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RESUMO

OLORIS, S.C.S. Avaliacao do papel da conexina 43 no desenvolvimento do granuloma
experimentalmente induzido em camundongos. [Evaluation of the role of connexin 43 in
the development of granuloma, experimentally induced in mice]. 2005. f 118. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2005.

A doenca granulomatosa inflamatdria envolve interacdes coordenadas entre linfocitos,
mondcitos/macrofagos, células epitelidides, eosindfilos, neutréfilos e fibroblastos. A
comunicacdo intercelular mediada por jungdes gap, constituidas por conexinas, € responsavel
pela homeostase tecidual. A Cx43 estd presente em células linféides, células mieldides,
fibroblastos e outras. Assim, para compreendermos o possivel envolvimento das conexinas no
granuloma, nds analisamos o efeito da delecdo heterozigética de uma Gjal (gene Cx43) na
formacgdo e desenvolvimento dos granulomas hepaticos, induzidos por ovos de Schistosoma

3**) foram

mansoni. Para tanto, camundongos heterozigotos (Cx43*") e selvagens (Cx4
infectados com cercdrias de Schistosoma mansoni e avaliados nos tempos: 6, 8 e 12 semanas
ap6s a infeccdo. As células dos granulomas apresentaram expressdao de conexina 43,
notadamente apés 12 semanas de infeccdo. As lesdes dos camundongos Cx43*" apresentaram
indice de proliferacdo reduzido e aumento na deposi¢cdo de coldgeno em fases tardias da
doenca. Apesar desses achados, ndo se encontrou redu¢cdo no tamanho e celularidade das
lesdes em comparacdo aos camundongos selvagens. Também nao obtivemos diferencas em
relacdo ao hemograma ou populacdo de linfécitos esplénicos CD4, CD8 e CD19. As células

peritoneais dos animais de ambos genétipos apresentaram produ¢do de NO e H,O, similares.

Contudo, os neutréfilos e mondcitos sanguineos dos animais Cx43+/‘,estimulados por PMA,



apresentaram aumento significante do burst oxidativo. Concluindo, nossos resultados indicam
que a delecdo de um alelo do gene da Cx43 modifica claramente a evolugdo da doenca

granulomatosa, mostrando um papel desta conexina no desenvolvimento do granuloma.

Palavras-chave: Jun¢Oes intercelulares. Granuloma. Schistosoma mansoni. Macrofagos.

Interagdo celular.



ABSTRACT

OLORIS, S.C.S. Evaluation of the role of connexin 43 in the development of granuloma,
experimentally induced in mice. [Avaliacdo do papel da conexina 43 no desenvolvimento do
granuloma experimentalmente induzido em camundongos]. 2005. f 118. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2005.

Inflammatory granulomatous disease involves coordinated interactions among lymphocytes,
monocytes/macrophages, epithelioid cells, eosinophils, neutrophils and fibroblasts.
Intercellular communication mediated by gap junctions constituted of connexins, is
responsible for tissue homeostasis. Cx43 is present in lymphoid cells, myelogenous cells,
fibroblasts and others. In order to understand the possible involvement of connexins in
granuloma, we analyzed the effect of the heterologous deletion of a Gjal (Cx43 gene) on the
formation and development of hepatic granulomas induced by Schistosoma mansoni eggs.

Heterozigous (Cx43*") and wild-type (Cx43*""*

) mice were infected with S. mansoni cercarie
and evaluated after 6, 8 and 12 weeks. Granuloma cells express Cx43, with considerable
reduction in Cx43"" mice. Moreover, granuloma cells from Cx43*" mice displayed reduced
proliferation and increased collagen deposition at late phases of the disease. Despite these
findings, no reduction of size or cellularity of the lesions was found in comparison to wild-
type mice. We didn’t find differences in relation to blood count and splenic lymphocyte
population CD4, CD8 and CD19. Peritoneal cells from animals of both genotypes presented

similar production of NO and H,0,. However, blood neutrophils and monocytes from Cx43*"

mice, stimulated by PMA, displayed significantly increased oxidative burst. In conclusion,



our results indicate that the deletion of one allele of the Cx43 gene clearly modifies the
evolution of a granulomatous disease, supporting a role for this connexin on granuloma

development.

Key-words: Intercellular junction. Granuloma. Schistosoma mansoni. Macrophages. Cell

interaction.
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1 INTRODUCAO

As células, nos organismos multicelulares, encontram-se organizadas em tecidos, e
necessitam estar em contato umas com as outras para originar grupos cooperativos; e estes,
por sua vez, estdo associados em varias combinagdes para formar os 6rgaos.

O principio da cooperagdo metabolica pressupde que células que requeiram intensa
coordenacdo para o sucesso das suas atividades possuam uma vasta rede de comunicagao
celular. Assim, as células dos animais vertebrados podem comunicar-se por meio de varios
mecanismos de comunicag¢ao direta ¢ indireta.

A comunicagdo direta ocorre pela transferéncia da informacgao através da passagem de
moléculas sinalizadoras (hormonios, fatores de crescimento, neurotransmissores, entre outros)
no espago extracelular e que vao agir sobre células portadoras de receptores, canais ou vias
metabolicas apropriadas. Como exemplo, podemos citar as formas de comunicagdo paracrina
e endocrina. Este tipo de comunicagdo necessita de estruturas de membrana especificas. O
primeiro exemplo ¢ o tipo de comunicagdo receptor-ligante que ¢ encontrado, entre outros, no
sistema imunologico entre os linfocitos T e os receptores presentes nas células alvo.

O segundo modo de comunicagdo direta permite a passagem de sinais elétricos ¢ a
troca de moléculas hidrofilicas, de massa molecular ndo superior a 1200Da, entre citoplasmas
de células adjacentes. Este modo de comunicagdo ¢ proporcionado pela presencga de jungdes
do tipo gap, também denominadas jungdes de hiato, caracterizadas por canais intercelulares,
formados por subunidades protéicas denominadas conexinas.

As conexinas estdo presentes em todos 0s organismos metazoarios e estdo envolvidas

no controle do crescimento celular (MOORBY, 2000), na condutancia elétrica entre os
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tecidos excitaveis (ROZENTAL; CAMPOS-DE-CARVALHO; SPRAY, 2000; SAFFITZ,
2000), no desenvolvimento e diferenciagdo celulares (BERTHOUD; SAEZ, 1993; THARA;
MURAMATSU; SHIMONO, 2000; UMEZAWA; HATA, 1992), na ativagdao de leucocitos
(JARA; BORIC; SAEZ, 1995; OLIVEIRA-CASTRO; BARCINSKI, 1974, OLIVEIRA-
CASTRO; DOS REIS, 1981), nos processos inflamatorios (MARTIN et al., 1998), na
hematopoiese e linfopoiese (CANCELAS et al, 2000; KRENACS; ROSENDAAL, 1995;
ROSENDAAL et al., 1994; ROSENDAAL, 1995;), na atividade das glandulas enddcrinas e
exocrinas (HOUGHTON et al, 1999; MEDA, 1996; MEDA et al., 1993; MUNARI-SILEM;
ROUSSET,1996) e no sistema nervoso central (O’DONNEL; GRACE, 1996; TSUKAHARA
et al., 1999).

As interagdes coordenadas entre as células sdo eventos cruciais para a proliferagdo,
migragdo, ativagdo, diferenciacdo e matura¢dao das células inflamatorias. A importancia das
conexinas, sobretudo Cx43, tem sido relatada em processos envolvendo macréfagos, como na
aterosclerose. Relatou-se recentemente, que o camundongo deficiente em Cx43 apresenta um
menor desenvolvimento das lesdes ateroscleréticas, reduzido nimero de células inflamatorias

associadas ao ateroma, ¢ aumento da espessura da capsula fibrosa que recobre as lesdes

(KWAK et al., 2003).

A importancia das junc¢des do tipo gap e conexinas na formagdo do granuloma nunca
fora investigado antes. A formagao das lesdes granulomatosas é um dinamico processo que
permite a inflamacdo destruir ou isolar o ninho incitante, evitando a inflamacdo exuberante
desnecessaria e injuriosa (WEINSTOCK et al., 1999). Este processo envolve interagdes
coordenadas entre linfocitos, mondcitos/macréfagos, células epitelidides, eosinofilos,

neutrofilos e fibroblastos.

Durante o desenvolvimento das lesdes em torno de ovos embolizados, os granulomas
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manifestam alteragdes, ndo somente das populagdes celulares ou do perfil de citocinas, mas
também no tamanho das lesdes e nivel de fibrose. Os granulomas sdo maiores durante a fase
aguda da infecgdo, tornando-se menores durante a fase cronica da doenga (DOMINGO;

WARREN, 1968).

Os camundongos deficientes em Cx43, desenvolvidos por Reaume et al. (1995), tém
sido usados em varias pesquisas, ¢ este enfoque tem contribuido no esclarecimento da
importancia funcional da Cx43 nos processos fisiologicos e patoldgicos. No presente estudo,
nés determinamos a importancia da conexina 43 no desenvolvimento do granuloma hepatico,
induzido experimentalmente por ovos de Schistosoma mansoni em animais heterozigotos para
conexina 43. Neste trabalho, apresentamos a primeira evidéncia que as conexinas, ¢ talvez a

comunicagdo célula-célula, possam modular a doenga inflamatdria granulomatosa cronica.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRUTURA E COMPOSICAO DAS JUNCOES GAP

As jungdes do tipo gap foram originalmente descritas em varios tecidos e descobertas
por meio de microscopia eletronica de transmissdo. No local da estrutura da jungdo gap
observa-se um intervalo regular de aproximadamente 2nm de espessura entre as membranas
citoplasmaticas adjacentes (DEWEY; BARR, 1962; REVEL; KARNOVSKY, 1967).

Estudos de difracdo de raio X revelaram a estrutura hexamérica dessas estruturas que
forma denominadas conexons (MAKOWSKI, 1977, UNWIN; ZAMPIGHI, 1980). Um
conexon ¢ um oligdmero de seis proteinas de membrana, denominadas conexinas. Cada
conexon encontra-se inserido na bicamada lipidica da membrana plasmatica de cada célula.
Assim, dois conexons conectados formam um canal intercelular que permite a passagem
direta de ions e de pequenas moléculas, de aproximadamente lkDa, entre as células
justapostas (KUMAR; GILULA, 1996; NAUS, 1996; YAMASAKI, 1990; YAMASAKI,
1997).

Nos vertebrados, as jungdes do tipo gap s3o constituidas por uma estrutura
dodecamérica formada por hemicanais, ou conexons, de seis unidades de conexinas em cada
célula adjacente (BRUZZONE; WHITE; PAUL, 1996).

Estudos envolvendo o cDNA das conexinas, revelaram que as mesmas s3o codificadas
por uma familia multigénica, representada por pelo menos 19 conexinas murinas e 20
conexinas humanas (WILLECKE, 2002) (Tabela 1). O ¢cDNA que codifica as conexinas

revela regides de alta homologia, e regides com pequena ou nenhuma homologia, de forma
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que se estabeleceu uma nomenclatura das conexinas representada pelos pesos moleculares
(Cx 23, Cx26, Cx 30, Cx 30.2, Cx 30.3, Cx 31, Cx31.1, Cx 31.9, Cx32.6, Cx33, Cx32, Cx37,
Cx40, Cx43, Cx45, Cx46, Cx50) (YAMASAKI; NAUS, 1996; WILLECKE et al., 2003).
Outros autores propdem uma nomenclatura alternativa baseada na analise filogenética
e homologia entre os genes das conexinas, estabelecendo-se assim, as subclasses o, e y

(KUMAR; GILULA, 1992) (Tabela 1).



Tabela 1 - Comparativo entre as conexinas humanas e murinas ja identificadas

Camundongo

Homem

Massa molecular

Massa molecular

Conexina (kDa) Classe Conexina (kDa) Classe
~ ~ ~ hCx25 25 892 n.d.
mCx26 26 411 B hCx26 26200 B
mCx29 28 981 n.d. hCx30.2 30313 n.d.
mCx30 30 366 B hCx30 30 396 B
mCx30.3 30 388 B hCx30.3 30419 B
mCx31 30901 B hCx31 30817 B
mCx31.1 31394 B hCx31.1 31088 B
mCx30.2 30219 B hCx31.9 31933 B
mCx32 32 003 B hCx32 32024 B
mCx33 32 860 o ~ ~ ~
mCx36 36 085 n.d. hCx36 36 248 n.d.
mCx37 37 596 o hCx37 37413
mCx40 40 413 o hCx40 40 380
mCx39 39 996 n.d. hCx40.1 40 140 n.d.
mCx43 43 004 o hCx43 43 008 o
mCx45 45 665 Y hCx45 45 482
mCx46 46 302 o hCx46 47 427 o
mCx47 46 603 hCx47 46 655
mCx50 49 597 o hCx50 48 173 o
~ ~ ~ hCx58 58 842 n.d.
mCx57 57114 o hCx62 61871 o

Nd= nao determinado

Fonte: (WILLEKE et al., 2002; WILLEKE et al., 2003).
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Estudos topograficos detalhados realizados com as conexinas 26, 32 e 43 revelaram
que estas proteinas apresentam 4 dominios transmembranares, 2 algas extracitoplasmaticas, 1
alca intracitoplasmatica, 1 extremidade aminoterminal e 1 extremidade carboxiterminal. As
conexinas apresentam uma pequena extremidade aminoterminal, de aproximadamente 20
aminoacidos, e mais uma extremidade carboxiterminal, altamente variavel, constituida por 18
aminoacidos na Cx26, 156 aminoacidos na Cx43 ¢ 275 aminoacidos na Cx57. A alga
intracelular também apresenta variagdes em seu tamanho, 35 aminoacidos na Cx32, 55
aminodcidos na Cx43 e 105 aminoéacidos na Cx47. Assim, a variagdo de peso molecular entre
as diferentes conexinas deve-se, preponderantemente, a diferenga de tamanho da extremidade
carboxiterminal de suas estruturas, ¢ de forma menos importante, a variacdo de tamanho da
al¢a intracelular.

Como ja mencionado, os canais de jungdes gap sao constituidos por 12 proteinas, 6 em
cada hemicanal. Como ilustrado na figura 1, os canais podem ser denominados de acordo com
o padrao de constituicdo de conexinas. Assim, jungdes homotipicas sdo constituidas por
aquelas onde os dois hemicanais idénticos; as jun¢des heterotipicas, por sua vez, sio
compostas por hemicanais de composi¢ao distinta. Jungdes homoméricas sdo aquelas onde os
conexons sdo constituidos por um unico tipo de conexina, enquanto nas heteroméricas, os
hemicanais sdo compostos por mais de uma conexina. (BRUZZONE; WHITE; PAUL, 1996;
WHITE et al., 1994).

O padrao de expressdo de conexinas difere entre os diversos tecidos e 6rgaos, ¢ mais
de um tipo podem ser encontrados em uma mesma célula. Dessa forma, podemos ter canais
intercelulares das mais variadas configuragdes: homotipicos, heterotipicos, homoméricos ou

heteroméricos, que implicam em propriedades diferentes de permeabilidade celular (BEYER
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et al., 2000; NICHOLSON et al., 2000). As juncdes podem ainda ser homologas, onde 2 tipos
celulares iguais estdo conectados, ou, heterélogas, quando a comunicagdo ocorre entre tipos

celulares diferentes.

Suiil

Homeotipica Heterctipica Homeotipica Heterotipica

Homomeérica Homomérica Heteromérica Heteromérica

Figura 1 - Esquema simplificado da conformacdo dos canais juncionais. Os canais
homotipicos formados por 2 hemicanais de constitui¢do idéntica. Canais
heterotipicos sdo formados por hemicanais de diferentes constituicdes. Os
conexons, ou hemicanais, podem ser homomeéricos, quando sdo constituidos
por 6 conexinas idénticas, ou, heteroméricos, constituidos por mais de 1 tipo
de conexina. (Adaptado de ROZENTAL; CAMPOS-DE-CARVALHO;
SPRAY, 2000)

A estrutura molecular da Cx43, a conexina mais abundante nos tecidos no sistema
imune, foi revelada por cristalografia eletronica. Esta técnica confirmou o arranjo
dodecamérico do longo canal intercelular de 1504 construido a partir de 2 canais de 65A cada
e conectados por uma regiao de 558 de espessura (UNGER et al., 1999).

O grande numero de subtipos de conexinas leva a uma regulacdo fina da expressao

génica, do tamanho do poro do canal e de diferentes propriedades de permeabilidade.
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2.2 REGULACAO DAS CONEXINAS E MUTACOES

As jungdes do tipo gap podem ser moduladas por intimeros fatores tais como
hormdnios, neurotransmissores, citocinas, fatores de crescimento, integrinas, caderinas,
componentes da matriz extracelular e canais idnicos.

A comunicacdo intercelular funcional resultante do acoplamento das células depende
de multiplos mecanismos de controle, incluindo a transcricdo génica, estabilidade da
mensagem, modificagcdes pos-transcricionais, estado de fosforilagdo, conjugagdo da proteina
na membrana e meia vida e degradagao.

A fosforilacdo das conexinas tem sido proposta como o principal controle da
comunicagdo intercelular por juncdes gap. Ela atuaria em diferentes niveis de controle como:
expressdo gé€nica, modificagdes transcricionais e pos-transcricionais e conjugacdo das
conexinas; transporte do conjunto para a membrana, abertura, fechamento e remocao do canal
intercelular, e degradagio das conexinas (SAEZ et al., 1998).

A meia vida da Cx26, Cx32 e Cx43 ¢ de aproximadamente 2 a 5 horas (FALLON;
GOODENOUGH, 1981; LAIRD; PURANAM; REVEL, 1991). Assim, a comunicagdo
intercelular depende de muitos fatores de controle sobre a dindmica de sintese e degradacao
de conexinas. Da mesma forma, mudancas na taxa de transcri¢do e estabilidade do RNAm de
conexinas podem ser afetadas pela ativagdo de segundos mensageiros intracelulares (SAEZ et
al., 1993).

Recentemente, demonstrou-se a complexidade da regulagdo do gene da Cx43 em
muitos niveis, como: transcricao, splicing de pré RNAm e traducdo. Este gene possui 3
regides promotoras, 6 exons ¢ 9 RNAm diferentes que codificam a conexina 43. Os

promotores P1, P2 e P3 podem ser regulados diferentemente e determinam a escolha do exon
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a ser transcrito. Estes mecanismos parecem ser muito conservados evolutivamente e podem
ser indicativo da necessidade de fina regulacdo da comunica¢do intercelular em cada tipo
celular e em diferentes condigdes e situacdes. (PFEIFER et al., 2004)

Mudangas transitdrias na comunicacdo intercelular, reguladas notadamente por
fosforilacdo das conexinas, t€ém sido observadas e parecem necessarias ao ciclo celular
normal. Assim, Solan et al. (2003) demonstraram que os niveis de fosforilagdo de um residuo
de serina S368 da Cx43 sdo aumentados nas fases S ¢ G,/M do ciclo celular, e que nas células
quiescentes o nivel de fosforilacdo é proximo de zero. Assim, a fosforilacdo da Cx43 estd
diretamente relacionada ao menor nivel de comunicagdo intercelular, apresentado pelas
células em fase S. Da mesma forma, o menor nivel de fosforilagdo da Cx43 nas células
quiescentes, ou seja, na fase Gy do ciclo celular, implicam em um maior nivel de
comunicagao.

Contradizendo esses achados, outros autores demonstraram que a comunicacio
mediada pelas jungdes gap seria de intensidade moderada na fase G,/S, maior na fase S, e
menor nas fases GyM (BITTMAN; LOTURCO, 1999; STEIN; BOONSTRA;
BURGHARDT, 1992). A diminui¢do da comunica¢ao juncional durante a fase G,/M também
estd correlacionada ao aumento da fosforilagio da Cx43 (KANEMITSU; JIANG;
ECKHART,1998; LAMPE et al., 1998a) e redistribui¢do da Cx43 da membrana para o
citoplasma (LAMPE et al., 1998a; XIE et al., 1997). Tomados em conjunto, estes estudos
sugerem que a Cx43 pode ser importante no ciclo celular por meio da fosforilagdo dos
aminoacidos de sua extremidade carboxiterminal.

A juncdo gap também requer a participagdo de outras proteinas envolvidas no
transporte de conexinas, na formagao da jun¢do gap, e na regulacio da abertura e fechamento
do canal. Dentre as principais proteinas que interagem com as conexinas destacam-se: ZO-1 e

7Z0-2 (z6nula ocludens) (SINGH; LAMPE, 2003), v-Src (oncoproteina viral Src), c-Src
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(proteina Src celular), a- e P-cateninas, a- e P-tubulinas (GIEPMANS; VERLAAN;
MOOLENAAR, 2001), caderinas (JONGEN et al. 1991), caveolinas, proteinas kinases (PKA,
PKC, PKG, MAPK, Cdc2, CK1), ocludinas e claudinas. (GIEPMANS, 2004)

Até o presente momento, estd bem caracterizada a interag@o entre as proteinas ZO-1,
cateninas e caderinas, que se apresentam co-localizadas em relagdo a juncdo gap constituida
pela Cx43. Estas proteinas, presentes nas jungdes aderentes, sdo fundamentais para a
estabilizacdo das jungdes gap e degradacdo por via endocitica (SEGRETAIN et al., 2004).
Interessante notar que, assim como as conexinas, as proteinas da jungdo aderente sdo
reguladas pela fosforilagdo de residuos de tirosina de suas estruturas.

A ativacdo de Src viral ou celular também esta relacionada ao fechamento do canal
intercelular por meio de fosforilagdao dos residuos Tyr247 e Tyr265 da porgao carboxiterminal
da Cx43 (LIN et al., 2001).

Alteragdes da comunicacdo intercelular através de juncdes do tipo gap podem causar
varias anomalias, levando a diferentes doengas em seres humanos. Muitas mutagdes em genes
das conexinas foram relatadas, como por exemplo, a Cx26 na surdez sensorioneural nao
sindromica (KELSELL et al., 1997) e no queratoderma palmoplantar (RICHARD et al.,
1998a), a Cx31 na eritroqueratodermia variabilis (RICHARD et al., 1998b) e disturbios da
audicdo (XIA et al., 1998), a Cx32 na doenga de Charcot-Marie-Tooth ligada ao cromossomo
X (BERGOFFEN et al., 1993), a Cx46 e Cx50 na forma hereditaria da catarata (SHIELS et
al., 1998). Acredita-se que muitas dessas mutacdes possam ser do tipo perda-de-funcao, e que

algumas possam ocorrer de forma dominante-negativa (WHITE, 1998).
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2.3 CONEXINAS — SISTEMA IMUNOLOGICO

As jungdes comunicantes estdo presentes no sistema imune de mamiferos e em
invertebrados. Jungdes comunicantes funcionais sdo encontradas, por exemplo, em cultura de
células epidérmicas de insetos, Tenebrio molitor (CHURCHILL; CAVENEY, 1993).

Como mostrado na tabela 2, a expressao das conexinas 37, 40 e 43 nos leucdcitos tem

sido demonstrada por meio de diversas técnicas.



Tabela 2 - Expressao de conexinas em leucocitos
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Leucocitos conexinas espécie condi¢odes evidéncias
Neutrofilos Cx43 Homem LPS ou TNFa IF, WB
Homem Nao tratado IF, WB
Hamster LPS IF, WB
Cx40 Homem LPS ou TNFa IF, WB
Homem Nao tratado IF, WB
Cx37 Homem Naio tratado IF, WB
Mondcitos/ Cx43 Homem Células escamosas de ateroma NB
Macroéfagos
Homem LPS e IFNy ou TNFa e IFNy WB, NB
Camundongo  Linhagem J774 WB, NB
Camundongo  LPS e IFNy IF, WB, EM
Hamster LPS IF, WB, EM
Camundongo  Cultura 1* de microglia WB, EM
Cx37 Homem/ Ateroma IF
Camundongo
Linfocitos Cx43 Homem Sangue periférico e tonsilas WB, RT-PCR,
FACS
Camundongo  linfonodos IF
Cx40 Homem Tonsilas WB, RT-PCR,
FACS
Cx37 Homem Sangue periférico IF
Camundongo  linfonodos IF

IF, imunofluorescéncia; WB, Western Blot; NB, Northen Blot; RT-PCR, reagdo de cadeia de

polimerase por transcrigdo reversa; FACS, citometria de fluxo; EM, microscopia electronica; LPS,

Lipopolissacarideo; TNFa, fator de necrose tumor al-a; IFNy, interferon-y.

Fonte: (WONG; CHRISTEN; KWAK, 2004)
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Os primeiros relatos sobre a importancia da comunicagao intercelular no sistema
imune foram publicados nos anos 70 e descreviam a presenca deste tipo de comunicagdo
direta entre linfocitos (BARCINSKI; CUKIERMAN, 1973; HULSER; PETERS, 1972;
OLIVEIRA-CASTRO).

A conexina mais amplamente distribuida no sistema imune ¢ a Cx43, e¢ tem-se
atribuido a ela papel relevante na hematopoiese e linfopoiese.

Nesse sentido, Dorshkind et al. (1993) demonstraram a presenga de jungdes
comunicantes e expressao de conexina 43 em células estromais da medula 6ssea mantidas em
cultura. Os autores relataram ainda, ndo haver comunicacdo intercelular heteréloga entre os
linfocitos em desenvolvimento e células estromais em co-cultura.

Rosendaal et al. (1994) mostraram que a expressdao génica de conexina 43 na medula
6ssea de camundongos adultos ¢ rara, mas que seu nivel apresentava-se 80 vezes aumentado
na medula de camundongos neonatos. Assim, os autores propdem a existéncia de uma rede de
células medulares conectadas via Cx43 de forma latente, e que esta rede seria intensamente
amplificada em resposta a eventos de ativa divisdo celular, como na regeneragdo apos
tratamento citotoxico, ou no estabelecimento da medula na fase neonatal.

Cancelas et al. (2000) demonstraram que células hematopoiéticas progenitoras,
oriundas de animais knockout para Cx43 (Cx43™), possuem menor capacidade proliferativa
em cultura. Este fendmeno ¢ revertido com a reintroducao do gene da Cx43 nessas células.

Embrides Cx43” também apresentam defeitos na linfopoiese e maturacdo de
linfocitos. Animais neonatos Cx43” ¢ Cx43"" possuem celularidade aumentada do timo,
aumento de linfocitos T CD4'CDS’, e reduzida freqiiéncia de linfocitos T CD4" em
comparagdo aos animais selvagens (Cx43+/ ™). No entanto, estas mesmas avaliagdes realizadas

. . +/- ~ . . « A . . A . \
em animais Cx43"" adultos no indicaram a persisténcia dessas deficiéncias. Quanto a
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linfopoiese de linfocitos B, animais Cx43” e Cx43™" apresentaram maior freqiiéncia de
células pro-B (CD45R", IgM superficie) no figado fetal em relagdo aos embrides selvagens.
Também ndo foram detectadas diferencas entre os gendtipos em relagdo a populacido de
linfocitos pré ou pré B, medulares ou esplénicos. As unicas diferengas foram encontradas nas
células CD45R, que persistiram nos animais adultos somente na fragdo de células CD43"
CD45" CD24(HSA)". (MONTECINO-RODRIGUEZ; LEATHERS; DORSHKIND, 2000)

Corroborando com os resultados de Rosendaal et al. (1994), Montecino-Rodriguez,
Leathers e Dorshkind, (2000) demonstraram que os animais Cx43"", que possuem apenas um
alelo da Cx43, tem a regeneracdo das células mieloides e linféides severamente prejudicada
apos tratamento citotoxico com 5-Fluorouracil (5-FU).

Estes resultados indicam que a conexina 43 ¢ as jungdes do tipo gap sdo importantes
na hematopoiese, linfopoiese ¢ maturagdo dos linfocitos. E como dito anteriormente, na
medula 6ssea, as conexinas e as jungdes foram encontradas apenas entre as células estromais.
De fato, as jungdes gap desempenham papel fundamental nestes processos devido a criagao
de um microambiente adequado a proliferacao e diferenciagao das células progenitoras.

Comprovando que a importancia da conexina reside na comunicacao intercelular entre
as células estromais, demonstrou-se que células progenitoras, provenientes de figado fetal de
camundongos Cx43"", tinham sua capacidade de repovoamento de leucocitos e células

** tratados com 5-

vermelhas restabelecida, quando implantadas em animais selvagens Cx43
FU. O 5-FU ¢ citotéxico apenas para células que estdo em ciclo celular; dessa forma, as
células estromais sdo preservadas. (ROSENDAAL; STONE, 2003)

A expressao da Cx43 estd intimamente associada as regides da medula 6ssea onde a
hematopoiese ¢ mais intensa, ou seja, no endosteo dos sinusdides e nas células estromais

adventicias, tanto em camundongos como em humanos (KRENACS; ROSENDAAL, 1998).

As células estromais se adaptam a demanda de formagdo de sangue e podem se diferenciar em



31

adipocitos. Umezawa e Hata (1992) relatam a menor expressdo da Cx43 durante a
diferenciagdo de células estromais humanas em adipdcitos.

Assim como a expressdo de conexina 43 ¢ extensamente relatada na medula dssea,
muitos trabalhos também demonstraram sua importancia no timo e em oOrgdos linfoides
secundarios como baco e linfonodos.

As células T linfoides progenitoras diferenciam-se na medula 6ssea e, entdo migram
para o timo; l4 os timdcitos permanecem em contato com as células estromais, que
contribuem para sua maturagao e diferenciagdo. As células estromais, ou reticulares epiteliais,
formam um reticulo de prolongamentos celulares unidos por desmossomos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999). Fatores soluveis produzidos no microambiente timico e as interagdes
celulares mediadas pelos receptores de superficie celular s3o importantes na maturagcdo dos
timoécitos (SAVINO; DARDENE, 2000).

A expressdo da Cx43 nas células epiteliais timicas foi evidenciada por meio de
diversas técnicas como imunoistoquimica, Northern blot ¢ Western blot. Além disso, a
comunicagdo intercelular no timo também foi demonstrada, tanto em humanos como em
modelos murinos, por meio de microinje¢do do fluorocromo Lucifer Yellow e experimentos de
eletrofisiologia, como duplo patch-clamp (ALVES et al., 1995; HEAD et al., 1997).
Recentemente, confirmou-se a expressdo de Cx43 e Cx30.3 também nos timdcitos, embora
ndo tenha sido encontrada comunicacao intercelular funcional (FONSECA et al., 2004).

A existéncia de jungdes comunicantes no epitélio timico indica que este tecido pode
estar conectado, formando uma rede e determinando um unico microambiente timico. Uma
outra hipétese ¢ que a comunicacdo intercelular seja restrita a pequenas areas, originando
distintos microambientes independentes. Esta ultima hipotese também poderia ser aplicada a

medula dssea, onde as interagdes mediadas pelas jungdes gap originariam microambientes
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diferentes que determinariam a diferenciagdo de linfocitos T e B (ALVES; CAMPOS-DE-
CARVALHO; SAVINO, 1998).

Os linfocitos maduros deixam o timo € povoam os 6rgaos linféides secundarios onde
continuam a se diferenciar frente ao estimulo antigénico. Este processo ¢ marcantemente
dependente do contato direto célula-célula e cooperagao.

Nesse sentido, as jungdes comunicantes funcionais também tém sido relatadas nos
orgaos linféides periféricos. A juncdo gap formada por conexina 43 ¢ importante na
comunicag¢do intercelular nos centros germinativos de linfonodos e tonsilas, onde as células
dendriticas estdo conectadas umas as outras e também com linfocitos B (KRENACS;
ROSENDAAL, 1995; KRENACS et al., 1997). O aumento da expressao da proteina ¢ RNAm
da conexina 43, nos centros germinativos, estd possivelmente relacionada a apresentagdo e
processamento de antigenos (KRENACS et al., 1997), eventos estes que resultam em
expansao clonal de linfécitos.

A conexina 43 também ¢ expressa e localizada na membrana plasmatica de linfécitos
periféricos T, B ¢ NK (OVIEDO-HORTA; HOY; EVANS, 2000). Tendo em vista que estas
células sdo circulantes, estas observagdes sdo altamente sugestivas da presenga de hemicanais
em linfocitos, com a fungdo alternativa de comunicagao via propagacao de calcio (BRAET et
al., 2003).

A conexina 43 pode interferir na ativagdo de linfocitos, independentemente da
formag¢do do canal juncional ou hemicanal. Assim, demonstrou-se que peptideos que
mimetizam a alga extracelular da Cx43 tém capacidade de reduzir marcantemente a producao
de imunoglobulinas G, M e A de linfocitos T e B em cultura, e ainda possuem efeitos
inibitorios sobre a produgdo de citocinas, especialmente IL-10 e menos intensamente 1L-2

(OVIEDO-HORTA; GASQUE; EVANS, 2001).
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2.3.1 Conexinas — Sistema Imune Inato e Inflamacao

O sistema imune inato ¢ a primeira linha de defesa do organismo contra a infec¢ao por
patogenos, e consiste basicamente de células fagociticas - neutréfilos e macrofagos, células
dendriticas e células matadoras naturais (natural killer, NK) que atuam de forma integrada na
eliminagdo dos agentes infecciosos.

As primeiras evidéncias da ocorréncia de jungdes gap em células migratorias do
sistema imune foram obtidas a partir da deteccdo de acoplamento elétrico em macrofagos
murinos em cultura e orientados linearmente (LEVY et al., 1976).

Os trabalhos que sucederam os da década de 70 continuaram relatando a presenga das
conexinas em mondcitos/macréfagos, estimulados ou ndo. Beyer e Steinberg (1991)
descreveram a presenca de poros na membrana plasmatica de macréfagos murinos, formados
por Cx43, em resposta ao aumento de ATP extracitoplasmatico. Estes hemicanais, que
permitem a direta comunicagdo entre os meios citoplasmatico e extracelular, podem ser
potencialmente nocivos, pois se as células ndo formarem rapidamente o canal intercelular
completo com uma célula adjacente, podem morrer devido ao estresse metabolico. Contreras
et al. (2003) também relataram a presenga de hemicanais em células HeLa transfectadas com
Cx43, e propdem que este seja potencialmente um mecanismo de sinalizagdo normal.

Alves et al. (1996) ndo encontraram evidéncias de jun¢des comunicantes entre
macrofagos, ou hemicanais in vitro. No entanto, devido a expressdao de conexina 43 nos
macrofagos, os autores nao descartam a possibilidade da ocorréncia transitoria de jungdes
funcionais homologas ou heterélogas in vivo entre os macréfagos ou entre macrofagos e

células endoteliais.
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De fato, a expressao de conexina 43 ja foi demonstrada entre os leucdcitos e células
endoteliais na reperfusdo apos isquemia, ¢ também in vitro, ap6s a ativacdo de leucocitos
peritoneais por LPS (lipopolissacarideo bacteriano) (JARA; BORIC; SAEZ, 1995).

Navab et al. (1991), estudando as possiveis interagdes entre os monocitos e as células
da parede aortica humana, relataram aumento de RNAm de Cx43 nos mondcitos mantidos em
co-cultura com as células endoteliais.

Recentemente, Eugenin et al. (2003) demonstraram haver expressdao de conexina 43 e
formacao de jungdes gap entre monocitos/macrofagos humanos estimulados in vitro por TNF-
o ¢ IFN-y. Os autores sugerem ainda, que o aumento da expressdo de conexina 43 de
mondcitos/macrofagos tratados por TNF-o e IFN-y estaria relacionado a maior capacidade de
transmigracao por entre células endoteliais em um modelo in vitro.

A comunicagdo intercelular via jungdes gap também ¢é importante no processo de
aterogénese. Polacek et al. (1997) demonstraram que macrofagos (foam cells) provenientes de
placas de ateroma humanos apresentam uma maior expressido de RNAm de Cx43. Nao
somente a conexina 43, mas também a conexina 37, sdo diferencialmente expressas na
evolucdo da aterosclerose (KWAK et al., 2002). Além disso, animais deficientes em conexina
43 (Cx43") tém o desenvolvimento de ateromas experimentais marcantemente diminuido
devido, possivelmente, a menor infiltracdo de leucocitos na lesdo (KWAK et al., 2003). Sabe-
se que no ateroma avangado, as células endoteliais apresentam maior expressao de Cx43 em
zonas de fluxo sanguineo turbulento, localizacdo esta preferencial para a adesdo e migracao
de leucoctios.

As conexinas estdo envolvidas no processo cicatricial da pele e também sdo
diferencialmente expressas. A resolu¢do do processo esta associada a menor expressdo da

Cx43 e menor migracao de leucdcitos para a lesio (BRANDNER et al., 2004). Do mesmo
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modo, a terapia anti-sense que bloqueia localmente a expressao da Cx43, acelera a taxa de
cicatrizacdo de lesdes incisionais ou excisionais (QIU et al., 2003).

A menor expressdo de Cx43 nos leucocitos ou células endoteliais pode prejudicar
parcialmente o processo de transmigracdo de leucdcitos ao local da lesdo. A menor
capacidade de angiogénese apresentada pelos camundongos Cx43"", recentemente descrita
em modelo experimental de neovascularizagdo da coérnea, também pode ser relevante na
capacidade de migragdo de leucdcitos (Sa Rodriguez, 2005).

Martin et al. (1998) também descreveram a ocorréncia de comunicacdo intercelular
heterdloga, mediada por jungdes gap, entre linhagens murinas de macréfagos e células
epiteliais do intestino co-cultivadas in vitro, e propuseram a participacdo da proteina (-2
integrina neste processo.

Até o presente momento, a expressdao de conexinas em leucocitos € bastante relatada,
contudo, a efetiva comunicagdo intercelular e as conseqiiéncias fisiopatologicas desta no

processo inflamatorio, ainda precisa ser mais bem investigada.

2.4 GRANULOMA INDUZIDO POR SCHISTOSOMA MANSONI — MODELO EXPERIMENTAL

Granulomas provém um alto nivel de organizacdo e justaposicdo de macréfagos e
linfécitos T, conferindo a estas células mecanismos efetivos de coordenacdo da atividade
inflamatoria (KAUFMANN, 1993). Por outro lado, podem desorganizar e destruir o tecido
parenquimatoso substituindo-o por tecido cicatricial, determinando dessa maneira, a extensao

da afeccdo (DANNENBERG; ROOK, 1994; JAGIRDAR; ZAGZAG, 1996).
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Granulomas ocorrem inicialmente como uma reacao macrofagica em torno do corpo
estranho, configurando-se posteriormente em uma reacao de hipersensibilidade tardia tipo IV,
com a participagao de linfocitos T e células do tecido conjuntivo (BOROS, 1978).

As células dos granulomas induzidos por S. mansoni exibem intensos processos de
interdigitacdo em nivel ultra-estrutural (BOLOUKHERE; BALDO-CORREA; BOROJEVIC,
1993), conferindo estabilidade através de uma maior superficie de contato entre membranas
adjacentes e, por conseguinte, maior aderéncia e, possivelmente, maior comunicagao
intercelular.

Devido a alta complexidade das intera¢des celulares no granuloma induzido por ovos
de S. mansoni, este modelo pode ser util no estudo do papel da comunicagdo por jungdes do
tipo gap no desenvolvimento da resposta inflamatdria.

O ciclo de vida do Schistosoma mansoni inicia-se com os ovos eliminados com fezes.
Os ovos eclodem e liberam os miracidios, que nadam e penetram no caramujo, hospedeiro
intermediario especifico, do género Biomphalaria. Os estagios no caramujo incluem duas
geragdes de esporocistos originados por reprodugdo assexuada e a producdo de cercarias. As
cercarias abandonam o caramujo, estimuladas pela incidéncia de luz, nadam, penetram na pele
do hospedeiro humano, perdem sua cauda bifurcada e tornam-se esquistossomulos. Os
esquistossomulos migram por diversos tecidos e sob diferentes estagios de maturagdo e se
alojam no sistema porta-hepatico. Vermes adultos, machos e fémeas, residem
preponderantemente, nos humanos, nas vénulas mesentéricas superiores que drenam o
intestino grosso. As fémeas depositam ovos nas pequenas vénulas dos sistemas porta e
perivesical. Parte dos ovos move-se progressivamente para o limen do intestino, atravessando
o endotélio e membrana basal da veia e membrana basal e epitélio intestinal, e sdo eliminados

com as fezes.
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Na infeccao por S. mansoni, a doenga cronica € o resultado da resposta do hospedeiro
ao acumulo de ovos nos tecidos. Normalmente, as lesdes granulomatosas na esquistossomose
murina acometem figado, devido a embolizacdo dos ovos nos sinusdides, intestino, e
experimentalmente, granulomas extrateciduais também podem se formar na cavidade
peritoneal (MELRO; MARIANO, 1987).

A patogénese da esquistossomose murina ¢ controlada por meio de um processo
imunomodulatério dependente de linfocitos T CD4", e mudanca da resposta Th1 para Th2 na
fase cronica. Esta mudanga ¢ regulada especialmente pelas interleucinas IL-10 e IL-13 e por
células T regulatorias CD4°CD25" (HESSE et al., 2004; JAKUBZICK et al., 2002; TODT et
al., 2000).

Durante o desenvolvimento das lesdes, os granulomas manifestam alteragdes, nao
somente das populagdes celulares ou do perfil de citocinas, mas também no tamanho das
lesdes e nivel de fibrose. Os granulomas s3o maiores durante a fase aguda da infecgdo
tornando-se menores durante a fase cronica da doenca (DOMINGO; WARREN, 1968).

A fibrose ¢ o maior indicador da severidade da doenca e esta intimamente associada a
resposta Th2 (HATZ, 2001). O prolongamento da resposta Th2 é o principal fator que
contribui com a fibrose hepatica e a morbidade na fase cronica. Neste processo, a citocina IL-
13 parece ser a principal responsavel pela indugdo da fibrose hepatica. O papel fibrinogénico
da IL-13, e também da IL-4, é atribuido a habilidade destas interleucinas induzirem a
expressdo de arginase em macrofagos, em detrimento da expressdo da enzima 6xido nitrico
sintase-2 (HESSE et al., 2001). A arginase ¢ uma importante enzima envolvida na produgao
de prolina, aminoacido essencial para a sintese de colageno.

A IL-10 também contribui com a IL-13 e IL-4 no papel fibrinogénico, ¢ ainda pode
inibir as fungdes efetoras e proliferacao de linfocitos T e de mondcitos/macrofagos, inibir a

expressao de moléculas co-estimulatdrias como B7, e limitar a resposta inflamatdria
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(SCHANDENE et al., 1994; TAGA; MOSTOWSKI; TOSATO, 1993).

A origem do tecido conjuntivo do granuloma hepatico ainda n3o estd bem
estabelecida. Alguns trabalhos sugerem a mobiliza¢ao de células de Ito do tecido adjacente
para compor o granuloma. Estas células expostas aos fatores inflamatorios e citocinas do
microambiente do granuloma, apresentariam um fenotipo de células perissinusoidais
hepaticas ativas. Demonstrou-se in vitro que as células perissinusoidais em fase estacionaria
ndo proliferativa, apresentam uma tendéncia em “retornar” ao fenétipo tipico de células de
Ito, com acumulo de lipideos (BOLOUKHERE; BALDO-CORREA; BOROJEVIC, 1993).
Confirmando esta hipotese, relatou-se aumento de células positivas para desmina,
identificadas com células de Ito, na regido adjacente ao granuloma hepatico murino e
mobilizando-se para o interior da lesdo (LAZOU et al., 1993).

Paradoxalmente aos efeitos deletérios, os granulomas desempenham um papel protetor
essencial para o hospedeiro. Camundongos que tolerizam os antigenos de ovos de S. mansoni
ndo desenvolvem granulomas, mas apresentam severo dano hepatotdéxico mediado pelas
hepatotoxinas secretadas pelos ovos e pelo aumento da resposta Thl. Conseqiientemente ha
uma diminuicdo da resposta Th2 e aumento da mortalidade na fase aguda (FALLON; DUNE,

1999).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a importincia da dele¢do de um dos alelos da conexina 43 no

desenvolvimento do granuloma, experimentalmente induzido por Schistosoma mansoni.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar as caracteristicas morfoldgicas e ultraestruturais dos granulomas, induzidos

. . +/+ +/-
experimentalmente por S. mansoni, em camundongos Cx43 e Cx43",

b. Estudar o desenvolvimento do granuloma por meio de morfometria dos granulomas

hepaticos de 6, 8 e 12 semanas dos animais Cx43™" ¢ Cx43"" infectados pelo S. mansoni.

c. Quantificar a deposicdo de fibras coldgenas na matriz extracelular e a proliferacdo das
células no desenvolvimento do granuloma, experimentalmente induzido por S. mansoni

em animais Cx43"" e Cx43"".
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d. Detectar a expressao da conexina 43 nas cé¢lulas do granuloma experimentalmente induzido
por S. mansoni, por meio de imunofluorescéncia, Western blot ¢ RT-PCR em tempo real,

em camundongos Cx43"" e Cx43™".

e. Estudar a capacidade de comunicacdo intercelular funcional, entre as células do granuloma

dos camundongos Cx43"" e Cx43™", por meio do método cut-end.

f. Estudar os aspectos funcionais dos monocitos/macrofagos peritoneais e circulantes: burst
oxidativo, producdo de perdxido de hidrogénio e 6xido nitrico, e indice de fagocitose dos

. . , e +/+ +/- . ~ .
animais de genotipo Cx43"" ¢ Cx43" com 8 semanas de infecgio por Schistosoma

mansoni.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Os camundongos deficientes em Cx43 foram originalmente estabelecidos por Reaume
et al. (1995). A deficiéncia de um dos alelos da Cx43 foi obtida com a insercao do gene neo,
de resisténcia a neomicina, no exon 2 da Cx43, diminuindo em 50% a expressdo génica da
Cx43. Estes animais foram adquiridos dos Laboratorios Jackson (Paris) pela International
Agency for Research on Cancer (IARC), Lyon, Franca. Foram gentilmente doados pelo Dr.
Hiroshi Yamasaki (Kanagawa - Japao) ao Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo. O background genético
original destes camundongos era proveniente da linhagem C57BL/6, a qual foi cruzada, por
sucessivas geragdes, com camundongos CD1 originando animais de background genético
CD-1. Em razdo da letalidade perinatal devido a ma formacdo cardiaca (REAUME et al.,
1995) dos camundongos Cx43-knockout (Cx43” ’), apenas animais heterozigotos (Cx43+/ e

selvagens (Cx43 ") foram usados neste estudo.

. A ++
Camundongos machos Cx43"" foram cruzados com camundongos fémeas Cx43"

o . i+ +/-

para obtencao de animais Cx43 " e Cx43 .
Os animais foram mantidos, no biotério do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, em microisoladores de
policarbonato forrados com maravalha autoclavada, com numero méaximo de 5 animais cada .

Permaneceram no referido biotério em sala exclusiva com aeragao, exaustao ¢ climatizagao
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controladas, com temperatura entre 22 e 23°C, umidade relativa de 55% e ciclo de luz
noite/dia de 12h, recebendo ragdo Nuvilab-CR1 e 4gua ad libitum autoclavadas, trocadas em
intervalos de 2 dias .

Os camundongos foram utilizados de acordo com as normas do Comité de Bioética da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, protocolo n°

50.

4.2 CERTIFICADO DE BIOSSEGURANCA PARA TRABALHOS COM ANIMAIS GENETICAMENTE

MODIFICADOS

O biotério do Departamento de Patologia da FMVZ — USP, bem como o Laboratorio
de Oncologia Experimental, possuem certificado de qualidade em biosseguranca-CQB (CQB
100/02, processo n° 01200.003569/98-11), publicado no Diario Oficial da Unido de 25 de

junho de 2002, Sec¢ao 3, pagina 120.

4.3 GENOTIPAGEM DOS CAMUNDONGOS
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4.3.1 Extraciao de DNA da cauda dos camundongos

Apobs o desmame, aproximadamente no 21° dia de vida dos animais, foi colhido 1
fragmento de cauda de aproximadamente lcm de cada animal. Estes fragmentos foram
congelados em nitrogénio liquido e permaneceram em freezer -80°C.

Para a extracdo de DNA, cada fragmento foi macerado e digerido em 210ul de tampao
de extracao (NaCl 0,1M, tris-HCI1 0,05M, EDTA 0,1M, 0,2 mg/ml de proteinase K, SDS 1%)
em banho-maria a 65°C durante 2 horas. Em seguida, adicionou-se 100pl de NaCl 6M,
agitou-se vigorosamente e as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 3000 rpm. Cerca
de 250uL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo contendo 500uL de etanol
absoluto a 4°C a fim de precipitar o DNA. Apds a centrifugag¢do, o DNA foi lavado em etanol
70%, posteriormente seco e ressuspendido em 100uL de tampao TE (Tris/EDTA),
solubilizado a 65°C em banho-maria ¢ armazenado a 4°C até a amplificagdo. Procedeu-se a

quantifica¢do, das amostras diluidas a 1:20 em agua milliQ, em biofotometro no comprimento

de onda de 260/280nm.

4.3.2 Amplificacdo dos genes Cx43 e Neo por Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

O DNA de cada camundongo foi analisado por PCR com os seguintes primers:

Cx43 senso 5'CCCCACTCTCACCTATGTCTCCS3'
Cx43 anti-senso 5S'ACTTTTGCCGCCTAGCTATCCC3',
Neo senso 5'GGCCACAGTCGATGAATCCAG3'

Neo anti-senso 5TATCCATCATGGCTGATGCAA3Z'
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A PCR foi realizada nas seguintes condi¢des de termociclagem: 1 ciclo, na condigao
de 94°C por 2 minutos; 35 ciclos na condi¢ao de 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto,
72°C por 4 minutos; 1 ciclo a 72°C por 4 minutos; e 1 ciclo final a 4°C por 60 minutos.
(YAMAKAGE et al.,1998).

O gel de agarose foi preparado na concentracao de 1,5%, diluido em tampao TBE. A
eletroforese foi realizada a 90W por 60 minutos, ¢ o gel corado por 10 minutos com brometo

de etidio a 0,1mg/ml.

Os genes Cx43 e neo foram visualizados e fotografados em luz UV em um aparelho

Image Master Plus (Amershan Biotec).

4.4 MODELO DE ESQUISTOSSOMOSE MURINA APLICADO AOS CAMUNDONGOS Cx43"" g Cx43""

Este trabalho foi delineado para estudarmos possiveis diferengas na resposta
inflamatoria cronica de animais Cx43"" ¢ Cx43"" infectados por Schistosoma mansoni, apos
6, 8 ¢ 12 semanas de infec¢do. Estes tempos experimentais foram determinados segundo
Dutra et al (1998) e correspondem ao inicio e pico da fase aguda da infec¢do (6 ¢ 8 semanas,
respectivamente) ¢ inicio da fase cronica (12 semanas).

Assim, 120 camundongos machos foram separados em 6 grupos (6, 8 ou 12 semanas
de infecgdo, Cx43™ ou Cx43™).

Na sexta semana de idade, os camundongos foram inoculados com 0,1mL de solugdo
contendo 30 cercarias de Schistosoma mansoni BH-ressaca (gentilmente cedidas pelo Instituto

de Medicina Tropical — SP) no subcutaneo do dorso. As cercarias foram obtidas a partir de
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caramujos Biomphalaria glabrata infectados e expostos a luz.
Os animais foram pesados semanalmente e sacrificados nos tempos 6, 8, ¢ 12 semanas

apos a infecgao.

4.4.1 Sacrificio e colheita dos tecidos

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical ou em cidmara contendo
CO,, nos tempos 6, 8, e 12 semanas apds a infeccdo. Imediatamente apds o sacrificio foram
colhidos: sangue, bago, figado, ¢ coragdo. Pequenos fragmentos de figado, contendo areas
representativas de granulomas, observados macroscopicamente, foram colhidos e fixados em
glutaraldeido para andlise ultraestrutural. Fragmentos de tecido hepatico e coracdo também
foram congelados em nitrogénio liquido para posterior analise por RT-PCR e Western Blot e
mantidos em freezer -80°C. Outros fragmentos foram fixados em metacarn (60% alcool
metilico, 30% de cloroférmio e 10% de acido acético glacial) por 8 horas, para realizacdo de
imunofluorescéncia da conexina 43 e imunoistoquimica para PCNA. Apoés este periodo,
trocou-se a solugdo por alcool 95% e os fragmentos foram mantidos no alcool por, no
maximo, 2 dias até a inclusdo em parafina por meio de metodologia de rotina.

E por fim, fragmentos de figado fresco foram submetidos a andlise de comunicagao
celular pelo método cut-end de transferéncia do fluorocromo Lucifer Yellow.

Os principais 6rgdos acometidos pela lesdo granulomatosa (bago, figado e intestino)
foram fixados em metacarn, corados em H&E e realizada morfometria das lesdes hepaticas.

Sangue, bago e células peritoneais foram colhidos de animais com 8 semanas de infec¢ao para
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analise: do leucograma e hemograma de sangue periférico; imunofenotipagem das populacdes
de linfocitos T esplénicas (CD3" CD4", CD8") e B (CD19"), do burst oxidativo, e fagocitose
de leucocitos circulantes por citometria de fluxo; e por metodologia colorimétrica,

quantifica¢do da producao de 6xido nitrico e peroxido de hidrogénio de leucocitos peritoneais.

4.4.2 Microscopia eletronica de transmissao

Fragmentos representativos de regides do figado acometidos pela inflamacao
granulomatosa foram colhidos para analise em microscopia eletronica de transmissdo. Para
tanto, uma gota de fixador (glutaraldeido a 2% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,2) foi instilada
sobre cada area de escolha e, com auxilio de lamina, fragmentos de tecido foram excisados e
imediatamente imersos no fixador. Deslizando-se duas 1dminas, uma sobre outra, obtivemos
cortes de no maximo Imm de espessura, que foram mantidos em fixador por 48 horas a 4°C.
A pos-fixagdo foi feita com tetréxido de 6smio a 1% durante 60 minutos. Posteriormente os
fragmentos foram tratados pelo acetato de uranila 0,5% durante 1 noite, desidratados em
acetona e incluidos em Araldite 502. Destes blocos foram obtidos cortes semifinos (200-
300nm) em ultramicrétomo (MT-5000 Sorwall), que foram corados pelo azul de toluidina, e
analisados em microscopia Optica para a eleicdo das areas mais representativas e importantes
para a analise ultra-estrutural.

Os cortes ultrafinos (60-70 nm) foram contrastados com acetato de uracila a 2% e
citrato de chumbo, colocados em grades metalicas apropriadas, ¢ observados em microscopio
eletronico de transmissdao EM-201C (Philips, Holland). As eletromicrografias foram obtidas

com camera de 35mm e filme Eastman FGRP Kodak 5302. (Prof. Dr. Idércio Luiz Sinhorini,
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Laboratorio de Microscopia Eletronica, Depto Patologia, FMVZ-USP).

4.4.3 Inclusdo em parafina e obtencio das laminas histologicas

A inclusdo em parafina dos fragmentos fixados em metacarn foi realizada em
autoprocessador (Leica) onde receberam 2 passagens de 1 hora cada em alcool 95%, 5
passagens de 1 hora cada em alcool absoluto, 3 passagens de uma hora cada em xilol e 2
passagens de 3 horas cada em parafina histologica fundida a 60° C. Em seguida, receberam
novo banho de parafina e foram emblocados manualmente. Cortes de Sum de espessura foram
colhidos em laminas, previamente limpas e tratadas com silano. Os cortes histologicos de

figado foram corados com H&E ou Picrosirius.

4.4.3.1 Andlise morfométrica dos granulomas hepéticos

A analise morfométrica foi realizada a partir de laminas histologicas de figado coradas
em H&E, utilizando-se sistema computadorizado de analise de imagens do Laboratorio de
Oncologia Experimental do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo. Este sistema compde-se de um microscopio Optico
Nikon E800 acoplado a uma camara de video CCD, um monitor, o computador com placa

digitalizadora e o programa Image Pro-Plus. Os cortes histoldgicos de figado foram
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analisados em microscopio Nikon E-800 com camera CCD CoolSNAP-Pro color (Image Pro-

Plus Media Cybernetics, Inc. — USA).

As areas dos granulomas foram quantificadas em todos os cortes de tecido hepatico,
em objetiva 4x, delimitando-se a area correspondente a lesdo. Da mesma forma, a area total
dos cortes foi quantificada através de imagens colhidas em uma objetiva de aumento 0,5x. Os
dados de quantificacdo foram representados nas formas: tamanho relativo dos granulomas,
numero de granulomas por area de corte e tamanho médio das lesdes. O numero médio das

células dos granulomas também foi quantificado.

Os resultados foram expressos na forma de nimero de lesdes e/ou células e area em

um’ em relagdo a area total do corte.

4.4.3.2 Quantificag¢do do colageno

A quantificagdo do coldgeno depositado nos granulomas foi realizada por meio de
cortes histologicos de figado corados com Picrosirius (ANDRADE et al., 1999) e analisados
sob luz polarizada em um microscopio Nikon E-800 (Tokyo, Japan). As areas das fibras
colagenas coradas, depositadas nos granulomas, foram quantificadas automaticamente, com
auxilio de programa de analise de imagens Image Pro-Plus ( Media Cybernetics, Inc. — USA).
Os dados foram representados na forma de média da porcentagem de area ocupada pelas

fibras colagenas em relacdo a area do granuloma.
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4.4.3.3 Imunoistoquimica e quantificacdo das células do granuloma no ciclo celular, marcadas

pelo PCNA

Para a quantificacdo das células no ciclo celular (KELMAN, 1997, MAGA;
HUBSCHER, 2003), 5 granulomas, por animal, foram selecionados aleatoriamente. Cinco
animais por genotipo foram avaliados. Anticorpos primdarios contra PCNA, (antigeno nuclear
de proliferacao celular, 1:800, overnight, DAKO Corporation, CA) foram aplicados, seguidos
de incubacdo com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (Kit LSAB DAKO
Corporation, CA), e coloracdo pela DAB (diaminobenzidina, Sigma). Todas as células, de
cada granuloma, foram contadas, distinguindo-se as células com reatividade positiva das
negativas. Os dados de quantificagdo foram representados como porcentagem de células

PCNA" em relagio ao total de células contadas.

4.4.3.4 Imunofluorescéncia da conexina 43 nos granulomas hepaticos induzidos por S.

mansoni

Cortes de figado de animais com 6, 8 e 12 semanas de infec¢ao, foram incubados com
anticorpo policlonal anti-Cx43 (Zymed Laboratories, CA, USA, 1:100 em solugdo de
bloqueio do Kit TSA) overnight a 4°C, seguido de incubagdo com anticorpo secundario anti-

coelho biotinilado (1:100, DAKO Corporation, CA, USA) por 2h a temperatura ambiente. A
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amplificacao de sinal foi realizada usando Kit TSA (Perkin Elmer, MA, USA), de acordo com

o protocolo do fabricante. Os nucleos foram corados com iodeto de propideo (PI) (1:1000,

Sigma). Os cortes foram observados em microscopio de fluorescéncia Nikon E-800 (Tokyo,

Japao). (HERNANDEZ-BLAZQUEZ et al., 2001; TORRES, 20002)

4.4.4 Western Blot

Para a detecg¢do da conexina 43 nos granulomas hepaticos, procedeu-se a extracao de
proteinas dos granulomas isolados. Para tanto, 60mg de tecido foram mecanicamente
rompidos e os granulomas, isolados por meio de lavagem em PBS e sedimentacdes sucessivas
(COKER; LICHTENBERG, 1956; PELLEGRINO; BRENER, 1956). Como controle
positivo, extraiu-se proteinas de coragdo de camundongos Cx43"",

Os granulomas e fragmentos de coragdo foram sonicados em tampao contendo 60mM
Tris-HCI, pH 6.8, SDS a 2%, glicerol a 12%, ditiotreitol 0,1M e fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF) ImM. Este homogenato foi centrifugado por 15 minutos a 13.000 rpm. A
concentragdo de proteinas foi determinada utilizando-se o kit Bradford (Bio-Rad) e a leitura
realizada em espectrofotometro a 595 nm. Para a eletroforese, foram utilizadas 150ug de
proteina total, acrescida de azul de bromofenol. As proteinas foram separadas em um gel de
poliacrilamida a 13% em dodecil sulfato de sédio (SDS) a 60V por 60 minutos, seguido de
200 minutos a 120V em gelo. Como marcador de peso molecular, foi utilizado 10ul de

kaleidoscope padrio (Bio-Rad). Em seguida as proteinas foram transferidas em aparelho

Trans-blot SD Semi-Dry transfer cell (BioRad) durante 50 minutos, a 48mA, para membranas
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de difluoreto de polivinilideno de 2um (PVDF). Para a marcagdo da conexina 43, o anticorpo
policlonal (Zymed) foi diluido 1:1000 em solug¢do de TBS contendo 2% de leite desnatado,
aplicado sobre as membranas e incubado overnight a 4°C sob agitacdo constante.

Apbs a incubagdo com anticorpos secundarios de cabra anti-coelho conjugados com
peroxidase (Dako), a reacdo foi revelada por meio do cromogeno diaminobenzidina (DAB,

Sigma).

4.4.5 Deteccio de RNAm de Cx43 por RT-PCR em tempo real

4.4.5.1 Extracdo e quantificaciode RNA total

Para a detec¢do do RNAm da conexina 43 nos granulomas hepaticos, procedeu-se a
extracdo dos granulomas do tecido hepatico. Para tanto, fragmentos de figado de
aproximadamente 40mg foram mecanicamente rompidos e os granulomas, isolados por meio
de lavagens em PBS e sedimentagdes sucessivas (COKER; LICHTENBERG, 1956;
PELLEGRINO, BRENER, 1956). O RNA total dos granulomas isolados foi extraido com
auxilio do reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA).

Acrescentou-se 500ul de Trizol aos granulomas em um microtubo e sonicou-se por 3
vezes até a maxima solubilizagdo do tecido granulomatoso, restando apenas os ovos de
Schistosoma sedimentados. Aguardou-se 5 minutos em temperatura ambiente, adicionou-se

250ul de cloroférmio, e os tubos foram vigorosamente agitados por 15 segundos e incubados
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em temperatura ambiente por 3 minutos. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a
10.000 rpm a 4°C. Em seguida, transferiu-se o sobrenadante para tubos contendo isopropanol
e homogeneizou-se delicadamente. As amostras foram novamente centrifugadas por 10
minutos, a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA total
solubilizado em 200ul de 4gua tratada com DEPC, e armazenado em freezer -80°.

Para a quantificagdo, aliquotas de RNA total foram diluidas a 1:5 em agua DEPC e
quantificadas em biofotdometro Eppendorf no comprimento de onda de 260nm. A qualidade do
RNA total foi analisada em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo, e as bandas

18S e 28S foram visualizadas sob luz UV.

4.4.5.2 Transcri¢ao Reversa

Para evitarmos possivel contaminacdo de DNA remanescente, tratamos o RNA total
com DNAse I. Assim, incubamos o volume ajustado contendo 3pug de RNA total com 1pul de
DNAse I (IU/ul), 1ul de tampao de DNAse I (10x) e agua DEPC (q.s.p. 10ul) por 15 minutos
em temperatura ambiente. A reacdo foi bloqueada adicionando-se 1pl de EDTA (25mM),
seguida de incubag¢do por 10 minutos a 65°C e banho ¢ gelo.

Para a transcricdo reversa propriamente, adicionou-se ao RNA total previamente
tratado com DNAse I, 1ul de dNTP e 1ul de Oligo DT e incubou-se a 65°C por 5 minutos.
Adicionou-se em seguida, 4ul de buffer 5x, 2ul DTT IM e 1ul de RNAse OUT e incubou-se
por 2minutos a 42°C. Acrescentou-se a reacdo lul de superscript II, incubou-se por 50

minutos a 42°C, seguido de incubagdo de 15 minutos a 37°C.
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Por fim, para eliminar possiveis RNA remanescentes, que poderiam contaminar o
cDNA, adicionou-se 1ul de RNAse H e incubou-se por 20 minutos a 37°C.
O cDNA foi entdo armazenado a -20°C até o momento da amplificagdo.

Todos os reagentes utilizados foram da Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA).

4.4.5.3 Amplificagdo e analise do cDNA por PCR em tempo real

O estudo de PCR em tempo real foi realizado em aparelho ABI Prism 7000 Sequence
Detection Systems (Applied Biosystems, USA).

Toda a metodologia aplicada foi realizada segundo instru¢des do fabricante e adaptada
por Avanzo (2005) no laboratério de Oncologia Experimental, FMVZ-USP.

Os primers e as sondas TagMan para Cx43 e GAPDH foram desenhados com o auxilio
do programa Primer Express (Applied Biosystems, USA). Assim, os primers de elei¢cdo para
amplificar um fragmento de 65 pares de base do gene da Cx43 foram: sense 5’
GTGCCGGCTTCACTTTCATTAAG 3’, anti-sense: 3> CCAAGGCGCTCCAGTCA 5°. Os
primers foram escolhidos a partir de exons separados (niimero de acesso do GenBank:
L10387 e L10388 para os primers sense e anti-sense, respectivamente).

A sonda TagMan para Cx43 foi desenhada segundo o fabricante Applied Biosystems
(USA): FAM-3’ TCTGGGCACCTCTCTTT 5’-NFQ.

Foram usados ainda os primers para amplificacio de um fragmento de 55 pares de
base do gene GAPDH, sense: 5° CATGGCCTTCCGTGTTCCTA 3°, e anti-sense: 3’
GCGGCACGTCAGATCCA 5’ (GenBank NM-008084) e a sonda TagMan : VIC-

5’CCCCCAATGTGTCCGTC3’-NFQ.
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As sondas TagMan foram conjugadas a extremidade 5° com uma fluoresceina na
posicao 6-carboxi, fluoresceina FAM conjugada a sonda para Cx43 ¢ VIC conjugada a sonda
para GAPDH, e um quencher ndo fluorescente (NFQ) conjugado a extremidade 3°.

Os primers foram utilizados na concentragdo final de 0,9uM e as sondas, na
concentragdo de 0,25uM. Os ciclos e condi¢des para amplificacio do cDNA foram
determinados pelo programa ABI Prism Sequence Detection Systems.

O numero absoluto de copias dos RNAm das conexinas em cada amostra foi calculado
com base nos seus valores de C; (cicle threshold). O nimero absoluto de copias do RNAm das
conexinas foi normalizado ao da GAPDH para minimizar a variabilidade nos resultados
devido a diferenga na eficiéncia da transcricdo reversa e¢ na integridade do RNA entre as
amostras testadas. A analise final da expressdo relativa dos genes foi realizada segundo o

método 2 24 (LIVAK et al., 2001).

4.4.6 Analise funcional de jun¢des gap - incisao e transferéncia de fluorocromo (Cut-

End)

A técnica cut-end ou IL/DT (incision loading dye transfer) foi realizada como
previamente descrito por Tsien e Weingart (1976) e adaptado por Sai et al. (2000).
Brevemente, foram realizadas 4 incisdes (7-8mm comprimento) sobre a superficie do figado,
de camundongos com 12 semanas de infec¢do, e pingou-se a mistura de fluorocromo

contendo 0,5% Lucifer Yellow (LY) e 0,5% Rodamina Dextran (RD) (Sigma) sobre os cortes.
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As amostras foram lavadas em solucdo salina, fixadas em formol diluido a 3,7% em 4agua
durante uma noite, e rotineiramente processadas para inclusdo em parafina. Os cortes foram

analisados em microscopio Nikon E-800 e as fluorescéncias do LY e da RD foram detectadas.

4.4.7 Lavado peritoneal

Para obtenc¢do do lavado peritoneal seguiu-se a metodologia padronizada por Massoco
(1998). Apds a eutanasia, em camara com CO,, os animais foram colocados em decubito
dorsal, realizou-se assepsia local com alcool a 70%, e realizou-se uma pequena excisao na pele
da regido abdominal, sendo esta tracionada para que o peritonio fosse exposto. Injetou-se SmL
de solugdo salina estéril na cavidade abdominal e, apds realizagdo de massagem na mesma,
aspirou-se o lavado resultante, dispensando-o em seguida, em tubos estéreis de polipropileno,

tipo Falcon, mantidos em banho de gelo durante todo o procedimento experimental.

4.4.7.1 Quantificagdo e teste de viabilidade das células peritoneais

Apds obtengdo do lavado peritoneal, empregou-se 10uL da suspensdo celular e 90 ulL
de Azul de Tripan. Para quantificacdo e teste de viabilidade, contou-se as células peritoneais
vidveis e ndo vidveis nos quatro quadrantes externos em camara de Neubauer. Ajustou-se o

[ r ~ 6 1 ~
nimero de células presentes na suspensao para 2x10°/mL, utilizando-se apenas as suspensdes
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com viabilidade superior a 90%.

A contagem diferencial foi feita em esfregaco corado com o método Pandtico, na
tentativa de verificar a diferenca entre o numero de células mononucleares e
polimorfonucleares, para entdo atribuir a liberagdo de perdxido de hidrogénio a populagdo
preponderante. Através de microscopio optico (Nikon), contou-se 100 células, distinguindo-se

as populagoes leucocitarias.

4.4.7.2 Determinacao do peroxido de hidrogénio

Quantificou-se a producdo de H,O, pelo método de oxidagdo da peroxidase
dependente do vermelho de fenol. Essa metodologia baseou-se no método descrito por Pick e
Keisari (1980), adaptado para microensaio por Pick e Mizel (1981), e modificado por Russo
et al (1989).

As suspensdes celulares, com o volume ja ajustado para conterem 2x10%/mL, foram
centrifugadas a 1500 rpm, por 10minutos, a 4°C em centrifuga refrigerada. Descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se as células em 1mL de solugao vermelho de fenol.

Baseando-se nesta técnica, utilizou-se uma placa de 96 pocgos de fundo chato
(COSTAR®), onde se preencheu a primeira coluna com 100uL de solu¢do de vermelho de
fenol por poco caracterizando a coluna em branco. Nas duas colunas seguintes, colocou-se,
em quadruplicata, concentragdes conhecidas de H,O,: 5, 10, 20 e 40nM/100uL de solugdo de
vermelho de fenol, caracterizando a curva padrdo. Preencheu-se as demais colunas em

octuplicata, com as aliquotas de 100 uL da suspensdo de células peritoneais em solugdo de
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vermelho de fenol. Em metade dos pogos, foi acrescentado 10 uL. de miristato acetato de
forbol (PMA) em PBS, a fim de dosar a liberagao induzida de H,O,.

Incubou-se a placa a 37°C em estufa contendo 5% de CO, e atmosfera imida por 2
horas. Interrompeu-se a reacdo acrescentando 10uL de NaOH IN por pogo, transferiu-se o
sobrenadante para outra placa e determinou-se a absorbancia em um leitor de ELISA
(Dynatech Immunoassay System®/MR 5000) com filtro de 620nm, contra branco constituido
apenas por solu¢do de vermelho de fenol. Os resultados obtidos em densidade optica foram
expressos em nM de H,O,, mediante equacdo de regressdo linear com base em curva padrdo

feita com concentracdes conhecidas de perdxido de hidrogénio.

4.4.7.3 Determinagdo do 6xido nitrico (NO)

Determinou-se a produ¢do de NO através da medida de nitratos no sobrenadante das
culturas celulares, seguindo-se a metodologia descrita por Ding et al. (1988). Os macrofagos
aderidos as placas na etapa final do experimento anterior receberam 3 lavagens com tampao
fosfato para retirada do vermelho de fenol. Adicionou-se 100uL de meio RPMI (acrescido de
soro Fetal Bovino a 10%, Gibco) em cada pogo e incubou-se as placas em estufa a 37°C e 5%
de CO, por 48h.

Apbs este periodo, centrifugou-se as placas e retirou-se SOuL do sobrenadante.
Adicionou-se ao sobrenadante 50uL de reagente de Griess por pogo e determinou-se a
absorbancia das amostras em leitor de ELISA (Dynatech Immunoassay System®/MR 5000),

com filtro de 540nm, contra banco constituido por meio de cultura (RPMI) e reagente de
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Griess. Os resultados foram expressos em nM de NO,', mediante equagao de regressao linear
com base em uma curva padrio feita com concentragdes conhecidas de nitrato de sodio

(NaNOy): 5, 10, 30 e 60 nM/100uL de meio RPMI e 50uL de reagente de Griess.

4.4.8 Coleta de sangue, leucograma e contagem diferencial

Amostras de ImL de sangue foram colhidas ap6s decapitagdo e subseqiientemente
armazenadas com heparina (250ug) e sobre gelo.

Os valores RBC (red blood cells) e WBC (white blood cells) foram automaticamente
quantificados, em contador de células (CELM CC550), e a contagem diferencial dos leucdcitos

sanguineos obtida analisando-se 100 células em esfregaco corado com Giemsa.

4.4.8.1 Citometria de fluxo

Foi utilizado um citdmetro de fluxo (Becton Dickinson Immunocytometry

System, San Jose, CA, USA) conectado a um computador Machintosh (Apple, CA, USA).
Foram adquiridos e analisados 10.000 eventos por ensaio .

As subpopulacdes celulares foram reconhecidas por meio das propriedades de FSC —

Foward Scatter e SSC - Side Scatter, que avaliam o tamanho e a complexidade interna,

respectivamente. As fluorescéncias foram adquiridas em escala logaritmica para a avaliacao

de burst oxidativo, fagocitose e moléculas de superficie celular. A fluorescéncia do DCFH e
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FITC foi detectada pelo leitor FL-1 (530+£30nm), a do PE e Iodeto de Propideo ou SAPI foi
detectada pelo leitor FL-2 (585+42nm).

Foram analisadas através do programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson
Immunocytometry System, San Jose, CA, USA) as populagdes de interesse em cada
experimento (linfécitos, macrofagos ou neutréfilos) foram delimitadas por meio de gates.
Além disso, para todos os experimentos o aparelho foi calibrado com um tubo branco como

controle de refringéncia basal das células a serem analisadas.

4.4.8.1.1 Imunofenotipagem da populagado de linfocitos esplénicos

Para avalia¢ao das moléculas de superficie celular, o bago foi coletado e macerado em
solucdo de meio RPMI (suplementado com HEPES 10mM, NaHCO; 24mM, 10 U/ml de
penicilina, 10 pg/ml de estreptomicina, 0,5 Ug/ml de anfotericina B) enriquecido com 5 %
soro fetal bovino estéril. As células foram diluidas em Azul de Tripan (diluigao 1:10) e
contadas em Camara de Neubauer, sendo ajustadas a uma concentra¢io de 1 x 10°
células/tubo em um volume de 100 pl.

Foram empregados os seguintes anticorpos monoclonais conjugados a fluoresceina ou
ficoeritrina: anti-CD3 para detectar linfécitos T; anti-CD4 para linfocitos TCD4+ e alguns
macrofagos ativados; anti-CD8 para detectar linfocitos TCD8+ e anti-CD19 para detectar
linfocitos B. As amostras foram incubadas no escuro, a temperatura ambiente, durante 1 hora
com os diferentes anticorpos Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas e

ressuspensas em 1 ml de PBS para avaliagdo no citometro de fluxo (FACScan, Becton
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Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA).

A andlise foi realizada por meio do programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson
Immunocytometry System, San Jose, CA, USA). As células que estavam marcadas
duplamente pelo anti-CD3 e anti-CD4 foram consideradas como linfocitos T helper, as
marcadas pelo anti-CD8 como linfocitos T citotoxicos e as marcadas pelo anti-CD19 como
linfocitos B. Os resultados foram expressos em porcentagem de células, calculada através do
numero de linfocitos fluorescentes dividido pelo niumero total destas células x 100.

r1e . . . +/+ . . 4/
As analises foram processadas a partir de 7 animais Cx43 ™ ¢ outros 9 animais Cx43"

4.4.8.1.2 Ensaio de burst oxidativo e fagocitose pela citometria de fluxo

O burst oxidativo ¢ medido indiretamente pela oxidacdo do reagente DCFH-DA no
citoplasma das células. Uma vez oxidado, o radical DA ¢ liberado, emitindo fluorescéncia
verde que pode ser captada pelo citometro de fluxo.

A capacidade de fagocitose ¢ estimada pela deteccao de bactérias fagocitadas. Para que
seja possivel a deteccdo pelo citometro de fluxo, as bactérias foram previamente conjugadas
ao iodeto de propideo, que emite fluorescéncia vermelha.

Tanto a fagocitose quanto o burst oxidativo podem ser estimulados in vitro por PMA,
um conhecido ativador de PKC (VOSPER; KHOUDOLI, PALMER, 2003).

Assim, amostras de 0,5mL de sangue foram obtidas da veia cava dos camundongos
com auxilio de seringas e agulhas previamente umedecidas em heparina. Incubou-se amostras
de 100ul de sangue com os respectivos reagentes: DCFH-DA; S. aureus conjugado ao iodeto

de propideo; ou DCFH + PMA; DCFH + S. aureus, por 20 minutos, a 37°C, sob agitagdo
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constante. As hemdcias foram lisadas com solucdo hipotonica de NaCl a 0,2% seguida de
solugdo hipertonica de NaCl a 1,6%. As amostras foram centrifugadas e o pellet ressuspenso
em ImL de EDTA(3mM) em PBS gelado.

Imediatamente as amostras foram submetidas a deteccdo das fluorescéncias verde e
vermelha de DCFH e PI, respectivamente, para a estimagdo da fagocitose e burst oxidativo,
como proposto por Hasui et al. (1989) e modificado por Massoco e Palermo-Neto (2003).

Todos os dados foram analisados por meio do programa Cell Quest Pro (Becton
Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA). Os dados, oriundos do
experimento de burst oxidativo, foram expressos na forma de média geométrica. A fagocitose
foi expressa na forma de porcentagem de células que ingeriram as bactérias (S. aureus

conjugada ao iodeto de propideo).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos na forma de média, seguidos por seu respectivo desvio
padrdo (SD). Os graficos apresentam dados de média e erro médio (SEM).

Para a analise do ganho de peso dos camundongos foi utilizado teste de andlise de
variancia ANOVA de duas vias com nivel de significancia de 5%. Para os demais resultados, o
teste estatistico utilizado foi o de Bartelett, para se verificar a homocedasticidade dos dados,
seguido do teste t-Student para os valores considerados paramétricos, ou Mann-Whitney para

os valores considerados ndo paramétricos.
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5 RESULTADOS

5.1 ANIMAIS

A genotipagem dos animais nos permite distinguir os camundongos portadores de dois
alelos de Cx43 (Cx43"") ou portadores de 1 alelo de conexina (Cx43""). Dessa forma, como
podemos ver na figura 2, os camundongos Cx43"" apresentam apenas 1 banda correspondente
aos 2 alelos de Cx43, enquanto o animal deficiente Cx43"" apresenta 1 banda correspondente
a Cx43 e outro alelo correspondente ao gene neo (gene de resiténcia a neomicina).

O peso absoluto dos camundongos variou significantemente com o tempo (p<0,0001)
e também entre os gendtipos (p<0,05) (Figura 3). Entretanto, ndo obtivemos diferencas entre
os gendtipos em cada tempo analisado individualmente (Tabela 3).

A Tabela 4 mostra que os pesos absolutos do figado dos camundongos infectados com
S. mansoni ndo apresentaram diferencas dignas de nota entre os genotipos, mas apenas em
relagdo ao tempo (DF=2, F= 4,508, p<0,05, ANOVA de duas vias). Da mesma forma, os
pesos do timo (DF=2, F=3,468, p<0,05, ANOVA de duas vias) e os pesos do baco (DF=2, F=

18,5, p<0,0001, ANOVA de duas vias) variaram apenas em relacdo ao tempo de infecgao.
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Figura 2 - Gel de agarose mostrando os genes amplificados da Cx43 (520pb) e neo (294pb)

Tabela 3 - Ganho de peso dos animais Cx43"" e Cx43™" infectados com S. mansoni. (média +
desvio padrao)

Semanas Cx43™" Cx43""
0 27,29 £ 2,02 (n=25) 27,43 +£ 2,80 (n=24)
2 28,88 = 3,07 (n= 30) 29,94 + 2,98 (n=24)
4 32,14 + 3,34 (n=30) 3335+ 3,13 (n=24)
6 34,24 + 3,36 (n=30) 35,30 + 3,49 (n=24)
8 33,80+ 4,15 (n=21) 33,88+ 3,97 (n=14)
12 31,52 + 5,58 (n= 10) 33,36+ 3,19 (n=18)
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—a— Cx43+/+

—0— Cx43+/-

Semanas

Figura 3 - Ganho de peso dos animais Cx43"" ¢ Cx43"" infectados com S. mansoni. (média +
SEM). As médias dos pesos entre os genotipos (Cx43 ™" e Cx43"") variaram de
forma estatisticamente significantemente (F=4,02, DF=1, p<0,05), assim como
o tempo afetou o resultado (F=26,22, DF=5, p<0,0001). (ANOVA de duas vias)
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Tabela 4 - Pesos absolutos de figado, bago e timo de animais com 6, 8 ou 12 semanas de infec¢ao por S. mansoni (média + desvio padrao)

6 semanas 8 semanas 12 semanas
Cx43"" Cx43"" Cx43" Cx43"" Cx43"" Cx43"
n= 8 n= 8 n=10 n==6 n= 8 n=6
Figado 1,99 + 0,24 2,22 +0,38 2,34+ 0,29 2,65+ 0,59 2,49 £ 0,63 2,63 + 0,48
Baco 0,13 +0,02 0,14+ 0,03 0,24 + 0,04 0,25+ 0,05 0,24 +0,1 0,27 £ 0,09
Timo 0,05+ 0,02 0,06 + 0,02 0,08 0,03 0,07 £ 0,02 0,05+ 0,01 0,07 0,02
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5.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA E MICROCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

O pico de desenvolvimento dos granulomas induzidos por S. mansoni, em
camundongos, ocorre na oitava semana de infec¢do. Dessa forma, podemos ver na figura 4 o
aspecto macroscopico do figado de um animal com 8 semanas de infec¢do, com granulomas
distribuidos em todos os lobulos hepaticos.

A anélise histopatologica revelou que as células constituintes dos granulomas eram
predominantemente mononucleres, € poucos granuldcitos polimorfonucleares, sobretudo
eosinodfilos. Animais de ambos gendtipos apresentaram densa deposi¢do de fibras de colageno
na matriz extracelular dos granulomas de 8 e 12 semanas de infec¢do e mais intensamente nos
animais Cx43"" com 12 semanas de infec¢do. Como podemos notar na figura 7, animais
Cx43"" apresentam um padrao mais denso de lesdo em relagdo aos animais Cx43"". Estes por
sua vez, apresentam um padrao frouxo de lesdo, com maior deposi¢ao de colageno na matriz
extracelular (Figura 8).

Estes achados foram confirmados pela microscopia eletronica. A figura 11A mostra
varios macréfagos ¢ um eosindfilo no centro da imagem, ¢ densa deposi¢do e coldgeno na

matriz extracelular.

Jungdes do tipo gap ndo foram encontradas por andlise de microscopia eletronica,

apenas interdigitacdes de membrana plasmatica de macréfagos, como ilustra figura 11B.

No que concerne a vulnerabilidade dos animais ao desenvolvimento da doenca, ndo
. . . +/- ~
encontramos nenhuma diferenca entre os animais Cx43"" e Cx43" (Dados nao

apresentados).
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Figura 4 - Aspecto macroscopico do figado de um animal com 8 semanas de infecg¢do por S.
mansoni. Notar a presenga de granulomas distribuidos em todos os lobulos
hepaticos
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Figura 5 - Fotomicrografia de granuloma hepatico de camundongo. A) Cx43"" infectado ha 6
semanas com S. mansoni. H&E, objetiva 10x

Figura 6 - Fotomicrografia de granuloma hepatico de camundongo. A) Cx43™" infectado ha 6
semanas com S. mansoni. H&E, objetiva 10x
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Figura 7 - Fotomicrografia de granuloma hepatico de camundongo. A) Cx43"" com 8

semanas de infeccdo por S. mansoni. Notar padrao denso da lesdo. H&E,
objetiva 10x

Figura 8 - Fotomicrografia de granuloma hepatico de um camundongo Cx43"" com 8 semanas
de infec¢do por S. mansoni. Notar padrdo frouxo de lesdo e fibroplasia. H&E,
objetiva 10x
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Figura 9 - Fotomicrografia de granuloma hepatico de um camundongo Cx43"" com 12
semanas de infecc¢do por S. mansoni. H&E, objetiva 10x

Figura 10 - Fotomicrografia de granuloma hepatico de um camundongo Cx43"" com 12
semanas de infeccdo por S. mansoni. Notar padrdo frouxo de lesdo e intensa
fibroplasia. H&E, objetiva 10x
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Figura 11 - Eletrofotomicrografia de granuloma hepatico de um animal com 8 semanas de
infeccdo por S.mansoni. (A) A seta aponta um macrofago, dentre outros, e o
asterisco indica um eosinéfilo no centro da lesdo (aumento de 4500X); (B) a
seta grossa aponta regido de interdigitacdo de membranas plasmadticas de
macrofagos e, a seta fina aponta regido de densa deposicao de fibras
colagenas na matriz extracelular (aumento de 5000X)

5.3 MORFOMETRIA DOS GRANULOMAS

A analise morfométrica dos granulomas hepaticos nao revelou diferengas dignas de
nota entre os genotipos (Tabela 5 e Figura 12). Em todos os parametros avaliados, exceto
numero de células do granuloma, o tempo de infec¢ao afetou os resultados (ANOVA de duas

vias, p<0,05).
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Tabela 5 - Andlise morfométrica dos granulomas hepaticos dos camundongos infectados ha 6, 8 ou 12 semanas com aproximadamente 30
cercarias de S. mansoni. (média + desvio padrao)

6 semanas 8 semanas 12 semanas
Cx43" Cx43"" Cx43"" Cx43"" Cx43™ Cx43""
n=6 n=35 n= 8 n==6 n= 8 n=9
Ne° granulomas/Area x 107 0,52+0,32 0,75+0,27 3,82 +3,25 3,66 £ 2,35 445+207 5,15+2,33
Area dos granulomas x 10* 505+6,14 7,11 +4,92 8,89 + 3,28 9,37+1,39 7,89+2,89 7,56+1,74
Area relativa dos granulomas (%) 0,29+ 0,6 0,38 +0,40 3,73 +3,04 3,29+1,32 3,89 +2,44 398 2,41
N° células/granuloma nd nd 9,94 + 2,99 10,57+ 1,72 8,47+1,29 8,72+1,78

Nd= nao determinado
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Figura 12 - Quantificacdo dos granulomas hepaticos com 6, 8 ¢ 12 semanas de infec¢ao por S.
mansoni. Os dados sdo representados na forma de média + SEM de 8 animais
por genoétipo e por tempo, exceto o niimero de células que sdo representadas
na forma de média = SEM de 5 granulomas selecionados aleatoriamente e
provenientes de 5 animais por genotipo e por tempo. (A) Numero de
granulomas, em relacdo a area total do corte; (B) Tamanho médio das lesdes;
(C) Tamanho do granuloma em rela¢do a area total do corte; (D) Numero
médio de células por granuloma
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5.4 QUANTIFICACAO DO COLAGENO

A evolugdo dos granulomas hepaticos € caracterizada pela progressiva organizagao da
matriz extracelular, com significante aumento da birrefringéncia do coldgeno (ANDRADE et

al., 1999).

No presente estudo, a deposicao do coladgeno, revelada pela coloragdo Picrosirius e
analisada sob microscopio de luz polarizada, foi intensa nos camundongos Cx43"" com 12
semanas de infec¢do (Figura 13D). Como apresentado na figura 14, os granulomas dos
camundongos Cx43"" com 12 semanas de infecgio apresentaram areas fibroticas maiores
(p<0,05). Como esperado, as lesdes provenientes dos camundongos com 12 semanas de
infec¢do foram mais fibrdticas em comparagdo aquelas encontradas nos camundongos com 8
ou 6 semanas de infeccdo (Figura 14). Camundongos com 6 semanas de infecg¢do
apresentaram fibras coldgenas com pouco ou nenhuma birrefringéncia, insuficientes para

quantificagdo.
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Figura 13 - Fibras coldgenas nos granulomas de 8 e 12 semanas de infec¢do por S. mansoni,
coradas com Picrosirius e sob luz polarizada. (A) Camundongos Cx43™* com
8 semanas de infec¢do; (B) Camundongos Cx43"" com 8 semanas de
infec¢do; (C) Camundongos Cx43"" com 12 semanas de infeccdo; (D)

Camundongos Cx43™" com 12 semanas de infecgdo. Objetiva 10X
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Figura 14 - Quantificagdo das fibras colagenas nos granulomas, de 8 e 12 semanas de infec¢ao
por S. mansoni, corados com Picrosirius, foi realizada automaticamente com
auxilio do programa Image Pro Plus. Os valores sdo representados na forma de
area média das fibras colagenas coradas com Picrosirius em relagcdo a area do
granuloma. Dados sdo apresentados na forma de média + desvio padrdo. *Teste
Mann Whitney, p< 0,05 em comparagdo ao camundongo Cx43"" com 12
semanas de infec¢ao

5.5 QUANTIFICACAO DA PROLIFERACAO CELULAR

Na esquistossomose murina cronica a proliferagdo e diferenciagdo das células
mieldides, no parénquima hepatico e nos granulomas periovulares, pode ser mediada pelo

microambiente do granuloma (ALVAREZ-SILVA; DA SILVA; BOROJEVIC, 1993).

Como ilustrado na figura 15, parte dos nucleos das células dos granulomas apresentou
marcacao positiva para PCNA. A baixa incidéncia de lesdes apresentadas pelos animais com

6 semanas de infec¢ao nao nos possibilitou realizar analise estatistica.

O indice da prolifera¢ao das cé€lulas dos granulomas foi significantemente menor nos
animais deficientes em Cx43 com 8 ou 12 semanas de infec¢ao, (p< 0,05) (Tabela 6 e Figura
16) indicando uma menor capacidade proliferativa destas células em comparagdo aos

camundongos selvagens.
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Figura 15 - Fotomicrografia evidenciando marcagdo por imunoistoquimica do PCNA de
células do granuloma induzido por S. mansoni. (A) Camundongos Cx43™"
com 8 semanas de infec¢do; (B) camundongos Cx43"" com 8 semanas de
infeccdo; (C) camundongos Cx43"" com 12 semanas de infecgdo; (D)
camundongos Cx43™" com 12 semanas de infecgdo. (E) Detalhe em maior
aumento da marcagdo. Objetiva 20x
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Tabela 6 - Quantificagdo do indice de proliferacao das células do granuloma de camundongos
Cx43"" ¢ Cx43™", com 8 e 12 semanas de infecgdo por S. mansoni

8 semanas 12 semanas
Cx43™ Cx43*" Cx43™* Cx43*"
n=>5 n=>5 n=7 n==6
Células PCNA”"
63,40+ 3,72 52,47 £6,74* 58,36 8,59 4840+ 747*
(%)

*t-test p< 0,05 em comparagao aos camundongos Cx43""

Os valores representam a porcentagem de células do granuloma PCNA" em relagdo ao
numero total de células do granuloma. Dados sdo representados pela média £ SD de % de
células PCNA" de 5 granulomas de cada camundongo.
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Figura 16 - Quantificacdo do indice de proliferagdo, representado pelo nimero de células do
granuloma PCNA" em relagdo ao niimero total de células do granuloma
induzido por S. mansoni, 8 e 12 semanas pds-infeccdo. Dados sdo
representados pela média + SEM de células PCNA" de 5 granulomas de cada
camundongo, n=5. *t-test p< 0,05 em comparacdo aos camundongos Cx43™"
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5.6 EXPRESSAO DAS PROTEINAS Cx43 E CX32

A proteina Cx43 foi detectada, por imunofluorescéncia, nas células dos granulomas
provenientes dos camundongos Cx43"" ¢ Cx43"" (Figura 17).

Em todos os tempos experimentais os camundongos Cx43"" (Figuras 17B, 17D ¢ 17F)
+/+

apresentaram menor expressao da proteina Cx43 em comparacdo aos camundongos Cx43

(Figuras 17A, 17C, 17E).

Em relagdo a evolugdo geral do granuloma, a expressao da proteina Cx43 foi maior na
fase cronica da doenca, culminando com a mais densa marcagdo de placas juncionais no

tempo de 12 semanas de infec¢do (Figura 17E).

A figura 18 ilustra, em detalhe, a marcagdo da Cx43 nas células do granuloma de
animais Cx43"" com 8 (Figura 18A) ou 12 (Figura 18B) semanas de infec¢do. Podemos notar
que a marcagdo obtida € citoplasmatica e também puntiforme na membrana plasmatica.
Podemos observar também marcacdo de Cx43 em célula ductal no ducto biliar, como

esperado (Figura 18C).

A marcacao da Cx32 foi, predominantemente, puntiforme ¢ encontrada na membrana
plasmatica de hepatdcitos. A fotomicrografia de imunofluorescéncia de Cx32 ilustrada na
figura 19 mostra a presenga de Cx32 entre os hepatdcitos sob forma puntiforme (Figura 19A)

e, mesmo entre hepatdcitos remanescentes no interior da lesdo granulomatosa (Figura 19B).

O imunoblot dos granulomas isolados mostra ligeiro aumento de intensidade de
marcacdo das bandas de Cx43, provenientes de camundongos Cx43"" em relacio aos

granulomas de animais Cx43"" (Figura 20).
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Figura 17 - Expressdo da Cx43 nas células do granuloma. (A) Camundongos Cx43™" 6
semanas pos-infecgdo; (B) camundongos Cx43"" 6 semanas pos-infecgio;
(C) camundongos Cx43"" 8 semanas pos-infec¢do; (D) camundongos
Cx43"" 8 semanas pos-infecgio; (E) camundongos Cx43™" 12 semanas pos-
infecgdo e, (F) camundongos Cx43™ 12 semanas pos-infecgdo. Setas
mostram a marcagdo da Cx43, cabegas de seta mostram ovos de S. mansoni.
Os nucleos foram corados com iodeto de propideo. Objetiva 20x
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Figura 18 - Imunofluorescéncia da Cx43 evidenciando marcacdo, em verde, puntiforme
membranar e citoplasmatica. (A) Camundongos Cx43™" com 8 semanas de
infec¢do; (B) camundongos Cx43"* com 12 semanas de infecgdo, (C) Ducto
biliar de camundongo Cx43™", a seta indica a marcagdo da Cx43. Os niicleos
foram corados com iodeto de propideo. Objetiva 100x
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Figura 19 - Expressdo da Cx32 representada pela marca¢do em verde nas células do
granuloma de camundongo Cx43"" com 8 semanas de infeccdo. (A)
Marcac¢do membranar e puntiforme de Cx32 em hepatdcitos; B) marcagao
de Cx32 entre hepatdcitos no interior de um granuloma; C) detalhe da
imagem anterior. Setas mostram a marcagdo da Cx32, cabega de seta
mostra ovo de S. mansoni no centro do granuloma. Objetiva 20x

en

Figura 20 - Imunoblot da Cx43, de proteinas extraidas dos granulomas de 8 semanas de
infeccdo, provenientes de animais Cx43"" (2-5), de animais Cx43™ (6-9) e
controle positivo de proteinas extraidas de coracdo (1)
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5.7 EXPRESSAO GENICA DA Cx43

A analise do PCR em tempo real ¢ realizada avaliando-se as diferencas entre os ciclos
de amplificacdo. O Ct (cicle theshold) é o numero do ciclo de amplificagdo no inicio da fase
exponencial da PCR, e ¢ determinado a partir de um grafico com uma curva logaritmica do
sinal de amplifica¢do do gene. Assim, Ct ¢ um termo exponencial e ndo linear. Por essa razao,
nenhuma apresentacdo estatistica usando os valores absolutos de Cr ¢ valida.

Quanto maior a expressdo génica, menores sao os valores de Ct.

A diferenga entre os ciclos indica que o gene constitutivo GAPDH, usado como
controle endogeno, apresentou valor de Ct 13 vezes maior que os valores de Ct da Cx43, tanto
nos animais Cx43"" quanto nos animais Cx43"(Tabela 7).

Assim, o gene da Cx43 comecou a amplificar, em média, no ciclo 36, enquanto o
GAPDH iniciou a amplificagdo no ciclo 22. (Dados ndo apresentados)

Como o GAPH nao variou entre os grupos, como desejado para o controle endogeno,
analisamos a quantidade relativa de expressdo de Cx43 normalizada em relagdo ao GAPDH.

Como mostrado na tabela 7, granulomas isolados apresentaram expressdo do gene da

Cx43 e, camundongos Cx43" tém, aproximadamente, 40% da expressdo do gene da Cx43.
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Tabela 7 - Niveis de RNAm de Cx43 nos granulomas isolados, determinados por RT-PCR em
tempo real quantitativo

Cx43"" Cx43*"
n=>35 n=4
Diferenca em ciclos (C?) entre Cx43 ¢ GAPDH 13,08 £ 2,94 14,35 + 3,09
Quantidadade normalizada de Cx43 em relagdo aos
1 0,41

camundongos Cx43™"*

Anadlise de PCR quantitativo pelo sistema TagMan da expressdo do transcrito Cx43, em
granulomas isoladados, com 8 semanas de infeccdo por S. mansoni. Usando transcriptase
reversa, cDNA foi sintetizado a partir de 3ug de RNA total. Aliquotas de cDNA foram usadas
nas reacdes de PCR em tempo real com primers e probe para Cx43 e primers e probe para
GAPDH (controle endégeno). Os dados sdo apresentados como valores de média de reagdes

em duplicata e de acordo com o método 2**t, e a diferenca em ciclos entre Cx43 ¢ GAPDH
(Média £ SD).

5.8 TRANSFERENCIA DO FLUOROCROMO LUCIFER YELLOW

Todas as lesdes granulomatosas, analisadas no tempo de 12 semanas de infecgdo,
apresentam comunicac¢ao funcional entre as células do granuloma, indicado pela difusao do

fluorocromo Lucifer Yellow a partir da superficie de corte.

A técnica cut-end permitiu-nos observar a comunicacdo funcional entre as células e
supor que a capacidade de comunicagdo intercelular (GJIC) nas células dos granulomas
. +/- . . . ~
provenientes dos camundongos Cx43™" tenha sido ligeiramente menor em relacdo aos

. . +/+ . ~
granulomas dos animais Cx43"" com 12 semanas de infecgdo.
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Como podemos notar na figura 21A, houve plena difusdo do corante LY a partir do
corte, indicado em asterisco, entre as células de 2 granulomas contiguos de camundongos
Cx43"". Na figura 21B, notamos que a difusdo do corante LY ¢ diminuida, ¢ que ndo ha
difusdo do corante entre os 2 granulomas mostrados na fotomicrografia. Na figura 21C,

observamos, em maior detalhe, a difusdo do corante LY, e na figura 21D visualizamos a

transferéncia do corante RD, limitada a superficie de corte.

Figura 21 - Transferéncia dos fluorocromos Lucifer Yellow (LY) e Rodamina Dextran (RD)
pela técnica de cut-end no figado de camundongos com 12 semanas de
infeccdo por S. mansoni. Os asteriscos mostram o ponto inicial de difusdo
dos corantes e as cabegas de setas apontam os ovos de S. mansoni
refringentes. A) Camundongos Cx43"", objetiva 10x; (B) camundongos
Cx43"", objetiva 10x; (C) detalhe em maior aumento do granuloma de um
animal Cx43"" mostrando ampla difusdo do corante LY pelas células,
objetiva 20x; (D) Imagem anterior mostrando a difusdo do corante RD
apenas na superficie do corte. Objetiva 20x
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5.9 QUANTIFICACAO DAS CELULAS SANGUINEAS E POPULACAO DE LINFOCITOS

Os valores de RBC (red blood cells) e WBC (white blood cells), bem como a
contagem diferencial de leucécitos, ndo diferiram entre os animais de ambos genotipos com 8

semanas de infec¢ao (Tabelas 8 ¢ 9).

Nio foram encontradas diferencas entre os linfocitos esplénicos CD3'CD4",
CD3CD8" e CD19" provenientes dos animais Cx43™" ¢ Cx43™" com 8 semanas de infecgdo.
Também ndo se observaram diferengas na populagdo de linfocitos esplénicos entre os animais

que desenvolveram ou ndo os granulomas induzidos por S. mansoni. (Tabela 10).
A producdo de oOxido nitrico e peroxido de hidrogénio in vitro pelos

macrofagos peritoneais também ndo mostraram diferengas estatisticamente significantes

(Tabela 11).

Tabela 8 - Hemograma dos camundongos Cx43+/+ e Cx43+/- com 8 semanas de infec¢ao por
S. mansoni. (média * desvio padrao)

Animais Cx43 +/+ Cx43+/-
n=12 n=9
RBC (n° x 10%mm°) 6,86+ 1,19 6,31 +2,11
HCT (%) 43,94 +7,76 40,34 + 13,44
MCV (p3) 64,09 + 2,84 63,93 + 1,47
WBC (n° x 10°/mm°) 8,67 £3,22 9,11 +3,03

n=numero de animais utilizados



Tabela 9 - Leucograma e contagem diferencial dos leucécitos de camundongos Cx43
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++
€

Cx43"" com 8 semanas de infecgdo por S. mansoni. (média + desvio padrio)

Cx43"" Cx43""
n==6 n=4
Leucbcitos (n°x10°/mm”) 8,3+2,47 7,67 + 0,96
" (%) 35,78 34,29
infocitos
(n°x10°/mm?°) 2,97 + 1,62 2,63+ 1,01
(%) 55,30 54,89
Neutroéfilos 3 ;
(n°x10°/mm?) 4,59 + 1,45 421+ 1,64
" (%) 26,26 5,74
ondcitos
(n°x10°/mm”) 2,18 £3.,82 0,44 + 0,47
. (%) 5,18 4,95
Eosinéfilos 3 3
(n°x10°/mm”) 0,43+ 0,77 0,38+ 0,17

n=numero de animais utilizados
*p<0,05, t-test.

Tabela 10 - Citometria de fluxo de linfocitos esplénicos de camundongos Cx43"™" ¢ Cx43""
com 8 semanas de infec¢do por S. mansoni. (média £ desvio padrdo)

Com granulomas

Sem granulomas

Cx43™"" Cx43"™" Cx43™"" Cx43"™"
Linfocitos
n=>35 n=>35 n=3 n=4
CD3"CD4" 10,71 + 1,74 10,61 + 2,07 10,94 + 1,54 9,11+1,36
CD8" 1,24+ 0,23 1,28 +0,29 1,85+ 0,41 1,51 40,16
CDI19" 72,84+743 71,76+ 10,64 75,82 + 6,42 77,83 + 1,35
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Tabela 11 - Numero de macrofagos peritoneais, e liberagdo de 6xido nitrico e peroxido de
hidrogénio, induzido por PMA, na primeira hora de incubagdo, por 2x10°
macréfagos peritoneais de camundongos Cx43"" e Cx43"", com 8 semanas
de infeccdo por S. mansoni. (média + desvio padrao)

Animais Cx43™" Cx43""
n° de macrofagos x 10°/mL 2,429 + 1,125 (n=11) 3,456 £ 2,128 (n=8)
NO (nM/L) 18,058 £ 6,875 (n=8) 15,768 £ 1,698 (n=5)
H,0, (nM/L) 14,352 £ 5,198 (n=9) 15,492 + 3,931 (n=6)

n=numero de animais utilizados

5.10 BURST OXIDATIVO DE MONOCITOS E NEUTROFILOS

Para estudar possiveis implicacdes da expressdo da conexina 43 na resposta imune de
forma sistémica, realizou-se experimento independente para investigar o burst oxidativo dos

leucocitos sangiiineos.

Os dados distinguem o burst oxidativo e fagocitose de neutrofilos (Tabela 12) e
mondcitos (Tabela 13), assim como dos animais que apresentaram ou nao granulomas
hepaticos na analise macroscopica. Nao foram encontradas diferencas na susceptibilidade dos
animais de ambos genotipos a infec¢do por S. mansoni. As tabelas 12 e 13 mostram que
neutr6filos ou mondcitos, dos animais Cx43™" que desenvolveram os granulomas, tiveram
niveis maiores de burst oxidativo induzido por PMA em comparacdo aos animais selvagens

(p=<0,05).



&9

Interessante notar que o burst oxidativo dos monocitos/macrofagos de animais Cx43™"
, que ndo desenvolveram lesdes, ndo sofreu alteracdo em resposta ao estimulo PMA (Tabela
13). Entretanto, o burst (DCFH + PMA) dos neutrofilos ativados destes mesmos animais foi

significantemente maior (Tabela 12).

O burst oxidativo induzido por S. aureus, bem como o ensaio de fagocitose da mesma

bactéria, ndao apresentou alteragdes entre os grupos (Tabelas12 e13).
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Figura 22 - Burst oxidativo de leucocitos circulantes de camundongos com 8 semanas de
infecgdo por S. mansoni. A) Dot Plot de leucdcitos baseado na s propriedades
forward scatter (FSC) e side scatter (SSC), quadrante 1 sobre a populacao de
neutr6filos e quadrante 2 sobre a populacdo de mondcitos; B) histograma de
fluorescéncia FL1, em escala logaritmica, correspondente ao burst oxidativo
de mondcitos; C) histograma de fluorescéncia FL1, em escala logaritmica,
correspondente ao burst oxidativo de neutrofilos
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Figura 23 - Burst oxidativo de leucdcitos circulantes de camundongos com 8 semanas de
infecgdo por S. mansoni. A) Dot Plot de leucdcitos baseado nas propriedades
forward scatter (FSC) e side scatter (SSC), quadrante 1 sobre a populacao de
neutrofilos ativados; B) histograma de fluorescéncia FL1, em escala
logaritmica, correspondente ao burst oxidativo de neutrofilos ativados
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Tabela 12 - Citometria de fluxo de neutréfilos de sangue de camundongos Cx43™* ¢ Cx43+/- com 8 semanas de infeccdo por S. mansoni

Com granulomas Sem granulomas
Neutr6filos Cx43"" Cx43"™" Cx43™"" Cx43"™"
n=4 n=>5 n=3 n=4

DCFH 62,85+ 2,58 54,04 £ 26,17 57,39 £ 16,34 68,99 + 11,91
DCFH + PMA 46,56 £ 9,23 85,87 £ 27,27* 46,67 + 1,96 48,99 + 5,95
DCFH + PMA (neutrofilos ativados) 112,94 £39,73 195,68 + 64,20 79,37 £ 35,91 139,51 + 13,22**
DCFH + S. aureus 137,84 £46,27 128,19 £ 48,78 89,41 £ 10,45 108,91 £ 13,68
Fagocitose de S. aureus 12,15+ 0,18 13,52 + 3,39 13,87 £2,79 12,99 +£ 1,92

* p<0,05, t-test em relacdo aos animais Cx43"" com granulomas; ** p<0,05, t-test em relacdo aos animais Cx43™"" sem granulomas.
Os dados sao apresentados na forma de média + desvio padrdo. Os valores do burst oxidativo sdo expressos na forma de média geométrica,
e a fagocitose ¢ expressa na forma de porcentagem de células que fagocitaram bactérias S. aureus.
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Tabela 13 - Citometria de fluxo de monécitos de sangue de camundongos Cx43™* ¢ Cx43" com 8 semanas de infec¢do por S. mansoni. (média +
desvio padrao)

Com granulomas Sem granulomas
Monécitos Cx43™" Cx43"" Cx43™" Cx43""
n=4 n=4 n=3 n=4
DCFH 19,03 + 2,88 27,31 £13,43 30,76 £ 18,32 24,25 £ 6,45
DCFH + PMA 22,95 +2,50 60,01 = 26,98* 26,54 + 11,54 27,26 + 8,84
DCFH + S. aureus 75,77 £ 32,59 74,97 £ 30,50 44,99 + 13,88 55,71 £ 16,47
Fagocitose de S. aureus 13,29 + 1,36 21,64 £ 19,32 11,65+ 6,73 11,52 + 1,50

* p<0,05, t-test em relacdo aos animais Cx43™ com granulomas.
Os dados sao apresentados na forma de média + desvio padrdo. Os valores do burst oxidativo sdo expressos na forma de média geométrica,
e a fagocitose ¢ expressa na forma de porcentagem de células que fagocitaram bactérias S. aureus.
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6 DISCUSSAO

A Cx43 ¢ amplamente encontrada no sistema imune e nas células da medula dssea
(OVIEDO-ORTA; EVANS, 2004; WONG; CHRISTEN; KWAK, 2004) Macrofagos
expressam Cx43, e sua expressao tem sido correlacionada a ativagdo por LPS, IFN-y ¢ TNF-a
(EUGENiN et al., 2003; JARA; BORIC; SAEZ, 1995). Entretanto, o papel da comunicagdo
celular intercelular na fun¢do macrofagica ainda ¢ controverso. Assim, consideramos o
granuloma um bom modelo experimental para esclarecermos a comunicacao intercelular entre
leucocitos.

Para tanto, usamos um camundongo geneticamente modificado, heterozigoto para
Cx43 (Cx43™), e infectado pos S. mansoni, como um modelo para caracterizar o
envolvimento bioldgico desta proteina no desenvolvimento do granuloma nas fases aguda e
cronica da doenga. Estudos anteriores demonstraram que a expressdo da Cx43 ¢ reduzida em
aproximadamente 50% nos animais heterozigotos Cx43"" (AVANZO et al, 2004; REAUME

etal., 1995; YAMAKAGE et al., 1998).

Embora alguns trabalhos tenham demonstrado que a evolugdo do granuloma, induzido
por S. mansoni em camundongos, ¢ acompanhada de mudangas do perfil de citocinas,
tamanho das lesdes e nivel de fibrose (DOMINGO; WARREN, 1968), em nosso estudo, a
deficiéncia da Cx43 nado determinou diferengas em relacdo ao tamanho ou celularidade das
lesdes. Cabe salientar que em nosso modelo ha continua deposi¢do de ovos, e este fendmeno

dificulta a quantificacdo e discriminacao precisa das lesdes tipicas das fases aguda ou cronica.

O tamanho dos granulomas depende do seu componente celular e da matriz

extracelular. Enquanto a celularidade dos granulomas ¢ basicamente mantida pela proliferagao
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extramedular dos macréfagos in situ (CLARK; CHEN; BOROS, 1988; LENZI et al., 1995).

Segundo Dutra et al. (1998), a celularidade da medula o6ssea, ¢ as populagdes
leucocitarias sanguineas, ndo variam frente ao estimulo da infec¢do por S. mansoni. Os
animais infectados com S. mansoni possuem ligeiro aumento de células M-CFU (unidades
formadoras de colonias de macrofagos), e estas por sua vez, tém sua capacidade proliferativa

aumentada nos tecidos periféricos.

Assim, o aumento da capacidade proliferativa dos macréfagos garante a manutencao
da resposta granulomatosa, sem drasticas alteragdes da celularidade da medula 6ssea. Sabe-se
também que as células constituintes do granuloma proliferam in situ em resposta ao estimulo

por GM-CSF (Fator estimulador de colonias de granuldcitos e monocitos).

Dutra et al. (1998) relataram que o aumento da capacidade proliferativa das células M-
CFU nos animais infectados com S. mansoni depende das células estromais da medula ossea.
Por meio de experimentos de adogdo de células, os autores demonstraram que células
progenitoras, de animais infectados, quando implantadas na medula 6ssea de animais ndo

infectados, ndo apresentam aumento da capacidade proliferativa das células M-CFU.

Corroborando com os trabalhos que apontam auséncia de produgdo sistémica de
leucdcitos pela medula 6ssea (CLARK; CHEN; BOROS, 1988; LENZI et al., 1995) na
esquistossomose murina, a contagem das células sangiiineas e de populagdes linfocitarias
obtida em nosso trabalho ficou inalterada. Entretanto, observamos intensa proliferacao

extramedular nos granulomas hepaticos, detectada por imunoistoquimica para PCNA.

As células estromais da medula o6ssea proporcionam o aumento da capacidade
proliferativa das células M-CFU nos animais infectados com S. mansoni. Embora o

mecanismo exato deste fenomeno seja desconhecido, ele provavelmente envolve alteragdes no
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microambiente medular em resposta a infec¢do por S. mansoni.

A Cx43, por sua vez, ¢ amplamente distribuida entre as células estromais da medula
Ossea, e a comunicacdo intercelular entre elas determina microambientes que potencialmente
dirigiriam a diferenciacdo das células progenitoras (ALVES; CAMPOS-DE-CARVALHO;
SAVINO, 1998). A expressdo génica da Cx43, na medula dssea, também estd associada a
eventos que demandam intensa proliferagio (MONTECINO-RODRIGUEZ; LEATHERS;

DORSHKIND, 2000; ROSENDAAL et al., 1994).

Animais deficientes em Cx43 tém menor da celularidade da medula ¢ na diferenciagao
de linfécitos na vida neonatal, apresentando defeitos quando adultos apenas no repovoamento
dos leucocitos e células vermelhas apos tratamento citotoxico (MONTECINO-RODRIGUEZ;
LEATHERS; DORSHKIND, 2000). Rosendaal e Stone (2003) demonstraram que o
comprometimento na hematopoiese e linfopoise dos animais Cx43"" ¢ revertido quando
células progenitoras Cx43"" sdo implantadas em animais receptores Cx43"" que tiveram as

células estromais da medula éssea e do timo preservadas.

Dessa forma, poderiamos propor que defeitos nas células estromais da medula dssea,
nos animais Cx43"", tenham contribuido no menor indice de proliferacio das células dos
granulomas obtido. Assim, as células M-CFU dos granulomas, dos camundongos Cx43+/',
poderiam apresentar menor capacidade proliferativa em relacdo aos selvagens Cx43™". O
prejuizo na comunicagdo intercelular também poderia determinar menor resposta ao estimulo

proliferativo ao GM-CSF.

Outro fator que poderia implicar no menor indice de proliferagdo das células dos
. . +/- . , . ~ . .
granulomas de animais Cx43 " seria a propria atuagdo desta conexina no controle do ciclo

celular normal. Durante todo o ciclo celular, mudangas transitorias na comunicagao mediada
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pelas jungdes do tipo gap, sdo encontradas e, provavelmente, sdo reguladas por cascatas de
sinalizacdo (SOLAN et al., 2003). Jun¢des do tipo gap t€m sido descritas como responsaveis

pelo crescimento celular coordenado, agindo negativa ou positivamente para atingir uma taxa
normal de crescimento (DAGLI et al., 2004).

Como ja mencionado, os animais Cx43" apresentam menor proliferacio celular,
embora tenham celularidade e tamanho das lesdes similares em relagdo aos animais Cx43"",
Embora ndo tenhamos quantificado os indices de apoptose nos granulomas, podemos
hipotetizar que estes indices estejam diminuidos nos camundongos Cx43™". Nesse sentido,
Krutovskikh, Piccoli ¢ Yamasaki (2002) mostraram que ondas de Ca®" podem se difundir por

. . . . . . . . +/- .
meio de canais juncionais e sinalizar morte celular. Dessa forma, animais Cx43"" poderiam

ser mais refratarios ao sinal de apoptose.
No entanto, o papel das jungdes gap no controle da morte celular ainda € controverso.

A difusdo do sinal de morte celular ou a dissipacdo deste, pode ter efeito negativo ou
positivo na sobrevivéncia das células. Em astrdcitos, a morte celular por estresse oxidativo ¢
prevenida pela comunica¢do juncional (BLANC; BRUCE-KELLER; MATTSON, 1998).
Além do mais, as conexinas sdo ativas na sobrevivéncia celular a injaria, independentemente

da formacgao ou fun¢do do canal de jun¢do gap (LIN J. et al., 2003).

Nos estudos de carcinogénese a expressdo de conexinas € normalmente inversamente
proporcional a proliferagdo celular. Nesse sentido, Avanzo (2005) demonstrou que a Cx43
tem uma fungdo supressora da carcinogénese pulmonar, inibindo o crescimento das células
neoplasicas. Contudo, este fenomeno parece ser dependente do tipo de conexina e do tipo
celular no qual ela é expressa. Mesnil et al. (1995) mostrou que células HeLa transfectadas

com Cx26 apresentam diminui¢do da proliferagdo celular, mas o mesmo nao se observa com a



97

transfeccao de Cx43 ou Cx40.

Nao obstante a proliferacdo e morte celulares, muitos autores atribuem ao menor
desenvolvimento de processos inflamatorios em animais, o0 comprometimento da migracao de
leucdcitos para o sitio das lesdes. Sabe-se que a Cx43 ¢é expressa em células endoteliais e

desempenha um papel importante na migracao de leucécitos.

Como em nosso modelo experimental a produgdo sistémica e migracao de leucdcitos
para os granulomas ¢ secundaria a proliferagdo in situ, possivelmente a deficiéncia em Cx43
ndo determinou a diminui¢do do tamanho das lesdes pela menor migragdo de leucéceitos. O
defeito da migracao de leucocitos, se fosse determinante, seria detectado nas fases iniciais da
doenca. Entretanto, os dados morfométricos dos granulomas formados ap6s 6 semanas de

infec¢do também nao mostraram diferencas entre os genotipos.

A hipotese de menor migragdo de leucdcitos em processos inflamatorios em animais
deficientes em Cx43, ¢ baseada em achados de experimentos in vitro. Eugenin et al. (2003)
demonstraram que mondcitos tratados com TNF-o + IFN-y aumentam a expressdo de Cx43 e
formam juncdes heterdlogas ao tansmigrar de um camara para outra em resposta ao estimulo
da quimiocina MCP-1 (proteina quimioatrante de macréfagos). A barreira de células utilizada
foi uma co-cultura de células endotelias provenientes de corddo umbilical e astrdcitos fetais
humanos, que mimetizam a barreira hematoencefalica. A capacidade de transmigragdo destes
macrofagos foi significantemente diminuida pela presenca de octanol, conhecido bloqueador

de junc¢des gap.

O tratamento com terapia anti-sense para Cx43 como auxiliar da cicatrizagdo de pele
foi recentemente proposto por Qiu et al. (2003). Os autores propdem que o bloqueio da

expressao da Cx43 inibiria o influxo exagerado de leucdcitos para a lesdo, acelerando a
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resolucao do processo.

Brandner et al. (2004) também descreveram a importancia das conexinas no processo
cicatricial, e relatam que a menor infiltracdo de leucdcitos estd associada com a menor

expressao de Cx43.

Uma outra hipotese considera a Cx43 importante na angiogénese, que também
repercutiria no processo de migracdo de leucocitos. Assim, Rodriguez (2005) relatou que
animais deficientes em Cx43 apresentam significante comprometimento da neovasculariza¢ao

experimental da cornea, com menor crescimento das células endoteliais.

Como dito anteriormente, a manutengao do granuloma depende predominantemente da

proliferacdo extramedular de fagécitos.

Embora ndo tenhamos observado diferencas em relagdo ao tamanho das lesoes,
encontramos diferencas estatisticamente significantes em relagdo a fibrose dos granulomas.
Camundongos Cx43"" apresentaram maiores niveis de deposi¢do de colageno nas fases

tardias da evolucdo do granuloma.

Muito da morbidade e mortalidade associada a esquistossomose murina ¢ diretamente
atribuida a deposi¢ao de elementos do tecido conjuntivo nos tecidos afetados (WYNN et al.,
2004). No figado, a fibrose pode comprometer o fluxo sangiiineo e aumentar a pressao
periportal. Citocinas tipo-2, notadamente IL-10 e IL-13, sdo importantes no desenvolvimento
da fibrose hepatica em camundongos (CHIARAMONTE; DONALDSON et al., 1999;

CHIARAMONTE; SCHOPF et al., 1999; JANKOVIC et al., 1999).

A origem do tecido conjuntivo do granuloma hepatico ainda n3o estd bem
estabelecida. Alguns trabalhos sugerem a mobiliza¢do de células de Ito do tecido adjacente

para compor o granuloma. Estas células expostas aos fatores inflamatorios e citocinas do
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microambiente do granuloma, apresentariam um fenotipo de células perissinusoidais
hepaticas ativas na produgdo de coldgeno. (BOLOUKHERE; BALDO-CORREA;
BOROIJEVIC, 1993). Confirmando esta hipotese, relatou-se aumento de células positivas para
desmina, identificadas como células de Ito, na regido adjacente ao granuloma hepatico murino
e mobilizando-se para o interior da lesdo (LAZOU et al., 1993).

O aumento da fibrose em camundongos deficientes em Cx43 foi recentemente relatado
por Kwak et al. (2003) que encontraram menor desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas, e

aumento da cépsula fibrosa nestes animais.

. . +/- . ’ . ~
Embora os animais Cx43"" tenham apresentado maiores niveis de fibrose, ndo
encontramos nenhuma diferenca em termos de morbidade, como perda de peso, ou

mortalidade entre os camundongos de ambos genotipos.

Os granulomas desenvolvidos pelos camundongos Cx43 """ sdo exuberantes, com maior
quantidade de células em proliferagdo e menor deposicdo de elementos do tecido conjuntivo
em comparacdo aos animais Cx43"". Este fato pode ser resultado de um microambiente ideal,
possivelmente mantido por uma rede de comunicacio formada pelas jung¢des do tipo gap, que
contribuiria na estabilizacdo da homeostase do célcio, dissipando o estresse oxidativo e

prevenindo a morte celular.

Uma outra parte deste estudo foi dedicada a detec¢ao da Cx43 nos granulomas. Neste
trabalho, detectou-se pela primeira vez a expressdo da Cx43 nos granulomas hepaticos e,
como esperado, verificamos que a expressdo génica da Cx43 foi reduzida em

. . +/-
aproximadamente 50%, nos granulomas provenientes de camundongos Cx43 k.

Células do granuloma expressam a proteina Cx43 nas formas citoplasmatica e
membranar, possivelmente formando placas juncionais. Os granulomas de camundongos

Cx43"" apresentaram menor nivel de expressio da proteina Cx43 e reduzida densidade de
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placas juncionais. Além disso, a capacidade da comunicagdo intercelular (GJIC) das células
do granulomas de camundongos Cx43"" foi ligeiramente menor em comparagdo aos
granulomas de animais Cx43"". No entanto, a técnica de transferéncia de fluorocromo (cut-
end) empregada nao ¢ sensivel como a microinjecdo ou FRAP (esgotamento de fluorescéncia
e capacidade de retomar a fluorescéncia). Estas duas ultimas técnicas sdo consideradas as
mais precisas para medir a capacidade de acoplamento célula-célula (FRENDO et al., 2003;

OGAWA et al., 2004; TROSKO et al., 2000).

Por fim, para estudarmos possiveis alteragdes funcionais dos leucdcitos dos
camundongos Cx43", elegemos o periodo correspondente ao pico da resposta inflamatoria
contra S. mansoni, ou seja, 8 semanas apds a infeccdo. Analisamos entdo, algumas fungdes
relevantes do funcionamento da resposta inflamatoria como: fagocitose e burst oxidativo de
mondcitos e neutrofilos, bem como produgdo de o6xido nitrico e perdxido de hidrogénio pelos

macrofagos peritoneais.

. . O I3 . . +/-
Nossos resultados in vitro sugerem que os monoécitos e neutrofilos dos animais Cx43 !
que desenvolveram as lesoes granulomatosas apresentaram maior burst oxidativo em relagao

aqueles que foram infectados e ndo desenvolveram as lesdes e também em relagdo aos

camundongos Cx43™".

Da mesma forma que as células estromais da medula 6ssea, ou o seu microambiente
formado, determinam a capacidade proliferativa das células M-CFU nos animais infectados
com S. mansoni (DUTRA et al.,1998), poderiamos supor que o mesmo possa acontecer em
relacdo ao padrao de burst oxidativo dos leucocitos circulantes e também aqueles que ja

migraram para o sitio da lesdo.

Como dito anteriormente, a Cx43 ¢ a principal responsavel pela manutengdo da rede
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de comunicagdo formada pelas jungdes gap entre as células estromais da medula dssea. Este
microambiente pode determinar tanto o aumento, a diminui¢do ou a manutengdo de um
fenomeno. Assim sendo, a delegdo de um alelo da Cx43 pode ter perturbado o padrao normal
de burst oxidativo dos leucocitos, e ocasionar um aumento da respiragdo oxidativa detectada

in vitro ap6s a indugao por PMA.

O maior potencial de resposta dos monocitos e neutréfilos também pode ter
influenciado o desenvolvimento do granuloma. Assim, o padrao de granuloma mais fibrético
e com menor proliferagdo celular observado nos animais Cx43"" com 12 semanas de infecgio,
poderia ser reflexo de uma resposta mais efetiva e precoce que resultou na maior maturagao

dos granulomas destes animais.

Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que as células do granuloma estao
conectadas via jungdes gap formadas por Cx43. E que as jungdes gap, ou mesmo a expressiao
da proteina, podem ser importantes na formac¢ao do granuloma e manutencdo da homeostase

do tecido granulomatoso.

Nossos resultados somados aos de outros autores, sugerem ainda que a terapia anti-
sense ou os farmacos com agdo bloqueadora de jungdes gap podem ter aplicagdo terapéutica

importante em processos patoldgicos associados a inflamagao agressiva e injuriante.
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7 CONCLUSOES

a. Nao houve diferengcas em relagdo ao nimero e tamanho dos granulomas nos animais

Cx43™" e Cx43™".

b. Os granulomas de animais apresentaram maiores niveis de deposicdo de colageno e menor

proliferacao celular na fase cronica da doenga.

c. A expressdo da Cx43 foi detectada nos granulomas hepaticos de animais de ambos
genotipos. Os camundongos Cx43"" apresentaram expressdo génica reduzida em,

aproximadamente 50%.

d. A proteina Cx43 foi detectada no granuloma nas formas citoplasmatica e membranar, com

reduzida densidade de marcagdo nos animais Cx43™".

;. y ey e . . +/-
e. Os mondcitos e neutrofilos periféricos dos animais Cx43 " “apresentaram aumento do burst

oxidativo em relacdo aos animais selvagens.

7.1 CONCLUSAO GERAL

A conexina 43 ou as jungdes comunicantes podem modular o desenvolvimento do

granuloma induzido por S.mansoni, pois a deficiéncia de apenas 1 alelo de Gjal, associado a

reducdo da expressdo desta conexina, determina alteragcdes nos mesmos.
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