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RESUMO 
 

GARCIA, L. V. Estudo de mecanismos regulatórios envolvidos na re generação 
tecidual em linhagens de camundongos geneticamente selecionados para 
máxima ou mínima resposta inflamatória aguda. 2010. 91 f. Dissertação 
(Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2010. 

 
Camundongos foram selecionados geneticamente para alta (AIRmax) ou baixa 
(AIRmin) resposta inflamatória aguda, sendo utilizados em experimentos de 
regeneração tecidual. Foi observado que AIRmax apresentam uma regeneração 
rápida do tecido da orelha em relação aos AIRmin, sugerindo a existência de loci 
reguladores comuns para ambos fenótipos de inflamação e regeneração do tecido. 
Neste estudo investigamos o fenótipo inflamatório e o perfil de expressão gênica 
global em AIRmax e AIRmin durante a fase inicial da regeneração do tecido da 
orelha. As metodologias empregadas foram: análise histológica, edema e níveis de 
MPO. A análise de expressão gênica global foi realizada com bioarrays CodeLink em 
animais-controle e experimentais no período de 48 horas após injúria. Para validar 
esta pesquisa, foi utilizado o PCR em tempo real. Os resultados de análise 
histológica mostram que AIRmax não só apresentam uma regeneração completa 
(sem formação de cicatriz nas superfícies epiteliais), como também apresentam 
formação de ilhas de cartilagem e glândulas sebáceas no centro da área 
regenerada. Os AIRmin não apresentam regeneração, não ocorrendo fechamento do 
orifício. Os resultados obtidos sobre edema de orelha e os níveis de MPO foram 
maiores em AIRmax quando comparados com AIRmin (P <0,001). A análise de 
expressão gênica 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 após a lesão. AIRmax e AIRmin apresentam uma 
alta modulação de genes sobrerrepresentados em temas biológicos para resposta 
inflamatória, adesão celular e quimiotaxia (Gene Ontology). No entanto, foi 
observado uma baixa modulação de genes sobrerrepresentados para o transporte 
em AIRmax e para taxia, contração muscular e ciclo de ubiquitina em AIRmin. Nas 
regiões próximas ao QTL anteriormente encontrado no cromossomo 1, foram 
observados genes diferencialmente expressos como Stat1, Casp8, Hspe1 e Il1r2, 
enquanto Lect1, Fndc3 e Egr3 foram detectados no cromossomo 14. Os 
experimentos com qPCR mostram uma alta expressão de Il1b, Il8rb e Mmp9 em 
AIRmax e Cxcl2, Tnfa e Tgfb em AIRmin. Concluímos que os animais AIRmax e 
AIRmin apresentam (nos cromossomos 1 e 14) genes inflamatórios diferencialmente 
expressos que podem estar envolvidos nos fenótipos de resposta inflamatória aguda 
e regeneração do tecido da orelha. 
 

 

Palavras-chave:  Resposta inflamatória aguda. Camundongos selecionados 
geneticamente. Regeneração tissular. Loci de traço Quantitativo. Expressão gênica. 
 



 

ABSTRACT 

 
GARCIA, L. V. Study of regulatory mechanisms involved in tissue r egeneration 
in mice selected for high or low acute inflammatory  response.  2010. 91 p. 
Master thesis (Immunology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São 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 Stat1, Casp8, Hspe1 and Il1r2 
genes were found, while Lect1, Fndc3 and Egr3 were detected on chromosome 14. 
qPCR experiments showed high expression of Il-1β, Il-8rb and Mmp9 in AIRmax and 
Cxcl2, Tnfa, and Tgfb1 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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1 INTRODUÇÃO 

 

A resposta a traumas em organismos complexos como mamíferos apresenta 

uma capacidade de reparo limitada (COSTA et al., 2009). Em mamíferos adultos, o 

processo de reparo ocorre pela substituição de células maduras, mas não de 

órgãos, e há formação de cicatriz, diferente do que é observado em invertebrados ou 

anfíbios (GOUREVITCH et al., 2003).  

O reparo e a regeneração tissulares são processos complexos. O primeiro envolve 

vários tipos celulares e mediadores que regulam a cicatrização sendo dependente 

de uma série de fatores, como: homeostase hermeticamente regulada, inflamação, 

síntese de matriz, proliferação e contração da injúria. A regeneração tissular por sua 

vez, envolve a formação de blastema e o remodelamento de tecido, restaurando as 

funções e a integridade, sem formação de cicatriz (ZINS et al., 2010).  

A resposta de mamíferos a lesões ocorre em três fases distintas, que se 

sobrepõem: inflamação, formação de um novo tecido e remodelamento.  

A primeira fase - inflamação - ocorre imediatamente após a lesão tecidual. 

Nela componentes da cascata de coagulação, vias inflamatórias e sistema 

imunológico são necessários para impedir a vazão do sangue em curso e perdas de 

fluidos. Nesta etapa, há remoção de células mortas dos tecidos para prevenir uma 

infecção. A homeostasia é alcançada inicialmente pela agregação de plaquetas, 

seguida pela formação de uma matriz de fibrina, que se torna uma estrutura de base 

para infiltração de células. Os neutrófilos são então recrutados para o local da 

injúria, em resposta à ativação do complemento, à desgranulação de plaquetas e de 

produtos bacterianos. Depois de 1 a 3 dias, monócitos aparecem na injúria e se 

diferenciam em macrófagos. Os quais são cruciais para coordenar os eventos finais 

de resposta à lesão (GURTNER et al., 2008)  

A segunda etapa - formação de novos tecidos - ocorre 3 a 10 dias após a 

lesão e é caracterizada por proliferação celular e a migração de diferentes tipos 

celulares. O primeiro evento consiste na migração de queratinócitos sobre a derme 

lesionada. Em seguida, há formação de vasos sanguíneos novos (um processo 

conhecido como angiogênese), e os novos capilares associados a fibroblastos e 

macrófagos substituem a matriz de fibrina com tecido de granulação, que forma um 
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novo substrato para a migração de queratinócitos em fases posteriores do processo 

de reparo. Os queratinócitos proliferam e quando maduros restabelecem a barreira 

do epitélio. Os reguladores positivos mais importantes da angiogênese são o fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGFA) e o fator de crescimento fibroblástico 2 

(FGF2, também conhecido como bFGF). A angiogênese pode também resultar no 

recrutamento de células progenitoras endoteliais da medula óssea. Na parte final 

desta fase, os fibroblastos (que são atraídos para próximo da injúria), se diferenciam 

em miofibroblastos. Esta última, são células contráteis e ao longo do tempo, 

aproximam as extremidades da injúria, fechando-a. Fibroblastos e miofibroblastos 

interagem e produzem matriz extracelular, principalmente na forma de colágeno, o 

que pode gerar a formação de cicatriz (GURTNER et al., 2008). 

A terceira fase - remodelamento - começa 1 a 3 semanas após a lesão e tem 

a duração de um ano ou mais. Durante esta fase, todos os processos ativados pós-

lesão cessam. A maioria das células endoteliais, macrófagos e miofibroblastos 

entram em apoptose ou saem do local da injúria, deixando uma massa que contém 

poucas células e que consiste principalmente de colágeno e outras proteínas de 

matriz extracelular. A interação mesênquima - epitélio mantém a integridade e 

homeostasia da pele, ocorrendo uma comunicação para manter outros tipos 

celulares na pele. Além disso, com 6 a 12 meses, a matriz é remodelada ativamente 

de um tipo principal de colágeno (tipo III da medula óssea) para predominantemente 

um composto de colágeno (tipo I). Este processo é realizado por metaloproteinases 

da matriz que são secretadas por fibroblastos, macrófagos e células endoteliais, e 

fortalece o tecido remodelado. No entanto, animais que não apresentam 

regeneração epimórfica do tecido (tipo de regeneração que ocorre em organismos 

menos complexos e anfíbios, nos quais um membro amputado pode ser totalmente 

regenerado, apresentando todas as funções e características apresentadas do 

membro perdido) não recuperam todas as propriedades presentes de antes da lesão 

(MARTIN, 1997; SINGER e CLARK, 1999; GURTNER et al., 2008; MONNACO e 

LAWRENCE, 2003)  

No processo inflamatório há uma grande quantidade de neutrófilos no local da 

lesão, realizando as suas funções fagocíticas, enzimáticas e respiratórias. 

Curiosamente, embora a migração de neutrófilos para a injúria seja considerada 

importante para o início do processo inflamatório, no controle de patógenos e 
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posterior reparo tecidual, estas células não são por si só, fundamentais para o 

processo de reparo da injúria, pois a regeneração do tecido ocorre na ausência de 

neutrófilos em feridas estéreis (AYALA et al., 2003). 

Assim, de acordo com Ayala et al. (2003), dois fatos têm chamado a atenção 

dos pesquisadores: a permanência prolongada de neutrófilos no foco inflamatório, a 

qual pode ser prejudicial ao processo de reparo tecidual (MOORE et al., 1999; 

WETZLER; KAMPFER; STALLMEYER, 2000), e a sua ausência ou diminuição, com 

possível repercussão benéfica na aceleração do reparo tecidual (DOVI; HE; 

DIPIETRO, 2004). 

Um estudo empregando camundongos neutropênicos (deficientes em 

neutrófilos) resultou em um reparo significativamente acelerado. A diminuição de 

neutrófilos não teve nenhum efeito no índice de colágeno, bem como não influenciou 

o número de macrófagos no local da injúria. Em camundongos diabéticos, o reparo 

foi otimizado pela diminuição de neutrófilos (DOVI; SZPADERSKA; DIPIETRO, 

2003). 

Posteriormente, com o avanço do processo inflamatório para a fase de 

formação de tecidos novos, o número de neutrófilos começa a diminuir e são 

suplantados pelo aumento do número de macrófagos. Estas células têm a 

capacidade de coordenar a transição da fase inflamatória para a fase proliferativa 

(AYALA et al., 2003). 

Macrófagos apresentam uma importante função não somente nas fases 

iniciais da resposta inflamatória (por serem capazes de se comunicar diretamente 

com as células do sistema inato, como os neutrófilos), como também na fase 

proliferativa, pela secreção de fatores de crescimento angiogênicos e fibrinogênicos, 

que reparam os danos no tecido (PLOWDEN et al., 2004). 

Os macrófagos, derivados de monócitos, secretam uma grande variedade de 

citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas em resposta a patógenos 

ou “alertas” produzidos pelo sistema imune. Dentre as citocinas secretadas estão as 

interleucinas 1alfa e beta (IL-1α e β), IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), interferon alfa e beta (IFN-α e β), fator β transformador de 

crescimento (TGF-β), fator estimulador de colônia de granulócitos e monócitos (GM-

CSF), fator estimulador de colônia de monócitos (M-CSF), e entre os fatores 
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angiogênicos, o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (PLOWDEN et 

al., 2004). 

Os macrófagos secretam também: a quimiocina CXCL8 (IL-8), oncogene 

relacionado a crescimento (GRO) e proteína-10 indutora de interferon gama (IP-10). 

Como fatores de coagulação, prostaglandina E2 (PGE2), leucotrienos, componentes 

do complemento, bem como reativos intermediários de oxigênio e de nitrogênio 

(PLOWDEN et al., 2004). Possuem a capacidade de produzir matriz proteolítica ou 

inibidores, que também desempenham um papel importante na fase de formação de 

novos tecidos, embora estes aspectos sejam dominados principalmente por 

fibroblastos, queratinócitos e células epidérmicas (AYALA et al., 2003). 

Uma linhagem de camundongos tem chamado muito a atenção dos 

pesquisadores, por evidenciar uma capacidade regenerativa tissular pouco 

observada em mamíferos. Diversos trabalhos de reparo e regeneração tecidual 

estão sendo realizados, nas quais a maioria utiliza a linhagem isogênica 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 regeneração da orelha, sem formação de cicatriz, ocorre apenas 

quando uma única injúria (modelo de perfusão na orelha) é realizada. Ao serem 

submetidos a uma segunda injúria (queimadura na orelha na região que foi 

perfurada), os animais mostraram um atraso no reparo do tecido e no 

desenvolvimento de miofibroblastos, seguido de um trauma severo e propensão 

para o desenvolvimento e doenças autoimunes, como lupus eritematoso. 

Os camundongos estudados frente às duas injúrias, não apresentaram 

regeneração tissular, mas deformações no local e alguns morreram devido à 

inflamação sistêmica. Exames patológicos mostraram um excessivo sequestro e 

infiltração de macrófagos e neutrófilos. Estudos histológicos apresentaram 

evidências de fibrose, formação de cicatriz ou inflamação crônica e necrótica. 

Acredita-se que estes eventos sejam as possíveis causas da ausência de 

regeneração. (ZINS et al., 2010). 

Reines et al. (2009) verificaram que os camundongos C57Bl/6J quando 

envelhecem apresentam regeneração semelhante aos camundongos da linhagem 
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MRL. Os animais jovens não possuem esta característica e não são capazes de 

regenerar o tecido. 

Estudos de co-segregação de fenótipos e genótipos entre as linhagens MRL e 

C57Bl/6J (B6) na população de segregantes F2 detectaram regiões cromossômicas 

(loci), também chamadas de loci de traços quantitativos (em inglês “Quantitative trait 

loci - QTL), envolvidas no controle da regeneração (MCBREARTY et al., 1998). 

Vários trabalhos mostraram que a interação aditiva dos loci e a não existência 

de um gene principal com herança dominante caracteriza este fenótipo como uma 

herança poligênica (MASINDE et al., 2001; MCBREARTY et al., 1998). 

Os estudos de Blankenhorn et al. (2003) para segregação demonstraram 

diferenças na capacidade de regeneração entre machos e fêmeas. 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 gênico para regeneração 

pode ser dependente da presença de hormônios sexuais e receptores para estes 

hormônios, influenciado pela presença ou ausência do cromossomo Y. O efeito da 

castração atua de maneira positiva em machos MRL, pois apresentam uma 

regeneração lenta comparado às fêmeas, e a oforectomia não interfere neste 

processo (BLANKENHORN et al., 2003), propondo que níveis normais de 

testosterona poderiam inibir a regeneração (ARANEO et al., 1991). Herber-Katz et 

al. (2004) concluíram que regeneração é controlado por diferentes genes em 

camundongos machos e fêmeas.  

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 herança era recessiva para os animais originados deste cruzamento, já que a 

maioria dos animais segregantes F2 apresentavam regeneração semelhantes à 

linhagem 129, enquanto a herança é aditiva em MRL X SJL. (MASINDE et al., 2006).  

Em outro trabalho, Herber-Katz et al. (2009) relacionaram a inflamação e a 

regeneração em camundongos MRL. A característica regenerativa vista nesses 

animais, em relação aos outros mamíferos, fez com que os autores verificassem que 

o infiltrado celular tem papel importante nos dois fenômenos, pois para que haja a 

regeneração tissular, a migração de neutrófilos e de metaloproteinases é 

fundamental, tanto na fase inflamatória quanto na formação de novos tecidos, a fim 

de que ocorra uma deposição da matriz sem formação de cicatriz. Estes autores 
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também citam a semelhança da regeneração tissular dos camundongos MRL com a 

linhagem AIRmax, o que torna a utilização da segunda linhagem interessante e 

apropriada para o estudo do fenótipo de regeneração tecidual. 

Estudos envolvidos no processo de regeneração à perfuração de orelha em 

camundongos vêm sendo realizados no Laboratório de Imunogenética do Instituto 

Butantan utilizando linhagens de camundongos selecionadas artificialmente segundo 

a capacidade máxima ou mínima de resposta inflamatória aguda.  

O processo de formação da seleção Acute Inflammation Response (AIR) 

iniciou-se a partir de seleção genética bidirecional, que visa à obtenção de animais 

com fenótipos extremos e opostos para uma determinada característica quantitativa. 

O processo é baseado em acasalamentos seletivos, partindo de uma população 

inicial geneticamente heterogênea (STIFFEL et al., 1990). A obtenção de uma 

população inicial de seleção (F0) foi resultante de acasalamentos equilibrado de 8 

linhagens isogênicas (A/J, DBA2/J, SWR/J, P/J, C57BL/6J, BALB/cJ, CBA e SJL), o 

que levou a uma recombinação distinta de 12,5% do pool de genes de todas as 

linhagens isogênicas originais. A figura 1 representa a formação da seleção AIR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Representação dos acasalamentos para origem da população inicial de seleção. 
 

Esta população inicial recebeu uma injeção subcutânea no dorso previamente 

depilado de partículas de poliacrilamida (Biogel P100) como agente flogístico. A 

poliacrilamida é uma substância insolúvel, não biodegradável e não imunogênica. A 

reação foi medida pelo infiltrado de leucócitos e pela concentração de proteínas 

presentes no exsudato inflamatório local, colhido vinte e quatro horas após a injeção 

das partículas. O método quantitativo utilizado para medir a intensidade da resposta 

 Isogênicas    A/J  x DBA2/J        SWR/J x P/J           SJL x  CBA              C57BL/6J x BALB/cJ 

 Híbridos     F1              x            F1                          F1                 x              F1 

 Segregantes F2                                  x                               F2 

 Segregantes                        F3=F0 

População Inicial de Seleção 
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inflamatória aguda (AIR) foi baseado no modelo proposto em 1983 por Fauve, 

Jusforgues e Hevin (IBAÑEZ et al., 1992; BIOZZI et al., 1998). 

Os animais AIRmax e AIRmin surgiram do acasalamento de animais situados 

nos extremos da curva de distribuição normal, em função da quantificação da 

concentração protéica e do número de células infiltradas no exsudado resultante da 

reação à poliacrilamida. A progênie desses animais foi utilizada para os 

acasalamentos consecutivos. Em cada geração, foram sempre escolhidos os 

animais com fenótipos extremos. Este procedimento foi repetido por vinte gerações, 

até ser atingido o máximo da separação fenotípica. Neste limite de seleção, 

considera-se que os alelos que apresentam efeitos opostos na resposta inflamatória 

estejam fixados em homozigose em cada linhagem (IBAÑEZ et al., 1992). 

Os dois parâmetros - infiltrado de leucócitos e concentração de proteínas - 

estão positivamente correlacionados e possuem uma distribuição normal de 

freqüências. Esta diferença na resposta parece ser resultado da interação de 7 a 12 

loci independentes com efeitos aditivos, sendo que 7 QTL controlam o 

extravasamento protéico e 11 QTL regulam o infiltrado celular (IBAÑEZ et al., 1992; 

BIOZZI et al., 1998). 

Atualmente a seleção de inflamação se encontra na 51° geração com a 

divergência 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 relação ao tipo celular, predominante no exsudato inflamatório da 

população F0, foi de leucócitos polimorfonucleares (71%), sendo os neutrófilos as 

principais células deste infiltrado. As células mononucleares encontradas (29%) 

foram essencialmente macrófagos, enquanto o número de linfócitos foi insignificante 

(IBAÑEZ et al., 1992).  

Os resultados mostraram que os animais AIRmax apresentam um infiltrado de 

neutrófilos muito superior ao apresentado pelos animais AIRmin. Apesar das 

diferenças quantitativas, os neutrófilos maduros das linhagens AIRmax e AIRmin 

possuem a mesma capacidade funcional, ou seja, expressam níveis semelhantes de 

moléculas de superfície, reguladoras tanto da diferenciação como da ativação e da 

migração destas células. Esta expressão foi considerada dentro de um padrão 

fisiológico normal, quando comparada com a linhagem - controle de camundongos 

isogênicos BALB/c (RIBEIRO et al., 2003). 
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Resumidamente, a produção quantitativa de neutrófilos na medula óssea de 

animais da linhagem AIRmax é maior, pois suas células precursoras são muito mais 

responsivas aos processos de proliferação e diferenciação em granulócitos quando 

comparadas à linhagem AIRmin. Quando analisado para atividade inflamatória o 

exsudato de vinte e quatro horas dos animais AIRmax induziu um efeito quimiotático 

intenso em neutrófilos oriundos da medula óssea de animais BALB/c, efeito este que 

não foi tão intenso quando o exsudato inflamatório utilizado pertencia aos animais 

AIRmin. Estes resultados indicam que o exsudato dos animais AIRmax contém altas 

concentrações destes fatores quimiotáticos, os quais promovem uma intensa 

transmigração de neutrófilos para o sítio inflamatório (RIBEIRO et al., 2003). 

A alta resposta inflamatória observada nos animais AIRmax é resultado da 

soma de elementos convergentes durante o processo de seleção genética, ou seja, 

da capacidade da medula óssea dos animais AIRmax de produzir um maior número 

de neutrófilos (em conseqüência de uma alta resposta às citocinas granulopoiéticas), 

da alta produção de fatores quimiotáticos no exsudato inflamatório destes animais 

(que determina um maior infiltrado celular no local da injeção de poliacrilamida) e da 

resistência à apoptose espontânea dos neutrófilos extravasados ao sítio inflamatório 

(RIBEIRO et al., 2003). 

Portanto, o processo de seleção genética bidirecional para a intensidade da 

Resposta Inflamatória Aguda permitiu a produção de duas linhagens: AIRmax e 

AIRmin, que possuem um fundo genético heterogêneo, mas que são homozigotas 

para os loci reguladores deste fenótipo. Estas duas linhagens diferem em termos de 

sua resposta a outros agentes inflamatórios além da poliacrilamida (Biogel) como a 

carragenina (VASQUEZ-BRAVO, 1996), o zimosan e o veneno de Bothrops jararaca 

(CARNEIRO et al., 2002), bem como quanto à susceptibilidade ao desenvolvimento 

de tumores (RIBEIRO et al., 2005; MARIA et al., 2003; BIOZZI et al., 1998). Estas 

linhagens também estão associadas a modificações de resistência a infecções 

(BORREGO et al., 2006; ARAÚJO et al., 1998) e à sensibilidade a doenças auto-

imunes (PETERS et al., 2007; VIGAR et al., 2000). 

Estes resultados demonstram que os QTL da seleção AIR acumulados 

durante o processo seletivo à poliacrilamida (Biogel) também atuam em relação a 

diferentes estímulos, sejam eles agudos, infecciosos, tumorais ou crônicos. Portanto, 

a identificação desses QTL é de extrema importância, não só para o fenótipo de 
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intensidade de inflamação aguda, como também para identificação de quais loci 

estão associados a outros fenótipos (PETERS et al., 2009). 

Ao entender a relação entre os loci reguladores da intensidade de inflamação 

aguda e os fenótipos de regeneração tecidual, o trabalho de De Franco et al. (2007) 

mostrou que os animais AIRmax são ótimos regeneradores, quando comparado com 

os animais AIRmin. Os resultados também indicaram que o influxo de neutrófilos 

apresentou uma correlação importante com a regeneração do tecido da orelha na 

população F2 de animais AIRmax e AIRmin. Diferenças na regeneração entre o 

sexo também foi observada, sendo melhores nas fêmeas AIRmax em relação aos 

machos (Figura 2). 
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Figura 2 - Diferentes tempos de cicatrização e reparo tecidual em camundongos AIRmax e 

AIRmin. Os dados foram expressos em média aritmética e desvio padrão * P < 

0,05. 

                   FONTE: De Franco et al. (2007). 
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No rastreamento genômico realizado neste trabalho com os animais da 

seleção AIR foram identificado vários microssatélites com alelos polimórficos entre 

camundongos AIRmax e AIRmin com um significante desequilíbrio de freqüência, 

sugerindo QTL de inflamação aguda nos cromossomos 1, 6, 11, e 13 (BORREGO et 

al., 2006). As regiões no cromossomo 1 (a 25,7cM) e 14 (a 44,0 cM) marcadas pelos 

microssatélites D1Mit 236 e D14 Mit 194 também são segregadas com o fenótipo de 

regeneração, indicando que existem mecanismos genéticos que são comuns à 

inflamação aguda e a regeneração (DE FRANCO et al., 2007). 

O gene Solute Carrier family 11 proton-coupled divalent metal íon transporter 

member 1 (Slc11a1) - anteriormente conhecido como Natural resistance- associated 

macrophage protein-1 (Nramp1) (FORBES e GROS, 2001) - apresenta grande 

influência na resposta inflamatória no modelo animal empregado neste trabalho 

(AIR), devido à presença de seus alelos de resistência (R) e sensibilidade (S) 

(VIDAL et al., 1993) no período inflamatório, durante o processo de regeneração.  

A expressão do alelo S do gene Slc11a1 em macrófagos prejudica a 

capacidade do hospedeiro de controlar a replicação intracelular de patógenos 

presentes nos fagolissomos (VIDAL; TREMBLAY; GOVONI, 1995), interage 

dificultando a produção de IFN-γ e IL-1 (KITA et al., 1992; RAMARATHINAN; 

NIESEL; KLIMPEL, 1993) e influência na expressão de moléculas de classe II do 

MHC (LANG et al.,1997; WOJCIECHOWSKI et al., 1999). 

O gene Slc11a1 é expresso no fígado e no peritônio de camundongos 

(GOVONI e GROSS, 1998) e em humanos, no pulmão, fígado, baço e leucócitos do 

sangue periférico. Além disso, também implica em humanos na susceptibilidade à 

artrite reumatóide, doença autoimune devida a um processo inflamatório crônico. Em 

camundongos tem sido descrito como um importante modulador da suscetibilidade a 

doenças infecciosas, por ser expresso em macrófagos e neutrófilos (PETERS et al., 

2007). 

Em estudo realizado com as sub-linhagens da seleção AIR geradas por 

cruzamentos assistidos para os alelos R e S em homozigose, foi observado que a 

frequência do alelo Slc11a1 S foi de 25% na população fundadora (F0), mas passou 

para 60% em AIRmin e para 9% em AIRmax após 30 gerações. Os resultados 

mostraram que o desvio de frequência resulta do processo de seleção e implica que 
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este gene, ou outros genes, estão estreitamente ligados, no controle da reação 

inflamatória aguda. (PETERS et al., 2007; BORREGO et al., 2006). 

No trabalho de De Franco et al., (2007) também foi observada a presença do 

gene Angiopoietin-1 (Ang1) no cromossomo 14, o qual esta envolvido no processo 

de angiogênese. Estes dois genes - Slc11a1 no cromossomo 01 e Ang1 no 

cromossomo 14 - são importantes candidatos na modulação do fenótipo de reparo e 

regeneração tecidual em camundongos que apresentam um fundo genético 

heterogêneo selecionado para a resposta inflamatória aguda. 

Nossa hipótese na presente dissertação é que os animais AIRmax e AIRmin 

apresentam diferenças importantes de expressão de genes envolvidos na fase 

inflamatória inicial do processo de regeneração da orelha após injuria por 

perfuração. Assim, em continuidade ao estudo desenvolvido por De Franco et al. 

(2007) realizamos estudos para uma melhor caracterização da fase inflamatória, 

através de ensaios de edema (espessamento das orelhas), quantificação da enzima 

mieloperoxidase e estudo histológico das orelhas injuriadas. A partir dos resultados 

obtidos foi possível analisar a expressão gênica global na orelha destes animais 

para identificação de genes candidatos nos QTL dos cromossomos 1 e 14. 
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6 CONCLUSÕES  
 

• Os animais AIRmax apresentaram melhor regeneração tissular em relação aos 

animais AIRmin, regenerando completamente o tecido após 45 dias, conforme 

visto através de cortes histológicos. 

 

• Os animais AIRmax apresentaram uma maior formação de edema com 48 horas 

pós injúria. Os níveis da enzima MPO sugerem a presença de neutrófilos 

ativados no local lesionado e foram significativos nos animais AIRmax nos 

períodos de 24 a 72 horas.  

 

• Análise de expressão gênica global realizada 48 horas após a injúria na orelha 

demonstrou que os animais AIRmin apresentaram 3 vezes mais genes ativados e 

reprimidos quando comparados com os animais AIRmax.  

 

• Foram encontrados genes sobrerrepresentados em categorias funcionais. Os 

animais AIRmax apresentam genes ativados nas seguintes categorias: resposta 

inflamatória, resposta imune inata e quimiotaxia. Os genes reprimidos 

encontrados fazem parte de grupos funcionais envolvidos no transporte de íons 

de cálcio, crescimento celular e/ou manutenção, sinalização celular e 

organização de organelas. 

 

• Nos animais AIRmin, os genes ativados fazem parte das seguintes categorias: 

resposta inflamatória, taxia e motilidade celular e os genes reprimidos, das 

categorias contração muscular, modificação de proteína, motilidade celular e 

ciclo de ubiquitina. 

 

• Os cromossomos 1 e 14 confirmaram a presença de genes ligados aos fenótipos 

de inflamação aguda e regeneração tecidual pelo ensaio de expressão gênica 

global. Foram encontrados próximos ao gene candidato Slc11a1 no cromossomo 

1 os genes: Stat1, Casp8 (Cflar), proteína de heat shock 1 (Hspe1) e Il1r2. E no 

cromossomo 14, próximo ao gene candidato Ang1. os genes: Lect1, Fndc3a e 

Egr3 . 
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• Os resultados encontrados nos experimentos de expressão gênica global foram 

validados por reações de qPCR. Foi possível observar uma maior expressão em 

animais AIRmin para os genes Cxcl2, Tnfa e Tgfb, sugerindo que a alta 

expressão desses genes pode contribuir para um retardo no reparo, formação de 

cicatriz e ausência de regeneração. A expressão dos genes Il1b, Il8rb e Mmp9, 

maiores para os animais AIRmax em 48 horas após injúria, sugerem que estes 

genes contribuem para a produção de citocinas e quimiocinas, que ao serem 

liberadas geram um maior infiltrado celular, uma resposta mais rápida e eficiente, 

colaborando para o processo de regeneração tissular sem formação de cicatriz.  
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