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RESUMO

GARCIA, L. V. Estudo de mecanismos regulatérios envolvidos na re generacéo
tecidual em linhagens de camundongos geneticamente selecionados para

méaxima ou minima resposta inflamatéria aguda. 2010. 91 f. Dissertacao
(Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2010.

Camundongos foram selecionados geneticamente para alta (AIRmax) ou baixa
(AIRmin) resposta inflamatéria aguda, sendo utilizados em experimentos de
regeneracao tecidual. Foi observado que AIRmax apresentam uma regeneracao
rapida do tecido da orelha em relacdo aos AIRmin, sugerindo a existéncia de loci
reguladores comuns para ambos fenétipos de inflamacdo e regeneracéo do tecido.
Neste estudo investigamos o fendtipo inflamatorio e o perfil de expressdao génica
global em AIRmax e AIRmin durante a fase inicial da regeneracao do tecido da
orelha. As metodologias empregadas foram: analise histologica, edema e niveis de
MPO. A analise de expressao génica global foi realizada com bioarrays CodeLink em
animais-controle e experimentais no periodo de 48 horas apods injuria. Para validar
esta pesquisa, foi utilizado o PCR em tempo real. Os resultados de analise
histolégica mostram que AIRmax ndo sO apresentam uma regeneracdo completa
(sem formacdo de cicatriz nas superficies epiteliais), como também apresentam
formacdo de ilhas de cartlagem e glandulas sebaceas no centro da area
regenerada. Os AIRmin ndo apresentam regenerag¢ao, ndo ocorrendo fechamento
do orificio. Os resultados obtidos sobre edema de orelha e os niveis de MPO foram
maiores em AlIRmax quando comparados com AIRmin (P <0,001). A andlise de
expressao génica global mostrou 794 genes ativados e 528 genes reprimidos em
AIRmax, enquanto 1.086 genes ativados e 1.145 genes reprimidos foram
observados nos AIRmin, 48 horas apds a lesdo. AIRmax e AIRmin apresentam uma
alta modulacédo de genes sobrerrepresentados em temas biologicos para resposta
inflamatoria, adesédo celular e quimiotaxia (Gene Ontology). No entanto, foi
observado uma baixa modulacdo de genes sobrerrepresentados para o transporte
em AIRmax e para taxia, contracdo muscular e ciclo de ubiquitina em AIRmin. Nas
regibes préximas ao QTL anteriormente encontrado no cromossomo 1, foram
observados genes diferencialmente expressos como Statl, Casp8, Hspel e 1l1r2,
enquanto Lectl, Fndc3 e Egr3 foram detectados no cromossomo 14. Os
experimentos com gPCR mostram uma alta expressao de Il1b, 1I8rb e MmMp9 em
AIRmax e Cxcl2, Tnfa e Tgfb em AIRmin. Concluimos que os animais AIRmax e
AIRmin apresentam (nos cromossomos 1 e 14) genes inflamatorios diferencialmente
expressos que podem estar envolvidos nos fendtipos de resposta inflamatéria aguda
e regeneracéo do tecido da orelha.

Palavras-chave: Resposta inflamatéria aguda. Camundongos selecionados
geneticamente. Regeneracao tissular. Loci de traco Quantitativo. Expressao génica.



ABSTRACT

GARCIA, L. V. Study of regulatory mechanisms involved in tissue

regeneration in mice selected for high or low acuteaflammatory response.
2010. 91 p. Master thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2010.

Mice selected for high (AIRmax) or low (AIRmin) acute inflammatory response were
used in tissue regeneration experiments. It was observed that AIRmax present faster
ear tissue regeneration than AIRmin mice, suggesting the involvement of common
regulatory loci for both inflammation and ear tissue regeneration phenotypes. In the
study we investigated some inflammatory phenotypes and global gene expression
profiles in AIRmax and AIRmin mice during the initial phase of the ear tissue
regeneration. Histology analysis, ear thickness oedema and MPO levels were
investigated. Global gene expression analysis was performed with on CodeLink
bioarrays in both control and experimental 48 hours ear punched mice and to
validate this research real-time PCR was used.The histological analyses showed that
AIRmax regeneration was not only complete (with no sign of the original opposing
epithelial surfaces), but cartilage islands and sebaceous glands were formed in the
middle of the regenerated area. AIRmin mice displayed some regeneration but never
closure. Ear thickness oedema and MPO levels were higher in AIRmax than AIRmin
mice (P< 0.001). Global expression analysis showed 794 activated and 528
repressed genes in AIRmax, while 1086 activated and 1145 repressed genes were
observed in AIRmin mice 48 hours after injury. AIRmax and AIRmin mice presented
up-regulated genes over-represented in inflammatory response, cell adhesion and
chemotaxis biological themes (Gene ontology). However, down-modulated genes
were significant over-represented for transportation in AIRmax and for taxis, muscle
contraction and cycle ubiquitin in AIRmin mice. In the previously QTL regions
detected on chromosome 1 differentially-expressed Statl, Casp8, Hspel and 1l1r2
genes were found, while Lectl, Fndc3 and Egr3 were detected on chromosome 14.
gPCR experiments showed high expression of II-18, II-8rb and Mmp9 in AIRmax and
Cxcl2, Tnfa, and Tgfbl in AIRmin mice. We conclude that AIRmax and AIRmin mice
presented several (some on chromosomes 1 and 14) differentially-expressed
inflammatory genes which could be involved in the acute inflammatory response and
ear tissue regeneration phenotypes.

Key words: Acute inflammatory response. Mice genetically selected, tissue
regeneration, Quantitative Trait Loci, Gene expression.
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Introducdio-

1 INTRODUCAO

A resposta a traumas em organismos complexos como mamiferos apresenta

uma capacidade de reparo limitada (COSTA et al., 2009). Em mamiferos adultos, o
processo de reparo ocorre pela substituicdo de células maduras, mas ndo de
orgaos, e ha formacéo de cicatriz, diferente do que é observado em invertebrados ou
anfibios (GOUREVITCH et al., 2003).
O reparo e a regeneracao tissulares sdo processos complexos. O primeiro envolve
varios tipos celulares e mediadores que regulam a cicatrizacdo sendo dependente
de uma série de fatores, como: homeostase hermeticamente regulada, inflamacéao,
sintese de matriz, proliferacdo e contragdo da injaria. A regeneracgdo tissular por sua
vez, envolve a formacgao de blastema e o remodelamento de tecido, restaurando as
funcdes e a integridade, sem formacao de cicatriz (ZINS et al., 2010).

A resposta de mamiferos a lesbes ocorre em trés fases distintas, que se
sobrepdem: inflamacgé&o, formacao de um novo tecido e remodelamento.

A primeira fase - inflamacédo - ocorre imediatamente apds a lesdo tecidual.
Nela componentes da cascata de coagulacdo, vias inflamatorias e sistema
imunoldgico sdo necessarios para impedir a vazdo do sangue em curso e perdas de
fluidos. Nesta etapa, ha remocéo de células mortas dos tecidos para prevenir uma
infeccdo. A homeostasia € alcancada inicialmente pela agregacdo de plaquetas,
seguida pela formacao de uma matriz de fibrina, que se torna uma estrutura de base
para infiltracdo de células. Os neutrofilos sdo entdo recrutados para o local da
injuria, em resposta a ativagdo do complemento, a desgranulacéo de plaguetas e de
produtos bacterianos. Depois de 1 a 3 dias, mondcitos aparecem na injdria e se
diferenciam em macrofagos. Os quais sdo cruciais para coordenar os eventos finais
de resposta a lesdo (GURTNER et al., 2008)

A segunda etapa - formacdo de novos tecidos - ocorre 3 a 10 dias apos a
lesdo e é caracterizada por proliferacdo celular e a migragdo de diferentes tipos
celulares. O primeiro evento consiste na migracao de queratindcitos sobre a derme
lesionada. Em seguida, ha formacdo de vasos sanguineos novos (um processo
conhecido como angiogénese), e 0s novos capilares associados a fibroblastos e
macréfagos substituem a matriz de fibrina com tecido de granulacéo, que forma um

novo substrato para a migracdo de queratinocitos em fases posteriores do processo
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de reparo. Os gqueratinécitos proliferam e quando maduros restabelecem a barreira
do epitélio. Os reguladores positivos mais importantes da angiogénese séo o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGFA) e o fator de crescimento fibroblastico 2
(FGF2, também conhecido como bFGF). A angiogénese pode também resultar no
recrutamento de células progenitoras endoteliais da medula 6ssea. Na parte final
desta fase, os fibroblastos (que sdo atraidos para proximo da injaria), se diferenciam
em miofibroblastos. Esta Ultima, sdo células contrateis e ao longo do tempo,
aproximam as extremidades da injuria, fechando-a. Fibroblastos e miofibroblastos
interagem e produzem matriz extracelular, principalmente na forma de colageno, o
que pode gerar a formacéao de cicatriz (GURTNER et al., 2008).

A terceira fase - remodelamento - comeca 1 a 3 semanas apos a lesdo e tem
a duracdo de um ano ou mais. Durante esta fase, todos os processos ativados pos-
lesdo cessam. A maioria das células endoteliais, macréfagos e miofibroblastos
entram em apoptose ou saem do local da injuria, deixando uma massa que contém
poucas células e que consiste principalmente de colageno e outras proteinas de
matriz extracelular. A interacdo mesénquima - epitélio mantém a integridade e
homeostasia da pele, ocorrendo uma comunicagdo para manter outros tipos
celulares na pele. Além disso, com 6 a 12 meses, a matriz é remodelada ativamente
de um tipo principal de colageno (tipo Ill da medula 6ssea) para predominantemente
um composto de colageno (tipo I). Este processo é realizado por metaloproteinases
da matriz que sédo secretadas por fibroblastos, macrofagos e células endoteliais, e
fortalece o tecido remodelado. No entanto, animais que n&o apresentam
regeneracao epimoérfica do tecido (tipo de regeneracdo que ocorre em organismos
menos complexos e anfibios, nos quais um membro amputado pode ser totalmente
regenerado, apresentando todas as funcdes e caracteristicas apresentadas do
membro perdido) ndo recuperam todas as propriedades presentes de antes da leséo
(MARTIN, 1997; SINGER e CLARK, 1999; GURTNER et al., 2008; MONNACO e
LAWRENCE, 2003)

No processo inflamatério ha uma grande quantidade de neutrofilos no local da
lesdo, realizando as suas funcbes fagociticas, enziméticas e respiratérias.
Curiosamente, embora a migracdo de neutrofilos para a injuria seja considerada
importante para o inicio do processo inflamatorio, no controle de patégenos e

posterior reparo tecidual, estas células ndo sdo por si sO, fundamentais para o
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processo de reparo da injuria, pois a regeneracdo do tecido ocorre na auséncia de
neutréfilos em feridas estéreis (AYALA et al., 2003).

Assim, de acordo com Ayala et al. (2003), dois fatos tém chamado a atencéo
dos pesquisadores: a permanéncia prolongada de neutrofilos no foco inflamatério, a
gual pode ser prejudicial ao processo de reparo tecidual (MOORE et al., 1999;
WETZLER; KAMPFER; STALLMEYER, 2000), e a sua auséncia ou diminui¢gdo, com
possivel repercussdo benéfica na aceleragdo do reparo tecidual (DOVI; HE;
DIPIETRO, 2004).

Um estudo empregando camundongos neutropénicos (deficientes em
neutrofilos) resultou em um reparo significativamente acelerado. A diminuicdo de
neutrofilos ndo teve nenhum efeito no indice de colageno, bem como néo influenciou
o0 numero de macrofagos no local da injuria. Em camundongos diabéticos, o reparo
foi otimizado pela diminuicdo de neutréfilos (DOVI; SZPADERSKA; DIPIETRO,
2003).

Posteriormente, com o avanco do processo inflamatorio para a fase de
formacdo de tecidos novos, o numero de neutréfilos comeca a diminuir e séo
suplantados pelo aumento do numero de macrofagos. Estas células tém a
capacidade de coordenar a transicdo da fase inflamatdria para a fase proliferativa
(AYALA et al., 2003).

Macrofagos apresentam uma importante fungdo ndo somente nas fases
iniciais da resposta inflamatoria (por serem capazes de se comunicar diretamente
com as células do sistema inato, como os neutréfilos), como também na fase
proliferativa, pela secrecao de fatores de crescimento angiogénicos e fibrinogénicos,
que reparam os danos no tecido (PLOWDEN et al., 2004).

Os macrofagos, derivados de mondcitos, secretam uma grande variedade de
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas em resposta a patégenos
ou “alertas” produzidos pelo sistema imune. Dentre as citocinas secretadas estao as
interleucinas lalfa e beta (IL-1a e B), IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o), interferon alfa e beta (IFN-o. e ), fator f transformador de
crescimento (TGF-p), fator estimulador de colénia de granulécitos e mondcitos (GM-
CSF), fator estimulador de colénia de monécitos (M-CSF), e entre os fatores
angiogénicos, o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (PLOWDEN et
al., 2004).
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Os macrofagos secretam também: a quimiocina CXCL8 (IL-8), oncogene
relacionado a crescimento (GRO) e proteina-10 indutora de interferon gama (IP-10).
Como fatores de coagulacéo, prostaglandina E2 (PGE2), leucotrienos, componentes
do complemento, bem como reativos intermediarios de oxigénio e de nitrogénio
(PLOWDEN et al., 2004). Possuem a capacidade de produzir matriz proteolitica ou
inibidores, que também desempenham um papel importante na fase de formacgéo de
novos tecidos, embora estes aspectos sejam dominados principalmente por
fibroblastos, queratindcitos e células epidérmicas (AYALA et al., 2003).

Uma linhagem de camundongos tem chamado muito a atencdo dos
pesquisadores, por evidenciar uma capacidade regenerativa tissular pouco
observada em mamiferos. Diversos trabalhos de reparo e regeneracdo tecidual
estdo sendo realizados, nas quais a maioria utiliza a linhagem isogénica MRL/lpr
(MRL), como boa regeneradora, por ser capaz de recuperar completamente o tecido
em 30 dias (GOUREVITCH et al., 2003).

Um recente estudo realizado por Zins et al. (2010) com camundongos MRL
verificou que a regeneracdo da orelha, sem formacédo de cicatriz, ocorre apenas
guando uma unica injuria (modelo de perfusdo na orelha) é realizada. Ao serem
submetidos a uma segunda injuria (queimadura na orelha na regido que foi
perfurada), os animais mostraram um atraso no reparo do tecido e no
desenvolvimento de miofibroblastos, seguido de um trauma severo e propensao
para o desenvolvimento e doencas autoimunes, como lupus eritematoso.

Os camundongos estudados frente as duas injarias, ndo apresentaram
regeneracao tissular, mas deformacdes no local e alguns morreram devido a
inflamacéo sistémica. Exames patologicos mostraram um excessivo sequestro e
infiltracBo de macrofagos e neutréfilos. Estudos histologicos apresentaram
evidéncias de fibrose, formacdo de cicatriz ou inflamacdo cronica e necrdtica.
Acredita-se que estes eventos sejam as possiveis causas da auséncia de
regeneracao. (ZINS et al., 2010).

Reines et al. (2009) verificaram que os camundongos C57BI/6J quando
envelhecem apresentam regeneracdo semelhante aos camundongos da linhagem
MRL. Os animais jovens nao possuem esta caracteristica e ndo sao capazes de
regenerar o tecido.

Estudos de co-segregacéao de fendtipos e genotipos entre as linhagens MRL e

C57Bl/6J (B6) na populagéo de segregantes F2 detectaram regides cromossomicas
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(loci), também chamadas de loci de tracos quantitativos (em inglés “Quantitative trait
loci - QTL), envolvidas no controle da regeneracdao (MCBREARTY et al., 1998).

Varios trabalhos mostraram que a interacdo aditiva dos loci e a ndo existéncia
de um gene principal com heranca dominante caracteriza este fenotipo como uma
heranca poligénica (MASINDE et al., 2001; MCBREARTY et al., 1998).

Os estudos de Blankenhorn et al. (2003) para segregacdo demonstraram
diferencas na capacidade de regeneracdo entre machos e fémeas. Neste trabalho,
estudo entre as linhagens MRL e CAST/Ei mostrou que o QTL no cromossomo 13
foi mais significante em machos, sugerindo que o controle génico para regeneragéo
pode ser dependente da presenca de hormdnios sexuais e receptores para estes
horménios, influenciado pela presenca ou auséncia do cromossomo Y. O efeito da
castracdo atua de maneira positiva em machos MRL, pois apresentam uma
regeneracdo lenta comparado as fémeas, e a oforectomia ndo interfere neste
processo (BLANKENHORN et al., 2003), propondo que niveis normais de
testosterona poderiam inibir a regeneracdo (ARANEO et al., 1991). Herber-Katz et
al. (2004) concluiram que regeneracdo € controlado por diferentes genes em
camundongos machos e fémeas.

Um cruzamento feito entre as linhagens de camundongos DBA/1J (DBA) e
129X1/SvJ (129), no qual a primeira foi utilizada como “regeneradora”, mostrou que
a heranca era recessiva para 0s animais originados deste cruzamento, ja que a
maioria dos animais segregantes F2 apresentavam regeneracdo semelhantes a
linhagem 129, enquanto a heranga é aditiva em MRL X SJL. (MASINDE et al., 2006).

Em outro trabalho, Herber-Katz et al. (2009) relacionaram a inflamacéo e a
regeneracdo em camundongos MRL. A caracteristica regenerativa vista nesses
animais, em relacdo aos outros mamiferos, fez com que os autores verificassem que
o infiltrado celular tem papel importante nos dois fenbmenos, pois para que haja a
regeneracao tissular, a migracdo de neutréfilos e de metaloproteinases é
fundamental, tanto na fase inflamatoria quanto na formacéo de novos tecidos, a fim
de que ocorra uma deposicdo da matriz sem formacédo de cicatriz. Estes autores
também citam a semelhanca da regeneracao tissular dos camundongos MRL com a
linhagem AIRmax, o que torna a utilizacdo da segunda linhagem interessante e
apropriada para o estudo do fenétipo de regeneracéo tecidual.

Estudos envolvidos no processo de regeneracdo a perfuracao de orelha em

camundongos vém sendo realizados no Laboratorio de Imunogenética do Instituto
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Butantan utilizando linhagens de camundongos selecionadas artificialmente segundo
a capacidade méaxima ou minima de resposta inflamatoria aguda.

O processo de formagdo da selecdo Acute Inflammation Response (AIR)
iniciou-se a partir de selecédo genética bidirecional, que visa a obtencdo de animais
com fendtipos extremos e opostos para uma determinada caracteristica quantitativa.
O processo é baseado em acasalamentos seletivos, partindo de uma populacdo
inicial geneticamente heterogénea (STIFFEL et al., 1990). A obtencdo de uma
populacao inicial de selecdo (FO) foi resultante de acasalamentos equilibrado de 8
linhagens isogénicas (A/J, DBA2/J, SWR/J, P/J, C57BL/6J, BALB/cJ, CBA e SJL), o
que levou a uma recombinacao distinta de 12,5% do pool de genes de todas as

linhagens isogénicas originais. A figura 1 representa a formacéo da selecao AIR.

Isogénicas AlJ x DBA2/J SWR/JI x P/J SJLx CBA C57BL/6J x BALB/cJ
Hibridos F1 X F1 F1 X F1
Segregantes F2 X F2
Segregantes F3=F0

Populacéo Inicial de Selecéo

Figura 1 - Representacédo dos acasalamentos para origem da populacéo inicial de selecéo.

Esta populacao inicial recebeu uma injecédo subcutanea no dorso previamente
depilado de particulas de poliacrilamida (Biogel Pip0) como agente flogistico. A
poliacrilamida € uma substancia insolluvel, ndo biodegradavel e ndo imunogénica. A
reacdo foi medida pelo infiltrado de leucdcitos e pela concentragdo de proteinas
presentes no exsudato inflamatério local, colhido vinte e quatro horas apos a injecéo
das particulas. O método quantitativo utilizado para medir a intensidade da resposta
inflamatoria aguda (AIR) foi baseado no modelo proposto em 1983 por Fauve,
Jusforgues e Hevin (IBANEZ et al., 1992; BIOZZI et al., 1998).

Os animais AIRmax e AIRmin surgiram do acasalamento de animais situados
nos extremos da curva de distribuicdo normal, em funcdo da quantificacdo da
concentracdo protéica e do numero de células infiltradas no exsudado resultante da

reagdo a poliacrilamida. A progénie desses animais foi utilizada para os
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acasalamentos consecutivos. Em cada geracdo, foram sempre escolhidos os
animais com fenotipos extremos. Este procedimento foi repetido por vinte geracgdes,
até ser atingido o maximo da separacdo fenotipica. Neste limite de selecéo,
considera-se gque os alelos que apresentam efeitos opostos na resposta inflamatoria
estejam fixados em homozigose em cada linhagem (IBANEZ et al., 1992).

Os dois parametros - infiltrado de leucdcitos e concentracdo de proteinas -
estdo positivamente correlacionados e possuem uma distribuicdo normal de
frequéncias. Esta diferenca na resposta parece ser resultado da interacdo de 7 a 12
loci independentes com efeitos aditivos, sendo que 7 QTL controlam o
extravasamento protéico e 11 QTL regulam o infiltrado celular (IBANEZ et al., 1992;
BIOZZI et al., 1998).

Atualmente a selecdo de inflamacdo se encontra na 51° geragcdo com a
divergéncia interlinhagens de 27,5 vezes para influxo celular e de 2,5 vezes para
exsudato protéico para os animais AIRmax (RIBEIRO et al., 2003).

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

Os resultados mostraram que os animais AIRmax apresentam um infiltrado de
neutrofilos muito superior ao apresentado pelos animais AIRmin. Apesar das
diferencas quantitativas, os neutrofilos maduros das linhagens AIRmax e AIRmin
possuem a mesma capacidade funcional, ou seja, expressam niveis semelhantes de
moléculas de superficie, reguladoras tanto da diferenciacdo como da ativacao e da
migracdo destas células. Esta expressao foi considerada dentro de um padrao
fisiol6gico normal, quando comparada com a linhagem - controle de camundongos
isogénicos BALB/c (RIBEIRO et al., 2003).

Resumidamente, a producdo quantitativa de neutrofilos na medula 6ssea de
animais da linhagem AIRmax é maior, pois suas ceélulas precursoras sao muito mais
responsivas aos processos de proliferacdo e diferenciagdo em granuldcitos quando
comparadas a linhagem AIRmin. Quando analisado para atividade inflamatéria o
exsudato de vinte e quatro horas dos animais AIRmax induziu um efeito quimiotatico
intenso em neutrofilos oriundos da medula 6ssea de animais BALB/c, efeito este que

ndo foi tdo intenso quando o exsudato inflamatdrio utilizado pertencia aos animais

24



Introducdio-

AIRmin. Estes resultados indicam que o exsudato dos animais AIRmax contém altas
concentracbes destes fatores quimiotaticos, os quais promovem uma intensa
transmigracao de neutroéfilos para o sitio inflamatoério (RIBEIRO et al., 2003).

A alta resposta inflamatoria observada nos animais AIRmax é resultado da
soma de elementos convergentes durante o processo de selecdo genética, ou seja,
da capacidade da medula 6ssea dos animais AIRmax de produzir um maior nimero
de neutrofilos (em consequiéncia de uma alta resposta as citocinas granulopoiéticas),
da alta producdo de fatores quimiotaticos no exsudato inflamatério destes animais
(que determina um maior infiltrado celular no local da injecao de poliacrilamida) e da
resisténcia a apoptose espontanea dos neutréfilos extravasados ao sitio inflamatério
(RIBEIRO et al., 2003).

Portanto, o processo de selecdo genética bidirecional para a intensidade da
Resposta Inflamatéria Aguda permitiu a producdo de duas linhagens: AIRmax e
AIRmin, que possuem um fundo genético heterogéneo, mas que sao homozigotas
para os loci reguladores deste fendtipo. Estas duas linhagens diferem em termos de
sua resposta a outros agentes inflamatérios além da poliacrilamida (Biogel) como a
carragenina (VASQUEZ-BRAVO, 1996), o zimosan e 0 veneno de Bothrops jararaca
(CARNEIRO et al., 2002), bem como quanto a susceptibilidade ao desenvolvimento
de tumores (RIBEIRO et al., 2005; MARIA et al., 2003; BIOZZI et al., 1998). Estas
linhagens também estdo associadas a modificacdes de resisténcia a infeccbes
(BORREGO et al., 2006; ARAUJO et al., 1998) e a sensibilidade a doencas auto-
imunes (PETERS et al., 2007; VIGAR et al., 2000).

Estes resultados demonstram que os QTL da selecdo AIR acumulados
durante o processo seletivo a poliacrilamida (Biogel) também atuam em relacédo a
diferentes estimulos, sejam eles agudos, infecciosos, tumorais ou crénicos. Portanto,
a identificacdo desses QTL é de extrema importancia, ndo s6 para o fenoétipo de
intensidade de inflamacdo aguda, como também para identificacdo de quais loci
estdo associados a outros fenotipos (PETERS et al., 2009).

Ao entender a relagéo entre os loci reguladores da intensidade de inflamacéo
aguda e os fenotipos de regeneracdo tecidual, o trabalho de De Franco et al. (2007)
mostrou que os animais AIRmax séo 6timos regeneradores, quando comparado com
os animais AIRmin. Os resultados também indicaram que o influxo de neutrofilos
apresentou uma correlacdo importante com a regeneracédo do tecido da orelha na

populacdo F2 de animais AIRmax e AIRmin. Diferengas na regeneragao entre o
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sexo também foi observada, sendo melhores nas fémeas AIRmax em relagdo aos

machos (Figura 2).
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Figura 2 - Diferentes tempos de cicatrizacdo e reparo tecidual em camundongos AIRmax e
AIRmiIn. Os dados foram expressos em meédia aritmética e desvio padrdo * P <
0,05.
FONTE: De Franco et al. (2007).

No rastreamento gendmico realizado neste trabalho com os animais da
selecdo AIR foram identificado varios microssatélites com alelos polimorficos entre
camundongos AIRmax e AIRmin com um significante desequilibrio de freqiiéncia,
sugerindo QTL de inflamacao aguda nos cromossomos 1, 6, 11, e 13 (BORREGO et
al., 2006). As regides no cromossomo 1 (a 25,7cM) e 14 (a 44,0 cM) marcadas pelos
microssatélites D1Mit 236 e D14 Mit 194 também séo segregadas com o fenoétipo de
regeneracao, indicando que existem mecanismos genéticos que Sao comuns a

inflamacé&o aguda e a regeneracéo (DE FRANCO et al., 2007).
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O gene Solute Carrier family 11 proton-coupled divalent metal ion transporter
member 1 (Slcllal) - anteriormente conhecido como Natural resistance- associated
macrophage protein-1 (Nrampl) (FORBES e GROS, 2001) - apresenta grande
influéncia na resposta inflamatéria no modelo animal empregado neste trabalho
(AIR), devido a presenca de seus alelos de resisténcia (R) e sensibilidade (S)
(VIDAL et al., 1993) no periodo inflamatério, durante o processo de regeneracao.

A expressdo do alelo S do gene Sicllal em macréfagos prejudica a
capacidade do hospedeiro de controlar a replicacdo intracelular de patdégenos
presentes nos fagolissomos (VIDAL; TREMBLAY; GOVONI, 1995), interage
dificultando a producdo de IFN-y e IL-1 (KITA et al., 1992; RAMARATHINAN;
NIESEL; KLIMPEL, 1993) e influéncia na expressdo de moléculas de classe Il do
MHC (LANG et al.,1997; WOJCIECHOWSKI et al., 1999).

O gene Slicllal é expresso no figado e no peritbnio de camundongos
(GOVONI e GROSS, 1998) e em humanos, no pulméo, figado, baco e leucocitos do
sangue periférico. Além disso, também implica em humanos na susceptibilidade a
artrite reumatoide, doenca autoimune devida a um processo inflamatorio crénico. Em
camundongos tem sido descrito como um importante modulador da suscetibilidade a
doencas infecciosas, por ser expresso em macrofagos e neutrdfilos (PETERS et al.,
2007).

Em estudo realizado com as sub-linhagens da selecdo AIR geradas por
cruzamentos assistidos para os alelos R e S em homozigose, foi observado que a
frequéncia do alelo Sicllal S foi de 25% na populacéo fundadora (FO), mas passou
para 60% em AIRmin e para 9% em AlIRmax apdés 30 geragbes. Os resultados
mostraram que o desvio de frequéncia resulta do processo de selecéo e implica que
este gene, ou outros genes, estdo estreitamente ligados, no controle da reacao
inflamatoria aguda. (PETERS et al., 2007; BORREGO et al., 2006).

No trabalho de De Franco et al., (2007) também foi observada a presenca do
gene Angiopoietin-1 (Angl) no cromossomo 14, o qual esta envolvido no processo
de angiogénese. Estes dois genes - Slcllal no cromossomo 01 e Angl no
cromossomo 14 - sdo importantes candidatos na modulag&o do fenétipo de reparo e
regeneracdo tecidual em camundongos que apresentam um fundo genético
heterogéneo selecionado para a resposta inflamatéria aguda.

Nossa hipotese na presente dissertacdo € que os animais AIRmax e AIRmin

apresentam diferencas importantes de expressdo de genes envolvidos na fase
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inflamatoéria inicial do processo de regeneracdo da orelha apOs injuria por
perfuracdo. Assim, em continuidade ao estudo desenvolvido por De Franco et al.
(2007) realizamos estudos para uma melhor caracterizacdo da fase inflamatoria,
através de ensaios de edema (espessamento das orelhas), quantificacdo da enzima
mieloperoxidase e estudo histolégico das orelhas injuriadas. A partir dos resultados
obtidos foi possivel analisar a expressédo génica global na orelha destes animais

para identificacdo de genes candidatos nos QTL dos cromossomos 1 e 14.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os mecanismos regulatérios genéticos e celulares durante a fase
inflamatoria do processo de regeneracao tissular dos animais selecionados para alta

resposta inflamatoria (AIRmax) e baixa resposta inflamatéria (AIRmin).

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar diferencas histolégicas durante o processo de regeneragdo da orelha
nos animais da selecdo AIR apds a injuria.

e Avaliar o edema na orelha de camundongos das linhagens AIRmax e AIRmiIn
apos perfuragdo de 2 mm;

¢ Quantificar a enzima Mieloperoxidase (MPO) nos periodos de 24, 48, 72 e 96
horas ap0s realizacéo da injaria na orelha dos animais AIRmax e AIRmin

e Analisar a expressao génica global por meio da técnica de microarray nos
animais experimentais e controles AIRmax e AIRmin.

e Validar os ensaios de microarray através de experimentos de PCR em tempo

real.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo animal

Toda producao e forma de utilizagdo dos animais envolvidos passaram pela
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Experimentacdo com Animais do Instituto
Butantan (CEUAIB). Estdo de acordo com os principios do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo com Animais (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (CEEA).

Os animais foram produzidos e mantidos no biotério do Laboratorio de
Imunogenética do Instituto Butantan. Sendo utilizados camundongos geneticamente
selecionados para méxima (AIRmax) e minima (AIRmin) resposta inflamatoria
aguda, com idade entre 2 e 4 meses, sendo machos e fémeas em iguais

proporcoes.

3.2 Modelo de regeneracéo tissular em animais selec  ionados para AIR

Uma perfusao de 2 mm de didmetro nas orelhas dos animais foi realizada,
utilizando um perfurador de orelhas de metal (Fisher Scientific), cujo diametro foi
monitorado com o auxilio de um paquimetro durante 45 dias (DE FRANCO et al.,
2007).

AIRmin

E \ \( AIRmax

Figura 3 - Caracterizacdo do modelo de regeneracéo tissular em camundongos AIRmax e
AIRmin. 1 - Orelhas de animais controle; 2 - Orelhas com 2 dias de injaria; 3 -
Orelha de AIRmin 40 dias apos a injuria (ndo regenerada) e orelha de AIRmax
40 dias ap0s injuria (totalmente regenerada).

30



Material e Métodos

3.3 Preparacédo Histologica

Apbs extracdo e coleta das orelhas dos camundongos das linhagens AIRmax
e AIRmin, as mesmas foram adicionadas em frasco com formol 10% por 24 horas,
sendo em seguida processadas. O processo foi iniciado com a inclusdo do material
em uma série crescente de alcodis para desidratacdo, xilol para clarificacdo e por
altimo as amostras foram inclusas em parafina. Os cortes foram feitos com 5 um de
espessura e colocados em estufa 56°C para completa fixacdo e inicio da
desparanifizacdo. O processo foi finalizado com a imersdo das laminas em xilol e
uma série de alcodis decrescente para completa rehidratacdo dos cortes. As laminas

foram coradas com hematoxilina- eosina para avaliacao.

3.4 Inducao de edema (Espessamento da Orelha)

O processo de inducao de edema foi realizado mediante cinética de 4 dias (O,
1, 2, 3 e 4). Os animais selecionados para resposta inflamatoria aguda AIRmax e
AIRmin tiveram uma de suas orelhas perfuradas por um furador especifico de 2 mm.
Para mensurar 0 aumento na espessura proxima a extremidade medial da orelha foi
utilizado um micrémetro analdgico (Starrett) e as medidas foram comparadas com
controles. O resultado obtido foi expresso em média + desvio padrdo e utilizou o
teste estatistico T-student. (GAD, 1994).

3.5 Determinacéo da atividade de Mieloperoxidase (M PO)

O acumulo de neutréfilos na orelha dos camundongos foi mensurado
indiretamente com o ensaio de quantificacdo de mieloperoxidase (MPO). Para este
estudo as orelhas foram seccionadas e colocadas em um tubo plastico com 1 mL da
solugéo detergente HTAB 0,5% pH 6,0 (250 mg brometo de hexadeciltrimetilamonio,
92,5 mg de EDTA e 50 mL de tampao fosfato). A homogeneizacdo do tecido

extraido foi realizada por meio do aparelho Polytron (Brinkmann Instruments). Logo
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ap0s as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.500 g a 4 °C. Em uma
placa contendo 96 pocos de fundo redondo foram pipetados 10 ul da amostra em
duplicata e em seguida 200 ul de tampé&o substrato (2 mL de orto-dianisidina, 200 pl
de solucdo de peréxido de hidrogénio (H».0,) 0,1% e 39 mL de tampéo fosfato). O
tampdo reage com as amostras por 5 minutos e apos este periodo foram
adicionados 50 ul de solu¢do de azida diluida (2 mL de azida e 6 mL de agua
destilada) para promover a parada da reagdo. O branco foi feito com 200 ul de
tampdao substrato e 50 pl de solugcédo de azida diluida, e a leitura realizada em leitor
de ELISA (uQuant — Bio-Tek Instruments) sob comprimento de onda a 450 nm
(FENG et al., 2008).

3.6.Protocolo para extracado de RNA através do kit R NAspin Mini (GE

Healthcare)

O mRNA foi obtido em dois periodos: 24 e 48 horas. Neste procedimento as
orelhas de animais-controle e experimentais foram seccionadas e passadas em
nitrogénio liquido. Estas amostras foram colocadas em tubos ependorffs com 350 pl
de tampéo RALl e 3,5 ul de B-mercaptoetanol (para que ocorresse lise celular) e
posteriormente submetidas ao agitador. Apds a lise, as amostras foram filtradas em
um mini filtro RNAspin e centrifugadas durante 1 minuto a de 9.500 g. Em seguida, o
filtrado foi transferido para um novo tubo coletor de 1,5 mL.

Neste segundo tubo foi adicionado, junto ao filtrado, 350 pl de etanol 70% e
as amostras foram passadas pelo agitador durante 2 a 5 segundos para o ajuste das
condicbes de ligacado do RNA. Ainda nesta fase, as amostras foram
homogeneizadas de 2 a 3 vezes, colocadas em uma nova coluna de RNAspin
localizada dentro de um tubo coletor de microcentrifuga de 2 mL e logo apés
centrifugadas durante 30 segundos, a 8.000 g.

Apés a centrifugacdo, a coluna foi transferida para um novo tubo coletor,
sendo entdo adicionados as amostras 350 ul de membrane desalting buffer (MDB) e
submetidas a posterior centrifugacdo a 11.000 g durante 1 minuto para a secagem
da membrana. Este processo é realizado para a dessalinizacdo da membrana de

silica, visto que a remocao do sal promove uma melhor digestdo pela DNAsel.
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Para a digestdo do DNA foram pipetados, em cada amostra, 95 pul de reacao
da DNAse (10 ul de DNAsel reconstituida + 100 pl do tampao de DNAse) no centro
da membrana de silica da coluna, tendo sido posteriormente incubada a temperatura
ambiente por 15 minutos. Finalizado o periodo de incubacdo as membranas foram
lavadas e secas.

Na etapa final da extracdo, sdo necessérios trés processos de lavagem. Na
primeira, foram adicionados 200 ul de tampdo RA2 (inativa a DNAse |) a coluna
RNAspin, e em seguida, centrifugacédo por 1 minuto a 9.000 g. Ap0s este processo,
a coluna é transferida para dentro de um novo tubo coletor.

Para a segunda lavagem, foram adicionados a coluna RNAspin 600 ul de
tampao RA3, seguida de centrifugacdo durante 1 minuto a 9.000 g. O sobrenadante
foi descartado e a coluna colocada de volta dentro do tubo coletor.

Na terceira lavagem, sdo adicionados 250 pl de tampado RA3 na coluna
RNAspin e uma nova centrifugacdo é feita para a secagem da membrana durante 2
minutos a 9.000 g.

Na finalizagcdo do processo, a coluna foi colocada dentro de um tubo nuclease
free de 1,5 mL, sendo realizado entdo a eluicdo do RNA presente na membrana da
coluna através da adicdo de 50 ul de &4gua RNAse free diretamente sobre a
membrana, que foi centrifugada por 1 minuto a 9.000 g.

A concentracdo de RNA nas amostras foi mensurada por espectrofotometria
sob comprimento de onda de 260 nm e expressa em unidades de densidade optica
(D.O.). Nesta etapa de quantificacéo foi observada a relacdo em torno de 2,0 para a
razdo RNA/proteinas (260 nm/280 nm).

3.7 Integridade do RNA por gel de agarose 1%

Para verificar a integridade do RNA extraido foi feito um gel de agarose a 1%
e analisado por eletroforese (Figura 4). O gel foi preparado com TBE (Tris-base 1 M,
acido boérico 1 M e EDTA 20 nM) contendo 0,5 ug/ml de brometo de etidio (BET)
(Pharmacia). Com as amostras ja aplicadas o gel foi colocado em cuba eletroforética

e recoberto com tampéo TBE. Este gel foi submetido a uma corrente elétrica de 80
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Volts por cerca de 30 minutos. Para a avaliacdo da presenca de bandas o gel foi
revelado em “Pharmacia Biotech — Image Master VDS” sob luz ultravioleta

Figura 4 - Gel de integridade do mRNA de animais da selecdo AIR. 1- RNA Hela controle
positivo, 2-Pool de animais-controle AIRmax, 3-Pool de animais-experimentais
AIRmax, 4-Pool de animais-controle AIRmin, 5-Pool de animais-experimentais
AIRminN.

3. 8 Analise da expressao génica global por  microarray

Os reagentes utilizados na preparacdo dos microarrays fazem parte da
plataforma do “CodelLink Gene Expression System” (GE Healthcare). As principais
etapas desta andlise foram definidas como: 1) Preparacdo dos mRNAs bacterianos;
2) Sintese do cDNA de fita simples; 3) Sintese do cDNA de fita dupla; 4) Purificacdo
do cDNA de dupla fita 5) Sintese do cRNA por transcricdo in vitro (IVT). 6)
Purificacdo do cRNA, 7) Fragmentacdo do cRNA, 8) Hibridacdo, 9) Detec¢cdo com
Cy5-Streptavidina, 10) Analise dos dados obtidos.

3.8.1 Preparagédo dos mRNAs bacterianos

Os mRNAs bacterianos em solugdo sao utilizados como controle interno da
lamina, que possui sequéncias que se hibridizaréo a esses controles. Para o preparo
da solugéo-estoque 1 de mRNAs (16,7 ng/ul) foi combinada uma série de mRNAs
bacterianos (araB, entF, fixB, gnd, hisB e leuB) na concentracdo de 0,1 ug/ul, sendo
2,5 ul de cada, totalizando um volume de 15 pl. Esta solugéo foi dividida em 5 tubos
(3 ul em cada) e armazenada em freezer a -70 °C. Uma nova diluicéo foi realizada

(solucéo-estoque 2) de concentracdo 50,2 pg/ul, através da adicdo de 3 ul da
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solucéo-estoque 1 e 997 ul de agua livre de nuclease. A partir desta solucao foi,
realizada a solucéo-trabalho, na qual 2 ul da solucdo-estoque 2 foram adicionados a

998 ul de agua livre de nuclease.

3.8.2 Sintese do cDNA de fita simples

Para cada amostra de RNA total (2 ug de cDNA em 9 ul agua) foi adicionado
1 ul (concentracao de 0,1 pg/ul) da solugéo-trabalho de mRNAs bacterianos-controle
(1ul para cada 1 ug de RNA total) e 1 ul de T7 oligo (dT). Essa solucgéo foi incubada
por 10 minutos a 70 °C em termociclador (Eppendorf — Mastercycler Gradient ou MJ
Research PTC 200) e colocada imediatamente em contato com gelo durante 3
minutos. Em seguida, foram adicionados & solucdo anterior, 2 ul do tampéo fita
simples 10X concentrada, 4 ul de dNTP (5 mM), 1 ul de inibidor de RNAse e 1 ul de
transcriptase reversa. Esta solugdo de volume final 20 ul foi incubada durante 2
horas a 42 °C em aparelho termociclador (Eppendorf — Mastercycler Gradient ou MJ
Research PTC 200).

3.8.3 Sintese do cDNA de fita dupla

Os tubos da reacédo anterior foram mantidos em gelo, e receberam 63 pl de
agua livre de nuclease, 10 ul do tampéo fita dupla 10X concentrado, 4 ul de dNTP (5
mM), 2 ul de DNA polimerase e 1 ul de RNAse H. Esta solug¢édo de volume final 80 pl
foi incubada durante 2 horas a 16 °C em termociclador (Eppendorf — Mastercycler

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

A purificacdo do cDNA foi feita através da utilizacdo do kit CodeLink™
IExpress iPurify cDNA/cRNA Purification (GE Healthcare). Foram adicionados 250 pl
do tampéao de ligacdo ao cDNA fita dupla da etapa anterior. A solucdo foi misturada
cuidadosamente, colocada na coluna de purificagdo e centrifugada a 9.000 g por 1
minuto. Em seguida, a coluna foi lavada com adicdo de 500 ul de tampéo de
lavagem e centrifugada a 9.000 g por 1 minuto. Apds este procedimento, a coluna foi
seca com uma nova centrifugagédo a 9.000 g durante 1 minuto. Para a eluicao do
cDNA, foram adicionados 12 ul de agua livre de nuclease pré-aquecida (58 <)
diretamente sobre a membrana. Apos o periodo de incubacdo de 2 minutos, a
coluna foi centrifugada a 9.000 g por 1,5 minuto. Este passo foi repetido para gerar

pelo menos 20 ul de eluato final.

3.8.5 Sintese do cRNA por transcri¢ao in vitro (IVT )

Ao tubo da reacdo anterior foram adicionados 4 ul de tampé&o de reacédo T7
10X concentrado, 4 ul do mix de enzima T7 10X concentrado e 12 ul do mix NTP-

Biotina. A reacéo foi protegida da luz e incubada por 18 horas em estufa a 37 °C.

3.8.6 Purificacdo do cRNA

A purificacdo do cRNA foi feita através da utilizacdo do kit CodeLink™
iExpress iPurify cDNA/cRNA Purification (GE Healthcare). Os volumes dos tubos
foram ajustados para 100 ul, através da adicdo de 60 pul de agua livre de nuclease.
Foram adicionados 350 ul de tampao de ligacdo para cRNA e em seguida,
acrescidos 250 ul de etanol 100%.As amostras foram colocadas imediatamente na
coluna e centrifugadas por 1 minuto a 8.000 g. Este passo foi repetido para completa

secagem da membrana. Para a eluicdo do cRNA, foram adicionados diretamente
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sobre a membrana 100 ul de agua livre de nuclease pré-aquecida (50-60 ). Apos o
periodo de incubacdo de 2 minutos, a coluna foi centrifugada a 9.000 g por 1,5
minuto.

O cRNA purificado foi submetido a analise de pureza e integridade. A
concentracdo e pureza foram determinadas através de espectrofotdmetro sob
comprimento de onda de 260 nm e expresso em densidade 6ptica (D.O.). Nesta
etapa de quantificagdo do RNA para a obtencdo da pureza das amostras, foi
observada a relacdo em torno de 2,0 para a razdo RNA/proteinas (260 nm/280 nm).
A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% com
tampao TBE (Tris-base 1 M, &cido bérico 1 M e EDTA 20 nM) contendo 0,5 ug/ml de
brometo de etidio (BET) (Pharmacia). O gel contendo as amostras foi colocado em
uma cuba eletroforética e recoberto com TBE, sendo em seguida submetido a uma
corrente elétrica de 80 Volts por 30 minutos. O gel foi entdo analisado no “Pharmacia
Biotech — Image Master VDS” e a avaliacdo da integridade do cRNA foi verificada

pela presenca de um smear abaixo da banda 18 s do RNA integro (controle).

3.8.7 Fragmentacao do cRNA

A aliquota de 10 pg de cRNA em 20 ul agua foram adicionados 5 ul de
tampao de fragmentacdo 5X concentrado e a amostra foi incubada em termociclador
(Eppendorf, — Mastercycler Gradient ou MJ Research PTC 200) a 94 °C, durante 20
minutos, utilizando tampa aquecida. Em seguida os tubos foram colocados a 0 °C

por 5 minutos.

3.8.8 Hibridacéo

Ap6és transferir as amostras para um tubo de 1,5 ml, foram adicionados 78 pl
de tampé&o de hibridazacdo A, 130 ul de tampé&o de hibridizacdo B e 27 ul de agua
livre de nuclease. Em seguida, a solucéo foi incubada a 90 °C por 5 minutos para

desnaturar o cRNA. Logo apés, os tubos foram colocados no gelo e cada lamina foi
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preenchida com 250 ul da solucéo, sendo em seguida colocada no agitador a 300 g

e a 37 °C, onde permaneceu por 18 horas.

3.8.9 Deteccdo com Cy5-Streptavidina

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

secas em centrifuga a 664 g por 3 minutos.

3.8.10 Andlise dos dados obtidos

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

controles internos. Os primeiros parametros avaliados foram o0s controles internos,
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repetidos de maneira aleatoria por toda a lamina. Na figura 5, séo vistos os controles
bacterianos negativos que possuem a expressao génica abaixo da fluorescéncia de
fundo, ou seja, abaixo do background ou ruido da lamina. Na figura 6 estédo
demonstrados os controles positivos, nos quais a expressao génica esta acima do
valor da fluorescéncia de fundo, isto €, acima do background ou ruido da lamina.

Estes resultados asseguram a confiabilidade e a qualidade dos experimentos.
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Figura 5 - Controles negativos da lamina de microarray. As sequéncias-alvo dos mRNAs
bacterianos estédo distribuidas aleatoriamente pela lamina. As expressfes dos
controles internos da lamina estéo abaixo da fluorescéncia de fundo.
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Figura 6 - Controles positivos da lamina de microarray. As sequéncias-alvo dos mRNAs
bacterianos estdo distribuidas aleatoriamente pela lamina. As expressoes
dos controles internos da lamina estdo acima da fluorescéncia de fundo.
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Os genes expressos diferencialmente foram identificados pelas razées dos
valores de intensidade da fluorescéncia obtidos a partir de amostras-controle e
experimentais entre as linhagens, através do programa CodeLink Expression v.2.3
(GE Healthcare). Estes dados foram inseridos na plataforma Mev e analisados pelo
meétodo programa de significancia de microarray (SAM). SAM (Significance Analysis
of Microarrays) € um programa estatistico para encontrar genes diferencialmente
expressos significativamente em réplicas de experimentos de microarrays. O SAM
compara as expressdes génicas de cada experimento, assim como suas respostas
variaveis. O SAM calcula um score estatistico di (SAM score: valor t-estatistico) para
cada gene i, medindo a forca da relacdo entre a expressao génica e suas respostas
variaveis. Ele usa permutacdes repetidas dos dados para determinar se a expressao
de alguns genes esta significativamente relacionada com a resposta. O valor de cut-
off para a significancia € determinado pelo parametro delta (threshold), escolhido
pelo usuario baseando-se na taxa de falsos-positivos (FDR < 0,05) (CHU et al.,
2006). A plataforma Mev também disponibiliza os graficos de cores para expressao
génica.

Para as andlises de agrupamentos funcionais foi utilizado o programa
Expression Analysis Systematic Explorer (EASE). Esse software permite que 0s
genes diferencialmente expressos possam ser agrupados em “temas biolégicos”, de
acordo com sua categoria funcional, localizacdo cromossdémica e representacao em
relacdo ao genoma total. O EASE calcula a sobrerrepresentacdo dos genes em
relacdo ao total de genes utilizados no ensaio e anotados dentro de cada sistema,
tendo o Gene Ontology como padréo. Utilizamos a conversdo da identificagcdo dos

genes para numeros do LocusLink (HOSACK et al., 2003).

3.9 Obtencéo do cDNA para PCR em tempo-real (QPCR)

A sintese de cDNA foi feita através de uma reagéo de transcricdo reversa a
partir do RNA total purificad. A um volume de 10 ul contendo 1 pg de RNA, foram
adicionados 1 pl de Oligo (dT)12-18, 2ul de agua livre de RNase (50 mM) e 1 pl de
oligonucleotideos dNTP (10 mM). A mistura foi homogeneizada e submetida a

temperatura de 65 °C por 5 minutos. Apés este periodo, permaneceu no gelo por 1
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minuto. Foram adicionados 4 ul de tampéo especifico 5X concentrado (250 mM Tris-
HCI pH 8,3, 375 mM KCI| e 15 mM MgCl,), 1ul de DTT (0,1 M) e 1 ul da enzima
SuperScript Il RNAse H- Reverse Transcriptase — Invitrogen (200 U/ml). As
amostras foram aquecidas a 50 °C por 50 minutos e inativadas a 70 °C por 15
minutos. As reacdes foram incubadas em aparelhos termocicladores Eppendorf —
Mastercycler Gradient ou MJ Research PTC 200 (WANG et. al., 2006).

3.10 PCR em tempo-real (QPCR)

A expressao génica foi realizada com amostras individuais de cDNA das
orelhas de animais-controle e experimentais das linhagens AIRmax e AIRmin. Cada
amostra de 1 ul de cDNA foi adicionada a uma reacdo contendo as sequéncias
especificas de primers (5 pM); 6,25 ul de Platinum SYBR Green qPCR Supermix-
UDG (Invitrogen) e agua para ajustar o volume final de reacdo em 12,5 pl por tubo.

Na tabela 1 apresentada abaixo a relacdo dos genes analisados.

Tabela 1 - Relac&o dos primers utilizados nas reacdes de qPCR.

Primers Reverse

Foward

Ciclofilina 5-AGCGTTTTGGGTCCAGGAAT-3’ 5-AAATGCCCGCAAGTCAAAAG-3’
Cxcl2 5'CCTGGTTGAGAAAATCATCCAS3- 5-CTTTGGTTCTTCCCGTTGAGG-3’
Mmp9 5-CGCTACTGTACCCGCTGTAT-3’ 5-TGGGACACATAGTGGGAGGT-3'

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

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

TGF-B1 5-ACCGCAACAACGCCATCTAT-3’ 5'-GTAACGCCAGGAATTGTTGC-3

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

As reacgOes foram incubadas no aparelho Chromo 4 (MJ Research) e
submetidas a uma fase inicial de incubacé&o a 50 °C por 2 minutos, seguida da etapa
de ativacdo da enzima (hot start) a 95 °C por 5 minutos. As sequéncias alvo foram

entdo amplificadas durante 40 ciclos, constituidos de etapas sucessivas de
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desnaturacao (95 °C por 20 segundos) e de anelamento (60 ° C por 35 segundos). A
fluorescéncia foi incorporada ao material de dupla-fita amplificado a cada ciclo e
efetuada na etapa final.

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

Apds a amplificacdo, o produto da reacdo foi submetido a uma fase melting
na qual a temperatura variou de 55 € a 90 € e a f luorescéncia foi adquirida a cada
1 C, foi registrada a temperatura de dissociagao (ou de desnaturacéo da dupla-fita
do material amplificado), que indica o tamanho e, portanto, a especificidade do
produto amplificado em cada reacdo. Os dados foram adquiridos e analisados pelo

programa Opticon Monitor Analysis Software 2.03.

Para quantificar os resultados obtidos pelo gPCR foi utilizado o método de
Threshold comparativo (GIULIETT et al., 2001; LIVAK et al., 2001). Neste método,
férmulas aritméticas sdo usadas para calcular niveis de expresséo relativos a um
calibrador, que pode ser uma amostra-controle (amostra nao tratada) - neste
trabalho os animais AIRmin controle foram utilizados como calibradores. Os
resultados baseados nos valores de ACt representam o valor de Ct do gene-alvo
(experimental ou controle) subtraido do valor de Ct do gene constitutivo (ciclofilina).
Os valores de ACt, obtidos individualmente para as amostras de animais-controle e
experimentais, foram submetidos ao método 2**“' descrito por Livak et al. (2001),
que permite avaliar o efeito do tratamento experimental em relacdo a um controle
interno. Ao utilizar este método, torna-se importante a avaliacdo da eficiéncia dos
primers, eficiéncia a qual deve estar proxima de 100%. Isto € possivel através do
calculo da regressao linear entre diluicoes seriadas das amostras de RNA e o valor
individual de Ct.

Para as amostras tratadas e demais controles, a avaliacdo de 2**“'indica a
mudanga, em vezes, na expressao génica relativa ao calibrador, permitindo a
comparacao entre todos 0s grupos experimentais e controle.

Portanto, a partir dos valores de 2“*“' das amostras individuais foram

realizadas as médias aritméticas e desvio-padrdo para cada linhagem analisada e
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dos seus respectivos grupos-controle. Os graficos apresentados nos resultados
demonstram as quantidades iniciais de mMRNA nos animais experimentais e controle,
sendo que destas amostras foi subtraido o valor do gene constitutivo ciclofilina.

A figura 7 exemplifica a amplificacéo da ciclofilina nas amostras experimentais
e controle bem como as respectivas curvas de melting. Observa-se que ndo existe
variacdo no Ct (Cycle Threshold) de animais-controle e estimulados, pois as curvas
aparecem e permanecem juntas durante todo o ciclo de amplificacdo, indicando que
o tratamento nédo interfere na expressao do gene constitutivo.

O mesmo € verificado nas curvas de melting, nas quais as amostras
apresentaram um unico pico de dissociagdo, evidenciando que todas as duplas-fitas
do material analisado separam-se na mesma temperatura. Isto indica a amplificacédo

de uma banda especifica de mesmo tamanho (ciclofilina).

1) Cycle Threshold

Ciclofilina Citocina

Fluorescence|
=
=
b
Fluorescence|

2) Curva de melting

Ciclofilina Citocina

Fluorescence
Fluorescence

T L
80 70 80 3 &0 70 a0 5

Temperature [Temperature

Figura 7 - gPCR exemplificando a quantificagdo da ciclofilina e da citocina na orelha de
animais das linhagens AIRmax, AIRmin controles e experimentais. Ensaio
realizado no Chromo 4 (MJ Research) utilizando Platinum SYBR Green gPCR
Supermix UDG (Invitrogen).
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3.11 Andlise Estatistica

Para as analises entre os dois grupos de animais AIRmax e AIRmin foi
utilizado o teste ANOVA, sendo estabelecido o nivel minimo de significancia de
p<0,05 (5% de probabilidade).

Para os ensaios de edema e quantificacdo de MPO foram utilizado o teste t-
student, e na analise de expressdao génica global utilizamos EASE score e

Bonferroni.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo do modelo de regeneracao tecidual nas linhagens AIRmax e
AIRmin

Na primeira parte do estudo os animais da selecdo AIR foram submetidos ao
protocolo de reparo e regeneracgao tissular estudado por De Franco (2007). Foram
utilizados 27 camundongos sendo 14 AIRmax (6 machos e 8 fémeas) e 13
camundongos AIRmin (6 machos e 7 fémeas). Estes animais tiveram a orelha
perfurada por um furador de metal (Fisher Scientific), de 2 mm de diametro e foram
monitorados semanalmente com o auxilio de um paquimetro.

Os animais AIRmax apresentam uma regeneracdo tecidual mais rapida em
relacdo aos animais AIRmin ao final do periodo estudado, restaurando totalmente o
tecido. Os animais AIRmin ndo conseguiram regenerar o tecido, permanecendo o

orificio e confirmando os resultados anteriores.

4.2 Estudo histolégico dos animais da selecdo AIR

Para uma melhor caracterizagdo do processo inflamatério e das células
presentes frente ao estimulo de perfusdo da orelha, foi realizado um estudo
histolégico com os camundongos AIRmax e AIRmin. Foram coletadas orelhas de um
animal de cada linhagem para confec¢cao das laminas sendo divididos em controles
e experimentais nos periodos de 2 e 45 dias ap6s injuria.

A figura 8 mostra os resultados encontrados nos animais controles (com as
orelhas ndo perfuradas) e dos experimentais. As laminas dos animais controles
mostram uma cartilagem sem danos e nenhum sinal de processo inflamatério. Com
2 dias apos injaria tanto os animais AIRmax quanto os animais AIRmin apresentam
um infiltrado celular caracteristico do processo inflamatoério. Ap6s 45 dias pode ser
observada regeneracdo completa nos animais AIRmax, com neo-formacdo de

nacleos de cartilagem, glandulas sebaceas e foliculo piloso. Nos animais AIRmin
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observa-se um reparo da estrutura injuriada mas nao ocorre regeneracao completa

do tecido.

4.3 Avaliacédo do espessamento das orelhas nas linha  gens AIR

Este protocolo foi realizado para a avaliacdo das diferencas na resposta
inflamatoria local entre os animais das linhagens AIRmax e AIRmin, para tanto foram
utilizados 9 camundongos AIRmax (5 machos e 6 fémeas) e 11 camundongos
AIRmin (6 machos e 7 fémeas). As orelhas sofreram uma perfusdo de 2 mm no dia 0
e suas espessuras foram mensuradas por um micrédmetro durante 4 dias. Os
resultados obtidos foram dispostos na forma de gréafico através de suas médias
aritméticas e desvio padrao.

Foi possivel observar na figura 9 uma significativa formacéo de edema com 1
dia ap0s a injaria, tendo o pico estabelecido em 2 dias, apos este periodo a cinética
comeca a diminuir. O gréfico evidencia uma alta significancia estatistica dos
resultados nos trés primeiros dias do estudo. Também podemos observar que
durante todo o processo os animais AIRmax apresentaram um maior inchagco em
relacdo aos animais AIRmin. Neste estudo ndo foram observados diferencas

significativas entre machos e fémeas.
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AIRmax AIRmMIn

Controle

45 dias

Figura 8 - Estudo Histologico das linhagens AIRmax e AIRmin controles e experimentais
nos periodos de 2 dias e 45 dias. Legenda: C - cartilagem, | - Influxo de células
inflamatérias, NC - formacdo do nucleo de cartilagem, F - acumulo de

fibrinogénio e colageno. Coloragdo realizada com hematoxilina e eosina.
Aumento: 40 x.
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Figura 9 - Estudo do espessamento nas orelhas de camundongos AIRmax e AIRmin
induzidos ao processo de regeneracao tecidual. Foram utilizados animais
experimentais e controles. Os resultados estdo expressos em média aritmética
* desvio padréo. *** p<0,05 - entre AIRmax e AIRmin.

4.4 Quantificacdo da enzima Mieloperoxidase entre a s linhagens

A enzima MPO é considerada um marcador indireto de neutrdfilos ativados,
que sdo uma das primeiras células a migrarem para o local da injuria em um
processo inflamatoério agudo dando inicio ao processo de reparo e regeneracdo do
tecido.

Para melhor avaliar este periodo de migracdo dos neutrofilos, realizamos um
estudo quantificando esta enzima durante os periodos de 24, 48, 72 e 96 horas apos
realizacdo da injuria na orelha dos animais AIRmax e AIRmin.

Neste protocolo foram utilizados 6 animais para controle e 6 experimentais,
sendo macho e fémeas em iguais proporc¢des. Na figura 10 foi possivel verificar que
ap0s 24 horas ha um aumento na quantidade da enzima mieloperoxidase o que
podemos sugerir como inicio da migracdo de neutréfilos em ambas as linhagens,
este processo vai aumentando gradativamente até chegar ao maximo em 72 horas
apos a injuria e declinando em 96 horas.

Durante o estudo verificamos que 0s animais AIRmax apresentam uma maior

quantidade de enzima MPO em relacdo ao AIRmin. A diferenca entre as duas
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linhagens fica bem estabelecida em 72 horas, quando os camundongos AIRmax
apresentam uma D.O. de 0,27, ao passo que os animais AIRmin, uma D.O. de 0,15.

N&o foram observadas diferencas significativas entre machos e fémeas.

MPO
0.4-
. 1 AIRmax
Hl AIRmMNn
0.3- I
e
[
3
0 0.2 T
o
0 0.1
o l
0 24 48 72 96
Horas

Figura 10 - Quantificacdo da enzima mieloperoxidase (MPO) na orelha de camundongos
AIRmax e AIRmin ap6s injuria. Foram utilizados animais experimentais e
controles (n = 3). Os valores estdo expressos como média aritmética + desvio-
padrdo. *p<0,05 — entre AIRmax e AIRmin, 0 - sdo animais controle.

4.5 Andlise da expresséao génica global

O ensaio de expressédo génica global foi realizado 48 horas apos a inducao da
injuria. na orelha dos camundongos utilizando a plataforma CodelLink Gene
Expression System (GE Healthcare).

Com este experimento foi possivel analisar a quantidade de genes
diferencialmente expressos entre os animais AIRmax e AIRmin e em quais
processos biolégicos eles estdo envolvidos.

Na figura 11 € possivel observar a modulacdo dos genes, sendo que 0s
animais AIRmax apresentaram 794 genes ativados e 528 genes reprimidos em

relacdo ao seu controle de um total de 1322 genes expressos. Ja 0s animais AIRmin
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apresentaram 1086 genes ativados e 1145 genes reprimidos em relacdo aos seus
controles de um total de 2231 genes expressos.

Os animais AIRmin apresentaram duas vezes mais genes expressos
(ativados e reprimidos) em relacdo aos animais AIRmax, na fase inflamatoria (48

horas) no processo de regeneragdo da injuria.

Experimentais / Controles

1500+ _
1 Ativados
o Bl Reprimidos
DS @ 1000+
SE @2
o8 J
q) U P —
S cC o
3 500
tg
=
0
AIRmax AIRmMIn
Animais

Figura 11 - Numero de genes ativados e reprimidos nas orelhas dos animais AIRmax e
AIRmin em relagdo aos animais controles. Os animais experimentais foram
submetidos ao protocolo de injdria durante um periodo de 48 horas, enquanto
0s animais controles ndo receberam nenhum estimulo. Neste experimento
foram utilizados pools de 8 animais.

Verificamos também neste estudo a quantidade de genes que foram
modulados para o fenotipo de reparo e regeneracdo tecidual entre os animais
AIRmax/AIRmin experimentais e AIRmax/AIRmin controles (figura 12). Observamos
gue 686 genes foram mais expressos nos animais AIRmax controles, enquanto 358
foram mais expressos nos animais AIRmin. Em relagdo ao grupo experimental, 604
genes forma mais expressos nos AIRmax enquanto 111 genes forma mais

expressos nos animais AIRmin.
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Figura 12 - Numero de genes diferencialmente expressos para a analise entre os animais
AIRmax/ AIRmin experimentais e controles. Neste experimento foram utilizados
pools de 8 animais.

Os genes modulados foram entdo analisados através do programa EASE,
com intuito de avaliar a sobrerrepresentacdo em categorias funcionais. Como
descrito em Materiais e Métodos o programa EASE permite que 0S genes
diferencialmente expressos sejam agrupados em “temas biol6gicos” de acordo com
sua categoria funcional, localizagdo cromossomica e sua representacao em relagéo
ao genoma total.

As tabelas 2 e 3 apresentam as categorias funcionais sobrerrepresentadas
pelos genes ativados e reprimidos, respectivamente, nos animais AIRmax
experimentais em relagdo aos seus controles. Somente estdo representadas as
categorias estatisticamente significantes.

As tabelas 4 e 5 demonstram as categorias funcionais sobrerrepresentadas
pelos genes ativados e reprimidos, respectivamente, nos animais AIRmiIn
experimentais em relacdo aos seus controles, sendo apresentados somente as
categorias estatisticamente significantes.

As figuras 13 a 16 com mostram a representacdo por cores das expressoes
dos genes dessas tabelas (sendo cada figura intercalada com a tabela respectiva),
obtidas pela plataforma Mev, possibilitando verificar em cada gene expresso, 0

grupo ao qual pertence e se esta ativado ou reprimido.
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Tabela 2 - Categorias funcionais sobrerrepresentadas nos genes ativados dos animais

AIRmax em relacdo aos controles.

Categorias

Funcionais

N° de

Genes

EASE score

Bonferroni

Genes ldentificados

Resposta

Inflamatéria

Resposta

Imune

Quimiotaxia

30

82

16

6.61e-016

3.24e-011

2.14e-006

4.48e-013

2.20e-008

1.45e-003

Fos, Fcerlg, Fcerla, Cxcl14, Itgh2,
Mefv, Pf4, Cxcl10, Cd302, Nfatc4,
Cxcl12, Cxcl2, Ccl3, Ccl2, Ccl12,
S100a9, Pla2g7, Ccrl, Dock?2,
Tpsb2, Cxcl1, Cdi4, TIr7, Tgfbl,
Ly86, Rac2, Racl, TIr2, Ccl19,
Ptx3.

C8b, Ifi202b, Oasl2, Dnajc3b, Fthl,
Clec5a, Lgals3bp, Klra2, Fos,
Fcgr3, Fcgrl, Fcerlg, Fcerla,
Cxcl14, ltgb2, Aire, Oas2, Irfl, Cfd,
Cfp, Ada, Mefv, Igh-6, Ifitm1,
Susd3, Pf4, Clcfl, Cd79b, Ifitl,
Cxcl10, Cd302, Ifitm3, Oasll, Ngp,
Igl, Nfatc4, Sell, Cxcl12, Cxcl5,
Cxcl2, Ccl6, Ccl3, Ncf2, Ccl2,
Ccl12, Saa3, S100a9, Ctf1, Pla2g7,
Ccrl, Gbp4, Dock2, Tyrobp, Cd84,
Tpsb2, Cxcll, Cd14, TIr7, Pglyrpl,
Lyz1, Lyz2, Tgfbl, Ly86, Ly6f,
Clqc, Clqga, Serpingl, Stabl,
Homer3, Rac2, Racl, Ltb, Lst1,
Bstl, Ly6a, Ebi3, TIr2, Ccl19, Ptx3,
Gbpl.

Cxcl14, ltgh2, Cmtm7, Pf4, Cxcl10,
Cxcl12, Cxcl2, Ccl6, Ccl3, Ccl2,
Ccl12, Ccrl, Dock2, Lspl, Ccll9,
Ptafr.
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lywphocyte antigen £ complex, lacus A (Lyfa)

BA3-related C2 botul imum substrate 1 (Racl)

chemokine (0-C motif) ligand £ (CclE)

lymphocyte specific 1 (Lpl)

ferritin heavy chain 1 (Fthl)

interferon induced transmembrane protein 3 (Ifitml]

cardiotrophin 1 (Ce£l)

interferon induced transmembrane protein 1 (Ifitml)

5100 calcium binding protein 3% (calgramulin B} (3100a8)

TEJ ostecsarcoma oncogene (Fox)

conplement component &, heta subunit (Ch)

sushi domain centaining 3 (3u=d2)

macrophage activation I (Mpal)

gquanylate nucleotide binding protein 1 (Ehpl)

phospholipase AZ, group VII (platelet-activating fartor acetylhydrolase, plasma) (Flalg?)
ED2275476F1 OCI CGAP Maml cDHA cleone IMAGE: 5351018 5!

integrin heta :_(Itg'E:J

bone marrow stromal cell antigen 1 (Bstl)

interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 {(Ifitl)
chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (CxcllD)

CD7E antigen (Cd75h)

E-cell stimulating facter 2 (Bzfl)

TI-M-EZl-Lid-«-08-0-UIxl WIH BMAP MHIZ Bl cDNA clene UI-M-BZl-hid-£-08-0-UI 5!
C-type (calcium dependent, c:thol\;drat:'recogu\ition domain) lectin, superfamily member § (Clecsf5)
lymphocyte antigen £ complex, locus T (LyEf)

autoimmune regqulator (anteimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy) (Rire)
killer cell lectin-like receptor, subfamily A, member I (Klral)
Epstein-Barr virus induced gene 3 (Ebil)

imnogl obul in heavy chain £ (heavy chain of Ig), mBNA (cDOA clone MGC: 18768 IMAGE: 4185250
lymphocyte antigen 36 (Ly3E)

chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (Cxclll), transcript variant 1
lympheotoxin B (Lth)

toll-like receptor 7 (Tlz7)

Fe receptor, Igh, high affinity I (Fegel)

o recepror, IgE, high affinity I, alpha polypeptide (Tcerla)
Mediterransan fever (Mefv)

adipsin (Adn)

chemokine (C-X-C motif) ligand § (Cxeld)

BAi-related C2 botul inum substrate 2 (Racl)

neutrophilic granule protein (Wgp)

chemokine (C-X-C motif) ligand 14 (Cxclld)

I'=5' oligoadenylate synthetase 2 (Dasl)

selectin, lymphocyte (dell)

(D04 antigen (Cd3d)

2'-5' oligoadenylate synthetaze-like I (lasll)

adenosine deaminase (Ada)

nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent & (Nfatcd)
nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 4 (Mfatcd)
transforming growth factor, beta 1 (Tgfhl)

K0534611-2 WIA Mouse Hematopoietic Stem Cell (Lin-fc-Kit+/8ca-1+) cDNA Library iLong) cDMA clone WIA:KO0524G11 IMAGE: 20067188 23!
interferon requlatory factor 1 (Irfl)

interferon activated gene Z0ZB (I£iZ02h)

chemokine (0-C motif) ligand I iCcll)

peptidoglycan recognition pretein 1 (Pylyrpl)

chemokine (C0-C motif) ligand 18 (Ccllf®)

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (Cxcll)

RIFEN adult male acrta and wein cDHA clone AS20078HIZ 2!

pentaxin related gene (Ptxl)

chemokine (C-C motif) receptor 1 ilerl)

P lysomyme structural (Lesp-s)

2'-5' oligoadenylate synthetaze-like 1 ilasll)

chemokine (C0-C motif) ligand 3 iCecll)

protease-f gene

lectin, galacteside-binding, soluble, 2 hinding protein (Lgalsdbpi)
stabilin 1 (Stabl)

TTR0 protein tyresine kinase binding protein (Tyzobp)

conplement component 1, g subcomponent, alpha polypeptide (Clga)
propezdin (A4 § - 441)

lenkocyte specific transcript 1 (Lstl)

rerine (or cysteine] proteinasze inhibitor, clade &, member L (Jerpingl)
toll-like receptor I (TlzZ)

RIKEN cDNA 1110055L24 gene (1110055L24Rik)

RIKEN cDNA 1110055L24 gene (111005SLI4Rik)

neutrophil cytosolic factor I (Hefl)

Fe receptor, Igh, low affinity III (Fegqrl)

compl ement component L, q subcomponent, gamma polypeptide (Clggd
cowplement component 1, o subcompenent, beta polypeptide (Clgh)
chemokine (C-X-C motif) ligand 4 (Uxcld)

chemokine (C-C motif) ligand 12 (Cclll)

(D12 antigen (Cdl3)

lysomyme (Lyss)

Fc receptor, IgE, high affinity I, gamma pelypeptide (Feerlg)

serum amyloid A 3 (3aal)

chemokine (C-X-C motif) ligand 2 (Cxcll)

Figura 13 - Perfil de expresséo dos genes ativados dos animais AIRmax e sobrerrepresentados
para os temas biolégicos de resposta inflamatoria, resposta imune e quimiotaxia.
Os experimentos de microarranjos foram feitos com “pools” de RNA de 6 animais
em cada grupo. As cores representam o0s niveis de expressédo altos (vermelho) e
baixos (verdes) dos animais controles e 48 apds perfusdo da orelha.
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Tabela 3 - Categorias funcionais sobrerrepresentadas nos genes reprimidos dos animais

AIRmax em relag&o aos controles.

Categorias N° de EASE

Funcionais Gene score

Bonferroni

Genes ldentificados

Transporte 51 4.89e-004

Crescimento 85 6.22e-003
celular e/ou

manutencao

Sinalizacao
Celular 11 4.67e-003

Organogenesis 26 5.12e-003

2.79e-002

3.86e-002

5.01e-002

5.01e-002

Rassf9, Slc7al, Atp2b2, Chic2,
Eif4enifl, Kcne3, Ppp3ca, Gphn,
Ap3s2, Ank, Amph, Klhl7, Slcola4,
Acot6, Kctd7, Syt2, Rims2, Sv2a,
Tmem177, Mist8, Cacng6, Snhap91l,
Tmem104, Elmol, Lca5, Slc6a2,
Slc20a2, Abca5, Ncaml, Abcc5,
Scn9a, Lgals8, Vtila, Sytll, Slco5al,
Sicla4, Clcal, Slc24a3, Kcng4,
Slc24al, Rab38, Dctn4, Trpcl,
Grin2a, Grid2, Kctd15, Slc25a13,
Hps4, Kif20a, Slcola5, Map4k2.

Rassf9, Decr2, Frk, Slc7al, Atp2b2,
Chic2, Eif4enifl, Krt33a, Kcne3,
Cbx7, Ppp3ca, Krt86, Krt33b, Krtl5,
Gphn, Ap3s2, Ank, Amph, Extl1, Klhl7,
Cttnbp2, Slcola4, Ereg, Acot6, Kctd7,
Arhgapl0, Syt2, Rims2, Sv2a, Asah2,
Tmem177, Mist8, Cacng6, Dst,
Nampt, Sosl, Snap9l, Tmeml104,
Elmol, Lca5, Sic6a2, Slic20a2,
Abcab5, Nfib, Clstnl, Neb, Nck2,
Ncaml, Tspan5, Abcc5, Scn9a, Aifll,
Pard3b, Lgals8, Vtila, Sytll, Slco5al,
Myocd, Slcla4, Kif20a, Nr6éal, Bmp6,
Slcolab, Map4k2.

Dlg2, Tacl, Amph, Rims2, Sv2a,
Nampt, Slc6a2, Clistnl, Ncaml,
Grin2a, Grid2.

Hopx, Gphn, Otor, Fgfr2, Ank, Itga4,
Extl, Ereg, Pbx1, Slitrk6, 1125, Sntal,
DnaseZ2a, Nfib, Tspan5, Cux1, Myocd,
Hes6, Bclllb, Utrn,Tnnt3, Ankrd17,
Bmp6, Boc, Sigirr, Lhx2.
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AGEWCOURT 12770820 WIH MGC 126 cDHA clone IMAGE: 20ZGE576 5!

dystonin (Dst)

deoxyribonuclease II precursor mPIA

potassium channel tetramerisation domain containing 15 (Ectdls)

synaptetagmin-like 1 (Sytll)

solute carrier family € (neurctransmitter transporter, noradrenalin), member I (3lc&al)

chloride channel calcium actiwvated 1 (Clcal)

E0Z22E704F1 WCI_CGAP Maml cDIMA clone IMAGE: 4359821 5!

nuclear recepteor zubfamily £, group A, member 1 (Hrfal)

whlEellxl Soares_mamrmary_gland TLMMG cDFA clone IMAGE:S75840 2'.

chromobox homolog 7 (Chx7)

tescalcin iTesc)

ATP-binding cassette, sub-family & (AECLl), member 5 (Abcal)

H-acylsphingosine amidohjydrolase I (Asahl)

epiregul in (Ereg)

premature mEIMA for mFLJO0O0OZL pretein

UI-M-BH2-axg-a-01-0-UI=l OIH EMAP M 34 cDNA clone WI-M-BHIZ-axg-a-01-0-7I 2'.

Mmasculus mPMA for mouse hair acidic 2

Mmuxculus mPHA for hair keratin, mihE

12 days embryo eyeball cDI&, EIKEN clone:DZ30017C05 product:hypothetical protein, full insert sequence
0 dajy neonate skin cDFA, RIEEN clome:2£22408AC0 product:weakly similar to PEROKISOMAL ACYL-CCEMNZYME A THIOESTER
RIEEN cDFA Z210015J09 gere (Z210015J05Eik)

adult male tongue cDIA, RIEEN clone:2300005E02 product:hypothetical Microbodies C-terminal targeting signal con
"wallelSzl Soares thymwms ZNBMT cDNA clone IMAGE: 1328288 5' similar to TR:Q14215 Q14I15 NEBULIN ;.
adult male cerebellum cDFA, REIFKEN clone:l500004E04 product:transient receptor protein 1, full insert zequence
ATP-binding cassette, sub-family C (CPFTR/MEP), member 5 (AbccS)

1& days neonate cerehellum cINA, BEIEEN clone: SE20005I06 product:hypothetical protein, full insert segquence
synaptic wesicle glycopretein Z a (3wla)

peptidylglycine alpha-amidating monocoxygenase CO0H-terminal interactor (Pamci)

solute carrier family 24 (sodium'potassium/calcium exchanger), member 3 (3lcZdal)

wolTellrl Stratagens mouse skin (#927213) cDNA clone IMAGE: 1020780 5'.

Z-d-dienoyl -Coensyme A reductaze I, peroxisomal (Deczl)

EIFEN cDNA 2810002017 gene (I810002CLTRik)

solute carrier family 1 (glutamate/neutzral amino acid transporter), member 2 (31clad)

adult male testis cDNA, EIEEN clone: 352050ZE0L1 product: cysteine-rich hydrophobic domain 2, full insert sequence
adult male acrta and wvein cDHA, RIEEN clone:AS30021G08 product:unknown EST, full insert sequence
ATPase, Cat+ transporting, plasma membrane 2 (AtplhZ)

adult female wvagina cINA, RIFEN clone:S8230005012 product:similar to WEPRILYSIN-LIFKE FEPTIDASE GAMMA [Mur mmzcul
kinesin family merber I0A (KifZla)

potassium voltage-gared channel, Isk-related subfamily, gens 2 (Ecnel)

amphiphys in § Amph)

adult male olfactory brain cDNA, RIFEN clone: £420501M74 product:unclassifiable, full insert sequence
mitogen activated protein kinase kinase kinase kinase I (Mapdkl)

myocardin (Myocd)

E day= neonate head cDNA, BIEEN clone: 54204030721 product:unkneown EST, full insert sequence

adult male liver tumor cDIA, RIFKEN cleone:C7230018L0G product:unclassifiable, full insert sesquence
RIEEN 1£ days embryo head cDHA clone Cl20058W1E 2!

programmed cell death 1 ligand Z (Pdcdllgl)

adult male tongue cDNA, RIEEN clone:Z210085F22 product:unknown EST, full insert sequence

keratin complex 1, acidic, gene 15 (Hrtl-15)

fibroblast growth facter receptor I (Fgfrl), transcript wariant 1

EIEEN 2 days neonate thywaz cDHA clone AE20052M0OL 2

H4055H07-3 HIA Mouse 74K cDIA Clone Set cDNA clone HA05SHDT 2!

RIEEN adult male olfactory bulb DA clene §4205I8E05 2!

UTI-M-EH2-avs-h-11-0-UIl=1l WIH EMAP M 34 cDNA clone UI-M-BHZ-awvs-h-11-0-T1 2'.

HEZZECLZ-2 HIA Mouxe Unigue Gene Jet Verszion I cDIA clone HIZIECLZ 2!

LOS42F05-2 HIA Mouse Newborn Hidney cDNA Library (Long) cDHA clene NIA:LOS42F08 IMAGE: 20004156 2
mxS5c07zl Soares mouse INLM3 cDNA clone IMAGE: E1558E 5'.

activated spleen cDMA, RIEEN clone: FE20002GL2 product:unknown EST, full insert sequence

type III sodium-dependent phosphate tranzporter (8lcl0al) mBETA

1é days neonate cerebellum cDHA, BIEEN clone:SE20054E02 product:unknown EST, £full insert sequence
"Soares thymmas ZNLMT cDWA clone IMAGRSSS004318Z2 ; IMAGE: 1254347

EIFEEN 1l£ days neonate cerebellum cDIA clene SE20002H14 2!

madleldxl Soarex mousxe p2NMELS.5 cDHOA clene IMAGE: 212182 2'.

mxllh0lyl Stratagens mouse skin (F927312) cDNA clone IMAGE:E0EE72 5'.

adult male aorta and wein cDHA, RIEEN clone:AS20051E17 product:unknown EST, full insert sequence

12 days embryo head cDFA, RIFEEN clone: 2010022024 product:unknown E3T, full insert segquence

AGENCOURT 578475% updated HIH MGC 127 cDHA clorne IMAGE: £425712 2

adult male corpera quadrigemina cDNA, RIEEN clene:B220270I07 product:unknown EST, full insert sequence
synaptotagmin  (Syel)

solute carrier family Z4 (=odium/potassium/calcium exchanger), member 1 (31cZfal)

glutamate receptor, ionetropic, WMDAIA (epxilon 1) (Grinla)

zolute carrier organic anion transportezr family, membezr laS (3lcelal)

adult male kidney cONA, BRIFEN clone: 0810022012 product: & protein heta subunit-like, full insert sequence
synaptosomal ~associated protein 91 (dnap%l)

EIEEN adult male hypothalamuas cDHA clone AZZ0010EDS 2!

TI-M-EHZ-arl-d-05-0-UIzl HIH EMAP M 84 cDHA clone UI-M-BH2-arl-d4-05-0-UI1 5!

potassium channel tetramerization domain containing 7 (Ketdl)

lectin, galactexe binding, soluble & (Lgals=d)

zolute carrier organic anion tranzporter family, member lad (3lcolad)

RIFEN cDHA 4520421E1l gene (4520421B11Rik)

mEMA similar teo adaptor-related protein complex 2, sigma 2 subunit (cDFA clone MGC: 35521 IMAGE:2705410)
UI-M-C&e0p-him-d-06-0-UIsl HNIH EMAP ERet4 52 cDONA clone UI-M-CEOp-him-d-06-0-UI 2'.

adult male testis cDNA, RIEEN clone:4537447314 product:unknosm EST, full insert sequence

calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit £ (Cacngf)

12 days embryo eyeball cDIA, RIFKEN cleone:DI30035L1G product:unknown EET, full insert sequence

bone morphogenetic protein & (Bmpt)

Figura 14 - Perfil de expressdo dos genes reprimidos dos animais AIRmax e
sobrerrepresentados para 0s temas biol6gicos transporte, crescimento
celular e organogénese. Os experimentos de microarranjos foram feitos com
“pools” de RNA de 6 animais em cada grupo. As cores representam o0s
niveis de expressao altos (vermelho) e baixos (verdes) dos animais controles
e 48 apos perfuséo da orelha.
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Tabela 4 - Categorias funcionais sobrerrepresentadas nos genes ativados dos animais

AIRmin em relacdo aos controles.

Categorias N° do
Funcionais Gene EASE score Bonferroni Genes ldentificados
Fos, Fcerlg, Cxcl14, Itgb2,
lI1b, Mefv, Pf4, Cxcl12, Cxcl2,
Ccl7, Ccl3, Ccl20, Ccl2,
Reposta 27 3.826-009 3.56e-006 10039, Myd8s, Pla2gr, Cer2,
L. Ccrl, Dock?2, Cxcl1, Cd14, TIr7,
Inflamatéria
Tnfrsfla, Tgfbl, Rac2 ,Racl,
Ccl19.
Map2kl, Cxcl14, Itgb2, Il1b,
Cyr6l, Pf4, Cxcll6, Cxcll12,
Taxia 21 2.85e-007 2.66e-004  Cxcl2, Ccl9, Cel7, Cclb, Cel3,
Ccl20, Ccl2, Cxcr7, Ccr2, Ccri,
Dock2, Nipa2, Ccl19.
Stl4, Atplal, Arpclb, Actr3,
Itghb2, Ptk2, Aldoa, Actr2,
Actn2, Actcl, Yars, Stat3,
Pafahlb2, Pafahlbl, Tpm3,
- Tspan3, Cxcll2, Hmmr, Crk,
Motilidade 33 7.27e-006 6.79e-003
Astn2, Cnn2, Ccr2, Corola,
Celular

Arpc5, Actn4, Sdcbp, Ttn,
Ppap2c, Thbs4, Rac2, Racl,
2900073G15Rik, Pten.
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smdecan binding protein {3dehp)

BdZ-related (3 bhotul imm substrate 1 (Bacl)

BAZ-relaced €3 hatul inwn swbstrate 1 (Bacl)

chemokine (C-C motif) ligand £ (Cclf]

3100 caleiwn binding protein A8 (calqranulin B) (31008
chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (Cxelll), transeript variang 1
calciuwy calmodul in-dependent protein kinase 11, delta (Cankid)
nen inprinted in Puder'UilliHngelmm syndrame 2 homolog (human| (Tipal)
phospholipase AZ, qrowp VII (platelet-activating factor acetylhydrolase, plasma) (Plalql)
Hediterzanean fever (Mefv)

BiS-related (3 botulimm substrate 2 (Racl)

chemokine (C-X-C motif) ligand 14 (Cxclld)

Ten wBA for comnectin/titin UZA-PIVE

INA sequent, Chr 3, ERATO Dai 789, expressed (D3Brtd78%|
toll-like receptor 7 (T127)

chemokine (C-C motif) receptor I (Cexl)

chemokine (C-C motif) ligand 20 (CelZ0)

TBJ oxteosarcoma oncogens (Foy)

inteqrin heta 2 iltghl)

chemokine (C-C motif) ligand § (Ccld)

chenokine (C-C motif) receptor 1 (Cerl)

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (Cxell)

chemokine (C-C mobif) ligand 7 (Cel?)

chemokine (C-C motif) ligand 3 (Ccld)

tumor necrosis factor receptor superfamily, menber la (Tnfrsfla)
nitogen activated protein kinase kinase 1 (HapZkl)

nitogen activated protein kinase kinase 1 (HapZkl)

chemokine (C-C motif) ligand 19 (CclLS)

chenokine (C-X-C motif) ligand 4 (Cxcld)

LI3 nETA

chemokine orphan receptor 1 {Inkorl)

chemokine (C-X-C motif] ligand 1€ (Cxcllf)

transforming growth factor, heta 1 (Tgfhl)

K0324511-3 NIA Mouse Hematopoietic dtem Cell (Lin~f c=Kit+/Sca-1¢) cONK Library (Long) cDUA clone NI&:K0524011 TMAGE: 200£716¢ 3"
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type L (Prpnl)

RIFEY cDUA B2301Z0HZD qene (BZJ0LZ0HZIRikK)

cysteine rich protein 61 (Cyrfl]

nyeloid differentiation primary response gene 80 (Mydid)
chemokine (C-C motif) ligand I (Cell)

Fe receptor, Igf, high affinity [, gama polypeptide (Feerly)
(D14 antigen (Cd14)

ingerlekin 1 beta (I11b)

chemokine (C-X-C motif) ligand 2 (Cxell)

Perfil de expressdo dos genes ativados dos animais AIRmin e
sobrerrepresentados para os temas biolégicos de resposta inflamatéria, e
taxia. Os experimentos de microarranjos forma feitos com “pools” de RNA
de 6 animais em cada grupo. As cores representam 0s niveis de expressao
altos (vermelho) e baixos (verdes) dos animais controles e 48 apés perfusao
da orelha.
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Tabela 5 - Categorias funcionais sobrerrepresentadas nos genes reprimidos dos animais
AIRmin em relacdo aos controles.

Categorias

Funcionais

N° do

Gene EASE score Bonferroni

Genes ldentificados

Contracao

Muscular

Modificacdo

de Proteina

Motilidade

Celular

Ciclo de
Ubiquitina

15 1.87e-006 1.18e-003
59 2.05e-005 1.30e-002
24 2.32e-005 1.47e-002
13 6.37e-005 4.04e-002

Atp2a2, Tcap, Kcnmal, Kcnal,
Caldl, Smpx, Myl2, Utrn,
Rock2, Ttn, Scnda, Tpml,
Tnntl, Tnni2, Tnnil

Ube2gl, Hs2stl, Frk, Cdcl4b,
Prkagl, Ppmla, Ernl, Parp8,
Wwp2, ltch, Map4k3, Erbb4,
Epha4, Acvr2b, Kat2b, AbI2,
D10Wsu52e, Igflr, Ccdc39,
Spnb2, Dyrkla, Ubeda, Carml,
Huwel, Pkn2, Ube2d3,
Ube2d2, Myst4, Csnkld, Ptplb,
Nedd4, Dusp1l6, Dusp1l5,
Duspl8, B3gnt2, Vrk3, Eif2ak4,
Stkd4, Rock2, Rockl, Ehbpl,
Ube2k, Ube2e3, Ube2r2, Padi6,
Smad2, Rps6ka3, Tgfbr2,
Birc6, Stk35, Rorl, Camk2d,
Mapk14, Map3k5, Map2k7,
Ptprk, Ptprg, Pt,
B230120H23Rik.

Atp2a2, Tcap, Kcnmal, Kcnal,
Epha4, Enah, Caldl, Pafahlbl,
Elmol, Smpx, Myl2, Tspan5,
Ppap2b, Utrn, Rock2, Sdcbp,
Ttn, Scnda, Tpml, Tnntl,
Tnni2, Tnnil, Mtss1, Srgapl

Ube2gl, Wwp2, Itch, Ube4a,
Huwel, Ube2d3, Ube2d2,
Nedd4, Ehbpl, Ube2k, Ube2e3,
Ube2r2, Birc6
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Min exp
Min exp

w105£04r Joares manmary gland ThMMG cONA clone IMAGE: 963185 5'.

(DC14 cell division cycle 14 homelog B (3 cezevisiae) (Cdcldh)

RIFEN 13 days embryo male testis cDNA clone £030445K1L 3'

nb3dellrl Soares mouse plMFLE. 5 cDIA clone IMAGE: 222142 §5'.

wyosin, light polypeptide 2, requlatory, cardiac, slow (Myll)

mndie0fxl Beddington mouse embryonic region cDA clone IMAGE:J2874f 2'.

E0SZ0B0S-2 NIA Mouze Hematopoietic dtem Cell (Lin-/ c-Kit+/ 3ca-1+) cDUA Library (Long) cDUA clone NIA:EDSZ0B0Y IMAGE:200£5780 2!
RIFEN adult male pituitary gland cDNA clone 5330424AZ0 3!

adult male colon cDNA, RIKEN clone:90300LEHLS product:weakly similar to 1310082013RIK PROTEIN [Mus musculus], full insert sequence
troponin I, skeletal, slow 1 (Tnnil)

wmEZhilxl Stratagens mouse Tcell 937211 cDNA clone IMAGE: 1002887 2'.

13 days enbryo male testis cDNA, RIFEN clone:8020473L02 product:wnknown EBT, full insert sequence

HI084610-3 NIA Mouse 1JK cDNA Clone et cDNA clone HI0G4G10 3!

wwdBh0ixl Soares manmary gland ThMMG cONA clone IMAGE:1146161 2'.

titin-cap (Teap)

LLZinlZ712T7 Hematepoietic Stem Cell Subtracted Library Mus smsculus cDIA 5!

KQ955205-20 NIA Mouse Neural 3tem Cell (Undifferentiated) cDNA Library (Long) cINA clome NIA:KO955A0S IMAGE:2003847¢ 2!
KDEL5A03-2 NIA Mouse Hematopoietic Stem Cell (Lin-/c-Kit-/3ca-1+) DA Library (Long) cDA clone NIA:EDELSA0Z IMAGE: 20070178 2!
{USTBL/E) pancreatic islet library with recombination-bazed method cDNA clone mik28028 2!

C0G2L605-3 NIA Mouse Blastocyst cDNA Library (Long) cINA clone WIA:COG31GDS IMAGE: 20028012 3!

PP alpha I mENA

C0L145E11-2 NIA Mouse E75 Extraembryonic Portion cDNA Library cDNA clone CD143BLL 2!

"Joares_thymus CNLHT cDNA clone IMAGpSSB00421GZ ; IMAGE: 12£4247"

mitogen activated protein kinase kinase 7 (Maplk7)

1f days neonate heart cDWA, RIEEN clone:DE30007IZZ product:unknowm EST, full insert secquence

1E days neonate thymwms IR, RIEEN clone: AL200LZNZD product:unknown EST, full insert sequence

1E days enbrye lung cDWA, RIFEN clone:84204L7B0E product:hypethetical protein, full inmert sequence

I days neonate thymus thymic cells cDNA, RIFEN clone:E43002ZE14 product unclassifiable, full insert sequence
H3075B02-3 UIA Mouse 15K cDNA Clone Bet cDNA clone HI07SEOZ 3!

KOT07D0E-3 NIA Mouse Hematopoietic Stem Cell (Lin-/c-Kit-/3ca-1-) cINA Library (Long) cDN& clone NIA:E0T07D0E IMAGE: 30074248 3!
0 day neonate cerebellum cDNA, RBIFEN clone:CI20047C07 product:unknown E3T, full inzert sequence

16 days enbryo head cDN&, RIFEN clone:C130032H0Z product:unknowm EST, full insert sequence

(67481 Mouse fertilised one-cell-embryo cINA cDNA clone JOZ4EFOT 3!

mah§7c02xl Soares thymms ZNLMT cDNA clone IMAGE: 2874378 2'.

4 days neonate male adipose cINA, RIKEN clone:B43021ZB02 product:METASTASIS SUPFRES30R FROTEIN homolog [Homo sapiens], full insert sequen
uydGaldel NI CGAP Ludl cDNA clone IMAGE:2££160F 2'.

wulfgllxl Soares manmary gland TMMG cINA clone IMAGE: 1145554 2'.

wpidcOfyl Joares thymms INMLMT cDNA clome IMAGE: 572040 5'.

vIZ8E08x]l Stratagens mouse Tcell 527211 cDWA clone IMAGE: 9725735 2'.

LOOL0FL0-3 WIA Mouse ELZ5 Female Mesonsphros and Gonads cDNA Library cDHA clone LOOLOFL0 2'.

HBZZECLZ-2 NIA Mouse Unique Gene 3ot Version I cDNA clome HOZZECLZ 3!

RIKEN adult male gall bladder cDNA clome GE200TLM1S 3!

small muzcle protein, X-linked (3mpx)

COZE4C08-2 NIA Mouse 73-dpc Whole Embryo cDWA Library (Long) cDNA clone NIA:COZE4C05 IMAGE: 2001728 3!

(05435 Mouse fertilised one-cell-embryo cINA cDNA clone JOZOOCLL 3!

vsl%h04rl Barstead mouse irradiated colon MPLEE7 cDNA clome IMAGE: 1128711 5'.

UT-M-BHY-and-h-10-0-UIs1 NIH BUAP M 34 cDNA clone UI-M-BHI-and-h-10-0-UT 2'.

UI-H-C60p-hnl=g=06=0-UlrL TIH BMAP Fetd 32 cDNA clone UI-M-CG0p-bnl-g-0E-0-UI §'

dual specificity phosphatase 16 (Dusplé]

troponin T1, skeletal, slow (Tnntl)

0 day neonate eyeball cDUA, RIEEN clone:E120201F17 preduct:unclassifiable, full inzert sequence

viT8glirl Enowles Jolter mouse hlastocyst Bl cINA clone IMAGE: 835208 §'.

9 days enbryo whole body cDNA, RIEEN clone:D000E2ELY product: unknown EST, full insert sequence

K0541E10-2 NIA Mouse Hematopoietic Stem Cell (Lin-/c-Kit+/ 3ca-1+) <IN Libzary (Long) cDFA clone NIA:E0541B10 IMAGE: 20087787 2!
li-day embryo whole body cDFA, RIFEN clone: 111000107 product:unknown E3T, full inzert sequence

mddh08xl Stratagens mouse melanoma (#92721%) cDWA clone IMAGE:ES52209 27,

mdlelixl Joares_thymus ZMLMT cDNA clome IMAGE:£41534 2'.

K0301E04-3 NIA Mouse B5- dpe Whole Enbryo cDNA Library (Long) cDNA clone NIA:KQS01E0Z IMAGE: 20073482 3!

H3085805-3 NIA Mouse 15K cDNA Clone Set cDWA clone HI085E0S 3!

0320590871 TCT CGAP Mamd cDNA clone IMAGE: 5251220 3

vaccinia related hinase 2 (Vikd)

ntElellyl Joares_thymms INMLMT cDNA clome IMAGE:£2441C 5'.

vo§4£10r] Barstead mouse irradiated colon MPLEET cDNA clene IMAGE:1052738 §'.

Figura 16 - Perfil de expressdo dos genes reprimidos dos animais AIRmin e
sobrerrepresentados para o0s temas bioldégicos contracdo muscular,
modificagdo de proteinas e mobilidade celular. Os experimentos de
microarranjos foram feitos com “pools” de RNA de 6 animais em cada
grupo. As cores representam os niveis de expressdo altos (vermelho) e
baixos (verdes) dos animais controles e 48 apés perfusdo da orelha.
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Os dados relatados nas tabelas 2, 3, 4 e 5 mostram os diferentes grupos
funcionas expressos nas linhagens AIRmax e AIRmin.

Os animais AIRmax apresentaram uma modulacdo dos genes ativados nos
grupos de processos biolégicos responsaveis pela resposta inflamatoria, resposta
imune inata, resposta a estimulos bibticos, resposta a injaria, quimiotaxia, estimulos
externos e a células de adeséao.

Nesta mesma linhagem, os genes reprimidos identificados fazem parte de
grupos funcionais envolvidos no transporte de ions de célcio, crescimento celular
e/ou manutengdo, sinalizacdo celular, organizacdo de organelas, resposta a dor e a
processos bioldgicos.

Os animais AIRmiIn apresentaram uma menor quantidade de genes ativados,
com poucos grupos bioldgicos ativos: resposta inflamatoéria, taxia e motilidade
celular. Os genes reprimidos encontram-se nos grupos bioldgicos de contracao
muscular, modificacdo de proteina, motilidade celular, e ciclo de ubiquitina
finalizando com transcricdo de DNA.

Foram analisados também o0s processos biolégicos dos genes
sobrerrepresentados nos cromossomos 1 e 14. No cromossomo 1 0s animais
AIRmax apresentaram repressao nos processos de transporte (Slco5al, Tmeml177,
Syt2), crescimento celular e/ou manutencao (Slco5al, Dst, Tmem177, Syt2, Nck2,
Pard3b), morfogéneses (Hes6, EIf3, Pbx1) e organogénese (Hes6, EIf3, Pbx1).

Os animais AIRmiIn apresentaram repressao nos processos de contracao
muscular (Tnnil), modificacdo de proteina (Erbb4, Epha4, Abl2), mobilidade celular
(Epha4, Enah, Tnnil), transcricdo (Elk4, Ivnslabp, Pbx1, Crebl, Cops5, Ncoa2,
Ccnt2, Kdm5b, Pard3b) e regulacdo da transcricdo do DNA (Elk4, Pbx1, Crebl,
Copsb5, Ncoa2, Ccnt2, Kdm5b, Pard3b).

No cromossomo 14 encontramos repressdo de genes nos camundongos
AIRmax em morfogénese e organogénese (Slitrk6, 1125) e nos AIRmin, nas
categorias contracdo muscular e mobilidade celular (Kcnmal), modificagcdo de
proteina (Ptprg, Myst4) e transcricdo (KIfl12, Egr3, Ebf2, Myst4, Hmbox1, Rarb,
Zdhhc?20).

Os genes ativados na linhagem AIRmax sobrerrepresentados no cromossomo
1 nos processos biolégicos de resposta inata (Fcerlg, Fcerla, Cd84, Ifi202b, Ncf2,
Sell, Fcgr3), resposta para estimulos bidticos (Cd84, Ifi202b, Ncf2, Sell, Fcgr3,
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Fcerlg, Fcerla), resposta a patégenos e a parasitas (Ncf2, Fcerlg, Fcerla), reposta
a injuria (Ncf2, Fcerlg, Fcerla), quimiotaxia (Itgbh2, Lspl), resposta para estimulos
externos (Cd84, Ifi202b, Ncf2, Sell, Fcgr3, Fcerlg, Fcerla), resposta a estresse
(Ncf2, Fcerlg, Fcerla), células de adesdo (Sell, Cadm3, Col6a3) e catabolismo
(Cflar, Ncf2, Capn2).

No cromossomo 14, os genes sobrerrepresentados pertencem as categorias:
resposta de defesa (Cd84, Ifi202b, Ncf2, Sell, Fcgr3, Fcerlg, Fcerla), resposta a
estimulos bidticos (Dnajc3b, Stabl, Nfatc4), resposta a patdégenos e parasitas
(Nfatc4), resposta a injuria (Nfatc4) e resposta a estimulos externos (Dnajc3b, Stabl,
Gjb6, Gjb2, Nfatc4).

Os animais AIRmin apresentaram genes ativados no cromossomo 1 para
resposta a estresse (Ncf2, Fcerlg, Fcerla), células de adesdo (Cadm3, Col6a3,
Sell) e catabolismo (Cflar, Ncf2, Capn2), ao passo que no cromossomo 14, 0s genes
pertencem as categorias: resposta a estresse (Nfatc4), catabolismo (Cmal, Mcpt4) e
células de adesao (Stabl).

Com o resultado da analise de expressao génica global foi possivel organizar
figuras que apresentam os genes sobrerrepresentados das linhagens AIRmax e
AIRmin em relacdo aos seus controles nos cromossomos 1 e 14.

Os genes candidatos encontrados Slcllal e Ang 1, (cromossomo 1 e 14
respectivamente), foram os que apresentaram QTL mais significativos para a
regeneracao tecidual no trabalho de De Franco et al. (2007).

No cromossomo 1, 150 genes encontram-se sobrerrepresentados, sendo 43
genes somente na linhagem AIRmax, 73 na linhagem AIRmin e 24 em ambas as
linhagens. No cromossomo 14 um total de foram 79 genes sobrerrepresentados,
sendo 20 genes na linhagem AlIRmax, 51 na linhagem AIRmin e 8 em ambas as
linhagens.

As figuras 17 e 18 apresentam a posicAdo que estes genes ocupam no
cromossomo em mega bases (MB), sdo considerados ativados 0s genes que
expressaram valores acima de 2,00 e reprimidos 0s genes com valores abaixo de

0,5, este valores foram encontrados pelo protocolo de expresséo global.
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Cromossomo 1

Posic&o Animais

Genes Simbolo (MB) Max exp/cont. | Min exp/cont
interleukin 1 receptor, type Il 111r2 40141613 2,53
Solute carrier family 9 (sodium/
hydrogen exchanger),member 2 Slc9a2 40738557 0,27
POU domain, class 3, transcription
factor 3 Pou3f3 42753991 2,85
non-catalytic region of tyrosine
kinase adaptor protein 2 Nck2 43502596 0,45
RIKEN cDNA 1500015010 gene 1500015010Rik 43787539 3,53 2,34
RIKEN cDNA 1700029F09 gene 1700029F09Rik 44143458 2,44
signal transducer and activator of
transcription 1 Statl 52176282 2,06
glutaminase Gls 52222427 2,02
major facilitator superfamily domain
containing 6 Mfsd6 52714301 0,41
serine/threonine kinase 17b
(apoptosis-inducing) Stk17b 53812356 2,24
ankyrin repeat domain 44 Ankrd44 54702184 0,31
heat shock protein 1 (chaperonin
10) Hspel 55145161 5,65 0,33
raftlin family member 2 Rftn2 55227003 0,24
Nggl interacting factor 3-like 1 (S.
pombe) Nif3I1 58502472 2,16
family with sequence similarity 126,
member B Fam126b 58584077 2,33
CASP8 and FADD-like apoptosis
regulator Cflar 58770130 2,53
par-3  partitioning  defective 3
homolog B (C. elegans) Pard3b 61685817 0,48
neuropilin 2 Nrp2 62749891 0,29
cAMP responsive element binding
protein 1 Crebl 64579378 2,54
V-erb-a erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 4 (avian) Erbb4 68086540 0,32
rcdl (required for cell differentiation)
homolog 1 (S. pombe) Rgcdl 74552632 2,39
phospholipase C, delta 4 Plcd4 74589463 0,24
Eph receptor A4 Epha4 77363760 0,23
monoacylglycerol O-acyltransferase
1 Mogatl 78508466 2,78 2,40
family with sequence similarity 124,
member B Fam124b 80195281 0,41
ArfGAP with FG repeats 1 Agfgl 82836058 2,10
RIKEN cDNA A030005L19 gene A030005L19Rik 82909900 0,14

Figura 17 - Genes sobrerrepersentados nas linhagens AIRmax e AIRmin no cromossomo 1.
Genes expressos nas linhagens AIRmin (vermelho), AIRmax (azul) e em ambas
(verde).
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Cromossomo 14

Animais
Posicéo Max Min
Genes Simbolo (MB) exp/cont. exp/cont

musculoskeletal, embryonic nuclear protein 1 Mustnl 31692726 2,07
stabilin 1 Stabl 31952203 5,01
translocase of inner mitochondrial membrane
23 homolog (yeast) Timm23 32993352 2,09
anthrax toxin receptor-like Antxrl 34866656 2,00
ERO1-like (S. cerevisiae) Eroll 45903996 2,07
cyclin-dependent kinase inhibitor 3 Cdkn3 47380216 2,50
cornichon homolog (Drosophila) Cnih 47395345 2,15
mitogen-activated protein kinase 1 interacting
protein 1-like Mapklipll 47917989 3,19
discs, large homolog-associated protein 5 Dlgap5 48007454 2,39
exocyst complex component 5 Exoch 49631818 0,33
eosinophil-associated, ribonuclease A family,
member 4 Ear4 50125641 2,04
ajuba Jub 55186309 3,50
interleukin 25 1125 55551608 0,49
transmembrane 9 superfamily member 1 Tm9sfl 56254803 0,49
magnesium-dependent phosphatase 1 Mdpl 56276743 0,12
leukotriene B4 receptor 2 Ltb4r2 56380761 3,55
receptor-interacting serine-threonine kinase 3 Ripk3 56403834 4,03 3,39
chymase 1, mast cell Cmal 56560288 3,17
mast cell protease 4 Mcpt4 56678581 3,09
poly (ADP-ribose) polymerase family, member
4 Parp4 57190783 0,37
paraspeckle protein 1 Pspcl 57341286 2,08
zinc finger, MYM-type 5 Zmym5 57409425 0,37
gap junction protein, alpha 3 Gja3 57654497 2,41
gap junction protein, beta 2 Gjb2 57717455 6,10
gap junction protein, beta 6 Gjb6 57742140 2,17
zinc finger, DHHC domain containing 20 Zdhhc20 58451539 0,27
spermatogenesis associated 13 Spatal3 61252877 2,85
C1q and tumor necrosis factor related protein 9 C1qgtnf9 61386971 0,48
ADP-ribosylation factor-like 11 Arlll 61928590 6,57 3,37
emopamil binding protein-like Ebpl 61959587 2,20
cathepsin B Ctsb 63741302 2,08
family with sequence similarity 167, member A Faml67a 64055292 2,65 2,60
L-threonine dehydrogenase Tdh 64111184 3,35
homeobox containing 1 Hmbox1 65441055 0,29
zinc finger protein 395 Zfp395 65994231 0,49
PDZ hinding kinase Pbk 66424748 3,39
BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3-like Bnip3l 67604077 0,50
early B-cell factor 2 Ebf2 67852129 0,49
early growth response 3 Egr3 70477252 0,26
bridging integrator 3 Bin3 70499952 2,04
fibronectin type Il domain containing 3A Fndc3a 72937760 0,40
lysophosphatidic acid receptor 6 Lpar6 73637702 0,23
zinc finger CCCH type containing 13 Zc3h13 75684180 0,45 0,29
component of oligomeric golgi complex 3 Cog3 76102158 0,31
general transcription factor IIF, polypeptide 2 Gtf2f2 76296744 0,28
leukocyte cell derived chemotaxin 1 Lectl 80037500 2,61 2,67

Figura 18 - Genes sobrerrepersentados nas linhagens AIRmax e AIRmin no cromossomo
14. Genes expressos nas linhagens AIRmin (vermelho), AIRmax (azul) e em

ambas (verde).
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As regides proximas de 70 mega bases foram mais significantes para 0 nosso
estudo, pois € onde esta localizado o gene Sicllal, no cromossomo 1.
Encontramos a expressao de alguns genes importantes como o Stat 1 ativado em
AIRmin, CASP8 (Cflar) ativado em AIRmax, proteina de heat shock 1 (Hspel)
expressa em ambas as linhagens, sendo ativados em AIRmax e reprimidos em
AIRmiIn. Estes genes estdo ligados ao processo de apoptose e ll1r2 ativados em
AIRmin que codifica para a citocina IL-1 que é um medidor inflamatoério. Os genes
encontrados sdo importantes tanto para a resolucdo da inflamacdo como para o
reparo e regeneracgao.

No cromossomo 14, o gene candidato Ang 1 esta localizado a 51 mega bases
e proximo a ele encontramos genes como Lectl, que esta envolvido no processo de
quimiotaxia, ativado em ambas as linhagens. Fndc3a é um dominio de fibronectina
reprimido em AIRmin e envolvido no processo de reparo, ao passo que Egr3, que

atua sobre o inicio da resposta de crescimento, também esta reprimido em AIRmin.

4.6 Andlise de expressdo génica por meio de reagbes  de gPCR

Para validar os resultados obtidos pelo experimento de microarray, alguns
genes diferencialmente expressos foram testados em experimentos de PCR em
tempo real.

Para o desenvolvimento destes experimentos foram utilizados animais das
linhagens AIRmax e AIRmin, submetidos ao protocolo de inducdo de injlria nos
periodos de 24 e 48 horas.

Os genes escolhidos para a realizacado destas reagdes foram: Cxcl2, Tnfa,
Tgfb, Il1b, 118rb e MmMp9. Os primers escolhidos para 0s experimentos apresentaram
uma eficiéncia préxima de 100%. As amostras foram normalizadas através da
subtracdo do valor do gene constitutivo ciclofilina (chamado de ACt) e calibradas
através da subtracdo do valor de ACt dos animais AIRmin controle, também
chamado de calibrador comum. Os resultados a seguir estdo expressos através da

formula 2744,
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4.6.1 Niveis de expressdo génica para Cxcl2

Nos niveis de transcritos para o gene Cxcl2 podemos observar um aumento
gradativo em sua expressdo nos animais AlRmax, dobrando o valor de sua
expressao de um periodo para o outro durante os dois tempos estudados (24 e 48
horas).

Os animais AIRmin também apresentaram um aumento na expressao deste
gene, mas a diferenca encontrada é de 600 vezes mais em 48 horas do que em 24
horas. Esses animais apresentaram uma diferenca na expressao de quase 3 vezes

mais em 48 horas com relacdo aos animais AIRmax (figura 19).
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Figura 19 - Expressao relativa do gene Cxcl2 a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneracdo tecidual e controle. Foram
utilizados um n de 4 animais para cada periodo. Resultados expressos em
média aritmética + desvio padrdo. * p<0,05 — entre animais-controle e
experimentais.

4.6.2 Niveis de expressdo génica para Tnfa

Na figura 20 podemos avaliar os niveis de transcritos para o gene Tnfa.

Observamos que os animais AIRmax (periodo de 24 horas )apresentam 2 vezes
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mais expressao em relacdo ao seus controles e em 48 horas, niveis de expressao
40 vezes maiores do que os controles.

Os animais AIRmin, por sua vez, apresentam uma maior expressado de
transcritos para este gene no periodo de 48 horas, chegando a 1700 vezes mais do

gue os controles e experimentais com 24 horas.
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Figura 20. Expresséo relativa do gene Tnfa a partir do cDNA obtido das orelhas de animais
submetidos ao protocolo de regeneracéo tecidual e controle. Foram utilizados
um n de 4 animais para cada periodo. Resultados expressos em média
aritmética + desvio padréo. * p<0,05 — entre animais-controle e experimentais.

4.6.3 Niveis de expressédo génica para Tgfb

O gréfico da figura 21 relata os transcritos expressos do gene Tgfb. No
periodo de 24 horas, € possivel observar que tanto os animais-controles como
experimentais nos dois periodos (24 e 48 horas) de ambas as linhagens,
apresentam uma expressao semelhante e muito préxima de niveis basais (cerca de
1).

Os animais AIRmin apresentam um grande aumento na expressdo deste

gene em 48 horas, sendo de quase 350 vezes mais do que seus controles.
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Figura 21. Expresséo relativa do gene Tgfb a partir do cDNA obtido das orelhas de animais
submetidos ao protocolo de regeneracédo tecidual e controle. Foram utilizados
um n de 4 animais para cada periodo. Resultados expressos em média
aritmética + desvio padrdo. * p<0,05 — animais-controle e experimentais.

4.6.4 Niveis de expressédo génica para ll1b

A expressdo dos niveis de transcritos para o gene |18 apresentaram um

aumento de 10 vezes nos animais AIRmax experimentais no periodo de 24 horas

em relagcdo aos seus controles. Em 48 horas estes animais apresentam uma

expressdo 370 vezes maior do que seus controles.

O animais AIRmin apresentam um aumento em seus niveis de transcricdo de

5 vezes no periodo de 24 horas em relagdo aos seus controles. Em 48 horas, esta

diferenca € de 90 vezes mais transcritos. Diferente do que foi visto para os genes

Cxcl2 e Tnfa, os animais AIRmax apresentaram uma maior expressdo em relacao

aos animais AIRmin em 24 horas (Figura 22).
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Figura 22. Expresséao relativa do gene Il1b a partir do cDNA obtido das orelhas de animais
submetidos ao protocolo de regeneracao tecidual e controle. Foram utilizados
um n de 4 animais para cada periodo. Os resultados foram expressos em média
aritmética + desvio padrdo. * p<0,05 — entre AIRmax e AIRmin # p<0,05 —
animais-controle e experimentais.

4.6.5 Niveis de expressao génica para l18rb

A expressao do gene II8rb nas linhagens de camundongos AIR apresentou
maiores niveis nos animais AIRmax experimentais em relacdo aos seus controles, e
também em relacdo aos animais AIRmin (figura 23), como visto no perfil de
expressao do gene de Il1b (figura 22).

Os animais AIRmax apresentam uma expressdo 3 vezes maior do que 0s
animais-controle para o gene lI8rb no periodo de 24 horas, ao passo que 0s animais
AIRmIn apresentam uma expressao duas vezes maior do que seus controles para o
mesmo periodo.

No periodo de 48 horas foi possivel observar que os animais AIRmMax
apresentam um aumento de 300 vezes do transcrito em relacdo aos animais-
controle, sendo que os animais AIRmin mostram um aumento de 180 vezes no

mesmo periodo.

68



Resudtados

I8 rb
400-
I *
£ 3007 Bl ARmax
o 3 AIRmin
1% 2004 *
)]
(7]
Q
g— 1004
1]
C L) L) _*_ L) L)
O O & & & &
N N N\ AN
DAV

Figura 23. Expresséao relativa do gene 118rb a partir do cDNA obtido das orelhas de animais
submetidos ao protocolo de reparo tecidual e controle. Foram utilizados um n de 4
animais para cada periodo. Os resultados foram expressos em média + desvio
padrdo. * p<0,05 — entre AIRmax e AIRmin # p<0,05 — entre camundongos
controle e experimental.

4.6.6 Niveis de expresséo génica para Mmp9

Na figura 24, pode-se observar a expressdao do gene Mmp9. Os dados
mostram que os animais AIRmax apresentam uma expressao de 1,5 vez a mais do
gue seus controles no periodo de 24 horas, e 0s animais AIRmin, uma expressao de
2 vezes mais transcritos do que os animais-controle no mesmo periodo. Este perfil
aumenta bastante em 48 horas, quando os animais AIRmax mostram uma
expressao de 74 vezes mais transcritos e os animais AIRmin, uma expressao de 40

vezes mais em relacdo aos animais-controle.
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Figura 24. Expresséo relativa do gene Mmp9 a partir do cDNA obtido das orelhas de
animais submetidos ao protocolo de regeneragdo tecidual e controle. Foram
utilizados um n de 4 animais para cada periodo. Os resultados foram expressos
em média aritmética + desvio padrdo. * p<0,05 — entre animais-controle e
experimental.

A validacdo da expressdo génica global foi estabelecida pela expresséo

génica por gPCR através da correlagdo de Pearson (r=
representados na tabela 8.

TABELA 6 - Correlagfes entre as expressdes génicas obtidas no qPCR e microarray de

orelha induzida ao processo de regeneracao tissular.

0,88;

P<0,001)

Genes Correlacdo de Pearson (r)
l11b 0,67
Tgfb 0,90
[18rb 0,50
Mmp9 0,82
Cxcl2 0,86
Tnfa 0,55
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5 DISCUSSAO

Em seres humanos, o processo de reparo do tecido apds trauma ou cirurgia
pode levar a formacdo de uma cicatriz. Nos vertebrados, a lesdo da pele inicia uma
série de eventos, incluindo inflamacdo, formacdo de novos tecidos e
remodelamento, que levam a uma reconstrugdo parcial da zona danificada
(CHETTIBI e FERGUSON, 1999). Porém, uma répida reparacdo da lesédo é
essencial como parte de um processo para estancar o sangramento e diminuir o
risco de infeccdo (METCALFE et al., 2006).

No processo de reparo participam fibroblastos e células inflamatorias,
ocorrendo a formacao de novos capilares incorporados em uma matriz extracelular
frouxa (EMC) de colageno, fibronectina, acido hialurénico e glicosaminoglicanos
(GAGs). Com o tempo, o colageno é reorganizado em feixes orientados
regularmente e alinhados ao longo das linhas de tensdo da cicatrizagdo. O
remodelamento ocorre em seguida, e a medida que progride, ha uma reducao
gradual da celularidade e vascularizacdo do tecido a ser reparado, 0 que resulta na
formacao de uma cicatriz de colageno (FERGUSON e O'KANE, 2004).

A regeneracdo, ao contrario do processo de reparo, leva a formacdo de
blastema e & substituicAo completa das estruturas lesadas, culminando em uma
restauracdo total da funcéo dos tecidos. Curiosamente, a regeneragao ocorre
frequentemente em locais do corpo que poderiam ser considerados nao-essenciais e
ja ha algum tempo se pensava que este processo era exclusivo de invertebrados,
vertebrados inferiores e fetos. Mas Clark, Clark e Heber-Katz (1998) descreveram o
modelo de regeneragdo tecidual a partir de uma perfusdo na orelha de
camundongos da linhagem MRL/MPJ. Neste modelo, os autores realizaram um
orificio de 2 mm nas orelhas dos animais MRL/MPJ e apo0s 4-5 semanas o tecido
lesionado encontrava-se completamente regenerado, ao passo que nos animais da
linhagem C57BL/6, os orificios nas orelhas permaneceram e nao regeneraram.

A genética em torno deste fendbmeno tem sido estudada por diversos autores.
Para isso, 0 mapeamento de QTL foi realizado por McBrearty et al. (1998). Esta
metodologia demonstrou que o0s genes candidatos para a regeneracdo da orelha

estavam presentes em varios cromossomos dos camundongos, mas a identificacao
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de todos os genes de regeneracao € tarefa dificil (MASINDE et al., 2001, 2006;
HEBER-KATZ et al., 2004, YU et al.,, 2005). Outros estudos sugerem que 0S
componentes do sistema inflamatorio podem desempenhar um papel importante na
regeneracao e no processo de reparacao (LI et al., 2001; GAWRONSKA-KOZAK,
2004).

Assim, a regeneracéo de tecido em orelha é susceptivel de ser controlada por
uma multiplicidade de fatores. Estes incluem ndo apenas as cascatas de sinalizacao
celular, mas também a sintese de nova cartilagem, a regeneracdo de nervos,
deposicdo de glicosaminoglicanas e matriz extracelular no mesénquima e o
desenvolvimento de estruturas semelhantes ao blastoma primitivo (METCALFE et
al., 2006; HEBER-KATZ e GOUREVITH, 2009.

De Franco et al. (2007) observaram resultados semelhantes aos de Heber-
Katz et al. (2004, 2009) com as sub-linhagens de camundongos AIRmax e AIRmin,
homozigotas para os alelos R ou S do gene Sicllal, que foram produzidas através
de cruzamentos assistidos por genotipagem. Os camundongos da sub-linhagem
AIRmax>® possuem uma capacidade regenerativa comparavel as linhagens de
camundongos MRL, sugerindo uma interacdo dos alelos R e S do gene Slcllal com
os loci reguladores da resposta inflamatéria em relacdo ao fenotipo de regeneracao
de tecidos.

Para o presente trabalho utilizamos o mesmo modelo de injaria de 2 mm
descrito anteriormente em linhagens AIR e observamos que a linhagem de
camundongos AIRmax apresenta um perfil de regeneragéo tissular semelhante ao
encontrado em camundongos MRL/MPJ, demonstrando uma completa regeneracao
do tecido injuriado apds 45 dias. Ja os animais AIRmin apresentaram um perfil
semelhante aos animais C57BL/6, 0os quais apresentaram reparo da injuria mas néo
regeneracao completa do tecido, confirmando o estudo anterior.

Nesta primeira fase avaliamos o melhor periodo para ser estudado dentro da
fase de inflamacdo aguda. Através de cortes histolégicos (figura8) foi possivel
observar o infiltrado celular em ambas as linhagens no periodo de dois dias,
caracteristico do processo inflamatério.

Os animais AIRmax apresentaram um influxo celular similar aos animais
AIRmin as 48 horas apoés a injuria e uma regeneracdo completa com 45 dias apos

formacdo de neo-nucleos de cartilagem, sem alta deposicdo de colageno (sem a
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formacao decicatriz). Estes animais foram selecionados para resposta inflamatéria
aguda a particulas de poliacrilamida injetado por via subcutédnea, para o qual
apresentam diferencas de influxo de neutrdfilos (IBANEZ et al., 1992). No entanto o
estimulo provocado pela perfuracdo na orelha ndo mostrou diferencas histologicas
significativas, provavelmente devido ao fato destes animais ndo terem sido
selecionados para este fenatipo.

A formacdo de edema foi mais intensa nos animais AlIRmax, sendo
caracterizado pelo extravasamento anormal de liquidos do plasma para os espacos
intersticiais. Os resultados (figura 9) mostram a formacédo de edema apos 24 horas
da injuria e um aumento significativo deste, ap6s 48 horas, nos animais AIRmax em
relacdo aos animais AIRmin, novamente sem diferenca expressiva entre machos e
fémeas.

O edema observado nos animais AIRmax foi congruente com as observacgdes
anteriores, visto que estes animais foram selecionados para alta resposta
inflamatoria e apresentam o mesmo comportamento frente ao agente selecionador
(particulas de poliacrilamida) (IBANEZ et al., 1992; RIBEIRO et al., 2003).

No estudo realizado com as sub-linhagens da sele¢céo AIR, homozigotas para
o alelo R de resisténcia ou para o alelo S de susceptibilidade do gene Slcllal, os
resultados foram semelhantes aos encontrados nas linhagens AIRmax e AIRmin,
diferenciando no terceiro dia de experimento os animais AIRmax>°. Estes animais
exibiram edemas maiores do que os animais AIRmax"®, sugerindo uma modulacao
do alelo S do gene Sicllal na formacao de edema (CANHAMERO, 2009).

Outro aspecto importante do processo inflamatério estudado foi a detec¢éo da
enzima mieloperoxidase (considerada um marcador indireto), que pode ser
relacionada ao influxo de neutrdéfilos no tecido injuriado, fenbmeno caracteristico da
fase de inflamacdo aguda. Porém, ndo foi feita uma contagem celular diferencial,
mas apenas foi verificada a diferenca de resposta entre linhagens. Os experimentos
(figura 10) mostraram que 24 horas apoés a injuria inicia a migracdo de neutroéfilos
ativados para o local inflamado, verificando-se um aumento na sua quantidade até
72 horas, quando ocorre 0 apice desta migracdo nos animais AIRmax em relagcéo
aos AIRmin.

Este quadro inverte-se somente no periodo de 48 horas, quando os animais

AIRmin apresentaram uma maior quantidade da enzima MPO em relacdo aos
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AIRmax como em protocolos anteriores, nao foram encontradas diferencas
significativas entre machos e fémeas.

Ribeiro et al. (2003) demonstraram em seu trabalho que a alta resposta
inflamatoria observada nos animais AIRmax € resultado da soma de elementos do
processo de selecdo genética: capacidade destes animais de produzir um maior
namero de neutrofilos, alta producdo de fatores quimiotdticos no exsudato
inflamatorio e resisténcia a apoptose espontanea dos neutréfilos extravasados ao
sitio inflamataorio.

Os dados apresentados mostram que a resposta inflamatdria descrita pelo
protocolo de particulas de poliacrilamida injetadas no dorso do animal é quase
similar a resposta apresentada pelo protocolo de perfusdo na orelha, ou seja,
independente da estrutura do tecido lesado (METCALFE et al., 2006), a resposta
inflamatoéria para o inicio do processo de regeneracdo tissular ocorre de forma
semelhante.

Esta resposta também foi confirmada pelo trabalho de Canhamero (2009), no
qual os camundongos AIRmax>° apresentaram também maiores niveis da enzima
MPO durante 6, 48 e 96 horas de experimento. Houve uma inversédo desta resposta
somente com 24 horas, quando os animais AIRmax™® exibiram niveis mais altos da
enzima. A explicacdo seria a influéncia dos genes reguladores da inflamacgéo, os
quais modulam a resposta para outro estimulo além das particulas de poliacrilamida.

Na etapa seguinte, ap0s a caracterizacdo do periodo inflamatério, o objetivo
foi analisar a expressao génica global, dando continuidade aos resultados obtidos no
trabalho de De Franco et al. (2007). Para tanto, passamos a estudar a existéncia de
genes que modulam tanto o fendtipo de regeneracdo quanto a resposta inflamatoria
aguda e a verificar a existéncia de alguns destes genes nos cromossomos 1 e 14, a
partir de genes candidatos.

Os estudos de expressdo génica global por microarray foram realizados
através de transcritos de DNA obtidos a partir das orelhas dos animais
experimentais (48 horas ap0s a injuria no tecido) e controles das linhagens da
selecao de inflamacgao (AIR).

Recentemente, experimentos de microarray realizados com camundongos
das linhagens AIRmax e AIRmin, estimulados com particulas de poliacrilamida e

utilizando células de medula 6ssea, indicaram varios genes diferencialmente
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expressos, como Slcllal, Angl, IL8rb, Vegfa, Vegfb, Fgfl, IL10, Csf3r, Alox12,
Fgfl8, Icam2, IL9r, Itga2b, Itgh3, Mpo, Ccl3, Ccl8, Ccl9, Ptgis e Stat3, todos
envolvidos no processo de angiogénese e na inflamacdo (CARNEIRO et al., 2009).

Através deste estudo (figura 11) foi possivel observar que a linhagem AIRmin
possui um maior numero de genes ativados e reprimidos (1086 e 1145,
respectivamente), quando comparado a linhagem AIRmax (794 e 528
respectivamente).

A sobrerrepresentacdo desses genes foi agrupada em categorias (grupos
bioldgicos), o que auxiliou a identificar se os genes encontrados apresentavam uma
expressao referente a resposta inflamatéria aguda ou a processos envolvidos na
regeneracdo. Observamos que nos animais AlRmax existe uma
sobrerrepresentacdo dos genes ativados nas seguintes categorias: resposta
inflamatoria, resposta imune e quimiotaxia. Para os genes reprimidos, os temas
bioldgicos sobrerrepresentados foram: transporte de ions de calcio, crescimento
celular e/ou manutencéo, sinalizacéo celular e organizacao de organelas.

Os animais AIRmin apresentaram genes ativados sobrerrepresentados nas
categorias funcionais de resposta inflamatdria, taxia e mobilidade celular. J& os
genes reprimidos agruparam-se em: contra¢cdo muscular, modificacdo de proteina e
ciclo de ubiquitina.

Ambas as linhagens apresentaram categorias funcionais sobrerrepresentadas
dos genes ativados para a resposta inflamatoria, fato este que pode ser explicado
pelo processo de selecdo desses animais e pelo estimulo dado (IBANEZ et al.1992;
RIBEIRO et al., 2003).

Os genes mais expressos para resposta inflamatoéria foram: Fos, Fcerlg,
Cxcl14, Itgb2, ll1b, Mefv, Pf4, Cxcl12, Cxcl2, Ccl7, Ccl3, Ccl20, Ccl2, S100a9,
Myd88, Pla2g7, Ccrl, Ccr2, Dock2, Cxcll, Cd14, TIr7, Tnfrsfla, Tgfbl, Rac2, Racl e
Ccl19, sendo estes envolvidos em diversas outras categorias, como resposta imune
inata, sinalizacdo de transducao positiva, organizacdo de citoesqueleto, quimiotaxia,
regulacdo da proliferacdo celular, células de adesdo, células de migracao,
desenvolvimento de células dendriticas, endocitose e no processo de regeneragao.

Os resultados evidenciam que as linhagens AIRmax e AIRmin possuem
ativacdo em comum de genes relacionados a resposta inflamatoéria, quimiotaxia e

regeneracao.
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Através de analises pelo programa EASE foi possivel observar quais os
genes ativados presentes no cromossomo 1 (Fcerlg, Fcerla, Cd84, Ifi202b, Ncf2,
Sell, Fcgr3, Itgh2, Lspl, Cflar, Capn2, Cadm3 e Col6a3) e no cromossomo 14
(Nfatc4, Dnajc3b, Stabl. Cmal e Mcpt4) dos animais AIRmax. Os animais AIRmin
apresentaram os genes Ccl20, Fcerlg, Cxcr7, Nek2, Mcm3, Actr3, Arpcb, Statl,
Mcm3 e G0s2 no cromossomo 1 e no cromossomo 14, Bin3.

Nos animais AIRmax os genes reprimidos no cromossomo 1 foram os
seguintes: Slco5al, Tmem177, Syt2, Slco5al, Dst, Nck2, Pard3b, Hes6, EIf3, Pbx1,
Hes6 e Pbx1 e no cromossomo 14, Slitrk6 e 1125. Os animais AIRmin apresentaram
no cromossomo 1 os genes reprimidos a seguir Tnnil, Erbb4, Epha4, Abl2, Enah,
Elk4, Ivnslabp, Pbx1, Crebl, Cops5, Ncoa2, Ccnt2, Kdm5b e Pard3b e no
cromossomo 14, Kcnmal, Ptprg, Myst4, KIf12, Egr3, Ebf2, Myst4, Hmbox1, Rarb,
Zdhhc20, KIf12, Egr3 e Ebf2.

Varios genes candidatos nos cromossomos 1 e 14 foram encontrados
ativados ou reprimidos nas duas linhagens proximos aos detectados anteriormente
(DE FRANCO et al.,, 2007). No cromossomo 1, préximo ao gene Sicllal,
encontramos 0s genes Statl, Casp8 (Cflar) e Hspel, que estdo envolvidos na
apoptose celular, processo importante tanto para a resolugdo da resposta
inflamat6ria como no inicio da regeneracéo tissular. Encontramos também o gene
[I1r2 ativados em AIRmin que codifica para a citocina IL-1 que é um medidor
inflamatorio significativo. No cromossomo 14 préximo ao gene Angl, encontramos
0s genes: Lectl, envolvido no processo de quimiotaxia, Fndc3a, dominio de
fibronectina envolvido no processo de regeneracdo e Egr3, que atua sobre o inicio
da resposta de crescimento. Estes resultados confirmam a hipotese inicial deste
trabalho sobre a existéncia de genes envolvidos nos fendtipos de resposta
inflamatdria e regeneracdo nos cromossomo candidatos e indicando quais seriam
alguns deles.

ApOs a analise de expressao génica global, foi realizado gPCR para validacéao
deste teste. Para isso, primers com eficiéncia de 100% foram escolhidos, por
estarem envolvidos nos processos de inflamacdo aguda, como: ll1b e Tnfa que séo
as principais citocinas da imunidade inata, e na regeneragcdo como Cxcl2 — II-8rb,
Tgfb e Mmp9..

76



Discussio

Analisando cada gene, sabe-se que Cxcl2 codifica a quimiocina CXCL2
(também considerada a IL-8 murina) (BUCKLEY, 2003; SMITH et al.,, 2008),
apresenta atividades pro-inflamatdrias e participa da via de sinalizacdo de Nfkb
(PENG et al., 2010). O gene 1I8rb, no qual se ligam as quimiocinas CXCL2 e CXCL1,
€ expresso em neutréfilos e células endoteliais pds-vasculares, pode ser encontrado
em monadcitos/macréfagos, linfocitos e queratinécitos (KUKULSKI et al., 2010). A
expressdo dessas quimiocinas também esta associada aos processos de
regeneracao tecidual e angiogénese (ZHAO et al., 2004; KAGARI et al., 2007). A IL8
pode ser encontrada em altos niveis no periodo pés-inflamatério de tecidos
traumatizados (FERGUSON e O’KANES, 2004).

Os resultados obtidos para o gene Cxcl2 (figura 19) mostram um aumento
gradativo em sua expressdao em ambas as linhagem. No entanto, a diferenca
encontrada é de 600 vezes mais em 48 horas para os animais AIRmin em relacao
aos AIRmax. O resultado esperado seria uma maior expressdo em AIRmax, por ser
esta uma quimiocina envolvida na fase aguda da inflamacéo, processo que evidente
nos animais AIRmax. Este dado mostra que durante o processo inflamatério os
animais AIRmin também apresentam um elevado infiltrado celular, ocorrendo um alto
recrutamento celular (RIBEIRO et al., 2003) Porém este infiltrado ainda é menos
eficiente em sua resolugdo do que visto nos animais AIRmax, j& que os animais
AIRmin demoram mais tempo para resolver a inflamacéo e ndo apresentam ter uma
regeneracao completa.

Para os transcritos do gene lI8rb (figura 23), os animais AIRmMax
apresentaram maiores niveis em relagdo aos seus controles (300 vezes mais em 48
horas) e aos animais AIRmin (180 vezes mais, em 48 horas) nos dois periodos,
como visto no perfil de expressédo do gene Il1b. Este resultado esta de acordo com o
esperado, pois 0s animais AIRmax apresentam uma maior quantidade de neutrofilos
ativados no periodo inflamatério (RIBEIRO et al., 2003). Assim, ha uma maior
expressdo de citocinas e quimiocinas nestes animais, 0 que ocasiona um aumento
no recrutamento celular. Acredita-se que esta caracteristica (elevado processo
inflamatorio), bem como a rapida resolugéo da inflamacao dos animais AIRmax seja
uma das razdes que levam a uma regeneracéo eficiente e completa, sem formacao

de cicatriz.
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O gene Tnfa, juntamente com ll1b sdo primordiais na resposta inflamatoria,
pois codificam para as principais citocinas envolvidas no recrutamento de neutréfilos
e mondcitos para o local da infec¢ao, sendo produzidas por neutréfilos e macréfagos
(VAN DEN BERG, 2000).

O Tnfa estimula a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e
moléculas de adesd@o em leucocitos e células endoteliais. Além dessa funcéo regula
0 metabolismo extracelular da matriz, reduzindo a sintese de colageno, com a ajuda
de metaloproteases de matriz (NAH e RHEE, 2009). Participa da via de ativacdo do
NFKB, a ativacdo desta via pode ser feita sé pelo TNF ou sinergicamente com a IL-
1B (PENG et al., 2010).

Os resultados dos niveis de transcritos para o gene Tnfa (figura 20)
apresentaram uma alta expressao nos animais AIRmin, chegando a 1700 vezes a
mais do que 0s seus controles no periodo de 48 horas. Os animais AIRmax
evidenciram uma expressao 40 vezes maior em relacdo seus aos controles. Esta
alta expressdo nos animais AIRmin € um dado interessante, pois era esperado o
contrario. No entanto, este dado pode dar indicios de quais sdo 0s mecanismos que
levam a falta de regeneracdo nesses animais. Em altas quantidades, o TNFa, pode
aumentar a liberacdo de citocinas, quimiocinas e moléculas de adeséo, gerando um
grande influxo celular no local da injaria e uma alta reducdo na sintese de colageno
(NAH e RHEE, 2009), ocasionando um retardo no processo de regeneracao
tecidual.

O gene ll1b codifica a citocina proé-inflamatéria IL-18, envolvida na
diferenciacéo e proliferacdo de células B e T, producdo de anticorpos, ativacao de
células endoteliais e de osteoclastos, aumento da liberacdo de citocinas,
hematopoese e producdo de proteinas de fase aguda, entre outras funcbes. A
producdo destas citocinas esta associada principalmente aos mondcitos/macréfagos
no tecido e liquido sinovial (MCINNES e SCHETT, 2007; SZEKANECZ e KOCH,
2007). Atuam molecularmente através de duas vias classicas, sendo elas: a via
MAPK, especialmente pela ERK,p38, e JNK, bem como a via NFKB (SAKLATVALA,
2006; PENG et al., 2010).

Os animais AIRmax apresentaram em seus transcritos do gene Il1b (figura
22) um aumento de 10 vezes no periodo de 24 horas em relagéo aos seus controles

e em 48 horas, a expressao foi 370 vezes maior. Os animais AIRmin apresentaram
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um aumento em seus niveis de transcricdo de 5 vezes no periodo de 24 horas e de
90 vezes em 48 horas. Por ser a IL1- B uma citocina expressa por mondcitos e
macrofagos na fase aguda da resposta inflamatoria, estas diferencas indicam um
aumento maior no influxo celular com 48 horas nas duas linhagens, ocorrendo assim
uma maior producdo da citocina. Este resultado j& era esperado nos animais
AIRmax em relacdo aos AIRmin devido ao processo de selecdo, no qual os
primeiros apresentam um maior recrutamento e infiltrado celular no local injuriado
(RIBEIRO et al., 2003).

O gene Mmp9 codifica para a metaloproteinase MMP9 (também conhecida
como gelatinase B), secretada por polimorfonucleares e de papel relevante para a
invasdo de tumores. A MMP9 pode degradar o colageno da membrana, (o que induz
a migracao celular) e degradar a matriz extracelular, invadindo assim os tecidos
circundantes. Esta degradacdo € importante no processo de regeneragdo para a
formacao do blastema (GOUREVITICH et al., 2003; LOU et al., 2009). Sua producgéo
pode ser estimulada por fatores de crescimento e citocinas. Tem papel importante
nos processos inflamatorios e na regeneracgao tissular, pois participa da remocéo de
tecidos, sendo necessaria para a angiogénese, migracdo de fibroblastos,
queratindcitos e epitelizacdo do local (GOUREVITICH et al., 2003; BJARNSHOLT et
al., 2008).

Em seu trabalho, Gourevitich et al. (2003) mostraram a importancia das
metaloproteinases MMP-9 e MMP-2 e seus TIMPs (inibidores teciduais de
metaloproteases) para o processo de regeneracéo tissular da orelha em linhagens
de camundongos MRL e C57B6, evidenciando o papel de uma alta expressédo da
MMP9 para a degradacdo da matriz e regeneracao da orelha dos animais MRL sem
formacéao de cicatriz.

No periodo de 24 horas (figura 24), os animais AIRmax apresentaram uma
expressao do gene Mmp9 de 1,5 vezes a mais do que seus controles e no mesmo
periodo, os animais AIRmin apresentaram uma expressdo de 2 vezes mais
transcritos. Este perfil aumentou bastante em 48 horas: os animais AIRmMax
mostraram uma expressdo de 74 vezes mais transcritos e os animais AIRmin
apresentaram uma expressao 40 vezes maior em relagcdo aos animais-controle.

O perfil de expressao da MMP9 vai ao encontro com o que foi visto para ll1b e

[18rb e também esta de acordo os resultados de Gourevitich et al. (2003), no qual os
79



Discussio

animais MRL, semelhantes em termos de regeneracdo aos AIRmax, apresentam
maiores niveis de transcritos para este gene, demonstrando que MMP-9 é
importante no processo de regeneracao sem cicatriz.

O TGF-B é uma citocina multifuncional que controla a proliferacdo e
diferenciacéo celular na maioria das células. E secretada por plaquetas, fibroblastos
e macrofagos, células estas que estdo localizadas na injuria (WERNER e GROSE,
2003).

Durante a regeneracao o TGF-B pode desempenhar um papel importante na
supressdo da sintese de citocinas e quimiocinas, e € um mediador-chave na
transicdo da inflamacao para fibrose. Trabalhos com esta citocina, relacionada ao
reparo cardiaco, tém mostrado que injecbes de TGF-B reduzem a isquemia
miocardica mediada por citocinas proé-inflamatérias (como TNF-a) na fase
inflamatoria e colaboram na regeneracdo do miocéardio. A inibicdo da sinalizacdo do
TGF-B por um receptor de TGF-B Il resulta na redugdo do remodelamento. Suas
principais funcdes sado: efeitos angiogénicos, reducao na expressao de moléculas de
adesao, desativacdo de macrofagos, repressdo de quimiocinas e citocinas,
diferenciacdo de miofibroblastos, proliferacédo de fibroblastos e sintese de proteinas
da matriz extracelular (NAH e RHEE, 2009).

Os niveis de Tgfb (figura 21) foram proximos aos basais no periodo de 24
horas. Contudo, os animais AIRmin apresentaram um grande aumento na expressao
deste gene em 48 horas, tento sido de quase 350 vezes maior do que seus
controles.

Ao contrario do Tnfa, a alta expressao de Tgfb pode gerar uma supressao nas
citocinas e quimiocinas que sao importantes na fase de inflamacéo aguda para atrair
neutrofilos e macrofagos para o local da injuria, prejudicando o processo de
regeneracao do tecido. Isto pode levar a uma alta deposi¢cdo de coldgeno e matriz
extracelular no local, gerando reparo, mas com provavel formacao de cicatriz.

Os dados obtidos neste trabalho ndo séao suficientes para elucidar todas as
questdes que ainda existem sobre 0os mecanismos genéticos e celulares envolvidos
nos fendtipos de resposta inflamatéria aguda e regeneracdo. No entanto, 0s
resultados mostram que existe uma modulacdo de genes diferencialmente
expressos para os dois fendtipos (Resposta Inflamatéria e regeneracdo) nos

cromossomos candidatos (1 e 14), ajudando a compreender um pouco mais sobre
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interacdo génica, revelando a importancia do infiltrado celular nos dois processos e
direcionando novas abordagens de pesquisas com identificacao génica.
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Os animais AIRmax apresentaram melhor regeneracao tissular em relagcdo aos
animais AIRmin, regenerando completamente o tecido apds 45 dias, conforme

visto através de cortes histoldgicos.

Os animais AIRmax apresentaram uma maior formacao de edema com 48 horas
pos injuria. Os niveis da enzima MPO sugerem a presenca de neutrofilos
ativados no local lesionado e foram significativos nos animais AIRmax nos

periodos de 24 a 72 horas.

Andlise de expressao génica global realizada 48 horas ap0s a injuria na orelha
demonstrou que os animais AIRmin apresentaram 3 vezes mais genes ativados e

reprimidos quando comparados com 0s animais AIRmax.

Foram encontrados genes sobrerrepresentados em categorias funcionais. Os
animais AIRmax apresentam genes ativados nas seguintes categorias: resposta
inflamatoria, resposta imune inata e quimiotaxia. Os genes reprimidos
encontrados fazem parte de grupos funcionais envolvidos no transporte de ions
de célcio, crescimento celular e/ou manutencdo, sinalizacdo celular e

organizacao de organelas.

Nos animais AIRmin, os genes ativados fazem parte das seguintes categorias:
resposta inflamatéria, taxia e motilidade celular e os genes reprimidos, das
categorias contracdo muscular, modificacdo de proteina, motilidade celular e

ciclo de ubiquitina.

Os cromossomos 1 e 14 confirmaram a presenca de genes ligados aos fenotipos
de inflamacdo aguda e regeneracao tecidual pelo ensaio de expressao génica
global. Foram encontrados proximos ao gene candidato Slcllal no cromossomo

1 os genes: Statl, Casp8 (Cflar), proteina de heat shock 1 (Hspel) e Il1r2. E no

82



Conclusdes

cromossomo 14, préximo ao gene candidato Angl. os genes: Lectl, Fndc3a e
Egr3.

Os resultados encontrados nos experimentos de expressédo génica global foram
validados por reacdes de qPCR. Foi possivel observar uma maior expressao em
animais AIRmin para os genes Cxcl2, Tnfa e Tgfb, sugerindo que a alta
expressdo desses genes pode contribuir para um retardo no reparo, formacéo de
cicatriz e auséncia de regeneracgéo. A expressao dos genes ll1b, 118rb e Mmp9,
maiores para 0s animais AIRmax em 48 horas apdés injdria, sugerem que estes
genes contribuem para a produgcao de citocinas e quimiocinas, que ao serem
liberadas geram um maior infiltrado celular, uma resposta mais rapida e eficiente,

colaborando para o processo de regeneracao tissular sem formacéo de cicatriz.
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