diferencialmente expressos (>2X) para a analise entre os
animais AIRmax®™® /AIRmax®**>2X versus AIRmax??/AIRmax>°<0,5X
experimentais e controles. Neste experimento foram utilizados pools de 8
animais.

Os genes diferencialmente expressos em razao do estimulo foram
analisados pelo programa EASE, com o intuito de avaliar a sobre-
representacao destes em categorias funcionais. Este programa permite
gue os genes diferencialmente expressos possam ser agrupados em temas
bioldgicos de acordo com sua categoria funcional, sua localizacao
cromossdmica e sua representacao em relagdao ao genoma total.

As categorias apresentadas nas Tabelas 2 e 3 abaixo se referem a
grupos de genes ativados por conta da lesdo nos animais AIRmax?® em
relacao aos animais controles. Estao representadas somente as categorias

estatisticamente significativas.
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TABELA 2- Genes ativados sobre-representados em categorias funcionais nos animais
AIRmax®R 48 horas apds perfuracdo das orelhas (= 2 X).

Categoria Funcional

Proliferacdao Celular

DNA replication and
chromosome cycle

Ciclo Celular

Citocinese

Metabolismo de DNA

n° de EASE score
genes
81 6.97e-013
29 7.76e-013
64 6.65e-012
18 3.68e-007
42 7.23e-007

Genes

Cdc20, Axl, Gab1i, Ccnb1, Gmnn, Prim2,
Prim1, Ppplcb, Fosll, Nop2, Cdc5l, Nuf2,
Pttg1, Pole, Fgf5, Dut, Rfc3, Fanca, Fscnl,
Ebnaibp2, Ncaph, 1Il1b, 1Il11, Aurka,
Statl, Skap2, Spp1, Orc2l, Orcll, UbeZc,
Cks2, SlIfn2, Uhrfl, Bap1, Tspan3, Fzrl,
Rbm14, Hdac7, Mad2l/1, Rrm2, Chafla,
Dbf4, Vegfa, Cxcr4, Ubal, Rfc2, Cdk6,
Cdk4, Cdc25b, Cenph, Trexl, Rela,
Anapcl, Mcm7, Mcm6, Mcm5, Mcm4,
Mcm3, Gtf2h1, Gsptl, Cxcl1, Ccnf, Ccnel,
Ccnd3, Ccnb2, Ccna2, Chaflb, Mapk®6,
Ctnnb1, Mtbp, Tgfbi, Lyn, Pardég, Rfc5,
Tfdp1, Tert, Rad54/, Rad21, Rac2, Cdk8,
Dusp1.

Prim2, Primi, Nuf2, Pttgi, Pole, Dut,
Rfc3, Ebnalbp2, Ncaph, Orc2l, Orcll,
Rbm14, Mad2l1, Rrm2, Chafla, Ubal,
Rfc2, Cenph, Trex1, Mcm7, Mcm6, Mcmb5,
Mcm4, Mcm3, Ccnel, Chaflb, Rfc5, Tert,
Rad2?1.

Cdc20, Axl, Ccnb1i, Gmnn, Prim2, Prim1i,
Nop2, Nuf2, Pttgl, Pole, Fgf5, Dut, Rfc3,
Ebnaibp2, Ncaph, Il1b, Aurka, Statl,
Orc2l, Orcll, Ube2c, Cks2, Fzri, Rbm14,
Hdac7, Mad2l1, Rrm2, Chafia, Dbf4,
Vegfa, Ubal, Rfc2, Cdk6, Cdk4, Cdc25b,
Cenph, Trex1i, Rela, Anapcl, Mcm?7,
Mcm6, Mcm5, Mcm4, Mcm3, Gtf2hl1,
Gsptl1, Cxcl1, Ccnf, Ccnel, Ccnd3, Ccnb2,
Ccna2, Chaflb, Mapké6, Mtbp, Lyn,
Pardé6g, Rfc5, Tfdp1, Tert, Rad54l, Rad21,
Cdk8, Dusp1.

Cdc20, Ccnbl, Pppicb, Cdc5l, UbeZc,
Cks2, Fzr1l, Cdké6, Cdk4, Cdc25b, Anapcl,
Mcmb5, Ccnf, Ccnel, Ccnd3, Ccnb2, Ccna2,
Pardé6g.

Prim2, Primi1, Asflib, Pttgl, Pole, Dut,
Rfc3, Parpl, Hatl, Atf7ip, Orc2l, Orcll,
Smarccl, Actléa, Csnkid, Rbm14, Hdac7,
Ruvbl2, Rrm2, Hmgb3, Chafla, Hdac2,
Ung, Ubal, Ahcy, Genl, Rfc2, Trexl,
Recql, Mcm7, Mcm6, Mcmb5, Mcm4, Mcm3,
Gtf2h1, Ccnel, Chaflb, Rfc5, Tert,
Rad54l, Rad21, Kat2a.
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TABELA 3-Genes reprimidos sobre-representados em categorias funcionais nos animais
AIRmax?R 48 horas apds perfuracdo das orelhas (= 2 X).

Categoria Funcional

Morfogénese

Enzyme linked receptor
protein signaling
pathway

n° de
genes

49

16

EASE score

1.74e-005

1.32e-004

Genes

Prir, KIf6, Rapgefl, Fgfi8, Fbnl, Ank,
Jarid2, Extl, Cadml1, Trim44, Myl10,
Pdgfra, Pafahlbl, Igf2, Igfi, Efnb3,
Finb, Slit3, Slit2, Ski, Nfib, Semaba,
Serpinfi, Myoc, Mylpf, Atxnl, Hoxd8,
Cux1, Msx1, Mstn, Crebl, Vegfc,
Meis2, Utrn, DpysiI3, Myl9, Cd44,
Fam174a, Asb1i, Reln, Mef2a, Pnplaé6,
Tnni2, Tnnil, Lum, Gnaq, Sirtl,
Ankrd17, Pthlr.

Prilr, Rapgefl, Pdpkl, Pdgfrb, Pdgfra,
Igfl, Eif4ebp2, Pdgfrl, Spnb2, Frs2,
Aigl, Nck2, Mstn, Grb2, Ptprm, Ptprk.

Nas Tabelas 4 e 5 estdao representadas as categorias funcionais

significativas de genes ativados e reprimidos por conta do estimulo em

camundongos AIRmax>°> em relacdo aos animais controles.

TABELA 4-Genes ativados sobre-representados em categorias funcionais nos animais
AIRmax>° 48 horas apds perfuracdo das orelhas (= 2 X).

Categoria Funcional

Resposta Inflamatéria

Proliferacao Celular

n° de EASE score
genes
17 2.01e-006
49 3.57e-005

Genes

Fcerlg, Itgb2, Il1b, Mefv, Pf4, Sppl,
Cxcl2, Ccl20, Ccl2, S100a9, Dock2, Cxcli,
Cd14, Tnfrsfla, Tir1, Rac2, Tir2.

Cdc20, Axl, Gab1, Ccnb1, Prkg2, Prim2,
Fosli, Nop2, Nuf2, Fanca, Fscni, Irf2,
Ncaph, Mad2/1bp, Il1b, 1l11, EIf5, Aurka,
Aurkb, Sppl,
Spatal, Cgrefi, Uhrfl, Tspan3, Sh2d2a,
Rrm2, Pard3b, Dock2, Cdc25a, Trexl,
Mcm6, Mcm5, Mcm3, Gtf2h1, Cxcl1, Ccni,
Ccnel, Ccnd3, Ccna2, Sesn2, Chaflb,
Mapké6, I131ra, Tfdpl, Rac2, Smcé6.

Orcil, Oprml1, UbeZc,
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TABELA 5-Genes reprimidos sobre-representados em categorias funcionais nos animais
AIRmax>° 48 horas apds perfuracdo das orelhas (= 2 X).

Categoria Funcional n° de EASE score Genes
genes
Large, Tcf12, Gphn, Tcap, Actal, Des,
Desenvolvimento 22 1.50e-007 Mylpf, Myl3, Myh11, Mstn, Vamp5, Hdac5,
Muscular Myl9, Pdlim3, Reln, Mef2a, Tnnt3, Tnni3,

Tnni2, Tnnil, Tnnc2, Pvalb.

Cnn3, Tcap, Actn3, Actal, Smitnll, Neb,
Contracdo Muscular 18 2.55e-006 Myh1i1, Nmu, Ckm, Myl9, Ttn, Mybpc2,
Tnnt3, Tnni3, Tnni2, Tnnil, Tnnc2, Casql.

Lcelal, Mab21l2, Prilr, Large, Tcf12,
Prkar2b,  Ppp3cb, Gphn, Cdk5rapli,
Adam23, Tcap, Polb, Phox2b, Fgfil, Fbnli,
Ank, Jarid2, Actal, Lcela2, Pdgfra, Pbxl1,
118, Slitrk6, Igf2, Igfl, Spnb1, Irf8, Dvl2,
Mkks, Sparc, Dnase2a, Slit3, Slit2, Npr3,

Morfogénese 89 3.45e-006 Des, Nrni, Nfib, Nfatc4, Sema3e, Myoc,
Mylpf, Dab1, Tspan5, Gal3sti, Myl3,
Myh11, Cux1, Taf4a, S100a1, Msx1, Mstn,
Crym, Cryba4, Creb1, Tbce, Vamp5, Mixl1,
Wwnt2b, Colllial, Epb4.1, Ppap2b, Vldir,
Hdac5h, Bcl11b, Rpgr, Myl9, Pdlim3, Cd44,
Cd3g, Reln, Mef2a, Gsx2, Tnnt3, Tnni3,
Tnni2, Tnnil, Tnfrsflla, Tnnc2, Lum, Gli3,
Ankrd17, Med30, Ltbp3, Bmp6, Mapkl14,
Sigirr, Pvalb, Pthir, Galr2.

Nas tabelas seguintes, Tabelas 6 e 7, estao listadas as categorias
funcionais sobre-representadas pelos genes diferencialmente expressos
entre o0s animais controles e entre experimentais AIRmax®® em
comparacdo aos animais AIRmax>® (=2) submetidos a perfuracdo das
orelhas. Entretanto, nenhuma categoria funcional foi estatisticamente
significativa nas analises de genes sobre-representados entre controles e
entre experimentais AIRmax>° quando comparados aos animais AIRmax"*?
(<0,5).

TABELA 6-Categorias funcionais sobre-representadas pelos genes com expressao > 2
vezes nos animais AIRmax®? controle comparados aos animais AIRmax>>.

Categoria Funcional n° de EASE score Genes
genes

Krtap6-2, Pf4, Cxcl2, Ccl7, Ccl24,
Quimiotaxia 8 1.00e-004 S100a8, Ccr2, Utrn.
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TABELA 7-Categorias funcionais sobre-representadas pelos genes com expressao > 2
vezes nos animais AIRmax®® apds 48 horas de perfuracdo da orelha
comparados aos animais AIRmax®°.

Categoria Funcional n° de EASE score Genes
genes
Desenvolvimento Actal, Des, Mylpf, Myl1, Hdac7, Pdlim3,
Muscular 10 2.10e-004 Tnnt3, Tnni2, Tnnc2, Pvalb.

4.5 Analise de expressao génica relativa

Para validar os resultados obtidos nos experimentos de expressao
génica global, alguns genes diferencialmente expressos encontrados
nestas analises foram testados em experimentos de qPCR.

Os experimentos de PCR em tempo real foram desenvolvidos com o
intuito de avaliar diferencas na expressao de genes envolvidos no inicio do
processo de regeneracao tecidual, e se possiveis diferencas encontradas
ajudariam a contribuir na elucidacdo da diferenca entre AIRmax®f e
AIRmax>° para este fenoétipo.

Para o desenvolvimento destes experimentos, o0s animais da
sublinhagem para os alelos do gene Sicilal foram submetidos ao
protocolo de inducdo a regeneracao tecidual. Perfuracdes de 2mm foram
induzidas experimentalmente nas orelhas dos camundongos e, 6, 24 e 48
horas apos perfuracao, as orelhas foram coletadas para a obtencdao do
RNA mensageiro e a sintetizacao do cDNA utilizado nas reagoes de qPCR.

Foram escolhidos alguns genes envolvidos na fase inicial do
processo de regeneracgao tissular descritos na literatura, e alguns que se
apresentaram diferencialmente expressos nos experimentos de expressao
génica global como: Tnfa, I1l6, Il1b, Il1a, Tgfb, Casp8, II8rb, Cxcl2, Ifng,
Il112p35, Dap12, Trem1, Trem2, 1118, Mmp®9. E importante salientar que
os primers escolhidos para os decorrentes experimentos apresentaram
uma eficiéncia proxima de 100%.

Nestas analises desenvolvidas por gPCR as amostras foram

normalizadas através da subtracdo do valor do gene constitutivo
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B2microglobulina (chamado de ACt) e calibradas através da subtracao do
valor de ACt dos animais AIRmax> controle, também chamado de
calibrador comum, e os resultados abaixo estao expressos através da

2-AACt

formula (como descrito nos Materiais e Métodos).

4.5.1 Niveis de expressao génica para Tnfa

Avaliando os niveis de transcritos para o gene Tnfa podemos
observar um aumento praticamente gradativo da expressao deste gene
nos animais AIRmax®®R nos trés periodos analisados mas, uma diferenca
estatisticamente significativa entre as linhagens ocorreu somente 24 horas
apos a perfuracao das orelhas. Este aumento também foi observado nos
animais AIRmax>°, porém, inferior ao visto nos animais portadores do
alelo R. Curiosamente com 48 horas de injuria, estes animais exibiram um
grande aumento nos niveis de RNAm para este gene resultando em uma
expressdo similar aos animais AIRmax?® e, que até este momento

apresentava uma expressao superior a estes animais (Figura 16).
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Figura 16: Expressao relativa do gene Tnfa a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ou nao ao protocolo de regeneracao tecidual. Foram
utilizados animais experimentais (6, 24 e 48hs) e controles (n=4). Os
resultados estdo expressos em média = desvio padrdo. * p<0,05 - entre
AIRmax®*® e AIRmax®®.
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4.5.2 Niveis de expressao génica para I/6

Na Figura 17 podemos observar uma expressao acentuada para o
gene I/6 em ambas as sublinhagens no periodo de 6 e 24 horas,
entretanto, uma clara diferenca a favor dos animais AIRmax*? foi
observada e, além disso, esta diferenca é considerada altamente
significativa. Nos experimentos realizados com 48 horas apds estimulo
nenhuma expressao para este gene foi observada em ambas as

sublinhagens.

16
40-

R AIRmaxRR
< * 1 AIRmaxSS
‘= 304
o
[ *

g 20- =
(7]
7 -
Qv o
< 104
[l
0L mimm == aE S " B

C C 6 6 24 24 48 48

Figura 17: Expressao relativa do gene I/6 a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneracao tecidual ou nao (controle).
Foram utilizados animais experimentais (6, 24 e 48hs) e controles (n=4). Os
resultados estdo expressos em meédia + desvio padrdo.

4.5.3 Niveis de expressao génica para I/1b

Niveis de transcritos para o gene I/1b foram somente observados
durante os periodos de 24 e 48 horas apds a perfuracao das orelhas.
Animais AIRmax portadores do alelo R apresentaram altas quantidades de
RNAmM para este gene em 24 horas de experimento em comparagao aos
animais AIRmax portadores do alelo S (Figura 18), e essa diferenca

mostrou-se altamente significativa. No periodo de 48 horas, ambas as
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sublinhagens exibiram niveis maximos de expressdao génica para I/1b,
porém em animais AIRmax®™® esses niveis se apresentaram
significativamente superiores (Figura 18).

Os animais AIRmax?® controle exibiram niveis basais dos transcritos
deste gene aumentados e significativos em relacdao aos animais

AIRmax>>.

I11b
75+ *
H AlRmaxRR
g 1 AIRmMaxSS
gso_ x
(@)
@
(7))
O
525—
X
L
*
o . w1 I
C C 6 6 24 24 48 48

Figura 18: Expressao relativa do gene I/1b a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneracao tecidual ou nao (controle).
Foram utilizados animais experimentais (6, 24 e 48hs) e controles (n=4). Os
resultados estdo expressos em meédia + desvio padrdo.

4.5.4 Niveis de expressao génica para Tgfb

Na Figura 19 abaixo, podemos observar a expressao do gene Tgfb.
Animais AIRmax®? exibiram um modesto aumento na expressdo deste
gene e um perfil muito semelhante nos trés periodos analisados. Por outro
lado, uma resposta interessante pode ser observada nos experimentos
com animais AIRmax>>. Com 6 horas de perfuracdo das orelhas, estes
animais apresentaram repressao para o gene Tgfb, porém, com 24 horas,
um pico nos niveis de transcritos foi notado e, no tempo mais tardio

analisado, ocorreu um declinio na expressao do gene Tgfb. Apesar da
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diferenca entre as linhagens serem consideraveis com 24 horas de
indugdo ao processo de regeneragao, estas nao apresentaram significancia

quando submetidas ao teste estatistico.
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Figura 19: Expressao relativa do gene Tgfb a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneracao tecidual ou nao (controle).
Foram utilizados animais experimentais (6, 24 e 48hs) e controles (n=4). Os
resultados estdo expressos em meédia + desvio padrdo.

4.5.5 Niveis de expressao génica para I/I8rb

Quanto a expressdo do gene I/8rb, animais AIRmax?® controle
exibiram niveis basais aumentados nos experimentos testados, como
demonstrado na Figura 20. Com 6 horas de indugao ao processo de
regeneracdo, animais AIRmax®® demonstraram um aumento notdvel e
superior ja neste periodo, quando comparado aos animais AIRmax>>. Apds
24 horas de experimento, estes animais passaram a expressar ainda mais
RNAmM para I/8rb e, embora os animais portadores do alelo S também
tenham exibido um aumento nos niveis de expressao deste gene, estes
ainda se mostraram inferiores aos animais portadores do alelo R, além
disso, esta diferenca observada entre as linhagens foi altamente

significativa. Em um periodo mais tardio, ou seja, com 48 horas apds
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injuria, uma caracteristica interessante ocorreu. Animais AIRmax>>, que
antes apresentava uma expressao reduzida em relagcao aos animais

AIRmax"®R, passaram a exibir um perfil de expressdo equiparado a estes

animais.
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Figura 20: Expressao relativa do gene II8rb a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneracao tecidual ou nao (controle).
Foram utilizados animais experimentais (6, 24 e 48hs) e controles (n=4). Os
resultados estdo expressos em meédia = desvio padrdo. * p<0,05 - entre
AIRmax®® e AIRmax*®.

4.5.6 Niveis de expressao génica para Cxcl2

Os camundongos da sublinhagem AIRmax>® apresentaram alta
expressao do gene Cxc/2 apds a injuria durante toda a cinética, em
comparacdo aos animais da sublinhagem AIRmax®?. No periodo de 48
horas, foram observados maiores niveis transcricionais deste gene para
ambas as sublinhagens, entretanto, os animais AIRmax portadores do
alelo S continuaram a exibir expressao do gene Cxc/2 significativamente

maior em relacao aos animais portadores do alelo R (Figura 21).
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Figura 21: Expressao relativa do gene Cxc/2 a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneracao tecidual ou nao (controle).
Foram utilizados animais experimentais (6, 24 e 48hs) e controles (n=4). Os
resultados estdo expressos em meédia £ desvio padrdo. *p<0,05 - entre
AIRmax®*® e AIRmax*®.

4.5.7 Niveis de expressao génica para Dap12

Animais AIRmax>° regeneradores apresentaram niveis aumentados
e significativos na expressao do gene Dapl12 quando comparados aos
animais AIRmax”®? experimentais durante as 24 e 48 horas pds perfuracdo
das orelhas dos camundongos. Com 6 horas de experimento, ou seja,
uma resposta inicial ao processo de regeneragao, uma inversao desta
resposta foi observada. Neste caso, os animais AIRmax®? apresentaram
uma expressdo mais elevada do que os animais AIRmax>> do grupo
experimental e esta diferenca apresentou-se estatisticamente significativa,

como representado na Figura 22.
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Figura 22: Expressao relativa do gene Dapl12 a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneracao tecidual ou ndo (controle).
Foram utilizados animais experimentais (6, 24 e 48hs) e controles (n=4). Os

resultados estdo expressos em média = desvio padrdo. *p<0,05 - entre
AIRmax®*® e AIRmax*®.

4.5.8 Niveis de expressao génica para Trem1

Um perfil semelhante aos resultados demonstrados com o gene
Dap12 foi encontrado para o gene Trem1, nos periodos analisados em 6 e
48 horas de inducdo a injuria tecidual, como podemos observar na Figura
23 abaixo. Entretanto, o mesmo nao ocorreu nos resultados apos 24
horas de experimento, houve uma modulacao de resposta a favor dos
animais portadores do alelo R, além disso, o aumento na expressao de
Trem1 apresentou-se altamente significativo.

Os animais AIRmax?® controle exibiram niveis basais dos transcritos

deste gene aumentados e significativos em relagdo aos animais AIRmax>>.
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Figura 23: Expressao relativa do gene Trem1 a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneracao tecidual ou ndo (controle).
Foram utilizados animais experimentais (6, 24 e 48hs) e controles (n=4). Os
resultados estdo expressos em média = desvio padrdo. *p<0,05 - entre
AIRmax®*® e AIRmax*®.

4.5.9 Niveis de expressao génica para Trem2

Quanto a expressao do gene Trem2, no periodo de 48 horas de
injuria, observamos uma expressao significativamente aumentada deste
gene nos animais AIRmax?®, atingindo niveis superiores aos dos animais
AIRmax>°. Nos periodos de 6 e 24 horas apds a perfuracdo das orelhas,
ambas as sublinhagens apresentaram expressao similar do gene Trem2
(Figura 24).
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Figura 24: Expressao relativa do gene TremZ2 a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneracao tecidual ou ndo (controle).
Foram utilizados animais experimentais (6, 24 e 48hs) e controles (n=4). Os
resultados estdo expressos em média = desvio padrdo. *p<0,05 - entre
AIRmax®® e AIRmax*®.

4.5.10 Niveis de expressao génica para Mmp9

Um aumento nos niveis transcricionais do gene Mmp9 ocorreu em
ambas as sublinhagens apos 24 e 48 horas de lesao em relagcdao aos
animais controles, no entanto, nao houve diferencas na expressao entre

0S animais experimentais, como representado na Figura 25.
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Figura 25: Expressdo relativa do gene Mmp9 a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneracao tecidual ou ndo (controle).
Foram utilizados animais experimentais (6, 24 e 48hs) e controles (n=4). Os
resultados estdo expressos em média = desvio padrdo. *p<0,05 - entre
AIRmax®*® e AIRmax*®.

Outros genes que atuam de forma

importante durante a fase

inflamatdria do processo de regeneracao tecidual foram avaliados, entre

eles estao I/1a, Casp8, 1112p35, 1/118 e Ifng, contudo, pouca ou nenhuma

expressao foi observada durante todos os periodos analisados.

Apds o término das avaliacoes de expressao génica por reacoes de

PCR em tempo real, foram desenvolvidas anadlises para identificar se

existia correlagcao entre estes resultados e aqueles obtidos na avaliacao de

expressao génica global. Foi verificado que existe correlagao significante

entre os resultados dos dois experimentos para alguns dos genes

estudados, como podemos observar na Tabela 2.
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TABELA 8-CorrelacGes entre as expressdes génicas obtidas no qPCR e microarray de
orelha induzida ao processo de regeneracao tecidual.

Genes
Tnfa
Il6
Il1b
Tgfb
Casp8
II8rb
Dap12
Treml1

Correlacao de Pearson(r)
0,89
0,89
0,98
0,79
0,53
0,89
0,94
0,85

p<0,05
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5 DISCUSSAO

A resolucdo da lesdao € um processo bioldogico complexo que engloba
uma série de eventos seqlienciais com o objetivo de restaurar o tecido
prejudicado (TSIROGIANNI et al., 2006). A resposta a uma injuria de pele
abrange duas categorias distintas, o reparo tecidual e a regeneracao
(CLARK et al., 1998). O reparo tecidual envolve a migracao de fibroblastos
para o local da lesdao, onde colageno e outras moléculas da matriz
extracelular sao projetados de maneira desorganizada. Este processo
resulta na formacao de cicatrizes e na migracao e proliferacdo do epitélio
para a cobertura do local lesionado, porém, sera desprovido de estruturas
diferenciadas como foliculos pilosos e glandulas sudoriparas. Por outro
lado, a regeneracao tecidual envolve uma completa substituicao e
restauracao dos tecidos, exibindo estrutura e fungdes normais (RAJNOCH
et al., 2003).

Varios tecidos de mamiferos possuem uma habilidade limitada para
regenerar e algumas caracteristicas de regeneracao epimorfica, sendo os
camundongos MRL/Mpj o mais novo modelo murino descoberto (STOCUM,
1995; CLARK et al., 1998). Contudo, De Franco e colaboradores
demonstraram que as sublinhagens AIRmax>®> possuem uma capacidade
regenerativa comparada as linhagens de camundongos MRL, sugerindo
uma interacao dos alelos R e S do gene Sicilal com os /oci reguladores
da resposta inflamatéria em relacao ao fenotipo de regeneracao tissular
(DE FRANCO et al., 2007).

Neste trabalho, o protocolo escolhido para indugao do processo de
regeneracao tecidual foi um orificio de 2 mm na orelha dos camundongos.
Primeiramente, avaliamos como as linhagens se comportariam em uma
inflamacao local frente a outro estimulo que ndo fosse o Biogel, e isso se
tornou possivel por meio da medida do edema formado no local da lesao,
pela quantificacdo da enzima MPO e o influxo celular apds estimulo.
Camundongos AIRmax>® apresentaram inchaco significativamente maior
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no terceiro dia de experimento do que os animais AIRmax??, sugerindo
uma modulacao do alelo S do gene Si/ci1lal na formacao de edema
(Figura 9). Além disso, camundongos AIRmax>° apresentaram também
maiores niveis da enzima MPO durante 6, 48, 72 e 96 horas de
experimento, e uma inversao desta resposta foi observada somente com
24 horas, onde animais AIRmax®? exibiram niveis mais altos da enzima
(Figura 10). Isso pode ter ocorrido porque neste periodo de inflamacao
as linhagens AIRmax foram selecionadas segundo os valores de
celularidade e proteinas mais altos contra o agente Biogel, e uma
influéncia dos genes reguladores da inflamacao pode estar modulando a
resposta para outro estimulo ndo sendo restrito somente ao agente
selecionador das linhagens a inflamacdao. No modelo da AIR, utilizando o
biogel como agente selecionador, uma diferenga de leucdcitos infiltrados
no local da injuria foi observada entre as sublinhagens AIRmax e AIRmin,
além disso, uma modulacao a favor do alelo R nos animais AIRmax e
AIRmiIn foi conferida (BORREGO et al., 2006).

Possivelmente, para os outros periodos analisados, a presenca do
alelo S nas sublinhagens AIRmax pode ter favorecido uma maior resposta
inflamatdria local a este estimulo especificamente e ainda, um maior
recrutamento celular, principalmente de neutrofilos, como pudemos notar
quantificando a enzima MPO. Esta avaliacao foi feita no intuito de verificar
a diferenca entre as linhagens com relacdao ao infiltrado inflamatorio de
uma forma indireta. Para justificar os resultados obtidos nos experimentos
de quantificacao da enzima MPO, caracterizamos o perfil celular presente
nas orelhas de camundongos que receberam a perfuracao
experimentalmente. Um baixo influxo celular foi observado em todos os
periodos avaliados (Figura 11), no entanto esta resposta corrobora com
os dados da literatura que indicam que a perfuracdao experimental € um
modelo minimamente invasivo (HEBER-KATZ, 1999). Embora poucas
células tenham migrado para a lesao, identificamos que o perfil celular na
orelha foi basicamente de células neutrofilicas e mononucleares (Figuras
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12 e 13). No caso dos neutrofilos (Figura 11), uma cinética semelhante
ao observado para deteccao da enzima MPO ocorreu (Figura 10),
sugerindo que a MPO significativamente detectada em AIRmax>° foi
provavelmente proveniente de neutréfilos, mas nao descartamos que
parte dessa MPO detectada também foi derivada de células monociticas,
pois uma grande porcentagem dessas células estavam presentes na
orelha dos camundongos. Outro fato que corrobora com o0s resultados
obtidos nestes estudos é que camundongos AIRmax?® ndo apresentam o
componente C5 do complemento (AMANO et al., 2009). A falta de C5a ou
seu receptor C5aR, por exemplo, confere uma diminuicao na quimiotaxia
de neutroéfilos, e ainda na desgranulacao de mastocitos e basoéfilos ndo so
no reparo de tecidos como também para outros estimulos (GUO e WARD,
2005; MONACO et al., 2003; ANTRUM e SOLOMKIN, 1986), resultando em
uma menor permeabilidade dos vasos e prejudicando uma possivel
resolucao da lesao. Isto poderia justificar uma menor formagao de edema
nestes animais e menores quantidades da enzima MPO durante as 6, 48 e
96 horas de experimento.

Atualmente varios estudos estao sendo desenvolvidos com o intuito
de identificar uma variedade de genes e seus produtos envolvidos na
regeneracao tecidual, ja@ que este processo é sabidamente complexo e
regulado por muitos genes (MASINDE et al., 2001; CLARK, 1998;
MCBREARTY et al., 1998).

Nossa primeira investigacao foi identificar quais genes seriam
diferencialmente expressos entre as sublinhagens AIRmax durante a fase
inflamatdria da regeneracao da orelha. Antes de iniciarmos uma analise de
expressao génica relativa, uma avaliagdo da expressao génica global no
periodo de 48 horas foi desenvolvida para que pudéssemos obter, de uma
sO vez, genes que apresentassem diferengas quanto a sua expressao.

Recentemente experimentos de nmicroarray realizados com
camundongos das linhagens AIRmax e AIRmin, estimulados com Biogel e
utilizando células de medula oOssea, indicaram varios genes
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diferencialmente expressos como Sicilial, Angl, IL8rb, Vegfa, Vegfb,
Fgfl, IL10, Csf3r, Alox12, Fgfi8, Icam2, IL9r, Itga2b, Itgb3, Mpo, Ccl3,
Ccl8, Ccl9, Ptgis, e Stat3 onde todos estdo envolvidos na angiogénese e
na inflamagao (CARNEIRO et al., 2009).

Avaliando a modulacao dos genes para o fendtipo de regeneracao
nos animais AIRmax”®? e AIRmax>° controles e experimentais, uma grande
diferenca foi observada quando os animais foram submetidos ao protocolo
de regeneracao tecidual, ou seja, os animais experimentais, 48 horas apos
a injuria, passaram a expressar mais genes quando foram estimulados a
regenerar.

Outro resultado interessante esta representado na Figura 14, onde
os animais AIRmax>> experimentais apresentaram 3 vezes mais genes
reprimidos em comparacdo aos camundongos AIRmax?®.

A partir disso, algumas questdes foram ressaltadas: Seriam estes
genes reprimidos os responsaveis pela diferenca de regeneracao tecidual
destes animais? E quais sao estes genes?

Os genes diferencialmente expressos foram agrupados em temas
bioldgicos de acordo com sua categoria funcional, sua localizacao
cromossOmica e sua representagao em relagdo ao genoma total por meio

do programa EASE.

Ambas as sublinhagens AIRmax®? e AIRmax>> demonstraram genes
ativados sobre-representados em temas bioldgicos relacionados a
proliferacdo celular, e somente os animais AIRmax~> apresentaram genes
ativados relacionados a resposta inflamatéria e, além disso, ressaltamos
que os animais AIRmax>> exibiram uma sobre-representacdo de um
grupo de genes reprimidos em uma categoria funcional relacionada a
contragdo muscular. O interessante dessa resposta € que a contragao
muscular esta mais relacionada com o processo de reparo e nao
regeneracdao, e nesta fase ha predominancia de miofibroblastos na
periferia da lesdao, os quais sao responsaveis pela diminuicdo da injuria e

deposicao adicional de matriz, corroborando desta forma com o reparo da
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lesao e formagao de cicatriz (MONACO e LAWRENCE, 2003). A repressao
de genes relacionadas a contracdao muscular ndo foi observada nos

animais AIRmax"~.

O envolvimento de genes ativados classificados em tema de
resposta inflamatdria na sublinhagem AIRmax®® , no inicio do processo,
contradiz alguns trabalhos que relatam a ma influéncia de eventos
inflamatdrios intensos para um reparo ou regeneragao bem sucedida, pois
a inflamagao prolongada induz fibrose tissular, mas a reacao intensa
resolvida rapidamente, como é o caso dos animais AIRmax, favorece o
microambiente da lesdao. Além disso, se a resposta inflamatéria minima
induzisse um fenotipo regenerativo, os animais AIRmin apresentariam
caracteristicas regenerativas, no entanto o observado nestes animais é
um processo de reparo sem regeneracao, no qual as orelhas permanecem
com o orificio aberto (REINES et al., 2008; DE FRANCO et al., 2007;
HARTY et al., 2003; LI et al., 2001).

Em seguida, validamos os resultados de expressao génica global por
meio da analise da expressao de RNA mensageiro nas orelhas dos animais
AIRmax?®® e AIRmax>> durante a fase inicial da regeneracdo tissular, ou
seja 6, 24 e 48 horas apos perfuracao das orelhas, e analisamos alguns

genes relacionados ao processo.

Os primeiros genes estudados que exibiram diferencas nos niveis de
transcritos entre os camundongos para 6, 24 e 48 horas apos injuria
foram as citocinas pro-inflamatorias Tnfa, I/6 e I/1b.

O gene Tnfa é sintetizado ap6s uma injuria aguda ou durante uma
infeccao e esta entre os mediadores mais potentes em uma resposta do
hospedeiro (LIN et al., 2000). As principais fontes de TNF incluem
mondacitos, macréfagos e células T, onde sdao abundantemente localizadas
no peritbneo e nos tecidos esplénicos (VAN BERGE HENEGOUWEN et al.,
1998). Outras funcgdes estdao atribuidas ao TNF como ativacao da

coagulacdao, promovendo a expressao ou liberacdo de moléculas de
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adesao, de prostaglandina E2, PAF, glicocorticdides, e eicosandides (VAN
DER POLL e LOWRY, 1995). Alguns estudos apontam que em periodos
tardios apds trauma, niveis significativos de TNF-a e IL-8 podem ser
observados (FERGUSON et al., 1998). Evidéncias com estes dados foram
observados em nossos experimentos, onde um aumento nos niveis
transcricionais em ambas as sublinhagens foi conferido para este gene no
decorrer da cinética (Figura 16).

Além do TNF-a outra citocina importante secretada na fase
inflamatdria é a IL-1B, é expressa predominantemente por neutrofilos
dentro de poucas horas apos a injuria, e atua como principal indutora de
guimicionas, entretanto, em uma fase mais tardia do processo de reparo
tecidual esta citocina passa a ser liberada também por macréfagos
(HUBNER et al., 1996). Atua molecularmente através de trés vias
classicas, sendo elas: a via MAPK, especialmente pela ERK, p38, e INK,
bem como NFkB (SAKLATVALA, 2006).

A expressao de I/l1b nas sublinhagens foi detectada somente nos
periodos de 24 e 48 horas, indicando que possivelmente neutroéfilos e
macrofagos, portadores da proteina funcional do gene Slc11a1, presentes
no local da injuria nestes periodos, estariam secretando altos niveis desta
citocina em animais AIRmax?, pois sabe-se que a proteina SLC11A1 estd
envolvida na producdao de IL-1 durante a ativacao dos neutrofilos e
macrofagos (Figura 18).

A citocina IL-1a também participa de forma importante durante o
processo de regeneracao da pele, pois esta é produzida por varios tipos
celulares como neutréfilos, macréfagos, fibroblastos e queratinécitos no
local do estimulo (ISHIDA et al., 2006; SATO e OHSHIMA, 2000). Outros
estudos apontaram o papel da IL-1 agindo local e sistemicamente, dando
inicio a eventos celulares na regeneracao de tecidos, como a inducdo da
migracao de células inflamatdrias, re-epitelizacdo e uma aceleragao na
formacao de uma nova epiderme (LIAN et al., 2008; SATO e OHSHIMA,
2000; ROBERTSON et al., 1995).
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Nos nossos resultados uma repressao deste gene foi observado com
6 horas de tratamento nos animais AIRmax>>, mas no decorrer da cinética
as sublinhagens apresentaram baixa expressao de I/l1a (dados nao
mostrados). Possivelmente a repressao observada com 6 horas de
tratamento possa ter impedido a migracao de varias células inflamatodrias
gue agravassem ainda mais o local estimulado favorecendo a regeneracao
nesses animais.

Em relagao a IL-6, esta desempenha um efeito muito similar ao da
IL-1 e, além disso, participa na iniciacao da inflamagdao e na manutencgao
de uma inflamacdo cronica, induzindo a ativacao de linfocitos T,
finalizando a diferenciacao de linfocitos B e a secrecao de imunoglobulinas
(SHI e PESTKA, 2008; GUERNE et al., 1999). Niveis elevados desta
citocina foram encontrados somente as 6 e 24 horas apods injuria, e
novamente camundongos que apresentaram regeneragao tissular tardia
comparado aos animais AIRmax>>, ou seja, animais AIRmax?R, exibiram
altos niveis de RNAm para I/6, indicando que mais um gene que atua na
fase inicial deste processo esta aumentado nestes animais, e que estes
fatores em conjunto estariam promovendo uma inflamagcao mais intensa
inicialmente nesses animais, resultando em uma regeneragao retardataria
(Figura 17). Além da participacao desta citocina em um fendtipo de
regeneracao tecidual, esta também é secretada em altas quantidades em
pacientes com doencas autoimunes como, artrite reumatoide, lUpus
eritematoso sistémico, doenca de Crohn’s e psoriase (GABAY, 2006;
ISHIHARA e HIRANO, 2002).

Outro gene estudado de extrema importancia durante o
remodelamento de tecidos é o Tgfb, o qual faz parte de uma superfamilia
de genes que codificam proteinas que regulam diferentes processos
fisiolégicos incluindo desenvolvimento embrionario, homeostase, reparo
tissular, quimiotaxia e controle do ciclo celular (LEASK e ABRAHAM et al.,
2004; MASSAGUE, 1998; MCCARTNEY-FRANCIS et al., 1998). Suas
principais fontes de secrecao sao as plaquetas, fibroblastos e macrofagos
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que estao localizados na injuria e, além disso, participam como atrativos
e/ou inibidores de queratindcitos, fibroblastos e na migracao de células
inflamatdrias, agem ainda na regulacao da sintese de colageno e na
modulagao de modificagcdes da matriz via efeitos inibidores por conta da
matriz metaloproteinases e inibidores de MMP (LEASK e ABRAHAM et al.,
2004; WERNER e GROSE, 2003).

Adicionalmente, o TGFp induz a diferenciacao de fibroblastos em
miofibroblastos, um tipo celular importante na diminuicdo da injuria
durante o processo de reparo tissular, sinalizado pela sintese ativa de
constituintes de tecido de granulagao, incluindo colageno e fibronectina
(BOUKHALFA et al., 1996).

Em estudos realizados por Werner e Grose (2003), camundongos
nocaute para Tgfb apresentaram melhor reparo, menos tecido de
granulacao e deposicao reduzida de colageno.

Diferente de todos os outros genes testados, camundongos
AIRmax®? exibiram uma expressdo deste gene constante durante toda a
cinética, ja camundongos AIRmax>° apresentaram uma repressao com 6
horas de lesdao, um pico nos niveis transcricionais com 24 horas, € uma
diminuicao da expressao de Tgfb nas 48 horas de experimento,
apresentando expressao do gene semelhante aos animais AIRmax
portadores do alelo R (Figura 19). Embora as sublinhagens tenham
apresentado sutis diferencas na expressao de Tgfb, a expressao para este
gene se manteve baixa em todos os periodos analisados tanto em
AIRmax®® quanto em animais AIRmax>®, sugerindo que esta baixa
expressao favoreceu a regeneracao tissular sem a formagao de cicatriz
nas orelhas destes animais, corroborando com os dados da literatura
(WERNER e GROSE, 2003; BOUKHALFA et al., 1996).

A Caspase 8 participa como membro das proteases, e esta envolvida
na apoptose, producao de citocinas, e na participagao de uma resposta
defensiva contra infeccbes e injurias (BEN MOSHE et al., 2007). Como
todas as caspases, a Caspase 8 é sintetizada como pré-caspase inativa e
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passa a ser ativada por meio de clivagem proteolitica, embora também
possa ser autoativada apds recrutamento para dentro de um complexo
multimérico ou por meio de outras caspases (KRUIDERING e EVAN,
2000).

Segundo Ben Moshe e colaboradores (2007) uma rapida
regeneracao foi observada em lesodes de figado na auséncia da Caspase 8,
resultando em uma geragao reduzida de mediadores que estimulam o
crescimento (BEN MOSHE et al., 2007). A expressao do gene Casp8
também foi testada durante os experimentos, mas em todos os periodos
avaliados animais AIRmax>° exibiram repressdo deste gene enquanto
camundongos AIRmax"*® apresentaram expressdo pouco relevante com 6
horas de lesdo. Pode ser que a auséncia de modulacao inicial deste gene
durante o processo de regeneracao tecidual tenha favorecido o
microambiente da lesao por causa de uma reduzida liberacao de
mediadores como citocinas e fatores de crescimento, e assim, uma
regeneracao eficiente nos animais AIRmax portadores do alelo S p6de ser
observada (dados nao mostrados).

Além das citocinas e alguns genes estudados localizados no
cromossomo 1, proximo ao gene Sicilal, outros reguladores
inflamatdrios também foram avaliados, entre eles estao as quimiocinas, as
quais regulam o recrutamento de subtipos de leucocitos, contribuem para
a regulacdao da epitelizacdo, remodelamento tecidual e angiogénese
(GILLITZER e GOEBELER, 2001).

O receptor do tipo beta da Interleucina 8 (IL8rb), localizado no
cromossomo 1 do camundongo e préximo da regido onde esta o gene
Silci1al, é o homoélogo murino do CXCR2, integra a superfamilia de
receptores acoplados a proteina G, e é expresso em neutroéfilos, mondcitos
e células T (MURPHY, 1997). Este receptor se acopla a membros da
familia de quimiocinas CXC contendo o motivo ELR*, e ainda, esta

fortemente relacionado a quimiotaxia de neutréfilos em resposta a uma
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injuria tecidual e a muitos tipos de infeccoes (ACOSTA et al., 2008;
JOHNSTON et al., 2005; SUE et al., 2004; TSAI et al., 2000).

Camundongos deficientes de CXCR2 apresentaram
neovascularizagdo comprometida, recrutamento de neutrdfilo debilitado e
de mondcitos alterado, e ainda diminuicdo da secrecao de IL-18 no local
da injuria (DEVALARAJA et al., 2000). O mesmo perfil de resposta
encontrado na expressao do gene Tnfa foi observado para o gene I/8rb, ou
seja, um aumento nos niveis transcricionais em ambas as sublinhagens foi
conferido para este gene no decorrer da cinética (Figura 20), isso pode
ter ocorrido porque algumas citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a
induzem a producao de IL-8 (ASAGOE et al., 1998).

Outra quimiocina estudada integrante da familia de quimiocinas CXC
foi a Cxcl2. Esta quimiocina também esta envolvida fortemente no efeito
quimioatraente sobre neutréfilos e exibem potente atividade angiogénica
(MURPHY, 1997; STRIETER et al., 1995). Uma expressao
significativamente superior do gene Cxc/2 foi obtida em todos os periodos
analisados em animais AIRmax>> em comparacdo aos animais AIRmax®?
(Figura 21). Uma das hipdteses é que a expressao exacerbada desta
quimiocina possa ter conferido a esses animais precocemente
regeneradores um influxo neutrofilico maior no inicio da inflamacao
decorrente do estimulo. Esta quimiocina também estd fortemente
envolvida na angiogénese, porém nenhum experimento foi desenvolvido
durante esta fase do processo.

Outras citocinas como IL-12p35 e IL-18 foram nossos objetos de
estudo, estas citocinas atuam como reguladoras das repostas imunes em
geral, além do mais, sao extremamente importantes porque regulam a
resposta inata durante uma infeccao e determinam o tipo e a duracao da
resposta imune adaptativa (WATFORD et al., 2003), entretanto nao foi
possivel detectar expressao destes dois genes nos periodos avaliados.

Niveis de transcritos para o gene Ifng também ndo foram
detectaveis nos experimentos em nenhum periodo avaliado, isso pode ter
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ocorrido devido a auséncia de expressao dos genes I/12 e I/18, pois esta
descrito na literatura que a combinacao destas duas citocinas induz a
producao de IFNy pelas células apresentadoras de antigeno (O'DWYER et
al., 2006; WATFORD et al., 2003).

Genes envolvidos na regulagao da inflamacao e na funcao de células
apresentadoras de antigeno apresentaram-se diferencialmente expressos
nas analises de expressao génica global e, portanto, foram testados em
reacoes de qPCR (ver em resultados), estes genes foram Dap12, Treml1 e
Trem2.

A DAP12 foi originariamente identificada como uma molécula
adaptadora transmembranica, a qual se une a receptores de células NK
como, KIR2DS e NKG2D, e receptores de células mieldides, incluindo
SIRP-18, MDL-1, TREM-1, TREM-2 e TREM-3 (COLONNA, 2003; LANIER e
BAKKER, 2000; TOMASELLO, 1998).

Existem algumas indicacdes que o Trem1 possui uma ligacao direta
entre a imunidade adaptativa, bem como a imunidade inata (BOUCHON et
al., 2000). Esta hipotese é sustentada pela habilidade do Treml em
aumentar a producao de neutrofilos e quimiocinas, as quais recrutam
linfocitos efetores no local inflamado. Este receptor é conhecido como
amplificador de respostas imunes estimulando quimiocinas pro-
inflamatdrias e citocinas (BLEHARSKI et al., 2003). Ainda, a producdo de
IL-8, um potente quimioatraente de neutrdfilos, é fortemente induzido
pela interacao de Trem1, seguido pela producao de MCP-1, MCP-3 e MIP-
la (BLEHARSKI et al., 2003; COLONNA, 2003). Essa interacao de Treml
também induz granulodcitos a liberarem mieloperoxidase, mas ndo induz
fagocitose (BOUCHON et al., 2000). A habilidade do receptor Treml em
aumentar a producao de neutrofilos e quimiocinas e ainda induzir a
liberacao de MPO pode explicar alguns fatos curiosos encontrados em
nossos experimentos. Uma maior expressao de Treml1 pelos animais
AIRmax"®f foi observado em nossos experimentos com 24 horas (Figura
23), corroborando com os resultados de MPO, pois altos niveis dessa
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enzima foram detectados no local da injuria neste periodo. Com 48 horas
de inducdo ao processo de regeneracdo tecidual, animais AIRmax>®
exibiram niveis transcricionais significativamente mais altos de Trem1 e
também altas quantidades da enzima MPO (Figuras 23 e 10).

Enquanto a principal funcdo do Treml esta relacionada aos
granuldcitos e mondcitos/macrofagos, a do Trem2 esta em controlar
principalmente a funcao de outras células mieldides incluindo células
dendriticas, osteoclastos e micréglia, deste modo indicando que enquanto
o Trem1 amplifica a inflamacdao, a sinalizagcao do Trem2 atua de forma
anti-inflamatoéria (GIBOT et al., 2007; HAMERMAN et al., 2006; KLESNEY-
TAIT et al., 2006; TURNBULL et al., 2006), além disso, células dendriticas
ativadas induzem uma reducao na regulacao da expressao de TremZ2
(COLONNA, 2003; BOUCHON et al., 2001). A expressao de TremZ2 foi
observada somente as 24 e 48 horas apos injuria, sendo a expressao em
48 horas significativamente maior nos animais AIRmax®® quando
comparado aos animais AIRmax>° (Figura 24). No geral, camundongos
AIRmax®? exibiram uma maior expressdo dos genes testados do que os
animais AIRmax portadores do alelo S, ou seja, quimiocinas e citocinas
envolvidas em um processo inflamatorio durante a regeneracao tissular
estao aparentemente atuando mais intensamente e precocemente nestes
animais, o que explica uma maior expressao de TremZ2 nos animais
AIRmax®® diminuindo a inflamac&o e iniciando a resolucdo da les3o.

Alguns tipos de proteases também sdao extremamente importantes
durante a fase de remodelamento, uma destas proteases sao as MMPs.
Constituem uma familia de endoproteases envolvidas na degradacao dos
componentes da matriz extracelular, e sao produzidas por diferentes
células como, por exemplo, fibroblastos, macréfagos, eosinofilos, mas em
particular por polimorfonucleares (PMN) (BJARNSHOLT et al., 2008;
GOUREVITCH et al., 2003).

A producao de MMP é estimulada por citocinas, fatores de
crescimento e pelo contato célula-célula, além disso, é importante
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ressaltar que estas proteases ndao sao expressas em um tecido saudavel,
pelo contrario, podem ser detectadas em todos os processos de reparo e
de regeneracao, em tecidos lesados e inflamados, e em todas as culturas
celulares em crescimento (BJARNSHOLT et al., 2008; PARKS et al., 2004).
Além disso, participam na primeira fase do processo de reparo removendo
tecidos revitalizados, ja na fase de regeneragao, sao necessarias para
angiogénese, na migracao de fibroblastos e queratindcitos, e epitelizagao
(BJARNSHOLT et al., 2008). Por outro lado, alguns trabalhos sugerem
que elevados niveis de MMPs ativa impedem o reparo tissular (IKEMA et
al., 2006; LOBMANN et al., 2005; DE BENTZMANN et al., 2000).

Uma das MMPs estudada neste trabalho foi a MMP9. A MMP-9
secretada por PMN possui um papel central na degradacao das proteinas
de matriz extracelular. OWEN e colaboradores (2003) demonstraram
neste trabalho que a interacdo de MMP-9 na membrana plasmatica de
PMN permite que estas nao sejam inibidas pelo TIMPs (inibidores teciduais
de metaloproteases), deste modo estas podem alterar o balanco
proteolitico pericelular a favor da degradacao da matriz extracelular
(OWEN et al., 2003). Essa degradacao possivelmente permite a migracgao
de neutroéfilos ao local da injuria, e uma vez que estes neutrofilos migrem
e se ativem, altas quantidades de MPO sao produzidas. Nossos resultados
demonstraram um aumento similar relevante nos transcritos para Mmp9
entre os animais AIRmax portadores dos alelos R ou S do gene Sicilal
durante as 24 e 48 horas de injuria, indicando que ndo existe diferencas
entre as sublinhagens no que se diz respeito ao envolvimento das MMPs
(Figura 25).

Apés a realizacao de todos esses experimentos observamos algumas
evidéncias que favoreceram a regeneracdo tecidual nos animais AIRmax>>
comparados aos animais AIRmax??. No geral, animais AIRmax>° exibiram
resposta inflamatdria mais intensa e tardia em comparagao aos animais
AIRmax?R, por meio de formacdo de edema, niveis de MPO, influxo celular
e expressao de genes moduladores deste fendtipo no inicio do processo.
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Possivelmente, a regeneracdo retardada observada nos animais AIRmax"?
pode ter ocorrido pelo fato desses animais apresentarem uma resposta
inflamatdria mais intensa no inicio do processo em resposta a perfuracao
da orelha, e o envolvimento do alelo funcional do gene promoveu-lhes
uma melhor ativacdo de neutréfilos e macrofagos no local da lesdao. A
ativacao eficiente dessas células deve ter proporcionado altas producoes
de citocinas agravando o local inflamado, inferindo em uma lesao
acentuada, resultando em uma regeneracao tardia.

Mais estudos devem ser realizados para uma completa elucidagao
dos mecanismos genéticos e celulares envolvidos na regeneracdao de
tecidos, porém as linhagens de camundongos utilizadas em nosso estudo
contribuiram na identificacdo de genes moduladores durante a fase

inflamatdria em um tipo de regeneragao epimorfica.
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6 CONCLUSOES

Animais AIRmax>° apresentaram resposta inflamatéria local intensa e
tardia em resposta a perfuracdao da orelha em relacdo aos animais
AIRmax"®?, por meio da formacdo de edema, pelos niveis de MPO, e
pela predominancia de neutréfilos na lesdao durante a fase inflamatdria

do processo de regeneracao tissular.

Ensaios de expressdao génica global demonstraram genes
diferencialmente expressos entre as sublinhagens, evidenciando genes
sobre-representados no tema bioldgico proliferacao celular em ambas
sublinhagens, enquanto somente nos animais AIRmax>° ocorreu sobre-
representacdo para resposta inflamatdria nos genes ativados e para

contragao muscular nos genes reprimidos.

Os resultados obtidos nos experimentos de expressdao génica global
foram validados por reacoes de PCR em tempo real. Uma modulagao do
alelo S do gene Sici11al nos animais AIRmax promoveu uma baixa
expressao de genes envolvidos nas primeiras horas da fase
inflamatdria deste processo, favorecendo desta forma a regeneracao do

orificio na orelha destes animais.
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