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EPiIGRAFE

Um velho monge disse ao seu discipulo: “Dentro de mim vivem
dois caes: Um deles ¢ bondoso, diligente, gentil e amigavel; o
outro ¢ violento, interesseiro, desconfiado e traicoeiro. Eles
vivem brigando entre si.” O discipulo entdo perguntou: “Entdo,
dentre os dois, quem vencerd?” Ao que o mestre entao

respondeu:

“Aquele que eu alimentar.”

‘Antiga pardbola japonesa’



RESUMO

HOSOMLI, F. Y. M. Efeitos da delecio do gene para conexina 32 sobre aspectos pro e
anti-inflamatorios no modelo de desmielinizacao toxica do brometo de etidio. [Effects of
deletion of the connexin 32 gene on pro and antiinflammatories effects in the ethidium
bromide toxic demyelination model]. 2010. 68 f. Dissertagdo (Mestrado em ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

As jungdes comunicantes sdo estruturas celulares que permitem o transito de moléculas entre
as células, desempenhando fungdes de sinalizacdo e transporte intercelular. Sdo formadas por
proteinas denominadas conexinas e representam estruturas-chave no funcionamento de
tecidos altamente complexos e integrados, como o sistema nervoso central (SNC). O presente
estudo avalia os efeitos da delecdo da conexina 32 (Cx32) na inflamagdo e
regeneragdo/cicatrizacdo do SNC apos 1, 3, 7, 10 e 20 dias pos-inje¢do intracerebral de
brometo de etidio em camundongos deletados para Cx32 e camundongos normais. Para tanto,
quantificou-se a expressdo dos genes para fator de necrose tumoral alfa (TNFa), fator de
crescimento transformador beta 1 (TGFB1), metaloproteinase 3 (MMP3), metaloproteinase 9
(MMP9) e inibidor tecidual de metaloproteinases 1 (TIMP1), através de PCR em tempo real.
Os resultados indicam varidveis diferengas no padrdao de expressdo, incluindo variacdo na
expressdo de todos os genes pesquisados no periodo de 3 dias pos-inje¢do, apice dos
mecanismos de inflamag¢do aguda. Estes resultados sugerem que a conexina 32 pode
desempenhar fungdes importantes na sinalizagdo molecular do processo inflamatorio e

regenerativo/cicatricial do sistema nervoso central.

Palavras-chave: Conexinas. Camundongos. Encefalite. Brometo de etidio.



ABSTRACT

HOSOMI, F. Y. M. Effects of deletion of the connexin 32 gene on pro and
antiinflammatories effects in the ethidium bromide toxic demyelination model. [Efeitos
da delecdo do gene para conexina 32 sobre aspectos prd e anti-inflamatdérios no modelo de
desmielinizagdo toxica do brometo de etidio]. 2010. 68 f. Dissertagao (Mestrado em ciéncias)

— Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2010.

Gap junctions are cellular structures that allow transit of molecules between cells, performing
intercellular signaling and transportation. They are formed by proteins denominated
connexins and represent key structures in highly complex and integrated tissues, such as the
central nervous system (CNS). The present study evaluates the effects of connexin 32 (Cx32)
deletion upon CNS inflammation and regeneration/cicatrization after 1, 3, 7, 10 and 20 days
after intracerebral injection of ethidium bromide in Cx32 Knock Out and normal mice. To
accomplish so, Real Time PCR gene expression quantification was performed uppon tumour
necrosis factor alpha (TNFa), transforming growth factor beta 1 (TGFf1), metalloproteinase
3 (MMP3), metalloproteinase 9 (MMP9) and tissue inhibitor of metalloproteinases 1(TIMP1)
genes. Results indicate variable differences in the expression pattern, including difference in
expression of all evaluated genes in the 3 days after injection period, apex of the acute
inflammation mechanisms. These results suggest that Cx32 may perform important functions

on molecular inflammatory and regenerative/cicatrization signalling in the CNS.

Keywords: Connexins. Mice. Encephalitis. Ethidium bromide.
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1 INTRODUCAO

Nas tultimas décadas, tem—se observado no panorama mundial, principalmente nos paises
desenvolvidos, o aumento da longevidade nas populagdes humanas, com subsequente aumento da
porcentagem de cidaddos idosos. Este aumento da idade média pode ser atribuido, entre outras
causas, aos avangos da medicina e a melhorias na qualidade de vida, com incremento do acesso a
informagao e sanidade basica (LICHTENBERG, 2000; OMS, 2004). Nestes paises, observa-se
também o aumento da longevidade nos animais de companhia, com propor¢do cada vez maior de
animais atingindo idades mais avancadas. Curiosamente, estes animais desenvolvem afec¢des
ligadas a senilidade de forma semelhante e correlacionada com afec¢cdes humanas, como
neoplasias, distarbios locomotores e neurologicos, entre outras.

Desta forma, os estudos de modelos de afec¢des em animais, além de contribuirem com a
determinagdo da patogenia, terapéutica e analise de casuistica em medicina veterindria, permitem
também o aprofundamento dos conhecimentos na medicina humana, com inegavel beneficio ao
avango cientifico. Os camundongos, sendo pequenos, resistentes e de reproducdo rapida, se
tornaram o principal organismo-modelo para estudos em genética molecular. Muitas mutagdes de
ocorréncia natural sdo conhecidas, muitas vezes imitando os efeitos das mutacdes correspondentes
em humanos (ALBERTS et al., 2007).

As jungdes celulares comunicantes (ou juncdes tipo GAP) sdo elementos de comunicacao
intracelular e intercelular presentes na maioria dos tecidos € que permitem a passagem de
moléculas de até 1kDa, como nutrientes, metabolitos, moléculas sinalizadoras etc
(DERMIETZEL; SPRAY, 1993). Estas jungdes sdo formadas por conjuntos de proteinas
conhecidas como conexinas (Cx), as quais sdo subdivididas e classificadas em dezenas de
subtipos, entre ela a conexina 32. Para investigar a importancia e as fun¢des da conexina 32, foi
desenvolvida uma linhagem especifica de camundongos na qual o gene para a conexina 32 nao ¢
expresso. Utilizando-se esta linhagem de camundongos, o presente trabalho avalia os efeitos da
deleg¢do do gene para a conexina 32 sobre a expressao génica de diferentes genes relacionados ao
estimulo e ao controle do processo inflamatdrio, assim como 0s processos regenerativos e
cicatrizantes que ocorrem no sistema nervoso central (SNC) apds um estimulo produzido por uma
injecao de brometo de etidio. Para tanto, utilizou-se o recurso da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real para avaliar a expressdo dos genes para fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), fator de crescimento transformador beta 1 (TGFB1), metaloproteinase 3 (MMP3),
metaloproteinase 9 (MMP9), inibidor tecidual de metaloproteinases 1 (TIMP1) e Gliceraldeido 3-
fosfato de-hidrogenase (GAPDH).
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2 OBJETIVOS

Investigar a importancia e as fungdes da conexina 32 no processo inflamatério e

reparador/cicatrizante do SNC

2.1 Objetivos especificos

Avaliar comparativamente animais selvagens (Wild type ou WT) e deletados (Knock Out
ou KO) quanto a expressdo dos genes para fator de necrose tumoral alfa (TNFa), fator de
crescimento transformador beta 1 (TGFB1), metaloproteinase 3 (MMP3),
metaloproteinase 9 (MMPY), inibidor tecidual de metaloproteinases 1 (TIMP1) e
Gliceraldeido 3-fosfato de-hidrogenase (GAPDH) em seu estado normal (Grupos
testemunha);

Avaliar comparativamente animais selvagens (Wild type ou WT) e deletados (Knock Out
ou KO) quanto a expressdo dos genes para fator de necrose tumoral alfa (TNFa), fator de
crescimento transformador beta 1 (TGFB1), metaloproteinase 3 (MMP3),
metaloproteinase 9 (MMP9), inibidor tecidual de metaloproteinases 1 (TIMP1) e
Gliceraldeido 3-fosfato de-hidrogenase (GAPDH) nos periodos de 1, 3, 7, 10 e 20 dias
pos-injegdo de brometo de etidio (Grupos experimentais);

Avaliar a evolucdo da expressdo dos referidos genes ao longo dos periodos de 1, 3,7, 10 e
20 dias pos-injecao de brometo de etidio separadamente em cada linhagem estudada (WT
ou KO);

Padronizar as técnicas de coleta e armazenamento de material, extracdo de acidos
nucléicos, transcri¢do reversa, PCR em tempo real ¢ analise de dados para estudos em
sistema nervoso central para utilizagdo no Laboratério de Neuropatologia Experimental e

Comparada.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estrutura dos seres vivos — Células, tecidos, orgios e sistemas

Um organismo, para ser considerado “vivo”, deve ser capaz de trés acdes basicas:
“nascer”, “multiplicar-se ou reproduzir-se” e “morrer”. A célula ¢ a unidade estrutural e
funcional basica de todos os organismos vivos conhecidos. Ela é a menor unidade da vida que
pode ser classificada como uma entidade viva e ¢ frequentemente referida como o “bloco de
constru¢do” da Vida. Alguns organismos, como a maioria das bactérias, sdo unicelulares
(consistem de uma Unica célula). Outros organismos, como o0s seres humanos, sao
multicelulares (possuindo cerca de 10 trilhdes de células, ou 10" células). Nestes organismos,
todas estas células encontram-se organizadas na forma de tecidos (como o tecido muscular, o
tecido nervoso etc) e Orgaos (como o coragdo, o cérebro etc). Mas qualquer que seja o
organismo (uni ou multicelular), a célula ¢ o veiculo no qual estd contida toda a informagao
genética do individuo (ALBERTS et al., 2007).

Um sistema (ou aparelho) organico ¢ um conjunto de orgdos que funcionam em
conjunto para desempenhar uma funcdo. Sdo exemplos de sistemas (ou aparelhos) organicos o
sistema respiratério (nariz, laringe, traqueia, pulmdes etc), o circulatdrio (coracdo, artérias,
veias, capilares etc) etc. Entre estes sistemas, encontramos o sistema nervoso (SN), uma
complexa rede de células cuja fungdo ¢ integrar, coordenar e controlar as diferentes atividades
dentro de um organismo e deste organismo com seu ambiente (e outros organismos)

(ALBERTS et al., 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

3.2 A estrutura da célula e o dogma central da biologia

Como visto anteriormente, a célula ¢ a menor estrutura de um organismo que se pode
considerar “viva”. Nos organismos eucariotos (como os seres humanos, os cdes, 0s
camundongos etc) as células sdo formadas por um revestimento lipoproteico em bicamada
(denominada membrana plasmatica), o qual ¢ preenchido por uma substancia coloide

complexa (citoplasma), na qual encontram-se imersas diferentes estruturas funcionais
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(organelas) e um (ou mais) nucleo(s) (Figura 1). E no ntcleo onde encontramos a maior parte
da informag¢dao genética da célula, organizada na forma de cadeias de 4cido

desoxirribonucleico ou DNA.

Figura 1 — Representacdo esquemadtica da célula eucariota, mostrando as organelas. 1, nucléolo; 2, nucleo; 3,
ribossomo; 4, vesicula; 5, reticulo endoplasmatico rugoso; 6, aparelho de Golgi; 7, citoesqueleto; 8,
reticulo endoplasmatico liso; 9, mitocondrias; 10, vacuolo; 11, citoplasma; 12, lisossomo; 13,
centriolos em centrossomo. De Creative Commons Attribution-ShareAlike License

As informacgdes genéticas encontram-se codificadas no DNA na forma de genes, a
unidade bésica da hereditariedade de um organismo vivo. Desta forma encontramos no DNA
basicamente toda a informac¢do de um organismo e todas as instru¢des para a produgdo e
funcionamento das diferentes substancias que o compde, entre elas os carboidratos (ou
acucares), os lipideos (6leos ou gorduras) e as proteinas. As proteinas (ou polipeptideos) sdo
compostos formados por cadeias de estruturas menores denominadas aminoacidos
(peptideos). Em ultima instancia, pode-se considerar que as proteinas s3o as moléculas mais
importantes responsaveis pela estrutura (anatomia) e fungdes (fisiologia) de um organismo,
pois elas catalizam e permitem a maior parte dos processos que ocorrem nas células.

Para que a infomagdes codificadas contidas nos genes (no DNA) possam ser
traduzidas na forma de proteinas, ¢ necessaria a participacdo de moléculas intermediarias de
uma substancia denominada acido ribonucleico ou RNA. Existem diferentes tipos de RNA,
entre eles o chamado RNA mensageiro (RNAm), responsavel por intermediar o fluxo da
informagdo genética do DNA para RNA (em um processo denominado transcri¢cao) e do RNA
para proteinas (em um processo denominado tradug¢do) (ALBERTS et al., 2007). Esta relacao
em fluxo, juntamente com a capacidade do DNA de replicar-se, foi denominada “Dogma
central da biologia molecular” (Figura 2), tal como proposto por Francis Crick, um dos

responsaveis pela descoberta do DNA. Ao longo dos anos, novas vias de sintese foram
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descobertas e adicionadas ao dogma. Desta forma, temos atualmente que: O DNA ¢ capaz de
se duplicar (replicacdao); o DNA ¢ capaz de originar uma molécula de RNA (transcri¢ao); o
RNA ¢ capaz de originar uma molécula de proteina (traducdo); o RNA ¢ capaz de originar
uma molécula complementar de DNA (transcri¢do reversa); uma molécula de RNA ¢ capaz de
originar uma versao complementar de si (replicagdo de RNA); o DNA ¢ capaz de originar

proteinas (traducao direta) (MCCARTHY; HOLLAND, 1965; ALBERTS et al., 2007).

REPLICAGAO DO DNA
. (DNA -> DNA)
DNA, Polimerase

DDA DNA

TRANSCRIGAO TRANSCRIGAO
REVERSA (DNA -> RNA)

Transcriptas€rev. RNA. Polimerase

T T RNA Senso (+) RNASenso () pffT T TT MypfTT

REPLICAGAO DO RNA
(RNA-> RNA)

TRADUGAO o .
DIRETA TRADIJQAO RNA POLIMERASE
(RNA ->Proteina) RNA DEPENDENTE
Ribossomos
O-0-0-0-0-0O-O PROTEINA

Figura 2 — Diagrama mostrando o Dogma central da biologia molecular expandido. Modificado de Creative
Commons Attribution-ShareAlike License

O tipo e a quantidade de genes que sdo codificados-transcritos-traduzidos em um
organismo ¢ o que determina tudo aquilo que este organismo ¢ e tudo aquilo que este
organismo faz (embora a maioria das sociedades humanas admita existir “algo mais”). Uma
das formas que os organismos usam para controlar o processo de transcricdo ¢ denominada
expressdo génica, um complexo mecanismo bioquimico mediado por metilagdes, acetilagdes e
outras alteracdes fisico-quimicas entre 0 DNA e o RNA. A expressdo génica pode ser medida

através de um método denominado Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, método

este utilizado no presente trabalho e explicado posteriormente.

3.3 O sistema nervoso e suas células

Para fins didaticos, o sistema nervoso de organismos vertebrados (com algumas

variagdes) como o ser humano, o cdo, o camundongo etc ¢ dividido entre sistema nervoso
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central (SNC, composto pelo encéfalo e pela medula espinhal) e o sistema nervoso periférico

(SNP, composto pelos nervos periféricos). O sistema nervoso ¢ composto por diferentes

células, entre elas os neuronios e as células da glia (astrécitos, oligodendrocitos, microglia,

células de Schwann etc):

Os neurdnios: Sao células altamente especializadas responsaveis pela geracao,
processamento, transmissdo e recep¢do de sinais eletro-quimicos (sinapses, entre
outros). Sdo formadas, grosso modo, por um corpo celular (ou soma, onde se localiza
o nlicleo) e um axdnio e seu terminal. O axdnio ¢ um basicamente um prolongamento
do corpo celular e ¢ responsavel pela conducdo do impulso nervoso até outra(s)
célula(s). Em muitos neurdnios, o axonio encontra-se envolto por uma bainha de
substancia isolante (como um fio elétrico), denominada mielina (Figura 3).

Os astrocitos: Sao células em formato de estrela (astro) presentes no encéfalo e na
medula espinhal. S3o responsaveis por diferentes funcdes, entre elas fungdes
estruturais, suporte metabdlico, regulacdo do equilibrio organico (homeostase),
modulacdo da comunicagdo intercelular, vasomodulacdo, promocdo da atividade
mielinizante, constituicdo e manutencdo da barreira hemato-encefalica, constituigdo e
manuten¢do da membrana de glia limitante e reparos no sistema nervoso central.

A micréglia: Sao células com atividade de defesa (macrofagos) residentes do sistema
nervoso e sao responsaveis pela sua protegdo e manutencao, através da elicitacao de
resposta inflamatdria, remog¢ao de debris celulares e outras substancias, apresentagdo
de antigenos, mecanismos de citotoxicidade e promoc¢ao do reparo.

Oligodendroécitos: Sdo células de suporte aos neurdnios, sendo responsdveis pela
produ¢do e manutengdo da mielina no sistema nervoso central e pela regulagdo do
microambiente perineuronal. Um tnico oligodendrocito pode produzir até 300 nodos
de mielina, em centenas de neuronios diferentes simultaneamente.

Células de Schwann: Sao células de suporte aos neurénios e sdo responsaveis pela
producdo e manutengdo da mielina no sistema nervoso periférico (Figura 3)
(ALBERTS et al., 2007, JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Em condi¢des
especificas em que a integridade da glia limitante ¢ comprometida, células de
Schwann sdo capazes de promover a remielinizagdo de axonios no sistema nervoso

central (GRACA, 1989).
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Dendrito Terminal axonal

Nodo de Ranvier
Corpo celular

Bainha de mielina

Nucleo

Figura 3 — Diagrama da estrutura basica de um neurdnio do SNP, mostrando a bainha de mielina. De Creative
Commons Attribution-ShareAlike License

3.4 Inflamacio, regeneracio e cicatrizacio

A inflamacao (do latim /nflammatio) constitui-se de uma reacao altamente complexa e
estereotipada do organismo a uma lesdo, objetivando a cura do organismo. Ela inicia-se
imediatamente apdés a ocorréncia do estimulo lesivo e termina com a
cura/regeneragdo/cicatrizagdo da lesdo ou com a morte do organismo. Ela caracteriza-se
classicamente por seu cinco sinais cardeais (tais como definidos por Celsus e Galeno): Calor,
rubor, tumor, dor e perda de fungdo. E mediada por diferentes eventos de ordem vascular
(vasodilata¢dao, aumento da permebilidade vascular etc), celular (quimiotaxia de leucdcitos,
fagocitose etc) e molecular (liberagdo de fatores pro-inflamatérios, anti-inflamatorios, fatores
troficos, quimiotaticos etc), sendo finamente controlada por diversos mecanismos
regulatorios.

A regeneragdo ¢ a restituicdo de um tecido perdido ou lesado ao seu estado original, tal
como era antes da ocorréncia da lesdo. Ela é observada, por exemplo, apds a remog¢do de
lobos hepaticos (hepatectomia parcial), na qual observa-se a restituicdo praticamente total do
figado, através da multipliacdo e reposicdo por células de tipo idéntico ao das células
perdidas. J4 a cicatrizagdo ¢ a restitui¢do de um tecido lesado pela deposi¢do de um tecido de
tipo diferente ao que foi perdido. Ela ¢ observada, por exemplo na pele, quando apds um corte
ou lesdo que comprometa as células epiteliais, verifica-se a proliferacdo de fibroblastos e
deposicao de colageno, por vezes terminando com um tecido de aspecto e funcao diferentes
do original (cicatriz). Estes dois processos de restituicdo tecidual, da mesma forma que a

inflamacao, sdo processos finamente orquestrados e que dependem de mecanismos celulares e
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moleculares complexos para que ndo ocorram em desequilibrio (MCGAVIN; ZACHARY,
2009).

3.5 Inflamacao, regeneracio e cicatrizacio no SNC

As particularidades anatomicas, fisiolégicas e imunologicas do sistema nervoso
tornam a resposta inflamatdria e a regeneragao/cicatriza¢do neste sistema igualmente peculiar.
Em primeiro lugar, temos a presenca da barreira hemato-encefalica, composta por células
endoteliais firmemente conectadas por jungdes oclusivas e projecdes astrocitarias. Esta
formacgao fornece ao sistema nervoso central um ambiente imunoldgicamente diferenciado. A
ocorréncia de inflamagao no SNC predispde a desagregacao de parte destas jungdes oclusivas
e a fenestragdes na parede endotelial, permitindo a passagem de substancias que normalmente
ndo seriam capazes de adentrar o SNC. A auséncia de vasos linfaticos neste tecido, a
remodelagdo tecidual pds-lesional por células da glia (cicatriz glial), e a presenca e atividade
de macrofagos residentes (microglia) sdo outros exemplos das peculiarides deste sistema
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004). A microglia desempenha um papel fundamental na
protecdo e manutencdo do sistema nervoso central. Entretanto, a liberagdo de mediadores
inflamatorios por estas células, as quais originalmente visam a prote¢do e manuten¢ao
tecidual, pode causar danos, estando desta forma associada a processos degenerativos no
SNC. Muitas terapias para diferentes afecgdes do sistema nervoso central utilizam
medicamentos imunossupressores ou moduladores da resposta inflamatéria como forma de

limitar os danos decorrentes da resposta macrofagica (GIULIAN, 1995).

3.6 O modelo desmielinizante do brometo de etidio (BE)

O brometo de etidio (BE) ¢ um corante ptrpura fluorescente, que atua por intercalagao
nos acidos nucléicos. No modelo experimental desmielinizante ele ¢ gliotoxico, atuando de
maneira seletiva no SNC e SNP, capaz de promover desmielinizagdo primaria dose
dependente e com preservacao das estruturas vasculares (GRACA, 1989), ao provocar morte

dos oligodendrécitos, bem como dos astrécitos e dos precursores de oligodendrécitos (Grafico
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1) (BECKER; GREEN, 2002). A desmielinizagdo do SNC induzida por BE ¢ seguida por
remielinizagdo por oligodendrécitos e células de Schwann. O modelo de desmielinizagao
experimental por BE tem sido 1til na demonstracdo de que células de Schwann sdo capazes de
reparar bainhas de mielina de axdnio no SNC em muitas situagdes quando axdnios e a
membrana de glia limitante sdo destruidos, mesmo quando eles sdo induzidos a produzir suas
proprias fibras colagenas (GRACA; BLAKEMORE, 1986; GRACA, 1988). O
desaparecimento inicial de astrécitos e da membrana de glia limitante permite a invasdo do
SNC pelas células de Schwann, objetivando a reconstru¢do de bainhas de mielina perdidas.

O modelo de desmielinizagao do BE iniciou-se em ratos Wistar, e foi desenvolvido
para estudar detalhadamente o processo de degradagdo das bainhas de mielina e a sua
posterior reparagdo, servindo de modelo para o estudo de doencgas desmielinizantes, como a
esclerose multipla (EM). Muitas variantes do modelo foram desenvolvidas, a maioria no
sistema nervoso central (GRACA, 1986), incluindo estudos da relagdo entre o processo de
desmielinizagdo/remielinizagdo e a fisiologia das conexinas, como o presente trabalho.

Em lesdes de desmielinizagdo cronica como as presentes na esclerose multipla, a falta
de remielinizacdo ¢ mais fortemente atribuida a um desequilibrio da reagdo imune do
organismo do que a presenca da cicatriz glial, a qual impediria parcial ou totalmente a
migracao e atividade remielinizante dos oligodendrocitos. Estudos anteriores demonstraram a
presenca de células progenitoras de oligodendrdcitos mesmo em cérebros adultos com lesdes
de esclerose multipla. Esta presenca possibilitaria a atividade remielinizante e,
consequentemente, uma possivel abordagem terapéutica. Contudo, o complexo ambiente
molecular no qual a remielinizagdo ocorre continua em grande parte desconhecido. Por esta
razdo, estudos de biologia molecular sdo fundamentais na determinagdo de quais fatores
relacionados a remielinizag@o estdo desregulados em lesdes desmielinizantes recorrentes ou

cronicas (FRANKLIN; BAYLEY; BLAKEMORE, 1996).
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Grafico 1 — Graficos demonstrando as alteragdes fisiopatologicas que ocorrem no SNC de camundongos normais
(A) e KO para Cx32 (B) durante os processos de desmielinizacdo e remielinizacdo no modelo de
brometo de etidio. Legenda: BE: metabolizagdo do BE. M-OL: morte de oligodendrdcitos. M-AS:
morte de astrocitos. RM-OL: remielinizacdo pelos oligodendrocitos. RM-CS: remielinizagdo pelas
células de Schwann. AS-RA: reacdo astrocitaria. Macrofagos: presenca desse tipo celular na leséo

3.7 Encefalite experimental autoimune

A encefalite experimental autoimune (EAE) é uma afeccdo imunomediada por
linfécitos T e serve como um modelo de doengas como a esclerose multipla. Estudos
anteriores demonstraram que fatores pro e anti-inflamatoérios como o TNFa e o TGFf
. desempenham importantes fung¢des na indugdo da EAE em ratos (TANUMA et al., 1997).

O modelo de encefalite experimental autoimune ¢ consagrado para o estudo da
resposta antigeno-especifica responsavel pela agressao tipo Thl ao sistema nervoso central.
Contudo este modelo possui severas limitagdes na avaliagdo da resposta inflamatoria propria

do SNC, ja que se vale se um estimulo desencadeador antigénico estranho ao organismo, o
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que impde vieses e interferéncias na avaliacdo da resposta da glia ao estimulo
desmielinizante.

O modelo desmielinizante do brometo de etidio fornece uma opg¢do metodologica a
este modelo desmielinizante, sem a utilizagdo de complexos antigénicos, permitindo avaliar a
resposta inflamatoria e regenerativa das células gliais sem a interferéncia e os vieses oriundos

da resposta imunoldgica externa a barreira hemato-encefalica.

3.8 Conexinas

As jun¢des comunicantes (também conhecidas como jungdes tipo GAP) sdo sitios na
membrana celular com canais intercelulares compostos por doze subunidades, denominadas
proteinas conexinas. Cada conexina ¢ composta por quatro dominios transmembranicos, duas
alcas extracitoplasmaticas, dois dominios intracitoplasmaticos e uma alca intracitoplasmatica

(Figura 4).

MC

EC

MC

Figura 4 — Representacdo esquematica das jun¢des comunicantes (Gap junctions) entre dois segmentos de
membranas citoplasmaticas (2 esquerda). Cada membrana contribui com um conexon, formado por
seis proteinas conexinas (1), totalizando um canal formado por doze conexinas. Cada proteina
conexina possui quatro dominios transmembrana (DTM). Legenda: Compartimento intracelular (IC);
membrana citoplasmatica (MC); espago extracelular (EC); Dominio aminoterminal (DAT); Algas
extracelulares (AEC); Alga citoplasmatica (AC); Dominio carboxiterminal (DCT)
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Este tipo de ligacdo representa uma maneira eficiente de comunicacao intercelular em
muitos tecidos, incluindo o tecido nervoso, e funciona como passagens para trocas de ions,
mensageiros secundarios e metabolitos entre as células, permeaveis a moléculas de até um (1)
kDa (DERMIETZEL; SPRAY, 1993). A expressdo de conexinas e a comunicac¢ao intercelular
através das jungdes comunicantes s30 muito importantes para a regulacdo de fungdes como a
motilidade, proliferacdo e sobrevivéncia celular, comunicacdo e transporte intercelular de
substancias. As jungdes comunicantes ocorrem na maioria dos tecidos, porém estas estruturas
sdo particularmente importantes no sistema nervoso, local onde a estrutura tecidual ¢ mais
complexa e¢ mais interconectada do que em outros tecidos. As principais fun¢des das
conexinas no sistema nervoso dos vertebrados envolvem a sincronizagdo de subpopulacdes
especificas de neurdnios e a manutencdo da comunicagdo interglial, com grande importancia
na dindmica do processo inflamatério no SNC (DERMIETZEL, 1998). Trabalhos recentes
demonstraram a alteracdo da expressdo de proteinas conexinas apdés EAE (BRAND-
SCHIEBER et al., 2005; ROSCOE; KIDDER; KARLIK, 2007). Outros trabalhos
demonstraram a correlagdo da expressdo de conexinas e atividade de metaloproteinases no
coracdo, apds lesdao hipoxica, sugerindo a inter-relagcdo destes elementos na resposta a lesao

em diversos tecidos (LINDSEY et al., 2006).

3.9 Fator de necrose tumoral alfa (TNFa)

Duas citocinas dos organismos vertebrados sdo especialmente importantes na
elicitacdo das respostas inflamatorias: O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a interleucina
1. O TNFa ¢ o principal mediador da resposta inflamatoria aguda, produzido principalmente
por células mononucleares fagociticas ativadas. Sua atuacdo inicia-se através da ligagdo e
ativacdo de receptores de membrana (TNFR) e continua através da intermediacao dos fatores
nucleares de células B ativadas amplificador de cadeias leves kappa (NF-kB), uma familia de
proteinas regulatérias dos genes latentes que jazem no cora¢do da maior parte das respostas
inflamatorias, juntamente de outros segundos mensageiros (ALBERTS et al., 2007). A
principal atividade do TNFoa ¢ verificada no estimulo e recrutamento de neutrofilos e
mondcitos para sitios inflamatorios. Isto ¢ realizado através da estimulagdo da expressdo de

moléculas de adesdo pelas células do endotélio vascular, como selectinas e receptores para
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integrinas neutrofilicas. Adicionalmente, sabe-se que esta molécula ¢ capaz de aumentar os
niveis de expressdo de moléculas do complexo de histocompatibilidade maior do tipo I,
aumentando a atividade citotoxica de linfocitos CD8+ (ABBAS; LICHTMAN, 2003). No
SNC, sabe-se que o TNFa ¢é capaz de inibir a comunicacdo intercelular através das jungdes
comunicantes € que o TNFo aumenta os niveis de conexina 43 fosforilada em culturas de

astrocitos primarios, mas ndo em culturas de gliomas (HAGHIKIA et al., 2008).

3.10 Fator de crescimento transformador beta tipo um (TGFB1)

O fator de crescimento transformador beta tipo um (TGFB1) faz parte de uma familia
de citocinas com atividade imunossupressora, através da inibi¢ao da proliferacao de linfocitos
T e B (e outras células), da inibicdo da ativagdo de macrofagos e células endoteliais e
antagonismo da a¢do do principal fator ativador de macrdéfagos, o Interferon gama (INFy).
Camundongos deletados (KO) para TGFp apresentam lesdes inflamatdrias e linfoproliferagao
descontroladas . (ABBAS; LICHTMAN, 2003). Os elementos da familia do TGFp sao
poderosos reguladores do crescimento, diferenciacdo e sintese de matriz extracelular por
células do tecido conjuntivo, desempenhando uma grande variedade de a¢des dependendo do
tipo de célula-alvo e a combinacdo de outros fatores e componentes da matriz extracelular
presentes, sendo especialmente importante no reparo de lesdes, com a estimulacdo de
fibroblastos e promoc¢do da formagao de cadeias de colageno, sendo de grande importancia na
regulagdo de enzimas proteinases. Em diversos tipos de tecido, o TGFf ¢ fundamental no
processo de remodelagdo que sucede e acompanha o processo de reparo e cura de lesdes. Sua
atividade também ¢ fundamental no controle da prolifera¢do celular, através da inibicdo da
divisdo celular. A perda da inibicdo do crescimento exercida pelo TGFf contribui para a
génese de diversos tipos de cancer em humanos, como do célon e do pancreas. Sua atividade
também ¢ importante na selecdo negativa de subpopulagdes de células do sistema imune como
células T citotoxicas, inibindo a proliferacdo e a atividade de subpopulagdes reativas contra os
proprios antigenos, o que poderia levar a afec¢des autoimunes (ALBERTS et al., 2007).

Estudos anteriores demonstraram que o TGF[ ¢ expresso em altos niveis nas células
dos infiltrados inflamatérios no SNC durante todas as fases de evolugdo da EAE, numa

possivel tentativa de limitacao da extensdao do processo inflamatorio (TANUMA et al., 1997).
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Estudos recentes tem demonstrado que o TGF[ ¢é capaz de alterar de forma significativa a
expressdo de conexinas em determinados tecidos, seja na forma da diminuicdo da expressao
(LIM; MAUBACH; ZHUOQO, 2009) ou indug¢dao da expressdo. Estas variacdes podem ser
explicadas pelas complexas interrelacdes que esta familia de citocinas estabelece com os
mecanismos de proliferacdo, diferenciacdo e transformacao celular (no caso de neoplasias),
altamente dependente de uma intrincada rede de comunicagao intercelular, da qual as jungdes

comunicantes sao pecas vitais (TACHEAU et al., 2008).

3.11 Metaloproteinases de matriz (MMPS)

As metaloproteinases de matriz sdo uma familia de proteinases zinco-dependentes,
responsaveis pela degradacdo de proteinas encontradas no meio extracelular, atuando em uma
miriade de processos fisioldgicos, como no equilibrio producdo/remodelacdo/degradacao de
proteinas teciduais, na migracdo/diapedese de leucdcitos e na invasdo e metdstase tumoral,

sendo fundamentais no processo de regeneracgdo e cicatrizacdo tecidual (Figura 5).
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Fonte: (AGRAWAL et al., 2008).

Figura5— O Ying e Yang das fun¢des das metaloproteinases no sistema nervoso central, mostrando os
“beneficios” e “maleficios” da atividade desta familia de enzimas na fisiopatologia neuroldgica.
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Vinte e trés MMPs foram descritas em camundongos até o presente momento,
incluindo duas isoformas da MMP-1 (TOFT-HANSEN et al., 2007). Dentre as MMPs, seis
(MMP-14, 15, 16, 17, 24 e 25) sdo referidas como metaloproteinases de matriz ligadas a
membrana (MT-MMPs). A atividade destas enzimas depende de uma complexa rede
regulatoria, que envolve inibidores especificos e outros fatores, como o TGF3 (AGRAWAL;
LAU; YONG, 2008).

Estudos com animais deletados para o gene da MMP-12 demonstraram que a resposta
inflamatoria nestes animais mediante o estimulo da EAE tende a polarizacdo para uma
resposta do tipo Thl (correlacionada as respostas de auto-imunidade, através do aumento da
sintese de citocinas pré-inflamatorias), em detrimento da resposta Th2, demonstrando uma

acao protetora das MMPs na resposta inflamatoria auto-imune (WEAVER et al., 2005).

3.12 Inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS)

A homeostase protéica ¢ um processo finamente orquestrado em um organismo
saudavel. Pequenos desequilibrios no equilibrio produc¢do/remodelagdo/degradagdao de
proteinas podem levar a diversas afec¢des, como a artrite reumatdide e o queloide
(HAYASHI; NISHIMURA; KUMAGALI 2008). No sistema nervoso central, este equilibrio
pode ser observado em processos benéficos como a mielinogénese e o processo de
aprendizado, e em processos lesivos como a degradacdo da barreira hemato-encefélica e
estresse oxidativo, entre muitos outros processos. Por esta razdo, os mecanismos de controle
da atividade das metaloproteinases de matriz sdo diversos e trabalham de forma
complementar entre si. Entre estes mecanismos, podemos citar os controles na transcri¢ao
génica, a producdo das MMPs na forma de prdé-enzimas e a existéncia/atividade dos
Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMPs), elementos de controle da atividade das
MMPs (AGRAWAL; LAU; YONG, 2008).

Quatro (4) TIMPs foram descritas em camundongos até o presente momento,
identificadas com numero de um a quatro. Seu nimero reduzido em relagdo ao niimero de
MMPs existentes mostra que a atividade destes inibidores ¢ relativamente inespecifica, com
cada TIMP possuindo capacidade de controlar a atividade de mais de uma MMP. Relata-se
também a¢do redundante da parte destas, de forma que algumas MMPs tém sua atividade

regulada em maior ou menor grau por mais de uma TIMP (TOFT-HANSEN et al., 2007).
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Producao dos reagentes biolégicos — Camundongos

A linhagem de animais KO alvo deste experimento corresponde a uma décima geragao
(F10), fruto de um cruzamento inicial C57B1/6 x ADCx32 de animais portadores da dele¢ao
para a conexina 32, pré-definidos por PCR. Estes foram sequencialmente cruzados e
adaptados ao background C57Bl1/6. Esta consagrada linhagem de camundongos isogénicos €
tida por muitos grupos como uma das mais adequadas para experimentos de investigacao
imunoldgica (JACKSON LABORATORY, 2008). A utilizacao destes animais de background
bem definido melhora consideravelmente a reprodutibilidade do experimento.

Trinta (30) camundongos F10 foram produzidos no Biotério do Departamento de
Patologia (VPT) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade
de Sao Paulo (USP), criados e mantidos de acordo com as normas de biosseguranga para
animais geneticamente modificados nivel um. Foram acasalados machos da linhagem
C57Bl/6 (gendtipo CX32Y/+) com uma ou duas fémeas C57BIl/6 heterozigotas (gendtipo
Cx32""), portadoras de delegdo parcial do gene da conexina 32. Como o gene da conexina 32
estd localizado no cromossomo X, parte dos filhotes machos provenientes desses
acasalamentos apresenta o genotipo Cx32"" ¢ parte o genotipo Cx32""*. Todos os animais
foram identificados, genotipados por PCR e separados. Desta forma, todos os animais
puderam ser utilizados, alocados nos grupos deletados ou KO (animais Cx32"") ou nos
grupos selvagens ou WT (animais Cx32"""), em conformidade com principios de utilizagio
humanitaria de animais na pesquisa.

Todos os animais foram mantidos no referido biotério em salas adequadas a criagao de
camundongos geneticamente modificados, mantidos em gaiolas de polipropileno medindo
30x20x13cm, com filtro na parte superior da tampa, servindo como uma barreira extra e
evitando o contato dos animais com o meio externo (Figura 6). A cama utilizada consistiu de
uma base de maravalha de pinnus autoclavada, trocada duas vezes por semana. As gaiolas
eram dispostas em prateleiras de perfilado metéalico em salas com sistema de ar condicionado
central, com 20 a 30 trocas totais de ar por hora e controle de temperatura e umidade relativa
do ar, 2242 °C e 55+10%, respectivamente. A iluminacdo era artificial, controlada por

“timer”, com ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro. Ragdo comercial para
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camundongos (CR1 — Nuvital) e agua filtrada e autoclavada foram oferecidas ad libitum
durante todo o experimento. As condi¢des de alojamento ¢ manejo dos animais obedeceram

estritamente normas éticas internacionais, em especial aquelas do National Research Council

(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).

Figura 6 — Gaiola de criagdo e manutencdo de animais geneticamente modificados. Os espagos vazados da
tampa s@o cobertos por papel de filtro especifico (removido aqui para visualizagio)

4.2 Certificado de biosseguranca e normas para a manutencao e trabalhos em contencio

com animais geneticamente modificados

O biotério do Departamento de Patologia da FMVZ-USP possui extensdo do
certificado de biosseguranga da FMVZ-USP (CQB no. 100/99), de acordo com as
informagdes da Comissdo Interna de Biosseguranca (CIBio) e com base na instru¢ao
normativa da CTNBio no. 12, publicada no Diario Oficial da Unido no. 100-E, de 28 de maio
de 1998, Secao 1, paginas 10-12.

4.3 Genotipagem dos animais



36

Para verificagdo do perfil genético, foi coletada de cada animal uma amostra de cauda
com aproximadamente um (1) cm de comprimento. Esta coleta foi realizada com uma tesoura
limpa e desinfetada com alcool iodado entre um animal e outro. As caudas dos camundongos
foram embrulhadas em papel aluminio, identificadas, congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido e conservadas a -80°C até a analise.

Para a extracdo do DNA a cauda foi macerada com martelo em placa metalica em gelo
e colocada em um tubo plastico de dois (2) ml identificado, juntamente com 200ul de tampao
de lise com proteinase K (16,67ul/ml de tampao). A incubacao foi feita durante duas (2) horas
a 37°C. Apos este periodo, foram adicionados 200ul de tampao de lise (sem proteinase K) as
amostras € homogeneizadas em vortex, e deixadas em incubagdo em temperatura ambiente
durante 15 minutos. Na etapa seguinte, o tubo foi centrifugado durante 20 minutos, a 10.000
RPM. a 4°C em centrifuga refrigerada (5810R — Eppendorff); o sobrenadante foi transferido

para um novo tubo de onde foram aspirados cerca de 250pl, evitando-se pegar a interfase ou o

precipitado (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema que ilustra alguns passos de extracdo de DNA. O fragmento da cauda é macerado com o
auxilio de uma placa gelada. No tubo é mostrada a disposi¢do do material apos a centrifugacéo

Com os tubos mantidos em gelo, foram adicionados 500ul de etanol 100% gelado ao
sobrenadante, juntamente com 25ul de acetato de sédio 3M gelado e homogeneizados
suavemente até o aparecimento da medusa. O material foi entdo centrifugado por 10 minutos
a 6.000 RPM a 4°C e o sobrenadante desprezado por inversdao. Foram entdo adicionados
500ul de etanol 70% para a remogdo do excesso de sal. Nova centrifugacdo foi realizada

durante 10 minutos a 6.000 RPM a 4° C e o sobrenadante desprezado por inversdo. Os tubos
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ficaram invertidos na propria bancada para remoc¢ao do excesso de etanol. O pellet obtido foi
re-suspendido em 200ul de solucao de Tris/EDTA (TE), e incubados em banho-maria a 65°C
durante 30 minutos, apds o qual as amostras de DNA foram quantificadas (1:20) na razdo
A260/280 em biofotometro (Biophotometer Plus, Eppendorf).

Para a elaboracdo da reacdo de PCR, as amostras foram diluidas para a concentracao
de 100ng/ul em TE. Para a reagao de PCR foi preparado um “mix”, conforme descrito no
Quadro 1. Foram utilizados na reagdo de PCR trés primers (Quadro 2), que podem resultar em
uma ou duas bandas apos a eletroforese em gel de agarose, dependendo da sequéncia dos
genes com os quais eles se alinharam. O peso molecular das bandas ¢ indicativo do perfil
genético dos animais, sendo que a exibi¢do de uma tUnica banda de 414pb corresponde ao

perfil KO, mais leve que o controle selvagem (Figura 8).

MIX Quantidade
DNA (50 - 100ng/ul) 1-2ul
Kappa® HotMix 20 ul
Primer KO WT NEO (10pMol/ul) 1ul
Primer KO WT 3 (10pMol/ul) 1ul
Primer KO NEO 3 (10pMol/pl) 1ul
H20 0—1yl
Total 25 ul

Quadro 1 - Especificagcdes das quantidades e produtos
que foram utilizados para a formulagdo do
mix a ser utilizado na reagdo de PCR

Primer Sequéncia
Cx32 KO-WT-NEO 5 5 — CCATAAGTCAGGTGTAAAGGAGC - 3
CX32 KO-NEO 3’5 — ATCATG CGAAACGATCCTCATCC - 3
CX32 KO-WT 3’5 — AGATAAGCTGCAGGGACCATAGG -3

Quadro 2 - Sequéncia dos primers utilizados na reagdo de PCR (Invitrogen Inc.)
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Figura 8 — Amostra de gel com os gendtipos dos camundongos: amostras indicativas de animais KO s&o
representadas pelas bandas leves de 414pb (inferiores), amostras indicativas de animais normais
representados pelas bandas pesadas (superiores)

4.4 Cirurgias

Para a cirurgia, os animais foram anestesiados com xilazina e quetamina na dose de 4
mg/kg e 20 mg/kg respectivamente, por via intraperitoneal e foi realizada tricotomia na regiao
da cabega, atras dos olhos e entre as orelhas.

Foi realizada uma incisao na pele com 1,5 cm sobre da linha média da abobada do
cranio. Os animais foram entdo posicionados em um equipamento de cirurgia estereotaxica
(Stereotaxic Alignment System, Kopf Instruments) sobre uma plataforma aquecida, de forma
a evitar-se hipotermia durante o procedimento anestésico (Figura 9A). Uma perfuracdo no
cranio, atras do tentdrio do cerebelo, foi realizada com uma agulha 25x08 limitada por uma
pinga Kelly a um (1) mm do final do bisel. Com auxilio das guias com controle milimétrico
do aparelho estereotéxico, uma injegdo foi realizada com seringa Hamilton® de 5 ul, com
precisa injecdo de 5 ul na cisterna basal (Figura 9B e 9C) de forma lenta, seguida da lenta

retirada da agulha, de forma a se evitar refluxo (Figura 9D). As incisdes de pele foram
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suturadas com fio nylon 5-0 com pontos simples separados. Os animais foram acompanhados
até se recuperarem totalmente da anestesia, acondicionados em ambiente aquecido e
resguardados da luz incidente. Foram mantidos em observagao e tratados com morfina por, no

minimo, 48 horas de 8 em 8 horas com dose de 1,5 mg/kg por via subcutanea.

Fonte: Fotografias B, C e D cortesia de Ramos A. T.

Figura 9 — Detalhes do processo cirurgico de inoculagdo de brometo de etidio. A) Camundongo tricotomizado
posicionado sobre plataforma aquecida no equipamento de cirurgia estereotaxica. B) Esquema
indicativo do trajeto da agulha e local de inoculagdo do brometo de etidio. C) Fotografia de encéfalo
através de iluminagdo ultravioleta demonstrativa do local de inoculagdo de brometo de etidio. D)
Demonstragdo da inser¢io da agulha Hamilton® em camundongo

4.5 Coleta de material para PRC em tempo real

Para se obter amostras representativas das diferentes etapas do processo inflamatdrio e
regenerativo/cicatricial nos camundongos, os animais foram eutanasiados e tiveram seus

encéfalos coletados nos dias 1, 3, 7, 10 e 20 apds a cirurgia de inje¢ao (Tabela 1).
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Adicionalmente, foi realizada a eutanasia e coleta de encéfalos de cinco (5) camundongos
WT e cinco (5) camundongos KO, os quais ndo receberam qualquer tipo de tratamento
(grupos testemunha ou grupo zero [0]) (Tabela 2). O proposito do grupo testemunha ¢ servir
como controle de expressdo-base dos genes pesquisados, desta forma compondo juntamente
com 0s grupos experimentais um quadro representativo da expressdo dos fatores pré e anti-

inflamatoérios participantes da resposta organica no modelo do brometo de etidio.

Tabela 1 — Detalhamento dos grupos e das datas de coleta de materiais para PCR em tempo real, camundongos

experimentais
Camundongos Experimentais
Dias F1 KO para Cx32 C57BL/6
1 5 animais 5 animais
3 5 animais 5 animais
7 5 animais 5 animais
10 5 animais 5 animais
20 5 animais 5 animais
Total 50 animais

Tabela 2 — Detalhamento dos grupos e das datas de coleta de materiais para PCR em tempo real, camundongos

testemunha
Camundongos Testemunha
Dias F1 KO para Cx32 C57BL/6
- 5 animais 5 animais
Total 10 animais

No protocolo de eutandsia e coleta de material, os animais receberam
intraperitonealmente uma dose letal de solugdo de pentobarbital (5 mg). Quando abolido o
reflexo podal, os animais foram decapitados, € as cabecas acondicionadas em involucros de
papel aluminio estéreis e livres de RNAse. Estes foram entdo rapidamente congelados em
vapor de nitrogénio liquido e armazenados em ultrarrefrigerador a -80° C para posterior
processamento.

Adicionalmente, uma nova amostra da cauda de cada camundongo foi coletada para a

confirmagao do genotipo utilizando-se a metodologia descrita anteriormente.

4.6 Extracio e quantificacio de RNA
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As cabegas armazenadas a -80° C tiveram seus encéfalos cuidadosamente e
rapidamente removidos. Foi coletada a area de encéfalo correspondente ao ponto de
inoculagdo, totalizando 30ug de tecido. A esta amostra foi adicionada 200ul de solugdo
preservadora de RNA (RNAlater frozen tissue [Ambion INC, Applied Biosystems INC.]), a
qual ndo apenas inibe a acdo de RNAses, mas favorece a preservacao do RNA durante o
processo de descongelamento do material. As amostras foram colocadas em tubos de
centrifugacdo livres de nucleotideos, aos quais foi adicionada solu¢do de lise, com
subsequente procedimento de extragdo de RNA por kit comercial, segundo instru¢cdo do
fabricante (Kit MagMAX, Applied Biosystems INC.), o qual inclui etapa de tratamento com
DNAsel. Ao final do processo foi obtido 100ul de solucao purificada de RNA total, a qual foi
aliquotada e congelada a -80° C.

Para a quantificagdo do RNA total, amostras das aliquotas foram diluidas 10:90, ou
seja, 10ul do RNA total diluidas em 90ul de H,O DEPC, homogeneizadas suavemente e
quantificadas em espectrofotometro (Eppendorf Biophotometer Plus) a 260nm com o
equipamento zerado com agua DEPC. Valores adequados de pureza foram considerados
aqueles com razao entre 1,75 e 2,00, sendo que os quantidades obtidas de RNA variaram entre
30ng/ul e 120ng/pl.

Adicionalmente, foi realizada eletroforese em gel de agarose para verificagdo da
extracdao apropriada do RNA total. Amostras de 10ul foram adicionadas a 2ul de tampao de
carregamento (Loading buffer) em um gel de agarose a 1%, submetidos a eletroforese a 80V,

corados com brometo de etidio a 0,1% e fotografados sob luz ultravioleta (Figura 10).
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Figura 10 — Fotografia de eletroforese em gel de agarose de amostra de RNA total extraido. As duas bandas mais
brilhantes no alto da figura indicam as fra¢des ribossdmicas 18s e 25s

4.7 Transcricao reversa

A transcrigao reversa do RNA total foi realizada utilizando-se o kit de transcri¢ao
High Capacity cDNA Reverse Transcription com inibidor de RNAse (cddigo 4374966,
Applied Biosystems INC.). Em um tubo contendo o preparado de master mix recomendado
pelo fabricante foi adicionado um volume da solu¢do de RNA total contendo um maximo de
20ug de RNA total (Quadro 3). Os tubos foram termociclados por um tempo total aproximado
de duas horas e quinze minutos, segundo protocolo do fabricante (Tabela 3) em um
termociclador Eppendorf® Mastercycler. Ao final do processo, obteve-se uma solugio de
cDNA, a qual foi quantificada em biofotdmetro (Biophotometer Plus, Eppendorf), aliquotada

e congelada a -80° C para PCR em tempo real posterior.
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Componente Volume por reagao
Tampéo de RT 10X 2,0ul
Mix de dNTPs 25X 0,8l
Primers randémicos 10X 2,0ul
Transcriptase reversa Multiscribe 1,0ul
Inibidor de RNase 2,0ul
H20 livre de nuclease 3,2ul
Amostra de RNA total 10ul
Total por reagao 20l

Quadro 3 — Rela¢do de componentes ¢ volumes utilizados do kit
Capacity cDNA Reverse transcription com inibidor de
RNAse, por reacdo de transcri¢ao reversa (RT)

Tabela 3 — Relagdo de tempos e temperaturas de ciclagem utilizadas na reago de transcrig¢do reversa (RT)

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C

Tempo 10 min. 120 min. 5s 0

4.8 Verificacdo de contaminacio por DNA genomico e especificidade dos ensaios

Foi realizado o PCR em tempo real de amostras de RNA total extraido, anteriormente
a transcri¢do reversa, de forma a se verificar a auséncia de amplificagdo das sequéncias-alvo,
causadas por possivel contaminag¢do do extraido de RNA por DNA gendmico e/ou falta de
especificidade dos ensaios. Conforme esperado, ndao foi verificado amplificacdo nas

respectivas avaliacdes (Grafico 2).



44

Amplification Plot

0.1

0.01

ARN

0.001

0.0001

0.00001

0.000001

Cycle

Grafico 2 — Auséncia de amplificacdo de alvos em amostra de RNA total previamente a transcricdo reversa,
grupo de 3 dias. Notar a detecgdo de somente de ruido (fluorescéncia basal). Tela do programa SDS
v2.1 (Applied Biosystems INC.)

4.9 Validacao do método de Ct comparativo e verificacao de eficiéncia

O calculo dos resultados de ensaios de quantificagdo por PCR quantitativo em tempo
real pode ser realizado de duas formas: quantificagdo absoluta e quantificacdo relativa.
Ensaios de quantificacdo absoluta sdo utilizados para quantificar amostras desconhecidas,
comparando-se suas quantidades com uma curva padrdo, o que depende da utilizagdo de uma
amostra padrao que possua quantidades conhecidas do nimero de copias de uma determinada
sequéncia. Ensaios de quantificagdo relativa, como o utilizado no presente projeto, sdo
utilizados para analisar alteragdes na expressdo génica em uma determinada amostra
relativamente a outra amostra de referéncia (por ex.: amostra controle).

Os métodos de calculo para quantificagdo relativa incluem o método da curva padrio e
o método do Ct (Cycle Threshold ou Ciclo Limiar) comparativo (método este utilizado no
presente projeto).

De forma resumida, o método da curva padrao depende da utilizagdo de uma curva
padrdo, constituida pela amplificacdo de genes (genes de interesse e genes de controle
endogeno) de uma determinada amostra em uma diluigdo seriada, de forma a se poder inferir
os resultados da reacdo. Este método possui as desvantagens de requerer o uso de uma curva

padrdo em cada uma das reagdes, o que impdes vieses causados pelas pipetagens das dilui¢des
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seriadas, além de aumentar significativamente o uso de reagentes em cada experimento, com
0 concomitante aumento dos custos.
O método do Cr comparativo ¢ semelhante ao método da curva padrdo, exceto pelo

-AACT L
2 para atingir o mesmo resultado para a

fato de que este utiliza a formula aritmética
quantificagdo relativa. Para se utilizar o método do Ct comparativo, ¢ necessaria a realiza¢ao
de um experimento de validagdo para demonstrar se a eficiéncia das amplificagdes do gene
alvo e do controle enddégeno sdo aproximadamente iguais. A vantagem da utilizagdo do
método do Cr comparativo ¢ que ndo ¢ necessario utilizar-se uma curva padrdo em cada
experimento, aumentando significativamente o rendimento das reagdes e reduzindo os custos
experimentais, além de eliminar a possibilidade de erros na dilui¢do das amostras na
construgdo das curvas padrao.

Os valores de eficiéncia foram medidos usando-se o método do coeficiente angular
(slope) de Cr para os genes do fator de necrose tumoral alfa (TNFa), fator de crescimento
transformador beta 1 (TGFB1), metaloproteinase 3 (MMP3), metaloproteinase 9 (MMP9) e
inibidor tecidual de metaloproteinases 1 (TIMP1). Este método envolveu a amplificagdo em
tempo real de uma diluicdo seriada em escala de um para dez (1:10) de uma amostra (em
replicatas) e a determinagdo dos valores de Cr para cada diluicdo. Um grafico de Cr versus
concentracgao relativa de cDNA foi construida. Com este método, uma inclinagao esperada de
uma diluicdo de razdo dez (1:10) de um template de DNA ¢ -3,32 quando a eficiéncia de
reacdo ¢ 100%, com diferenca de Cr entre as dilui¢des em torno de 3,2 Cr, visto que a cada
Cr hé aproximadamente o dobro de sequéncias amplificadas, ja que a reagao € exponencial de

base dois (2) (Grafico 3).
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Grafico 3 — Exemplo referente ao grafico de amplificacdo de dilui¢do seriada de razdo 10 (1:10), alvo TGFB1 e
controle endogeno GAPDH, amostra testemunha KO. Notar o baixo desvio padrdo entre as replicatas
e o intervalo equidistante entre as dilui¢des, com intervalo aproximado de 3,2 Cr, condizente com a
razdo de diluigdo 1:10 utilizada

Com base nos dados de Ct obtidos das amplifica¢des nas respectivas dilui¢des, foram
construidas retas de medida de eficiéncia de amplificagdo dos genes alvo (formula geral da
reta: y=ax+b), juntamente com o controle endégeno GAPDH, com a obtengao dos valores de

coeficiente angular das retas (s/ope) (Grafico 4).

Standard Curve

H
Quantity

Grafico 4 — Grafico representativo das medidas de eficiéncia de reacdo do gene alvo TGFfB1 (reta acima) e
controle endégeno GAPDH (reta abaixo). Notar a inclinagdo proxima das duas retas e o baixo desvio
padrdo das replicatas (pontos vermelhos) do controle enddgeno
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Os dados oriundos da amplificagdo dos alvos (TNFa, TGFB1, MMP3, MMP9 e
TIMP1) nas diferentes diluicdes foram entdo comparados com os dados oriundos da
amplificacao do controle endogeno nas diferentes diluigdes através da formula para o céalculo

da eficiéncia, tal como se segue:

Ef= (10179 _ 1) X 100

Onde Ef representa a eficiéncia de amplificacdo e slope representa o coeficiente angular da
reta formada.

Este calculo e seus graficos foram obtidos utilizando-se o programa SDS 2.1 (Applied
Biosystems INC.). O primer para TNFa apresentou slope de -3,291 e eficiéncia de 101,307%;
o primer para TGFB1 apresentou slope de -3,245 e eficiéncia de 103,296%; o primer para
MMP3 apresentou slope de -3,37 e eficiéncia de 98,032%; o primer para MMP9 apresentou
slope de -3,51 e eficiéncia de 92,078% e o primer para TIMP1 apresentou slope de -3,397 e
eficiéncia de 96,959%. Ja o controle endogeno GAPDH apresentou slope de -3,488 e
eficiéncia de amplificacdo de 93,493%. Estes dados revelaram que todos os primers para os
referidos genes alvo encontram-se dentro das especificacdes do fabricante, com faixa de
eficiéncia proxima de 100%, com desvio de mais ou menos dez por cento (10%) (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2006) (Grafico 5) e com graus de eficiéncia semelhantes entre si (coeficiente

angular calculado via regressao linear de ACT vs. log. da concentragdo < 0.1) (Gréafico 6) e,

portanto, aptos para a realizagdo das avaliagdes por PCR em tempo real pelo método relativo

por comparagdo de AACt.
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Grafico 5 — Valores de eficiéncia de amplificagdo dos genes para TNFa, TGFB1, MMP3, MMP9, TIMP1 e
controle endogeno GAPDH. Notar as faixas de eficiéncia dos alvos proximas de 100%, com desvio
em relacdo ao controle endogeno inferior a 10%

Variavel X 1 Plotagem de ajuste de linha
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Grafico 6 — Exemplo de grafico de regressdo linear de ACT (GAPDH-TGF1) vs. log. da concentragdo. Notar

que o coeficiente angular < 0,1

4.10 PCR quantitativo em Tempo Real no StepOne Detection System (Applied

Biosystems)

Apos a validagao foram realizadas as reagdes de PCR em tempo real (Real Time
quantitative PCR ou RT-qPCR) no aparelho StepONE (Applied Biosystems INC.) do
Laboratério de Biologia Molecular e Sorologia — Labmas — Anexo A, Departamento de

Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal (VPS), FMVZ-USP. No PCR em tempo
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real, as fases de anelamento, extensao ¢ denaturacdo ocorrem durante os ciclos de maneira
similar ao PCR convencional, uma vez que o StepOne ¢ um termociclador com um emissor
LED acoplado a uma camera CCD. A diferenca ¢ que a amplificagdo da sequéncia-alvo ¢
detectada em tempo real pela emissdo de fluorescéncia, que ocorre mediante a liberagdo do
fuordforo da sonda (probe). A quantificagao relativa da amplificagdo ¢ feita pela fluorescéncia

captada pela unidade optica do aparelho.

A medida que a reagdo de amplificagdo se processa, um grafico ¢ construido. Neste
grafico, a ordenada corresponde ao niimero de copias e a abscissa ao nimero de ciclos.
Diferentemente do sistema convencional de amplificagdo, onde o que se observa ¢ o nimero
de copias final (medicdo end-point), no PCR quantitativo em tempo real a amplificagdao ¢
detectada quando condigdes “Otimas” para o PCR sdo mantidas, ou seja, na chamada fase
exponencial da reagdo, na qual os substratos para a amplificacdo estdo presentes nas
concentragdes ideais. Pelas caracteristicas do sistema de PCR quantitativo em tempo real, &
possivel determinar o perfil de amplificagdo. O ponto na abscissa que correspondente ao
inicio do trecho linear ¢ chamado de Ct (Cycle Threshold ou Ciclo Limiar) e este valor ¢
utilizado para a comparagdo relativa da expressdo génica: quanto menor o Cr, teoricamente
mais expresso ¢ o gene em questdo; a diferenca de 1 Cr representa aproximadamente o dobro

de expressdo (considerando-se uma eficiéncia de reagcdo de 100%).

O sistema adotado para a detec¢do da expressdo dos genes alvo e para controle
endogeno (house keeping) € o sistema TagMan. Neste sistema, além do par de primers, €
necessaria a utilizagdo de uma sonda (probe) que, por ter uma temperatura de anelamento
mais alta (cerca de 10° C de diferenca), se hibridiza de forma especifica com a fita molde
antes do par de primers. A sonda ¢ composta na sua extremidade 5’ por um fluoréforo R
(reporter dye ou fluorocromo sinalizador) cuja fluorescéncia, quando a sonda esta integra, ¢
bloqueada pelo quencher inibidor de fluorescéncia.

Por meio da atividade 5’ exo-nuclease da Taq polimerase, o fluoréforo € clivado e a
fluorescéncia estimulada pelos LEDs do sistema ¢ capturada pela camera CCD do
equipamento. Assim, durante o processo de extensao iniciado pelo par de primers, a sonda se
separa da fita molde, ocorrendo liberagdo do fluoroforo. Em cada fase de anelamento, a sonda
se liga a dupla fita, ¢ fragmentada e libera fluorescéncia que ¢, portanto, proporcional ao
nimero de copias.

As placas de 48 pocos do equipamento StepOne foram mapeadas para utilizagdo de

seis (6) conjuntos de oito (8) tubos (6 strips MicroAmp® Optical 8-Tube Strip, 0.2 ml,
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Applied Biosystems INC.), de forma a acomodar duas amostras (uma amostra referente ao
camundongo WT e uma amostra referente ao camundongo KO) com 3 replicatas de cada para
cada um dos seis (6) genes, mais seus respectivos controles negativos (Figura 11), de forma
que os animais do grupo deletados (KO) pudessem ser diretamente comparado com suas

contrapartes selvagens (WT) com relagdo ao todos os genes € com o menor erro possivel.

3 dias WT 3 diaz WT 3 diasWT 3 dias WT 3 dias WT 3 dias WT 3 dias wiT 3 diaswiT

o ([ s TFa THFa [ ™Fa &b 1] rere TEFb [ rare

CT: 35.87 CT. 35.76 CT. 35.96 CT Undetermin... CT: 30.6 CT 30.65 CT. 3059 CT. Undetermin.

3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO 2 dias KO 3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO

5 [ e [ = [ = [ mea I REEY [T rero TEFb [ tero

Cr:34.54 Cr:34.86 Cr:34.14 C1: Undetermin... CT: 28.94 Cr:28.94 Cr: 2884 Cr Undetermin

3 diazWT 3 diaz WT 3 diaz wT 3 diaz wT 3 diaz W T
2 diazWT 2 diaz WT 2 diasWT
¢ |m o= @ - @ - [ mmtpz MMPS [ tmps MMPS [] tmapa
Hmee MMFS MMPS CT. Undetermin... ©T: 32.84 CT. 32.74 T 3284 CT. Undetermin,

CT 34802 CT 35.87 CT: 36.74

3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO

o [ mmez MMPS MMPE [ ame= [T mmes [T mmes MMFS [ mmrs

Cr34.41 Cr345 Cr 3477 C1: Undetermin... CT: 31.75 Cr 3178 Cr 3172 Cr Undetermin

3 dias WT 3 diasWT 3 diasWT 3 dias T 3 dias 0T 3 dias Wt 3 dias Wit 3 dias Wit
£ TIWF TIWP TIWP [ mae [T zaceH [T zaorH GADPH [ zaorH
Cm31.87 Cr3l.7e Cr 3181 Cr Undetermin... C1:20.93 Cr: 20.94 Cr: 20.94 Cr. Undetermin.

2 dias KO 2 dias KO 2 dias KO 2 dias KO 3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO 3 dias KO
[ Tiktp [0 Tintpa [0 Tintpe [ mintp1 GADPH [T caoeH GADPH [2] sanpH
Cr:30.85 Cr:30.87 Cr:30.81 C1: Undetermin... Ct: 20.94 Cr: 20892 Cr: 2088 1 Undetermin

-

Figura 11 — Representacdo esquematica da disposi¢do das amostras utilizadas. Note que nas linhas A, C ¢ E
encontram-se amostras selvagens ¢ nas linhas B, D e F as amostras KO

Foram utilizados os seguintes ensaios (assays) Taqman® (Applied Biosystems INC.)
para os seguintes genes: Fator de necrose tumoral alfa — TNFo, (Codigo Mm99999068 m1),
Fator transformador de crescimento beta 1 — TGFB1 (Coédigo Mm00441726 ml),
metaloproteinase 3 — MMP3 (Cdédigo Mm00440295 ml), metaloproteinase 9 — MMP9
(Codigo Mm00442991 ml), inibidor tecidual de metaloproteinases 1 — TIMP1 (Codigo
Mm00441818 ml) e controle enddgeno gliceraldeido 3-fosfato de-hidrogenase — GAPDH
(Codigo 4352932E), todas com sonda (probe) MGB/FAM e referéncia passiva normalizadora
ROX (Quadro 4). Os ensaios para os alvos selecionados foram desenhados para que as
respectivas sondas cubram jungdes exon-exon dos genes associados, desta forma nao
detectando DNA gendmico, prevenindo problemas com relagio a contaminagdo com a

presenca deste no extraido de RNA total.
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(Ii r;ssziyc; Sequéncia do primer Forward Cédigo Jr:zl?:::(ﬂg)
TNFa GTAGCCCACGTCGTAGCAAACCACC Mm99999068_m1 63
TGFB1 ACCAAGGAGACGGAATACAGGGCTT MmO00441726_m1 58
MMP3 GGATGTCACTGGTACCAACCTATTC MmO00440295_m1 66
MMP9 ATCTTCCAGTACCAAGACAAAGCCT Mm00442991_m1 76
TIMP1 CAACTCGGACCTGGTCATAAGGGCT MmO00441818_m1 90
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 4352932E 107

Quadro 4 — Relagdo dos ensaios (assays) Tagman utilizados, sequencia dos primers forward, codigo do produto e
tamanho da sequencia amplificada (amplicon)

As reacdes individuais foram montadas de forma a totalizar 20ul cada, utilizando 10ul
de TagMan® Genotyping Master Mix (Codigo 4371355, Applied Biosystems INC.), 1ul dos

respectivos ensaios (assays) e 9ul de cDNA diluido em dgua DEPC de forma a utilizar 20ng

de cDNA por reacdo, considerando-se 10% de excesso (Quadro 5). Os tubos foram entdo

lacrados com tampas opticas (MicroAmp® Optical 8-Cap Strip, Applied Biosystems INC.),

sem contato manual.

Reagente Quantidade por reacéao
Master Mix 10pl
Ensaio (assay) Tl
cDNA + H,0 DEPC ul
Total por reacao 20ul

Quadro 5 — Relagao de reagentes e volumes utilizados
por reacdo de PCR em tempo real

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em modo padrio (Standard) ao

longo de aproximadamente uma hora e vinte minutos, incluindo as seguintes etapas: uma
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etapa de 50° C por 2 min. (ativagdo da enzima Uracil-N-Glicosilase [UNG]), uma etapa de 95°
C por 10 min. (ativacao da enzima Amplitaq Gold Ultra Pure) e quarenta (40) ciclos de 95° C
por 15 s (denaturacdo) e 60° C por 1 min. (anelamento e extensdo) (Tabela 4). A atividade da
UNG ¢ um recurso para evitar a contaminacdo por produtos de PCR previamente
amplificados, uma das maiores fontes de contaminagdo das reacdes de PCR. Ao utilizar
sempre uma uracila nas amplificagdes, a UNG serve como controle de contaminagdes (carry-
over), degradando somente moléculas de DNA dupla fita contendo uracila.

Apo6s as termociclagens, as amostras foram conservadas a 4° C até realizacdo de

eletroforese em gel de agarose pds-amplificagdo.

Tabela 4 — Relagdo de temperatura, tempo ¢ nimero de ciclos utilizados no PCR em tempo real

Etapa Temperatura Tempo Ndmero de ciclos
Ativacao da enzima UNG 50°C 2min 1
Ativagado da enzima Amplitaq gold UP 95°C 10min
Denaturagao 95°C 15s

40
Anelamento e extensao 60°C 1min

4.11 Eletroforese em gel de agarose pos-amplificacao

Para a verificagdo da correta amplificacdo dos segmentos-alvo foi realizada a
eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo resultantes da termociclagem em
tempo real. Amostras de 15ul foram adicionadas a 2ul de tampao de carregamento (loading
buffer) em um gel de agarose a 1%, submetidos a eletroforese a 80V, corados com brometo de
etidio a 0,1% e observados sob luz ultravioleta (Figura 12). Observou-se a correta
amplificacdo dos segmentos-alvo, verificados pelo peso molecular compativel com o

informado pelo fabricante.
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Figura 12 — Fotografia sob luz ultravioleta de gel de agarose corado com brometo de etidio 0,1%, mostrando
bandas de sequéncias amplificadas de amostra, 7 dias, KO, mostrando a correta amplificacdo dos
segmentos-alvo. Da direita para a esquerda: GAPDH (107pb), TIMP1 (90pb), MMP9 (76pb),
MMP3 (66pb), TGFB1 (58pb), TNFa (63pb) e referéncia de peso molecular (ladder). As moléculas
mais leves encontram-se na por¢ao mais superior da imagem

4.12 Analise dos dados

A coleta dos dados pelo equipamento de PCR tempo real StepONE Applied
Biosystems INC.) foi realizada pelo programa SDS StepONE 2.01 (Applied Biosystems
INC.), o qual realiza a coleta de dados como linha base (baseline), ciclo limiar (cycle
threshold, Cr), diferenca de Cr (ACr) e diferenga das diferengas de Cr (AACr), gerando
graficos em tempo real. Além disso, o programa fornece detalhados relatérios de erros (QC
Summary) (Figura 13) quando estes ocorrem (como falhas na amplificagdo, altos desvios
padrdao de replicatas etc), relatando-os na forma de notificagdes (flags) (Figura 14). Tais
relatorios sdo de grande valia na andlise dos dados e busca de possiveis erros. Os respectivos
valores de Cr, ACt, AACt e suas respectivas médias e desvios padrao foram entdo tabulados

(Tabelas 5 e 6).
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Figura 13 — Exemplo de imagem capturada da tela de resumo de erros (QC summary), apds reagao de Real

Figura 14 —

Time — PCR de amostras de 3 dias. Notar a auséncia de notificacdes de erros (Flags)

5 Stepline™ Softuare v2 1 mEx]

Flo__Edi_instumont_Anabsis,_Tools_telp

] KewErpeimen -

Reagents: TaqMan®

View Plato Layout | View Wel Tab
b

actaviets v, seiaton [v]
o] oenmypelios [¥] Fetcocor [v] — — -
] | ] ‘ [Esvosmvins | Evenioomt | GlE
——
- 7 3 T 7 5 7 0
PP AT
JEr— Mo~ DTl - (g p i
Jmi e mT oetemET mEe o o
H [ ] s Mwrs Mwrs  Mowes [lwrs
) Mo e o0
o [Mwes e i e Mwrs Mo [hwes [es
R e T DR R O
,,,,,,,,,,,,,,,, ¢ e et M e oiorn | [Mssorn caoem e
s = mo mo me mr
“Options "\ 3 4 ko 3 a0 3 dizs 0 samKo 3 alas ko 3 a0
e e D o T o o \maE W
wiatis: [I]136 Unknown [ 12 Negative Control 0 Empy
B | Anawvsis summary: Total Wells in Plte: 48 Wells Be1Up: 46 Wells Omtted Manually 0 el Flaggert 0 Wells Omitied by Anatysis:0 Samples Used:2 Tatgets Used s

oo [ Hosomi 03 . 29outubro.ds
Disconnectad

Exemplo de imagem capturada da tela de trabalho do programa SDS 2.1, apds reagdo de
Real Time — PCR de amostras de trés (3) dias. Notar o padrdo adequado de
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Tabela 5 — Valores médios dos Crs e ACrs das replicatas dos grupos selvagens (Wild Type). ACrs médios
estdo a direita de seus respectivos Crs. Valores médios dos grupos e respectivos desvios padrdo
estdo indicados

Wild type
TNFo ACty TGFBl ACy MMP3 ACy MMP9 ACy TIMP1 ACy GAPDH
Testemunha 1 36,416 14,649 31,963 10,2 36,459 14,692 33,67 11,903 35,943 14,176 21,767
Testemunha2 33,695 13,944 28,965 9,214 35,825 16,074 31,715 11,964 33,225 13,474 19,751
Testemunha 3 34,761 14,313 30,011 9,563 34,733 14,285 31,95 11,502 32,534 12,086 20,448
Testemunha 4 33,568 12,887 29,664 8,983 36,549 15,868 31,853 11,172 32,371 11,69 20,681
Testemunha5 34,845 14,037 30,361 9,553 36,132 15,324 32,523 11,715 33,755 12,947 20,808

Média 34,657 13,966 30,193 9,502 35,94 15,249 32,342 11,651 33,566 12,875 20,691
Desvio Padrdo 1,146 0,6630 1,116 0,458 0,733 0,76 0,803 0,323 1,44 1,01 0,727
24 horas 1 34,877 17,232 29,75 12,11 33,03 15,385 31,932 14,287 29,161 11,516 17,645
24 horas 2 31,953 10,125 30,895 9,067 31,948 10,12 29,962 8,134 30,924 9,096 21,828
24 horas 3 34,247 13,219 29,436 8,408 33,968 12,94 31,47 10,442 31,999 10,971 21,028
24 horas 4 33,834 13,762 29,886 9,814 32,828 12,756 30,967 10,895 30,551 10,479 20,072
24 horas 5 32,648 12,385 30,173 9,91 33,141 12,878 31,292 11,029 30,843 10,58 20,263
Média 33,512 13,345 30,028 9,861 32,983 12,816 31,125 10,957 30,696 10,528 20,167
Desvio Padrdo 1,192 2,578 0,552 1,395 0,723 1,864 0,738 2,198 1,018 0,898 1,572
3 dias 1 35,866 14,927 30,612 9,673 36,21 15271 32,84 11,901 31,823 10,884 20,939
3 dias 2 35,87 14,927 30,653 9,71 36,649 15,706 33,007 12,064 33,631 12,688 20,943
3 dias 3 36,41 15,45 29,983 9,023 36,796 15,836 33,665 12,705 33,413 12,453 20,96
3 dias 4 35,724 14,965 30,142 9,383 36,222 15,463 32,879 12,12 32,659 11,9 20,759
3 dias 5 36,453 15,266 30,758 9,671 37,962 16,775 33,544 12,357 33,326 12,139 21,187
Média 36,065 15,107 30,43 9,472 36,768 15,81 33,187 12,229 32,97 12,013 20,958
Desvio Padrdo 0,34 0,239 0,344 0,281 0,716 0,582 0,388 0,312 0,737 0,699 0,152
7 dias 1 33,237 10,294 30,956 8,013 32,919 9,976 32,441 09,498 32,557 9,614 22,943
7 dias 2 33,377 11,434 31,367 9,424 36,224 14,281 33,433 11,49 33,632 11,589 21,943
7 dias 3 35,003 14,066 29,764 8,827 35,346 14,409 31,464 10,527 32,95 12,013 20,937
7 dias 4 34,153 11,965 32,141 9,953 35,211 13,023 33,811 11,623 33,384 11,196 22,188
7 dias 5 35,508 13,803 31,366 9,661 36,461 14,756 33,097 11,392 33,658 11,953 21,705
Média 34,256 12,312 31,119 9,176 35,232 13,289 32,849 10,906 33,216 11,273 21,943
Desvio Padrdo 0,993 1,602 0,87 0,77 1,402 1,964 0,924 0,897 0,455 0,983 0,729
10 dias 1 33,481 13,964 32,324 12,81 36,495 16,978 33,994 14,477 34,269 14,752 19,517
10 dias 2 34,619 14,79 31,616 11,79 35,799 15,969 33,915 14,086 34,371 14,542 19,83
10 dias 3 36,753 18,394 32,076 13,72 35,348 16,989 34,446 16,087 35,652 17,293 18,359
10 dias 4 34,354 14,333 30,121 10,1 35,145 15,123 33,243 13,222 33,703 13,682 20,021
10 dias 5 33,151 13,321 30,928 11,1 36,098 16,268 33,822 13,992 33,716 13,886 19,83
Média 34,472 14,96 31,413 11,9 35,777 16,266 33,884 14,373 34,342 14,831 19,511
Desvio Padrdo 1,411 1,993 0,896 1,416 0,548 0,778 0,431 1,061 0,794 1,446 0,669
20 dias 1 35,239 15,799 28,891 9,451 34,553 15,113 30,892 11,452 31,879 12,439 19,44
20 dias 2 33,928 16,135 27,421 9,628 36,342 18,549 30,189 12,396 29,472 11,679 17,793
20 dias 3 36,848 16,061 29,884 9,097 33,913 13,126 31,983 11,196 33,277 12,49 20,787
20 dias 4 35,788 15,897 29,337 9,446 35,051 15,16 31,329 11,438 32,426 12,535 19,891
20 dias 5 35,821 15,436 29,927 9,542 34,159 13,774 - - 33,815 13,43 20,385
Média 35,525 15,866 29,092 9,433 34,804 15,144 31,086 11,621 32,174 12,515 19,659

Desvio Padrdo 1,065 0,274 1,027 0,202 0,962 2,094 0,754 0,53 1,685 0,621 1,16
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Tabela 6 — Valores médios dos Crs e ACrs das replicatas dos grupos deletados (Knock Out). ACts médios estdo
a direita de seus respectivos Crs. Valores médios dos grupos e respectivos desvios padrdo estdo
indicados

Knock Out

TNFo  ACr TGFB1 ACy MMP3 ACy MMP9 ACy TIMP1  ACy  GAPDH

Testemunha 1 35,453 15,008 29,633 9,188 37,431 16,986 32,929 12,484 35,508 15,063 20,445
Testemunha2 34,984 14,475 29,294 8,785 36,961 16,452 33,206 12,697 35,548 15,039 20,509
Testemunha 3 35,235 14,373 29,834 8,972 37,222 16,36 33,153 12,291 35,269 14,407 20,862
Testemunha 4 34,572 13,632 29,878 8,938 36,578 15,638 32,728 11,788 34,055 13,115 20,94
Testemunha & 34,744 14,358 29,218 8,832 36,732 16,346 32,692 12,306 34,735 14,349 20,386

Média 34,998 14,369 29,571 8,943 36,985 16,356 32,942 12,313 35,023 14,395 20,628
Desvio Padrio 0,357 0,491 0,304 0,157 0,348 0,48 0,261 0,376 0,631 0,791 0,254
24 horas 1 34,649 17,453 29,962 12,77 31,182 13,986 32,952 15756 29,034 11,838 17,196
24 horas 2 34,726 13,898 29,954 9,126 34,475 13,647 30,435 9,607 31,555 10,727 20,828
24 horas 3 34,779 13,594 29,997 8,812 33,968 12,783 32,943 11,758 31,325 10,14 21,185
24 horas 4 35061 14,982 30,321 10,24 33,511 13,432 32,446 12,367 30,981 10,902 20,079
24 horas 5 34,377 14,996 29,671 10,29 32,876 13,495 31,767 12,386 30,267 10,886 19,381
Média 34,718 14,985 29,981 10,25 33,202 13,469 32,109 12,375 30,632 10,899 19,734
Desvio Padrdo 0,246 1,517 0,231 1,554 1,274 0,439 1,053 2206 1,017 061 158
3 dias 1 34,444 13532 28942 8,03 34,563 13,651 31,748 10,836 30,944 10,032 20,912
3 dias 2 34,804 14,212 29,945 9,353 33,318 12,726 31,594 11,002 30,956 10,364 20,592
3 dias 3 35075 14,362 29,24 8,527 35737 15024 32,781 12,068 31,913 112 20,713
3 dias 4 35175 14,045 29,781 8,651 34,939 13,809 32,476 11,346 31,67 10,54 21,13
3 dias 5 34,374 14,034 28978 8,638 34,138 13,798 31,674 11,334 30,88 10,54 20,34
Média 34,774 14,037 29,377 8,64 34,539 13,802 32,055 11,317 31,273 10,535 20,737
Desvio Padrdo 0,361 0,313 0,462 0,473 0,901 0,818 0,572 0513 0,482 0,426 0,302
7 dias 1 36,178 13,235 32,823 9,88 36,953 14,01 34,025 11,082 35699 12,756 22,943
7 dias 2 35,553 13,267 31,858 9,572 36,537 14,251 33,984 11,698 34,852 12,566 22,286
7 dias 3 36,065 13,454 32171 9,56 36,6 13,989 3348 10,869 34,821 1221 22,611
7 dias 4 36,304 13,474 32299 9,469 36,839 14,009 33,721 10,891 35074 12,244 22,83
7 dias 5 36,819 13,921 31,854 8,956 36,666 13,768 32,784 9,886 34,309 11,411 22,898
Média 36,184 13,47 32,201 9,487 36,719 14,005 33,599 10,885 34,951 12,237 22,714
Desvio Padrio 0,456 0,274 0,399 0,335 0,73 0,171 0,506 0,652 0,503 0,515 0,271
10 dias 1 36,158 14,448 34,743 13,03 - - 35972 14,262 36,871 15161 21,71
10 dias 2 35919 1552 32424 12,03 36,217 15818 32,813 12,414 35004 14,605 20,399
10 dias 3 36,567 19,75 30,328 13,51 35903 19,086 21,903 5086 33,803 16,986 16,817
10 dias 4 36,312 15499 32,82 12,01 36,615 15802 31,121 10,308 35405 14,502 20,813
10 dias 5 35601 12,308 32,779 9,486 36,921 13,628 35108 11,815 34,932 11,639 23,293
Média 36,111 15505 32,619 12,01 36,414 16,084 31,383 10,777 35203 14,597 20,606
Desvio Padrio 0,37 2,709 1,57 1,555 0,446 2,25 5633 3,482 1,106 1,922 2,392
20 dias 1 36,344 14,712 31282 9,65 36,192 14,56 33,948 12,316 33,702 12,07 21,632
20 dias 2 35479 13,998 31,053 9,572 36,169 14,688 32,48 10,999 34,497 13,016 21,481
20 dias 3 34,306 13,379 29,867 8,94 36,824 15897 32,688 11,761 34,035 13,108 20,927
20 dias 4 36,134 14,231 31,625 9,722 36,836 14,933 33,078 11,175 35133 13,23 21,903
20 dias 5 36,785 14,248 32,879 10,34 - - 31,712 9175 36,721 14,184 22537
Média 3581 14,114 31,341 9,645 36,505 15,02 32,781 11,085 34,818 13,122 21,696

Desvio Padrdo 0,963 0,486 1,085 0,499 0,375 0,605 082 1,187 1,192 0,751 0,59
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Os dados de ACr dos genes para TNFa, TGFB1, MMP3, MMP9 ¢ TIMP1 dos grupos
WT e KO (Gréficos 7, 8, 9, 10, e 11) foram comparados usando-se o teste de hipoteses nao-
paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney (YUAN et al., 2006) através do programa Minitab®
15.1.1.0. A hipoétese alternativa “presenga de diferenca entre as amostras [not equal]” foi
determinada com intervalo de confianca de 0,95. Os grupos referentes aos genes TNFa (3 e
20 dias), TGFB1 (Testemunha e 3 dias), MMP3 (Testemunha e 3 dias), MMP9 (Testemunha e
3 dias) e TIMPI (Testemunha e 3 dias) revelaram diferencas estatisticamente relevantes entre
os respectivos grupos WT e KO (P<0,05). Os demais grupos nao revelaram diferencas
estatisticamente relevantes dos valores. Posteriormente, calculou-se o valor de diferenga dos
niveis de expressio (Fold Difference) com base na equagio 22" (Tabelas 7, 8,9, 10 e 11).
Estes valores denotam as diferengas na expressdo dos respectivos genes (TNFoa, TGFpI,

MMP3, MMP9 e TIMP1) entre os grupos WT e KO.

Expressdo TNFa
20,00
* *
15,00 -
bed @ TNFa WT
© 10,00 +
< B TNFa KO
5,00
0,00
0 1 3 7 10 20
Dias Pés Injegao

Grafico 7 — Gréfico comparativo entre os valores médios de ACT e respectivos desvios padrido da expressiao
génica de TNFa dos grupos selvagem (Wild Type — WT) e deletados (Knock Out — KO) aos 1, 3,
7, 10 e 20 dias pds injegdo e grupo testemunha (0). Asterisco (*): presenca de diferenca
estatisticamente significante entre os grupos WT e KO.
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Expressédo TGF31
20,00
15,00
5 10.00 4 & & B TGFb1 WT
< B TGFb1 KO
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0,00 -
0 1 3 7 10 20
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Grafico 8 — Grafico comparativo entre os valores médios de ACT e respectivos desvios padrdo da expressdo
génica de TGF dos grupos selvagem (Wild Type - WT) e deletados (Knock Out — KO) aos 1, 3, 7,

10 e 20 dias pos injecdo e grupo testemunha (0). Asterisco (*): presenga de diferenca
estatisticamente significante entre os grupos WT e KO.

Expressao MMP3
20,00
* *
15,00 -
5 10.00 4 @ MMP3 WT
< B MMP3 KO
5,00 -
0,00
0 1 3 7 10 20
Dias Pés Injecao

Grafico 9 — Grafico comparativo entre os valores médios de ACT e respectivos desvios padrido da expressdo
génica de MMP3 dos grupos selvagem (Wild Type - WT) e deletados (Knock Out — KO) aos 1, 3,
7, 10 e 20 dias pds injegdo e grupo testemunha (0). Asterisco (*): presenca de diferenca
estatisticamente significante entre os grupos WT e KO.
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Expressao MMP9
20,00
* *
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5 10,00 1 @ MMP9 WT
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0 1 3 7 10 20
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Grafico 10 — Grafico comparativo entre os valores médios de ACT e respectivos desvios padrdo da expressdo
génica de MMP9dos grupos selvagem (Wild Type - WT) e deletados (Knock Out — KO) aos 1, 3,
7, 10 e 20 dias pods injecdo e grupo testemunha (0). Asterisco (¥): presenga de diferenca
estatisticamente significante entre os grupos WT e KO.

Expressao TIMP1
20,00
15,00 -
5 10,00 - B TIMP1WT
< @ TIMP1 KO
5,00 -
0,00 -

0 1 3 7 10 20
Dias Pos Injecao

Grafico 11 — Grafico comparativo entre os valores médios de ACt e respectivos desvios padrao da expressdo
génica de TIMP1 dos grupos selvagem (Wild Type - WT) e deletados (Knock Out — KO) aos 1, 3,
7, 10 e 20 dias p6s injecdo e grupo testemunha (0). Asterisco (*): presenga de diferenga
estatisticamente significante entre os grupos WT e KO.
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Tabela 7 — Resultados do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney comparando os valores de ACt dos grupos WT e

KO para o ensaio para TNFa, indicando a existéncia ou ndo de diferenca entre os grupos € o
respectivo valor de significancia. Valores de ACt ¢ AACr e respectivos desvio padrio e variagio
relativa de expressdo dos grupos WT e KO para o ensaio para TNFo. Valores acima de um (1)
apontam para aumento de expressao, enquanto valores menores que um apontam para redugdo de
expressao

Dia
0
1
3
7

10

20

TNFa
Significancia Conclusdao AC;TNFa WT AC; TNFa KO AAC;KO-WT Variagao Relativa
0,2963 Iguais 13,97+0,66 14,37+0,49 0,40+0,55 0,52
0,1437 Iguais 13,34+2,57 14,98+1,51 1,64+2,19 0,07
0,0122 Diferentes 15,11+0,23 14,04+0,31 -1,07+0,38 1,61
0,5309 Iguais 12,31+1,60 13,47+0,27 1,16+0,38 0,34
0,5309 Iguais 14,96+1,15 15,51+2,70 0,54+2,10 0,16
0,0122 Diferentes 15,87+0,27 14,11+0,48 -1,75+0,65 2,15

Tabela 8 — Resultados do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney comparando os valores de ACt dos grupos WT e

KO para o ensaio para TGFf1, indicando a existéncia ou ndo de diferenca entre os grupos € o
respectivo valor de significancia. Valores de ACt ¢ AACrt e respectivos desvio padrdo e variacdo
relativa de expressdo dos grupos WT e KO para o ensaio para TGFB1. Valores acima de um (1)
apontam para aumento de expressdo, enquanto valores menores que um apontam para redugdo de
expressao

TGFB1
Dia Significancia Conclusdo AC; TGFB WT AC; TGFB1 KO AAC; KO-WT Variacado Relativa
0 0,0216 Diferentes 9,50£0,45 8,94+0,15 -0,56+0,29 1,2
1 0,5309 Iguais 9,86+1,39 10,25+1,55 0,39+1,86 0,21
3 0,0216 Diferentes 9,4740,28 8,64+0,47 -0,83+0,41 1,34
7 0,6761 Iguais 9,18+0,77 9,49+0,33 0,31+0,43 0,6
10 0,8345 Iguais 11,90+1,41 12,01+1,55 0,11+1,56 0,31
20 0,2101 Iguais 9,4340,20 9,65+0,49 0,21+0,62 0,56

Tabela 9 — Resultados do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney comparando os valores de ACt dos grupos WT e

KO para o ensaio para MMP3, indicando a existéncia ou ndo de diferenca entre os grupos e o
respectivo valor de significancia. Valores de ACr e AACrt e respectivos desvio padrdo e variagao
relativa de expressdo dos grupos WT e KO para o ensaio para MMP3. Valores acima de um (1)
apontam para aumento de expressdo, enquanto valores menores que um apontam para reducdo de
expressao

0
1
3
7
10

MMP3
Dia Significancia Conclusdo AC;y MMP3 WT AC; MMP3 KO AAC; KO-WT Variagido Relativa
0,0367 Diferentes 15,25+0,76 16,36+0,48 1,11+0,54 0,32
0,2963 Iguais 12,82+1,86 13,47+0,43 0,65+1,64 0,2
0,0122 Diferentes 15,81+0,58 13,80+0,81 -2,01+0,65 2,55
0,6761 Iguais 13,29+1,96 14,01+0,17 0,72+0,32 0,49
0,5403 Iguais 16,27+0,77 16,08+2,25 -0,18+0,86 0,62
1,0000 Iguais 15,14+2,09 15,02+0,60 -0,12+0,84 0,61

20
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Tabela 10 — Resultados do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney comparando os valores de ACt dos grupos WT e

KO para o ensaio para MMP9, indicando a existéncia ou ndo de diferenca entre os grupos e o
respectivo valor de significancia. Valores de ACr ¢ AACrt e respectivos desvio padrdo e variagao
relativa de expressdo dos grupos WT e KO para o ensaio para MMP9. Valores acima de um (1)
apontam para aumento de expressdo, enquanto valores menores que um apontam para redugdo de
expressao

MMP9
Dia_Significancia Conclusdo AC;y MMP9 WT AC; MMP9 KO AAC; KO-WT Variacéo Relativa
0 0,0367 Diferentes 11,65+0,32 12,31+0,37 0,66+0,41 0,48
1 0,2963 Iguais 10,96+2,19 12,37+2,20 1,42+1,74 0,11
3 0,0367 Diferentes 12,23+0,31 11,32+0,51 -0,91+0,43 1,39
7 1,0000 Iguais 10,91+0,89 10,89+0,51 -0,02+0,70 0,62
10 0,0601 Iguais 14,37+1,06 10,78+0,65 -3,60+0,79 6,96
20 0,3913 Iguais 11,62+0,53 11,09+3,48 -0,54+0,79 0,84

Tabela 11 — Resultados do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney comparando os valores de ACt dos grupos WT e
KO para o ensaio para TIMP1, indicando a existéncia ou ndo de diferenga entre os grupos e o
respectivo valor de significancia. Valores de ACt ¢ AACr e respectivos desvio padrdo e variacdo
relativa de expressdo dos grupos WT e KO para o ensaio para TIMP1. Valores acima de um (1)
apontam para aumento de expressdo, enquanto valores menores que um apontam para redugdo de

expressao

0
1
3
7
10
20

TIMP1
Dia_SignificAncia Conclusdo AC; TIMP1 WT AC; TIMP1 KO AAC; KO-WT Variacio Relativa
0,0367 Diferentes 12,87+1,010 14,39+0,791 1,52+0,831 0,2
0,6761 Iguais 10,53+0,898 10,90+0,610 0,371,694 0,24
0,0216 Diferentes 12,01+£0,699 10,54+0,426 -1,48+0,522 1,94
0,0601 Iguais 11,27+0,983 12,24+0,515 0,96+0,300 0,42
0,8345 Iguais 14,83+1,446 14,60+1,922 -0,23+0,694 0,73
0,2963 Iguais 12,51+0,621 13,12+0,751 0,61+0,654 0,42
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5 RESULTADOS

Os dados acima apresentados sugerem a existéncia de diferenca nos padrdes de
expressdo de parte dos genes pesquisados e em parte dos grupos, comparativamente entre os
grupos deletados para Cx32 e os grupos controles selvagens (P<0,05). Esta diferenca reflete-
se como aumentos dos niveis de expressdo (Up-regulation) ou redugdes dos niveis de
expressao (Down-regulation) dos genes pesquisados, a saber:

e O grupo testemunha apresentou variagdo da expressdo dos genes para TGFB1 (120% em
relacdo ao controle); MMP3 (32% em relagdo ao controle); MMP9 (48% em relacdo ao
controle) e TIMP1 (20% em relag@o ao controle);

e O grupo de 3 dias pds-inoculacao apresentou variacdo da expressao dos genes para
TNFa (161% em relagcdo ao controle), TGFB1 (131% em relagdo ao controle), MMP3
(255% em relagao ao controle), MMP9 (139% em relacdo ao controle) e TIMP1 (194%
em relacdo ao controle);

e O grupo do periodo de 20 dias pods-inoculagdo apresentou variagao da expressdo para o
gene TNFoq (215%).

Os niveis de expressao dos genes nos demais grupos nao apresentaram diferencas

estatisticamente significantes (P>0,05).
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6 DISCUSSAO

Em 2004, somente alguns poucos trabalhos descreviam as ag¢des de citocinas pro-
inflamatorias sobre as jungdes comunicantes das células gliais (GJC). Nos ultimos anos, o
numero de publicagdes descrevendo os efeitos de citocinas e estimulos patogénicos sobre as
GJC aumentou dramaticamente (KIELIAN, 2008). Neste contexto, o presente projeto ¢, até o
conhecimento de seus autores, o primeiro a investigar o caminho contrario: Investigar a
influencia das conexinas no processo inflamatdrio no sistema nervoso central (SNC).

Estudos anteriores utilizando o modelo do brometo de etidio em ratos Wistar
demonstraram a presenga e atividade linfocitica tanto no tronco encefalico quanto na medula
espinhal pds-lesdo, presenca esta atribuida como sendo parte do influxo inflamatdrio induzido
pelo brometo (GRACA, 1989; SANCHEZ, 2006) Tais experimentos confirmaram a suspeita
de que hé pouca interferéncia imune nas lesdes mediadas pelo BE, sendo a presenca de
linfocitos nos estagios iniciais de desmielinizagdo apenas um componente de comunicagao
com os macréfagos, os quais seriam as reais células efetoras dentro do SNC (ZSUZSA;
RAINE; HART, 1994).

No presente trabalho verificou-se que o grupo testemunha KO, que ndo recebeu
nenhum procedimento ou manipulacdo que pudesse elicitar uma resposta inflamatoria,
mostrou significativa diminuicdo da expressdo da expressio de MMP3, MMP9 ¢ TIMP1 e
significativo aumento da expressdo de TGFB1 quando comparado ao seu controle selvagem.
Adicionalmente, verificou-se significativo aumento de expressdo de todos os genes
pesquisados (TNFa, TGFB1, MMP3, MMP9 e TIMP1) no grupo de 3 dias pods-inoculagdo.
Importante salientar que este periodo corresponde ao pico dos mecanismos de resposta
inflamatéria aguda. No grupo de 20 dias pds-injecao, verificou-se significante aumento da
expressao de TNFa.

Estudo anterior que investigou o modelo do BE em ratos Wistar imunossuprimidos
com ciclosporina observou que nos primeiros dias apos a injecdo o nimero de macrofagos
ativados no SNC era inferior ao do encontrado em animais imunocompetentes (BONDAN;
LALLO; GRACA, 2008). Em periodo intermediario de lesdo (14 dias), o numero de
macroéfagos ativados nos animais imunossuprimidos demonstrou ser significativamente maior
do que nos animais imunocompetentes. Em periodos posteriores de lesdo (21 dias) o nimero

de células reativas em animais tratados volta a ser mais baixo, comparado com os controles.
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Este aumento transitorio ¢ semelhante ao verificado no presente estudo para os genes MMP3,
MMP9 e TIMPI, relacionados a resposta tecidual a lesdo. Nestes genes observa-se uma
reducdo no nivel de expressdo dos genes alvo (down-regulation) dos animais testemunha,
associado a um aumento de expressao (up-regulation) somente no periodo de 3 dias. A maior
parte dos resultados nos demais periodos sugere uma baixa na expressao; contudo o grau de
significancia da diferenca ficou acima (P>0,05) do intervalo de confianca de 95%.

Paralelamente, trabalho de Ramos et al. investigou comparativamente o padrdo de
desmielinizagdo e remieliniza¢do no sistema nervoso periférico entre camundongos deletados
para Cx32 e normais. Este trabalho indicou que a auséncia de Cx32 nio alterou o padrdo de
resposta tecidual, langando as possibilidades de que ou a Cx32 nao seja critica para o processo
remielinizante ou que outras proteinas sejam expressas em seu lugar; as candidatas em
potencial incluindo as Cx 46 e Cx 43 (RAMOS et al., 2009).

Entretanto, hd de se considerar a real viabilidade e adequacdo do método utilizado,
tendo em vista o fato de uma lesdo focal como a injecao de brometo ser altamente variavel.
Sanchez et al. em seu estudo envolvendo inje¢des de BE no SNC ratos Wistar observou
indicios de reatividade astrocitaria distantes das bordas da lesao (SANCHEZ et al., 20006).
Embora o método tenha identificado diferencas significantes, certamente o protocolo utilizado
¢ mais adequado para a verificacdo de diferencas de expressdo que acometam um 6rgao ou
tecido de forma mais difusa.

Estudos in vivo de diversos grupos tém produzido resultados conflitantes na
contextualizagdo das GJC nas afec¢des do SNC. Considerando-se que o cérebro ¢ um 6rgao
complexo, com relagdes intrincadas entre seus mecanismos celulares, quimicos e moleculares,
ndo ¢ inesperado que modelos utilizando diferentes mecanismos lesivos, em diferentes locais
de lesao obtenham conclusdes distintas (KIELIAN, 2008).

Em resumo, nosso conhecimento na caracterizacdo dos efeitos inflamatorios sobre as
GJC no SNC tem crescido consideravelmente; contudo sdo necessarios novos estudos que
definam as consequéncias bioldgicas de tais alteracdes no contexto da patologia do SNC

(KIELIAN, 2008), como o presente estudo.
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7 CONCLUSOES

Com base no exposto, conclui-se que existem diferencgas nos padrdes de expressao dos
genes para fator de necrose tumoral alfa (TNFa), fator de crescimento transformador beta 1
(TGFB1), metaloproteinase 3 (MMP3), metaloproteinase 9 (MMP9), inibidor tecidual de
metaloproteinases 1 (TIMP1) entre camundongos deletados (KO) para o gene da conexina 32
e camundongos selvagens (WT), em condigdes normais e¢ em resposta ao estimulo
inflamatério e regenerativo/cicatricial promovido por injecdo intracerebral de solucao de
brometo de etidio. Os niveis de expressdo génica dos genes avaliados apresentam padrdes
varidveis ao longo dos periodos avaliados em comparagdo ao grupo testemunha tanto no
grupo selvagem como no grupo deletado.

A metodologia e os protocolos de cirurgia, armazenagem, extracdo e purificacdo de
DNA, genotipagem, extracdo e purificagdo de RNA total, quantificacdo, transcricdo reversa,
validagdo de ensaios ¢ PCR em tempo real mostraram-se adequadas para a avaliagdo de
expressdo génica no presente trabalho, podendo ser aplicada a outras linhas de pesquisa de

interesse.
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