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RESUMO

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

Sublinhagens de camundongos AIRmax e AIRmin homozigotas para os
alelos R ou S do gene Sicllal apresentam distinta capacidade
regenerativa & perfuracdo de suas orelhas. Animais AIRmax>® exibiram
regeneracdo tecidual precoce em comparacdo aos animais AIRmax?,
sugerindo que o alelo S favoreceu a regeneracao nestes animais.
Camundongos das sublinhagens AIRmin nao apresentaram regeneragao
ap6s perfuracdo de suas orelhas. Em resposta ao estimulo, animais
AIRmax>° exibiram inflamacdo local mais intensa e tardia do que animais
AIRmax"®R, demonstrando elevados niveis de MPO e edema, e influxo
celular predominantemente de neutréfilos. Ensaios de expressdao génica
global demonstraram genes diferencialmente expressos entre as
sublinhagens, evidenciando genes sobre-representados no tema bioldgico
proliferacao celular em ambas sublinhagens, enquanto somente nos
animais AIRmax>° ocorreu sobre-representacdo para resposta inflamatdria
nos genes ativados e para contracao muscular nos genes reprimidos. Os

resultados de microarray foram validados por qPCR.

Palavras-chave: Resposta inflamatdria. Reparo tecidual. Regeneracao

tecidual. Gene Sic11al. Blastema. Regeneracdo epimorfica.



ABSTRACT

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

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

validated by using quantitative PCR.

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

Sic11al gene. Blastema. Epimorphic regeneration.



INTRODUGCAO

1 INTRODUCAO

A resposta bioldgica a uma injuria é caracterizada por duas categorias
distintas: reparo tecidual e regeneracao do 6rgdo lesado (CLARK et al.,
1998).

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

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

Outro mecanismo ativado no inicio da resposta contra uma injuria é
a via do acido araquido6nico. Esta via induz a producao de tromboxana A2
favorecendo a vasoconstricdao e o agrupamento de plaquetas, e ainda a
producao de prostaciclina (PGI2) promovendo a vasodilatacao dos
capilares. A vasodilatacdo também pode ocorrer devido a acdao de
histamina liberada no local da lesdo por mastocitos ativados.
Pesquisadores demonstraram a importancia destas células durante todo o
processo de reparo tecidual, ou seja, na liberacdo de mediadores quimicos
como histamina, serotonina, de citocinas como TNF-a, no recrutamento de
leucdcitos, e ainda na conversao de fibroblastos em miofibroblastos
(TSIROGIANI et al., 2006; WELLER et al., 2006).
A desgranulacdo das plaquetas infere na liberacdo de granulos alfa
que secretam fatores de crescimento como: epidermal growth factor
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(EGF), platelet-derived growth factor (PDGF) e transforming growth
factor-B (TGF-B) (BARRIENTOS et al., 2008). O PDGF, juntamente com
citocinas pro-inflamatérias como a interleucina 1 (IL-1), sdo importantes
na quiomiotaxia de neutroéfilos para o local da injuria (HANTASH et al.,
2008).

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

Macréfagos também participam do processo de reparo tecidual.
Apds 2 a 3 dias de injuria, mondcitos do sangue migram para os tecidos,
se ativam, e diferenciam-se em macroéfagos, atuando durante todas as
fases do reparo tissular, mas o papel tanto destas células, como o de
neutrofilos neste processo ainda é pouco conhecido (GURTNER et al.,
2008). Estudos demonstram que estas células produzem fatores de
crescimento que estimulam a angiogénese e a fibrinogénese (LEIBOVICH
e ROSS, 1975; DANON et al., 1989), e desempenham grande importancia
na remocao de neutréfilos apoptoticos (DOVI et al., 2004). Participam
também como um ‘“sensor de patdgenos” executando um papel
importante no inicio da resposta inflamatéria, na eliminacdo de patdgenos,
na resposta imune adaptativa e no reparo dos tecidos prejudicados. Estao
presentes na maioria dos tecidos, onde sdo responsaveis por numerosos
processos inflamatérios, imunoldgicos e metabdlicos (PLOWDEN et al.,
2004). Além de todas as funcbes ja descritas, macrofagos também
secretam citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas em
resposta a patdgenos e sinais que indiquem “perigo”. Estes incluem
citocinas como interleucina lalfa e beta (IL1-a e B), IL-6, IL-10, IL-12, IL-
15, IL-18, tumor necrosis factor-a (TNF-a), interferon alfa e beta (IFN-a e
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B), TGF-B, granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF),
macrophage-colony stimulating factor (M-CSF), e fatores angiogénicos
como o vascular endothelial growth factor (VEGF), quimiocinas CXC (IL-
8), growth-related oncogene (GRO), interferon -y- inducible protein 10
(IP-10), fatores de coagulacao, prostaglandina E2 (PGE2), leucotrienos,
intermedidrios reativos do oxigénio e nitrogénio, componentes do
complemento, e varias enzimas e proteases). A secrecdo destes fatores
depende do tipo de estimulo, do tipo e localizacdo do macrofago
(PLOWDEN et al., 2004).

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

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

Este estagio ocorre no periodo de 2 a 10 dias apds a injuria e é
caracterizado por proliferagao celular e migracao de diferentes tipos
celulares, envolvendo a migracao e hiperproliferacao de queratindcitos na
margem da injuria, permitindo o inicio do processo de cobertura da lesao
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com uma nova epiderme, processo esse chamado de re-epitelizacao e,
concomitantemente a este processo, o reparo da derme também é
iniciado (SCHAFER e WERNER, 2008; GURTNER et al., 2008). Em seguida,
vasos sanguineos surgem na margem da lesdo e também o
desenvolvimento de uma nova vasculatura, iniciando a angiogénese. Os
principais reguladores positivos da angiogénese sao: VEGF-a e o fibroblast
growth factor 2 (FGF2) (GURTNER et al., 2008; WERNER e GROSE, 2003).
Nesta fase, fibroblastos migram para o interior da lesao, onde proliferam e
produzem grandes quantidades de matriz extracelular (ECM). Além disso,
alguns fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos no qual sao
responsaveis pela diminuicdo da lesao e pela deposicdao adicional de
matriz, formando entdo o chamado tecido de granulagdo (SCHAFER e
WERNER, 2008; OPALENIK e DAVIDSON, 2005) (Figura 1B).

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

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

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

Durante este estagio, todos os processos que foram ativados por
conta de uma injuria entram em declinio e cessam, e a maioria das células
endoteliais, macréfagos e miofibroblastos presentes sofrem apoptose ou
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saem da lesdao deixando uma massa contendo poucas células, que
consiste principalmente de colageno e outras proteinas de matriz
extracelular (GURTNER et al., 2008). A degradacdo de colageno é
dependente de enzimas proteoliticas especificas conhecidas como
metaloproteinases de matriz (MMP), estas enzimas sdo produzidas por
algumas células como, macrofagos, queratinécitos e fibroblastos
(TSIROGIANI et al., 2006; ANGELOV et al., 2004; WU et al., 2000). No
entanto, o remodelamento continuara por mais de 12 meses, embora as
cicatrizes nunca recuperem a resisténcia de uma derme normal (MONACO
e LAWRENCE, 2003) (Figura 1C).

[ i
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Gurtner et al.. Nature: 2008.

Figura 1: Estagios classicos durante o processo de reparo tecidual: (A) inflamagdo, (B)
formacdo de novos tecidos e (C) remodelamento.

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

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

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

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

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

Os primeiros mamiferos que exibiram regeneracao epimorfica foram

os coelhos. Estes animais regeneraram pequenas perfuragoes induzidas
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experimentalmente em suas orelhas exibindo regeneracao semelhante a
observada em anfibios (GOSS e GRIMES, 1975).

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

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

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

esquema abaixo:

Isogénicas A DBA/2 P SWR SJL CBA BALB/C C57BL/6
Hibridos F1 F1 F1 F1
Segregantes F2 F2
Segregantes B F3=F0 3

(POPULACAO INICIAL DE SELECAO)

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

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

Infiltrado Celular Extravasamento prot éico
5 ,—’\/‘/\_" AlRma 10
g4t AT sl
2 ~—~
-g 2" 204 @/ 4* ,\/\—\—\
2 8 /\/\,—ZLS
E1f L\_/\/_J 24
-§0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\'\ql\Rr\-ni\n 0“““““““““““““‘
c
- PR F6 F12 F18 F24 F3X [=0) F6 F12 F18 R4 F30
Geracgdes Geragles

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

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

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

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

Além da diferenca na capacidade inflamatéria aguda, estas
linhagens divergem também para a resposta a outros agentes
inflamatdrios nao relacionados entre si ou ndo relacionados com o Biogel
(agente selecionador), como a carragenina (VASQUEZ-BRAVO, 1996), o
zimosan e o0 veneno de Bothrops jararaca (CARNEIRO et al., 2002).

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

Outro fenodtipo que diferencia amplamente as linhagens é a
sensibilidade a infeccdo por Salmonella Typhimurium. Os animais AIRmax
sao muito resistentes enquanto os animais AIRmin sao muito suscetiveis,
além disso foi observado um desequilibrio de freqliéncia do alelo que
confere suscetibilidade (S) do gene "“Natural resistanced-associated
macrophage protein-1" (Nramp1), estando presente em 60% nos animais
AIRmin e em apenas 9% nos AIRmax, sugerindo que este desvio tenha
ocorrido devido ao processo seletivo, e que o gene Nrampl ou algum
outro gene muito préximo a ele no cromossomo 1, seria um dos QTL
(quantitative trait loci) envolvidos na regulacao da intensidade da reacao
inflamatdria aguda (ARAUJO et al., 1998). Este desequilibrio de freqéncia
também interferiu na evolucao de artrite induzida pelo pristane (PIA) em
animais AIRmax e AIRmin (PETERS et al., 2007).
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Recentemente, o gene Nrampl foi renomeado como “solute carrier
family 11 - proton-coupled divalent metal ion transporter member 1"
(Slc11a1) (FORBES et al., 2001).

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

Em camundongos, a expressao do gene Siclial é encontrada no
baco, figado e peritbneo (GOVONI e GROS, 1998) e em humanos, ocorre
no pulmdo, baco, figado, e altamente expresso em leucdcitos do sangue
periférico. Além disso, a expressdao do RNAmM do gene Sicilal pode ser
estimulada pelo lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas (LPS) e
interferon-y (IFN-y), ou pelo estimulo inflamatério in vivo (CELLIER et al.,
1997; GOVONI et al., 1997; VIDAL et al., 1993).

A andlise da seqiéncia da proteina do gene Sicl1al entre as duas
formas alélicas de resisténcia (R) e de suscetibilidade (S) revelou que uma
Unica mutagao, ou seja, uma substituicdo ndao conservada do aminoacido
glicina por acido aspartico na posicao 169 do cédon, dentro do quarto
dominio transmembranico da proteina, resulta na sua completa falta de
funcdao, em camundongos suscetiveis (VIDAL et al., 1996). Esta deficiéncia
de funcionalidade causa um acumulo de ions no interior do fagossomo,
favorecendo a replicacao de patégenos (HACKAM et al., 1998).

Existe uma homologia entre o gene Sici1al murino localizado no
cromossomo 1 e o gene SLC11A1 humano localizado no cromossomo 2.
Ambos codificam uma proteina de membrana altamente hidrofébica de
aproximadamente 60 kDa, com caracteristicas de uma proteina integral de
membrana, que possui 12 dominios transmembranicos, uma alca
extracitoplasmatica glicosilada, com varios sitios de fosforilacao
(BLACKWELL et al., 1995; CELLIER et al., 1995; VIDAL et al., 1993), além
de uma seqiéncia de transporte (Consensus Transport Motif- CTM)
estruturalmente homodloga as proteinas de transporte de membrana
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encontradas em bactérias e eucariotos, indicando o envolvimento desta

proteina no transporte de ions (Figura 3) (CELLIER et al., 1995).

Vidal et al., J Leukoc Biol; 1995.

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

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

Portanto, o gene Sicllal possui efeitos pleiotrépicos e sua
expressao defeituosa interfere na ativacdao macrofdgica, refletindo na
explosdo respiratoria, na producdo de 6xido nitrico (NO) e TNF-a (BARTON
et al., 1995). Além disso, interage na producao de IFN- y e IL-1
(RAMARATHINAM et al., 1993; KITA et al., 1992), e na expressao de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(WOICIECHOWSKI et al., 1999; LANG et al., 1997).
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Com o intuito de estudar a participacao do gene Sici1al como um
possivel QTL regulador da intensidade da resposta inflamatéria aguda
(AIR), o efeito modulador deste gene no desenvolvimento da artrite
induzida por pristane (PIA), e a infeccao por S. Typhimurium, foram
produzidas sublinhagens de camundongos homozigotos para os alelos R e
S deste gene, chamadas de AIRmax®R; AIRmax>®; AIRmin®R; AIRmin>>.
Estes animais foram obtidos através de cruzamentos assistidos por
genotipagem, a partir das linhagens AIRmax e AIRmin da Selegcao de
Inflamacgao (PETERS et al., 2007; BORREGO et al., 2006).

Estes animais mantiveram os fenétipos de inflamacdo e o fundo
genético heterogéneo, pois a producao das sublinhagens nao afetou a
capacidade de maxima e minima resposta inflamatoria aguda dos animais
AIRmax e AIRmin, respectivamente. Além disso, as sublinhagens
apresentaram o0 mesmo padrao de polimorfismos identificados nas
linhagens parentais AIRmax e AIRmin para microssatélites analisados no
cromossomo 1 (PETERS et al., 2007; BORREGO et al., 2006).

Estudos com o objetivo de verificar a relacdo de /oci inflamatdrios
com o fendtipo de regeneracdo foram realizados, indicando que a
variabilidade deste fendtipo é altamente influenciada pela interacdo de
QTL de inflamagcao aguda, localizados no cromossomo 1 e 14.
Camundongos da sublinhagem AIRmax>® apresentaram potente
regeneracdo de suas orelhas comparavel a linhagem de camundongo
isogénico MRL, diferente dos animais AIRmax®? que exibiram regeneracdo
tardia, sugerindo o envolvimento do gene S/ci1al, ou algum outro gene
proximo a ele, no controle genético do fenétipo de regeneracao, enquanto
AIRmIn®R e AIRmMIn®>° apresentaram apenas reparo tecidual parcial da
orelha e nenhum indicio de regeneracdo. Animais AIRmax>> fémeas e
AIRmax>®> machos também apresentaram diferencas no reparo tecidual
(DE FRANCO et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4: Avaliacdo de regeneragdo tecidual em diferentes periodos nos camundongos
das sublinhagens AIRmax e AIRmin homozigotos para os alelos do gene
Silci1al. Perfuragbes de 2mm foram feitas nas orelhas dos camundongos e o
fechamento do orificio foi observado durante 40 dias. Os valores estdo
expressos em média + erro padrdo. *p<0,05.

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

regeneracao tecidual.
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6 CONCLUSOES

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

do processo de regeneracgao tissular.

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

contracao muscular nos genes reprimidos.

Os resultados obtidos nos experimentos de expressdao génica global
foram validados por reagdoes de PCR em tempo real. Uma modulagao do
alelo S do gene Sicl1ial nos animais AIRmax promoveu uma baixa
expressao de genes envolvidos nas primeiras horas da fase
inflamatodria deste processo, favorecendo desta forma a regeneracao do

orificio na orelha destes animais.
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