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RESUMO

SUPPA, A. P. Estudo da expresséo dos genes regulatérios de hipox ia durante a
inflamacé&o pulmonar produzida pela isquemia e reper  fuséo intestinal em
camundongos AIRmax e AIRmax . 90 f. Dissertacédo (Mestrado em Biotecnologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Departamento de Interunidades em Biotecnologia
da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Homeostase dos niveis de oxigénio é essencial para a sobrevivéncia e
desenvolvimento fisiologico dos organismos. A falta de aporte de oxigénio aos
tecidos é um fator comum na morbidade e mortalidade para vérias situagées clinicas
graves como na Sindrome do desconforto Respiratério agudo (ARDS). Para
retomada da homestase as células mieldides exercem suas fungdes especializadas
nas areas de hipdxia. O grupo de proteinas responsaveis pela adaptacdo das
células mieléides inclui os produtos do gene HIF-1a (Fator Indutor de Hipdxia 1a).0
HIF-1a € um fator de transcricdo que responde as mudancas de oxigénio e induz a
transcricdo dos genes como Vhl, Vegf e genes codificadores de citocinas pré ou anti-
inflamatorias. O objetivo deste estudo foi caracterizar os mecanismos celulares e
moleculares operantes no estado de hipoxia em resposta a reagdo inflamatoria
aguda no pulméo induzida, sistemicamente, pela isquemia e reperfusdo (I/R)
intestinal em duas linhagens de camundongos geneticamente selecionadas para
maxima (AIRmax) ou minima (AIRmin) Resposta Inflamatoria Aguda. A leséo
pulmonar foi avaliada pela atividade da MPO, infiltrado celular no parénquima
pulmonar, expressao de CD11b e CD62L na medula éssea, sangue e nas células do
pulmdo. A expressdo dos genes operantes em hipdxia foi avaliada por PCR em
Tempo Real. Observamos um maior infiltrado neutrofilico no pulmdo dos
camundongos AIRmax quando comparado aos AIRmin, estes com nivel equivalente
aos grupos controles. As analises das moléculas de adesdao mostraram uma maior
expressdo de CD62L no pulméo e na medula dos AIRmax I/R. Uma alta expresséo
de Hif-1a, Vhl, lI-15 e II-6 foi observada no pulm&o dos AIRmax I/R. Por outro lado,
os camundongos AIRmIn apresentaram uma baixa expressdo destes genes.
Podemos concluir que os camundongos AlIRmax apresentam uma alta reagao
inflamatoria aguda em resposta a I/R intestinal. Os altos niveis de expressao dos
genes envolvidos em situacdes de hipdxia Hif-1a, Vhl e os genes codificadores das
citocinas pro inflamatodrias 1I-145 e 11-6 mostraram-se relacionados com a alta resposta
inflamatoria aguda nos camundongos AIRmax apos a inducédo de I/R. A diferenca de
inflamacé@o observada entre as linhagens AIRmax e AIRmin apos inducdo da I/R
estd de acordo com o fenotipo de selecao, indicando compartilihamento de genes
reguladores destes dois fendbmenos inflamatérios e propondo estas linhagens como
modelo para o estudo do gene Hif-1a como regulador da Resposta Inflamatoria
Aguda.

Palavras-chave : Isquemia. Expressdo Génica. Sindrome do Desconforto.
Respiratorio Agudo. Fator Indutor de Hipoxial a. Inflamacdo Aguda. Camundongo.



ABSTRACT

SUPPA, A.P. Study of hypoxia regulatory genes expression during lung
inflammation produced by intestinal ischemia-reperf usion in AIRmax and

AIRmin mice. 90 p. Master thesis (Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2009.

Oxygen homeostasis is essential for survival and physiologic development of
organisms. Lack of oxygen to tissue is a common underlying factor in morbidity and
mortality for numerous serious medical conditions such as the acute respiratory
distress syndrome (ARDS). For recovery of homeostasis the myeloid cells exert their
functions in specialized areas of hypoxia. The group of proteins responsible for
adaptation of myeloid cells in hypoxia includes the products of the Hif-1la gene.
Hypoxia-inducible factor is a transcription factor which responds to changes in
oxygen and induces the transcription of the genes such as Vhl, Vegf and pro or anti-
inflammatory cytokines-encoding genes. The aim of this study was to characterize
the cellular and molecular mechanisms operating in hypoxia state induced by
intestinal I/R on lung inflammatory reaction in two lines of mice genetically selected
for maximal (AIRmax) or minimal (AIRmin) Acute Inflammatory Response. Lung
injury was evaluated by MPO activity, cellular infiltration in the lung parenchyma,
CD11b and CD62L expression on bonel marrow (BM), blood and lung cells and
hypoxia genes expressions by Real Time PCR. We observed an intense neutrophily
in the AIRmax lung and a low infiltrate in AIRmin mice with equivalent levels
compared to the control groups. Adhesion molecules analyze showed higher
expression of CD62L in lung and BM of AIRmax I/R than AIRmin I/R or control
groups. A high expression of Hif-1a, Vhl, II-15 and 1I-6 was observed in AIRmax I/R
mice. Conversely, AIRmin I/R mice presented low expression of these genes. In
conclusions AIRmax mice present higher acute inflammatory reaction after I/R than
AIRmin mice characterized by massive neutrophil infiltration. High levels of
expression of genes involved in situations of hypoxia Hif-1a and Vhl, and genes
encoding the inflammatory cytokines IL-1p and IL-6 showed related to high acute
inflammatory response from AIRmax mice after I/R induction. This interline difference
is according to selection phenotypes indicating these lines as a model for the study of
Hif regulation in the inflammatory response.

Key words : Ischemia. Gene Expression. Acute Respiratory Distress Syndrome.
Hipoxia Inducible Factor -1 a. Acute Inflammation Reaction. Mice.
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lntrodugéo

1 INTRODUCAO

A diminuicdo da oferta de sangue para os tecidos implica na formacgédo de
areas com baixo nivel de oxigénio, caracterizando o estado de hipoxia. Em tecidos
saudaveis a tensdo de oxigénio (ou pressao parcial de O,) encontra-se geralmente
entre 20 e 70 mm Hg. A pressao de oxigénio no sangue dos capilares pulmonares é
de 40 mm Hg, entretanto uma perfusao inadequada de O, pode gerar areas de
hipéxia, onde a tensdao de O, pode chegar a menos que 10 mm Hg (LEWIS et al.,
1999). Esta condicdo afeta profundamente as propriedades celulares como:
producao de citocinas, expressao de receptores para quimiocinas, adesao, migracao
e sobrevivéncia das células. Neste contexto, a viabilidade celular pode ser
comprometida levando a perda de funcao e integridade do organismo (LEWIS et al.,
1999; CARDEN e GRANGER, 2000).

Em situagBes clinicas, como inflamacges, infecgbes, trauma oclusivo arterial,
parada cardiaca, trombose, embolia, vasoespasmo, tumores, transplantes e em
cirurgias com o uso de oclusores vasculares, sdo inimeras as oportunidades para a
inducdo de hipoxia tissular pela falta de oxigénio. Essa deficiéncia do aporte
sanguineo (isquemia) € consequéncia da diminuicdo da luz das artérias, arteriolas,
vénulas e capilares (WELBOURN et al.,, 1991; SOYDAN et al.,, 2009). Apos a
restituicdo do fluxo sanguineo (reperfusdo), metabolitos produzidos em situacdo de
isquemia geram radicais livres altamente reativos que acentuam a lesao tecidual
local ou sistémica (LEWIS et al., 1999; CARDEN e GRANGER, 2000; DE PERROT
et al., 2003; ROLO et al., 2009; NILAKANTAN et al., 2009).

As células do endotélio vascular sdo particularmente vulneraveis aos efeitos
deletérios da isquemia (hipéxia) e reperfusdo (reoxigenacédo). Neste contexto a
caréncia de oxigénio provoca alteracdes diretas nas mitocondrias, 0 que ocasiona a
diminuicdo da fosforilagdo oxidativa e, conseqientemente, diminuicdo dos niveis de
ATP (adenosina trifosfato). Na tentativa de diminuir os efeitos da hipdxia, o tecido
isquémico utiliza vias alternativas e anaerdbias, visando a producdo de ATP, para
gerar o metabolismo minimo capaz de manter a homeostase celular. No entanto, o
estoque de ATP continua sendo consumido e degradado a ADP (adenosina

difosfato), a AMP (adenosina monofosfato), em seguida em inosina e hipoxantina. A
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queda dos niveis de ATP compromete totalmente o sistema de producdo protéica
celular e a bomba de sédio/potassio (Na‘’/K*), o que culmina em edema celular.
Paralelamente ocorre o acimulo de Ca'™ no citosol, provocando a ativacdo de
proteases, levando a formacdo da enzima xantina desidrogenase (CARDEN e
GRANGER, 2000; DE PERROT et al., 2003; ROLO et al, 2009; NILAKANTAN et al.,
2009).

ApOs a restituicdio do fluxo sanguineo (reperfusdo) sao produzidas
substéancias toxicas e precursores de radicais livres (PORTUGAL-COHEN e KOHEN,
2009). A hipoxantina resultante da degradacéo de ATP é convertida em xantina pela
acdo da enzima xantina oxigenase e posteriormente em &cido Urico tendo como
subprodutos o anion superoxido (O2) e o peroxido de hidrogénio (H202) O anion
superéxido promove a liberacdo de ions metalicos (F,™"), que reagem com H,0
formando o radical hidroxila (OH). Ocorre entdo a peroxidacdo dos 4cidos graxos da
membrana. A producdo elevada de oxidantes resulta na ativacdo de fatores
quimiotaticos, como fragmentos do complemento (C5a), fator de ativacdo de
plaquetas (PAF) e leucotrieno B4(LTB4) (CARDEN e GRANGER, 2000; LAMMERS
et al., 2003).

Os oxidantes também podem promover a expressao inicial de P-selectinas
nas células endoteliais, estas responsaveis pelo rolamento dos leucécitos. A adesao
firme dos leucdcitos, que é mediada pelas (2 integrinas (CD11/CD18) é induzida
pela ativacdo do complemento, PAF e LTB, com 0S seus respectivos receptores
durante o rolamento dos leucdcitos. Paralelamente os oxidantes medeiam a
expressdo das moléculas de adeséo por meio da ativacdo do fator de transcricdo
nuclear (NFkB). A resposta inflamatoria apos a isquemia/reperfusdo (I/R) é
amplificada pela liberacdo de mediadores pelos macrofagos e mastocitos que
residem proximo as vénulas. Neste contexto, os radicais livres, acumulados durante
a I/R, ativam e atraem indiretamente neutrofilos para os tecidos injuriados.
Neutrdfilos ativados secretam enzimas proteoliticas, como a mieloperoxidase e a
elastase e ainda liberam radicais livres acentuando a lesdo tecidual (Figura 1)
(CARDEN e GRANGER, 2000; DE PERROT et al., 2003; TANG et al., 2008).

Alguns 6rgdos como coracao, cérebro, intestino, rim figado e pulméo séo
particularmente sensiveis a situa¢des de hipoxia. O pulméo € considerado um 6rgéo

alvo associado a resposta inflamatoria sistémica, gerada pela isquemia e reperfuséo
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intestinal. Neste contexto, a lesdo pulmonar aguda (ALI- Acute Lung Injury), que em
sua forma mais severa determina a Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo
(ARDS- Acute Respiratory Distress Syndrome) pode levar a faléncia multipla de
orgaos (PARKS et al., 1982; HUDSON e STEINBERG, 1999; HALLDORSSON et al.,
2000; van SOEREN et al., 2000; SCHWARZ e ALBERT, 2004; SHERIDAN et al.,
2008)
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Figura 1: Processo de lesdo durante a isquemia e reperfusdo. Modificado de CARDEN e
GRANGER, 2000.

Devido a diversas causas (Tabela 1), a ARDS acomete cerca de 15% dos
pacientes de uma Unidade de Tratamento Intensivo (UTI). A incidéncia atual desta
doenca ainda ndo é totalmente conhecida, entretanto estudos relatam uma
incidéncia que varia de 1,5 a 8,3 pacientes para cada 100.000 habitantes
(GALHARDO e MARTINEZ, 2003; SHERIDAN et al., 2008 ).

A ARDS pode ser descrita como um processo inflamatério do parénquima
pulmonar caracterizado principalmente por uma situacdo de hipoxemia grave

acompanhada do acumulo de neutrofilos e mondcitos, além de um infiltrado
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eritrocitico e de extravasamento de proteinas plasmaticas. Pode ser diagnosticada
clinicamente por meio da relacdo entre pressdo arterial de oxigénio e fracdo
inspirada de oxigénio (PaO./FiO,) menor ou igual a 200mm Hg e uma pressao
oclusiva arterial pulmonar equivalente a 18 mm Hg (SCHWARZ e ALBERT, 2004;
SHERIDAN et al., 2008). A populacdo celular mais representativa no infiltrado
consiste de neutrofilos. De fato, o recrutamento de neutréfilos para os locais de
injuria tecidual € evento critico para a defesa do hospedeiro contra estimulos lesivos
e para a reparacao de tecidos (JANUSZ e DOHERTY, 1992). Admite-se que 0s
neutrofilos possam causar danos ao tecido pulmonar devido a liberacdo de
proteases e de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (GRISHAM et al., 1986;
CARDEN e GRANGER,2000).

Tabela 1. Causas de Lesdao Pulmonar Direta e Indireta.

Leséo Pulmonar Direta | esdo Pulmonar Indireta
Causas comuns Causas comuns
» Pneumonias » Sépsis
» Aspiracao de conteudo géastrico » Trauma grave
Causas menos comuns Causas menos comuns
» Contuséao pulmonar » Circulacao extracorporea

Embolias Toxicidade por drogas

>

» Lesdao por inalacédo Pancreatite aguda
» Edema de reperfuséo pés- Hemotransfuséo
transplante pulmonar Queimaduras graves
» Afogamento Multiplas fraturas

Pdés-transplante de medula 6ssea

V V.V V VYV V V

Causa neurogénica

Modificado de Galhardo e Martinez, 2003.

Mediadores inflamatérios, como citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos,
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fragmentos do complemento, neuropeptideos e fatores de crescimento, ocupam
lugar de destaque na modulacédo desta reacdo (BERNARD et al., 1999; PERROT, et
al., 2003). As células recrutadas para o pulmao, ao liberarem amplo espectro de
mediadores inflamatorios e de enzimas, desencadeiam a reacdo inflamatoria
pulmonar propriamente dita (WHEELER et al., 1998; WIN, 2001; WAGNER et al.,
2002).

Além disso, existem estudos indicando aumento da expressao de moléculas
de adeséo no endotélio pulmonar, durante a isquemia, como eventos fundamentais
para o recrutamento e ativacado de neutréfilos (VEDDER et al., 1988; KOIKE et al.,
1992; FONTES, 1995; AGRAWAL et al.,, 1996; HASLETON e ROBERTS, 1999;
CARDEN e GRANGER, 2000; DE PERROT et al., 2003).

Moléculas de adesdo como as P-selectinas, ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) e CD18 (cadeia B da (2- integrina), bloqueadas durante a reperfuséao,
podem reduzir a injuria no pulmédo (CONDLIFFE et al., 1996; MINAMIYA et al., 1998,
HUGHES, et al., 2007). O bloqueio das E-selectinas e L-selectinas também pode ser
benéfico apds algumas horas de reperfusdo quando os neutréfilos apresentam um
papel preponderante na inducdo da injuria (REIGNIER et al., 1997). Portanto, é
razoavel supor que a interacdo leucocito-endotélio, durante o processo de isquemia
e reperfusdo seja relevante para que a inflamacao pulmonar se estabeleca.

Experimentalmente, o protocolo de inducéo da reacgdo inflamatoria pulmonar
em camundongos provocada por isquemia/reperfusdo consiste na obstrucdo da
artéria mesentérica durante 45 minutos seguida da liberacdo do fluxo sanguineo.
Como conseqiiéncia, ocorre uma reag¢do do tecido pulmonar a falta de oxigénio,
produzindo uma reacgédo inflamatoria aguda, caracterizada pela presenca macica de
células inflamatorias do tipo mieldide e proteinas plasmaticas.

Na tentativa de manter a integridade do tecido, é de importancia vital que as
células mieldides exercam suas funcdes especializadas nas &reas lesionadas, onde
0 aporte de oxigénio e de nutrientes seja baixo. Assim, € necessario que ocorra a
producdo de ATP por meio da glicélise anaerdbica para que as funcdes celulares
nao sejam comprometidas. Os neutrofilos e outras células mieldides utilizam,
portanto, desta via metabdlica para se adaptarem as condigbes anaerdbicas
adversas (BORREGAARD e HERLIN, 1982; SEMENZA, 2007; NILAKANTAN et al.,
2009).
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Tendo em vista a capacidade das células de mamiferos de responderem as
modificacdes na tensdo de oxigénio no ambiente, genes especificos sdo expressos
para manter a homeostase tecidual. O grupo de proteinas que realiza esta funcao
compreende o complexo génico do Hif-1a (do inglés: Hypoxia Inducible Factor,
subunit lalfa), como VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular) e Vhl (von
Hippel Lindau), assim como os genes alvos de citocinas classicas pr6- ou anti-
inflamatorias como IL-1B3, IL-6, TNFa (SEMENZA, 2000; LEE et al., 2004,
PAPANDREOQU, et al., 2005; DEHNE BRUNE, 2009).

O HIF-1 é um fator de transcricédo, responsavel pela regulacédo dos elementos
responsivos a hipoxia (Hipoxia Responsive Elementes —HRES), composto por duas
subunidades, HIF-1a e HIF-13. As subunidades a e B pertencem a familia de fatores
de transcricdo hélice-alga-hélice (basic helix-loop-helix -bHLH) o qual apresentam
dois dominios PAS (Period Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator Single
Minded- Per/Arnt/Sim), designados PAS-A e PAS-B. Os dominios bHLH e PAS séao
requeridos para a formar o heterodimero entre as subunidades (JIANG et al., 2007).
Estes dominios sdo proteinas regulatorias importantes nos ritmos circadianos, no
metabolismo de xenobibticos e na resposta a hipéxia (LEE et al., 2004; DEHNE e
BRUNE, 2009; SEMENZA, 2008; KIZAKA-KONDOH, et al. 2009; LEE et al., 2009).

Modificagdes poés-transcricionais regulam a atividade do HIF-1a, aumentando
a estabilidade da proteina e a sua capacidade de transativacdo. A subunidade a
contém os dominios TAD-N e TAD-C (do inglés: transactivation domain N e C
terminal) que se estendem pelo dominio de inibicdo (SEMENZA, 2008; KIZAKA-
KONDOH, et al., 2009). Sob condi¢cbes de hipdxia, 0 dominio TAD-N justapde-se ao
dominio de degradacao oxigénio-dependente (ODD), mantendo a estabilidade da
proteina, em seguida, o dominio TAD-C interage com o co-ativador p300/CBP,
independentemente da estabilidade da proteina, promovendo a ativagdo total da
proteina HIF (Figura 2) (LEE et al., 2004; SEMENZA, 2008; KIZAKA-KONDOH, et
al., 2009; LEE et al., 2009).

Neste contexto, sob condicbes de hipoxemia, a hidroxilagdo dependente de
O, do HIF-1a é reduzida, estabilizando a proteina e permitindo sua dimerizacdo com
o ARNT (do inglés: Aryl Receptor Nuclear Translocator), formando um complexo

transcricional ativo. O componente central da complexa regulacdo da expresséo de
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HIF-1a € o produto da expressdo do gene supressor de tumor vhl, que codifica a
proteina von Hippel-Lindau (MAXWELL et al., 1999; SEMENZA, 2008; KIZAKA-
KONDOH, et al., 2009; LEE et al., 2009).

Regulation
Dimerisation and '
DNA binding Transactivation
| | | ]
bHLH PAS ODD  |N-TAD C-TAD
117 7185 206 4o1| 531 |5?5 603 786 | 826
Panz P564 M803

Normoxia: @ @

Interaction Blocking of
with pVHL p300/CBP association

Figura 2: Representacdo esquematica do HIF-1la e seus dominios funcionais (FONTE:
POON EVON et al., 2009).

Em condi¢des de normodxia, a estabilidade da proteina HIF-1a € regulada pela
hidroxilacdo dependente de O, A associacdo do HIF-1a com a proteina VHL é
iniciada pela modificacdo pos-transcricional dada pela hidroxilacdo de residuos de
prolina, mediados pela prolil hidroxilase (PHD) ou HIF prolil hidroxilase (HPH). A
hidroxilacdo destes residuos proporciona a associacdo do HIF-1a com a proteina
VHL. Nesse momento a proteina VHL atua como substrato de reconhecimento do
complexo ubiquitina ligase E3, levando a rapida degradacdo do HIF-1a (Figura 3)
(LEE et al., 2004; SEMENZA, 2008; KIZAKA-KONDOH et al., 2009; LEE et al.,
2009).

Varios estudos foram desenvolvidos no sentido de elucidar o papel do HIF-1a
na modulacdo das reacdes inflamatérias. Para tanto, camundongos knock-out dos
genes Hif-1a e Vhl, estes envolvidos na regulacdo do infiltrado celular em sitios de

hipoxia, foram desenvolvidos e submetidos a condi¢cdes adversas de oxigénio. A
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delecdo do gene Vhl causou uma hiperinflamacéo, em modelo de inflamacéo aguda,

além de aumentar a producdo de lactato e edema. (CRAMER et al., 2003). Ja
camundongos knockout para o Hif-1a apresentaram inibicdo da formacéo de edema,

e diminuicdo de células inflamatdrias (CRAMER et al., 2003).
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Figura 3: Regulagéo pos - transcricional do Hif-1a (CAROLL e ASHCROOFT, 2006).

Além da condicdo de hipodxia, outros estimulos produzidos por, citocinas,
horménios de crescimento de transformacao (TGF), fator de crescimento derivado
de plaqueta (PGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), interleucina-13 (IL-1B) e
insulina sdo capazes de induzir o acimulo como também a traducdo de HIF-1a em
condi¢cbes normais de oxigénio (HELLWING-BURGEL et al., 2003; MCMAHON et al.,
2006). Provavelmente os fatores de crescimento se ligam ao receptor tirosina
kinase, ativando as vias PI3K (fosfatidilinositol 3-kinase) e MAPK, (do inglés:
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Mitogen Activated Protein kinase) (HELLWING-BURGEL et al., 2005; LEE et al.,
2004; MCMAHON et al., 2006) (Figura 4 ).

O grupo de pesquisadores do laboratério de Imunogenética estuda ha varios
anos o controle genético da imunidade inata, especificamente da reacao inflamatoria
aguda, por meio de experimentos de selecdo genética artificial objetivando a
producdo de linhagens de camundongos com caracteristicas fenotipicas opostas.
Assim, € possivel estudar nestas linhagens fenoétipos complexos, multifatoriais,

relacionados com a intensidade da reacao inflamatoria aguda.
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Figura 4: Fatores de crescimento sintetizam HIF-1a, independente do nivel de O, via PI3K
ou MAPK.

Portanto, € de interesse estudar os mecanismos envolvidos no controle da
resposta a injuria e geragdo espontanea de inflamagcéo em condi¢des de hipdxia por
meio da utilizacdo destes animais geneticamente selecionados para a resposta
inflamatoria aguda, um enfoque complementar que poderd contribuir para a
compreensao da inflamacao aguda pulmonar decorrente de I/R intestinal.
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O modelo animal que foi utilizado no presente estudo consiste entdo de duas
linhagens de camundongos que diferem grandemente na capacidade de
desenvolver resposta inflamatoria aguda (AIR Acute Inflammatory Response) em
resposta a inoculacédo s.c. de Biogel (agente flogistico quimicamente inerte e nao
imunogénico) e que apresentam também diferencas marcantes na susceptibilidade
ao desenvolvimento de infec¢cdes e tumores (ARAUJO et al., 1998; BIOZZI et al.,
1998; RIBEIRO et al., 2005).

Estas linhagens de alta (AIRmax) ou baixa (AIRmin) reatividade inflamatéria
aguda foram obtidas por Sele¢cdo Genética Bidirecional a partir de uma populacéo
geneticamente heterogénea (FO) constituida por cruzamentos equilibrados entre oito
linhagens isogénicas (A/J, BALB/cJ, C57BL/6J, CBA/J, DBA/2J, P/J, SJL/J e

SWR/J), de acordo com o esquema abaixo:

isogénicas Al x DBA/2 P X SWR SJL x CBA/2 BALB/C x C57BL/6
hibridos F1 F1 F1 F1
segregantes F2 F2

F3
segregantes (POPULAGCAO INICIAL -F0)

Cada camundongo da FO apresentava a combinacdo aleatéria de 12,5% do
pool dos genes das linhagens isogénicas parentais. A partir desta populacdo FO,
foram selecionados aqueles animais que apresentaram alta ou baixa reatividade
inflamatoria aguda (AIR), segundo o numero de leucdcitos infiltrados e o teor de
proteinas extravasadas em resposta a inje¢do subcutanea de Biogel (STIFFEL et al.,
1990; IBANEZ et al., 1992; RIBEIRO FILHO, 1994).

Os acasalamentos dos animais escolhidos nos extremos de resposta maxima
(AIRmax) ou minima (AIRmin) foram repetidos em geracfes consecutivas, até ser
atingido o limite maximo de separacdo entre as duas linhagens. Ao redor da
vigésima geracdo de acasalamentos seletivos, observou-se a conservagdo dos
fendtipos extremos nas geragcfes posteriores, indicando que 0s genes relacionados
aos caracteres selecionadores fixaram-se em homozigose em cada linhagem,

mantendo-se, entretanto, um fundo genético heterogéneo (figura 5) (RIBEIRO,
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1994; BIOZZI et al., 1998).

Durante o processo seletivo houve aumento progressivo da diferenca
fenotipica entre as duas linhagens AIR indicando que este carater é
quantitativamente regulado pela interacdo aditiva de varios genes que segregam
independentemente e cujos alelos de efeito de maxima ou de minima reatividade
inflamatoéria foram acumulados progressivamente durante o processo de selecao.
Por métodos de genética quantitativa foi estimada a participacdo de 7 a 12 loci
génicos independentes (IBANEZ et al., 1992; BIOZZI et al., 1998).
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Figura 5: Divergéncia entre as linhagens AIR quanto ao numero médio de leucdcitos
infiltrantes e extravasamento protéico no sitio de injecdo do Biogel (Modificado
de BIOZZI et al,1998).

A diferenca fenotipica entre as duas linhagens deu-se, sobretudo, no nimero
meédio de leucocitos migrantes ao sitio de injecdo do Biogel, tendo como células
predominantes neutréfilos. Essa diferenga foi aproximadamente de 20 vezes nos
camundongos AlRmax. Em comparacdo aos AIRmin Atualmente, a divergéncia
quanto ao numero de células presentes no exudato estendeu-se a 25 vezes. Este
maior namero de neutréfilos encontrado no exsudato dos camundongos AIRmax
tratados com Biogel é decorrente da convergéncia de trés fatores: maior capacidade
da medula 6ssea em produzir neutrofilos maduros; maior producdo de fatores
quimiotaticos pelas células residentes ou infiltrantes e maior resisténcia a apoptose
das células do exsudato (RIBEIRO et al., 2003).
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Esta diferenca interlinhagens estendeu-se a outros agentes inflamatorios néo
relacionados entre si ou com Biogel, como zymozan, carragenina (VASQUEZ-
BRAVO, 1996) e veneno de Bothrops jararaca (CARNEIRO et al, 2002; CARNEIRO
et al., 2008) e de Lonomia obligua (RAMOS et al., 2004). Estes compostos induziram
também afluxo leucocitario e formacdo de edema pronunciados nos camundongos
AIRmax. No que concerne a doencgas inflamatérias, estas linhagens diferem na
susceptibilidade ao desenvolvimento de artrite autoimune desencadeada por
pristane (VIGAR et al.,, 2000) e na inflamacgédo alérgica & ovalbumina no tecido
subcutaneo e pulmonar sendo maiores as reac¢des nos animais AIRmax (CAMPOS,
2001).

As alteracdes genéticas decorrentes do processo seletivo também interferiram
na resisténcia ou susceptibilidade destas linhagens a tumorigénese e a infeccbes
por patdégenos intracelulares (BIOZZI et al., 1998; ARAUJO et al., 1998).

A resposta imune especifica dos camundongos AIRmax e AIRmin parece nédo
ter sido afetada pelo processo seletivo, uma vez que estas linhagens produzem
niveis equivalentes de anticorpos contra antigenos naturais complexos (eritrécitos,
proteinas heter6logas e bactérias inativadas). Igualmente, as reacdes de
hipersensibilidade tardia a eritrocitos ou a Salmonella Typhimurium foram idénticas
nas duas linhagens. Por outro lado, camundongos AIRmax sédo significativamente
mais resistentes a infec¢cdes por patdgenos intracelulares do que os AIRmiIn. Os
AIRmax diferenciam-se dos AIRmin na ordem de 1000, 100 e 50 vezes as doses
letais para 50% dos animais (DLs50) para Salmonella TYPHIMURIUM, Listeria
monocytogenes e Escherichia coli, respectivamente. Esta maior resisténcia dos
AIRmax esta diretamente relacionada a sua habilidade em controlar o crescimento
bacteriano no baco, a resposta inflamatéria local e a producdo de citocinas
(ARAUJO et al., 1998).

No mesmo sentido, os camundongos AIRmax, que apresentam uma reagao
inflamatoria intensa, mostraram-se resistentes a carcinogénese quimica de pele, no
protocolo em duas etapas induzida por agentes quimicos como o 9,10-
dimetilbenzoantraceno (DMBA) como iniciador, seguida de promoc¢ao por 12-O-
tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), enquanto os AIRmin, que produzem reagao
inflamat6ria menos intensa, sdo sensiveis (BIOZZI et al., 1998).

Na carcinogénese pulmonar induzida pela uretana (MARIA et al., 2003) e no
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desenvolvimento de metastases apos implantes de melanomas (MARIA et al., 2001),
0s animais AIRmax mostram-se sempre mais resistentes. Uma associacao genética
entre o grau da resposta inflamatéria aguda e a susceptibilidade ou resisténcia a
carcinogénese de pele e de pulméo foi observada em experimentos independentes
de co-segregacao destas caracteristicas, realizados em popula¢Bes de segregantes
F2 entre AIRmax e AIRmin (BIOZZI et al., 1998; RIBEIRO et al., 2005). No caso da
tumorigénese pulmonar pela uretana, foi demonstrado a fixacdo diferencial,
respectivamente em AIRmax e AIRmin, dos alelos de resisténcia e susceptibilidade
do locus Pasl, situado na regido distal do cromossomo 6, principal fator genético
atuante neste tipo de tumor. Os resultados apontaram para a importancia de genes
modificadores da AIR na carcinogénese (MARIA et al., 2003).

A elucidacdo dos mecanismos celulares e moleculares responsaveis pela
diferenciacdo das linhagens AIRmax e AIRmin na carcinogénese, relacionados a
resposta inflamatdria e a imunidade especifica vem sendo objeto de investigacao
central da linha de pesquisa do nosso laboratério.

Recentemente, foi observado um maior potencial proliferativo das células da
medula 6ssea oriundas dos animais AIRmax in vitro em relacédo aos animais AIRmin
apos adicdo de GM-CSF associado ou ndo ao &cido retindico. Neste mesmo
modelo, foram observados maiores niveis de expressdo de genes envolvidos nos
estagios iniciais de mielopoese, refletindo nas diferencas quantitativas e qualitativas
de proteinas provavelmente envolvidas no processo de hematopoese operantes
nestas linhagens (COSTA, 2008).

Com o objetivo de caracterizar a participacdo do complexo regulatorio génico
do HIF-1a no controle das reacdes inflamatdrias agudas, nos propusermos a estudar
a expressdo dos genes moduladores de hipdxia, Hif-1a, Vegf, Vhl, bem como os
genes codificantes para as citocinas regulatérias, Il-1, II-6,IL-10, Tgf-8 Tnf-a, At e
Mpo em camundongos geneticamente selecionados para a alta ou baixa reatividade
inflamatoria aguda, submetidos ao protocolo de isquemia e reperfusdo da artéria
mesentérica.

Geneticamente, € descrito um polimorfismo de SNP (do inglés: single
nucleotide polimorphism) no gene HIF-1a em linhagens isogénicas (MGI: mouse
genoma informatic), em que a linhagen A/J apresenta a base C enquanto que as

linhagens BALB/c, C57BI/6 e DBA/2 apresentam a base T. Estas quatro linhagens
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estudadas contribuiram, cada uma delas, com 12,5% do pool génico da populacéo
inicial FO do processo seletivo de obtencédo das linhagens AIRmax e AIRmin.

Um dado experimental importante, obtido em nosso laboratorio, refere-se a
descricéo do polimorfismo genético de microssatélites, da regido situada ao redor de
15 e 45cM no cromossomo 12, onde se localiza o gene HIF-1a. (SIQUEIRA, 2009)
Nesta regido encontram-se também os genes de susceptibilidade a tumor de pele
(Skt5), de resisténcia de adenomas pulmonares (Par3) e o gene codificante do
receptor de hidrocarbonetos aroméaticos (AHR), cujos alelos de alta e baixa afinidade
estédo totalmente fixados em AIRmin e AIRmax, respectivamente (DE SOUZA et al.,
2009).

Portanto podemos sugerir que todos estes genes estejam relacionados com a
diferenca fenotipica apresentada pelas linhagens AIRmax e AIRmin. Nossa hipétese
esta relacionada com a capacidade das células dos camundongos AIRmax de
expressar de maneira exacerbada o gene Hif-1a, favorecendo, com isso, a migracao
das células mieldides para o pulmdo em condi¢cGes adversas de oxigénio, levando a
uma intensa reatividade inflamatéria e possivel lesdo tecidual. Por outro lado, a
pequena reacao inflamatoria desenvolvida pelos animais AIRmin é devido a baixa
expressao deste gene. Estes dois fenodtipos podem ser encontrados em populacoes
humanas cujos individuos com sensibilidade no desenvolvimento da ARDS podem

ser tratados por terapias que interferem no complexo génico do Hif-1a.
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2 OBJETIVO

Estudar as caracteristicas fenotipicas e genéticas da reacdo inflamatéria
pulmonar induzida por Isquemia e Reperfusdo da artéria mesentérica, em
camundongos geneticamente selecionados para a alta ou baixa reatividade

inflamatoria aguda. Este estudo desenvolve-se por meio das seguintes analises:

v’ caracterizagcao da reatividade inflamatéria aguda, em tempos variados de
reperfusdo, quanto ao numero e tipo celular presente no parénquima

pulmonar e no lavado bronco-alveolar .

v analise da medula 6ssea e da circulagdo no que concerne a producdo de
leucdcitos durante o periodo de reperfuséao;

v avaliacdo da expressdo dos genes moduladores da inflamacédo no pulméao
operantes nas situacfes adversas de oxigénio, como o Hif-1a, Vegf, Vhl, Arnt

e os genes codificadores das citocinas IL-1B, IL-6, TNF e TGF-a.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Camundongos

Camundongos AlIRmax e AIRmin, machos de 8 a 12 semanas de idade,
mantidos no biotério do Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan em
condicbes padrdes, recebendo dieta de camundongo Nuvital® e agua ad libitum.
Camundongos Balb/c obtidos do biotério geral de criagdo do Instituto Butantan.
Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pela Comissao de

Etica em Experimentac&o Animal do ICB/USP.

3.2 Inducéo da Isquemia e Reperfuséo Intestinal (Il R)

Os animais foram anestesiados com a associacdo de Quetamina e Xilazina
nas doses de 20 mg/kg e 100 mg/kg, respectivamente. Apds laparotomia mediana e
desviceracao, foi realizada a obstrucdo da artéria mesentérica por 45 minutos com
oclusor vascular “Vascu Satt” n® 1001-531 (Scalan Internat, Minn, USA). Durante o
periodo da isquemia, a incisdo abdominal foi coberta com um plastico transparente
estéril para minimizar perdas de liquido e calor. Apés o periodo isquémico, 45
minutos, a pinca vascular foi retirada para a restauracdo do fluxo sangulineo
(reperfuséo). A incisdo mediana foi suturada com fio de algodao e foi injetado 1 mL
de salina estéril subcutaneamente para re-hidratacdo. Apds tempos variados da
reperfusdo (1, 4 e 24 horas), os animais foram anestesiados e sacrificados por
dessangramento da aorta abdominal e a reacao inflamatoéria no pulméao foi avaliada.
Os grupos controles constituiram de animais falso-operados e ndo manipulados
(basais). Os procedimentos realizados apds anestesia nos animais falso—operados
foram a laparotomia e a deviceracdo. As analises destes animais foram realizadas

de acordo com o tempo de reperfusdo estipulado para os animais isquUémicos.
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3.3 Avaliacdo da Reacéo Inflamatdria Aguda no Pulmd@ o apés I/R intestinal
3.3.1 Determinacao da atividade da mieloperoxidase = (MPO)

Para a determinacédo da atividade de MPO, a cavidade toracica foi exposta e
o leito vascular do pulméo imediatamente perfundido com PBS heparinizado (20
U/mL) em fluxo de 10 mL/minuto através do ventriculo esquerdo atingindo a artéria
pulmonar. O pulmé&o foi retirado, lavado em PBS e homogeneizado durante 40
segundos em politron (BRINCKMAN) na presenca de 1 mL de Brometo de
Hexadeciltrimetilaménio (HTAB), a 0,5%, em EDTA (10 mM). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 12000 x g, durante 10 minutos a 4 °C. A atividade de
MPO foi determinada no sobrenadante.

O ensaio de MPO foi conduzido adicionando 10ul da amostra em duplicata
em placa de 96 pocos e 200 pul de tampdo substrato, constituido de: tampé&o fosfato
a 50mM, pH 6.0, peréxido de hidrogénio a 0,1%, orto-dianisidina 1,3% em H,O. Apos
5 minutos, a reacédo foi interrompida com a adicdo de 50 pl de solucédo de azida
sddica, a 1,3% em H,0. Os valores de atividade de MPO foram expressos pelo valor
das absorbancias, obtidas a 450 nm em leitor de ELISA (Bio-Tek Instruments).

3.3.2 Extracédo das células do pulméao por colagenase

Apos o periodo de reperfusdo, os pulmdes dos camundongos foram
perfundidos com PBS; em seguida, foram picotados e incubados com 3 mL de
colagenase (1 A SIGMA) a 1 mg/mL em placa de Petri, de 35 mm de diametro por
45 minutos a 37°C. A atividade da colagenase foi bloqueada com 1 mL de PBS com
20% de SBF (soro bovino fetal). Em seguida o conteudo de cada placa foi
centrifugado a 250 x g, em 10 mL de PBS 20% SBF e o precipitado celular foi
ressuspendido em 1 mL de PBS, para a determinacdo da concentracédo celular em
camara hemocitométrica de Malassez, utilizando azul de metileno a 1% em &acido
aceético, para lise das hemécias. Laminas citologicas foram feitas em cytospin a uma
concentracdo de 5x10* células em 300 pl e coradas com Diff Quick, para a

determinacao das subpopulagdes celulares.
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3.3.3 Andlise Histoldgica

Os pulmbes dos camundongos submetidos a I/Ri foram coletados apés
reperfusdo e acondicionados em frascos contendo formol tamponado a 10%. As
amostras foram fixadas por 24 horas e em seguida foram processadas. O processo
consistiu de uma série de diluicdes crescente de alcodis para desidratacao, xilol para
clarificacdo e posterior inclusdo em parafina. Os cortes apresentaram 5 pm de
espessura e foram colocados em estufa a 56 °C para completa fixagdo dos mesmos
e inicio da desparafinacdo. O processo terminou com a imerséo das laminas em xilol
e uma seérie de diluicbes decrescente de alcodis para re-hidratacdo. As laminas

foram finalmente coradas por Hematoxilina-Eosina (HE).

3.4 Avaliacdo do Lavado Bronco-Alveolar (LBA)

O lavado Bronco Alveolar foi obtido de animais previamente anestesiados com
Quetamina/Xilazina, por meio da lavagem do pulmdo com 1 mL de PBS por via
traqueal. Uma aliquota de 10 ul do fluido recolhido foi utilizada para contagem total
de células em camara hemocitométrica de Malassez. Trezentos microlitros foram
utilizados em citocentrifuga para a andlise diferencial de células infiltradas, apoés
coloragéo pelo método Diff-Quick.

3.5 Avaliacdes dos leucdcitos circulantes e da Medu  la Ossea

3.5.1 Contagem em cadmara hemocitométrica de Malasse z

Amostras de sangue foram colhidas do plexo retro-orbital por meio de pipeta
Pasteur embebida em citrato de sodio a 3% (3 g de citrato de sédio anidro, 1 mL de
solucdo de formaldeido comercial 37%, 100 mL de agua destilada). O numero de
leucdcitos foi determinado em camara hemocitométrica (Malassez) com diluicdo na
proporcao de 1:20 em Azul de Metileno 1% em acido acético a 1%.

As células da medula 6ssea foram obtidas por meio da perfusdo dos fémures
com meio RPMI 1640. As suspensdes obtidas foram filtradas em nylon para

eliminacdo de tecidos e fragmentos Osseos e as concentracbes celulares
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determinadas em camara hemocitométrica de Malassez, caracterizadas
morfologicamente, por esfregacos da circulacdo, e fenotipicamente por marcacao

com anticorpos especificos, GR1 e CD11b analisados por citometria de fluxo.
3.5.2 Citometria de Fluxo

Células inflamatorias ou da medula 0ssea, apos lise das hemacias (4,15 de
cloreto de amonia, 0,84 g bicarbonato de sodio, 1 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0) foram
quantificadas e identificadas por citometria de fluxo. Para tanto, aliquotas de 100 pL
das suspensées (10’ células/mL) foram incubadas com anticorpos monoclonais
dirigidos contra: granulécitos Ly-6G (GR-1, clone: RB6), contra a cadeia a da
molécula CD11b (clone: Mi/70) e CD62L (clone: MEL-14) marcados com Ficoeritrina
(PE) ou Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), dependendo do caso. Esta dupla
marcacdo identifica as populacdes mielociticas (neutréfilos ou mondcitos/
macrofagos). Como Isétipos controles, foram utilizados: 1gG2b, de rato (clone: A95-
1), marcado com PE ou FITC. Todos os anticorpos foram obtidos da Pharmingen. O
registro de 10000 células foi realizado, utilizando FACScalibur e analisado pelo

programa Cellquest (Becton-Dickinson).
3.6 Analise de sobrevivéncia apés I/R intestinal

Camundongos machos AIRmax, AIRmin e Balb/c foram submetidos a
isquemia por 45 minutos. Apés esse periodo, os camundongos foram tratados por
via intramuscular com 30 pL de antibiotico veterinario contendo 3600 Ul de
benzilpenicilina benzatina, 1800 Ul benzilpenicilina procaina, 1800 Ul de
benzilpenicilina potassica e 1,5 mg de sulfato de estreptomicina base. Para
restabelecer o equilibrio hidrico, foi injetado 1 mL de salina estéril, por via
subcutdnea em todos os grupos. Os animais foram mantidos no biotério de
experimentacdo do laboratorio de Imunogenética do Instituto Butantan, em
condi¢cbes padrdes e observados diariamente durante 15 dias com registro diario de
mortalidade.
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3.7 Expressao Génica por PCR em Tempo Real (Real Time PCR)

3.7.1 Extracdo de RNA Total

Aproximadamente 100 mg do tecido pulmonar de cada animal foi retirado e
picotado em 1 mL de Trizol (Invitrogen). As amostras foram centrifugadas a 12.000 x
g durante 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, e
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacao, ao precipitado
foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio (MERCK) para cada 1 mL de Trizol. As
amostras foram submetidas a agitacdo pelo vortex e entdo centrifugadas por 15
minutos a 12000 x g. O sobrenadante (fase aquosa RNA) foi transferido para outro
tubo eppendorf e o RNA foi precipitado em 0,5 mL de alcool isopropilico (MERCK)
para cada 1 mL de Trizol. A mistura da solucdo foi feita por inversdo e apls a
incubacdo de 10 minutos a temperatura ambiente, a solucédo foi centrifugada a
12000 x g por 10 minutos a 4 °C. O precipitado de RNA foi lavado por 5 minutos a
7500 x g com 1 mL de etanol a 75% gelado para cada 1 mL de Trizol. Apés a
secagem, para dissolver o precipitado, foram adicionados 50 mL de agua livre de
RNAse. A concentracdo de RNA total purificado foi determinada em
espectrofotometro (260/280 nm) e a integridade ou a qualidade das preparagdes foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 1% em TBE seguida por coloragao
com brometo de etideo. O material foi estocado a -70 °C até o processamento para a
obtencédo de cDNA.

3.7.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada por transcricdo reversa a partir do RNA total
purificado. Para cada amostra, foram feitas solu¢cbes contendo 100 pg/mL de RNA
total, e para cada 10 pL desta solucéo foi adicionado 1 pL de oligo (dT) 12-18 (50
mM) e 2 pL de agua livre de RNAse e incubados por 10 minutos a 70 °C. Apés o
periodo de incubacdo foram adicionados a cada tubo, 4 pL de tampao especifico
para a reacao (5 vezes concentrado), 1 uL de dNTP 10 mM (Desoxirribonucleotideos

Fosfatados) e 1 uL de DTT 0,1 M (dithiothreitol), seguindo-se uma incubacéo a 42 °C
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por 2 minutos. Em seguida adicionou-se 1 puL da enzima SuperScript (200 U/mL)
(Invitrogen) por tubo, seguindo nova incubacéo a 42 °C por 50 minutos. A reacéo foi
blogueada por uma incubacdo de 15 minutos a -70 °C. Os cDNAs obtidos foram
submetidos a Reacao de Polimerase em Cadeia.

3.7.3 Reacado em cadeia da polimerase em tempo real (Real-Time PCR)

Cada amostra de 2 pl do cDNA (diluicao 1:2) foi adicionada a uma solucéo
contendo as sequéncias sintéticas especificas ou primers (1 yuL de cada primer) (5
puM); 12,5 uL do Platinum SYBR Green gPCR Supermix-UDG (Invitrogen), e agua
(8,5 pL) para ajustar o volume final de reacdo em 25 pL por tubo.

As reacdes foram incubadas no termociclador PT-200 (MJ Research, Inc.
Whatertown, MA, EUA) e submetidas inicialmente a uma fase de ativagao da enzima
polimerase a 95 °C por 15 min. (“hot start”). A amplificacdo das sequéncias alvo
ocorreu em 50 ciclos constituidos de etapas sucessivas de desnaturagéo (95 °C por
20 segundos), de anelamento (55 °C por 20 segundos) e de extensao (72 °C por 1
min.).

A fluorescéncia do SYBR Green incorporado ao material dupla fita amplificado
a cada ciclo foi detectada na etapa de extensdo pelo aparelho Chromo 4 (MJ
Research, Inc. Whatertown, MA, EUA).

Os resultados foram analisados no programa “Opticon Monitor Analysis
Software 2.03” e a cada amostra foi atribuido um valor de CT (“Cycle Threshold”)
referente ao numero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia incorporada as
duplas fitas amplificadas comece a aumentar acima da fluorescéncia de fundo das
reacles, ou seja, no inicio da fase Log de amplificacdo das seqiiéncias alvo.

Apés a fase de amplificacdo, o produto da reagdo foi submetido a uma fase
Melting. Nessa fase a temperatura varia de 55 T a 99 T e a fluorescéncia da
reacdo € adquirida a cada 1 T, registrando-se a te mperatura em que ocorreu a
dissociacao ou desnaturacao da dupla fita do material amplificado. Esta temperatura
reflete o tamanho do fragmento amplificado e, portanto a especificidade do material

amplificado em cada amostra.
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3.7.4 Calculo da expressao relativa

A expressdo dos genes estudados foi estimada por meio do método
comparativo do Cycle Threshold (cT). Pequenas variacfes relativas as diferencas na
quantidade do RNA total dos genes alvo foram corrigidas por normalizacdo. Para
normalizacdo dos genes alvos foram testados trés primes de genes constitutivos
sendo eles: £ microglobulina, # actina, e Ciclofilina. A expressdo do gene alvo foi
entdo, normalizada pelo gene controle endégeno £ microglobulina, pois sua
expressao ocorreu em niveis constantes nas duas linhagens e em seus respectivos
grupos experimentais (basal, falso operado e I/R). Um gene constitutivo ideal deve
ser aquele, cuja expressao ocorra em niveis constantes em diferentes tecidos do
organismo, em todos os estagios do desenvolvimento e ndo deve ser afetado pelo
tratamento experimental (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

Pelos valores do Cycle Threshold (cT) calcula-se o Delta cT (AcT) para cada
amostra de RNAm, que consiste na diferenca entre os cT do gene de interesse e do
gene constitutivo (ACT = CT (gene alvo) - CT (gene endégeno))- A €xpressédo dos genes entre
varios grupos experimentais foi determinada pela comparacdo entre o AcT das
amostras em diferentes condigcbes experimentais e o AcT do grupo controle
(calibrador): AACT= ACT (teste) — ACT (calibrador): & €Xpressao relativa, portanto, é igual 2°
AMT(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Como calibrador utilizamos o valor da média
dos AcT do animais AIRmin basal para todas as condicoes.

3.8 Analise Estatistica
Os dados foram expressos como média dos valores * erro padréo. A analise de
significAncia entre as médias foi realizada pelo teste paramétrico ANOVA seguido do

teste de Tukey Para o experimento de sobrevida foi aplicado o teste de qui-

guadrado. Valores para p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

43




Resulta&os




Rcsultaclos

4 RESULTADOS

4.1 Avaliagédo da Reacéo Inflamatéria Aguda no Pulm& o apds I/R intestinal em

camundongos AIRmax e AIRmin

4.1.1 Determinacédo da atividade da MPO no pulméo

Para caracterizar o perfil da resposta inflamatdria aguda no pulm&o dos
camundongos AIRmax e AIRmin, avaliamos o infiltrado inflamatério celular induzido
pela isquemia da artéria mesentérica (intestinal) por 45 minutos seguida de 1
(Figura 6A) e 4 horas (Figura 6B ) de reperfusédo por meio da medida da atividade
da MPO no pulmao. Esta medida caracteriza indiretamente o infiltrado neutrofilico.
Como controles foram utilizados animais falso-operados e basais (ndo manipulados).

Na figura 6 observamos um aumento progressivo significativo da atividade da
MPO nos camundongos AIRmax em relagdo aos AIRmin, ap0s 0s respectivos
tempos de reperfusdo. Este aumento refletiu em uma diferenca interlinhagens
significativa a favor dos AIRmax, caracterizado por um maior infiltrado neutrofilico.
Podemos observar que os indices de densidades Optica tiveram seus niveis mais
altos nos animais AIRmax isquémicos apos 4 horas (Figura 6B ) de reperfuséo,
reflexo de uma maior resposta inflamatéria aguda no pulmdo. Os animais falso-
operados e basais ndo apresentaram diferencas interlinhagens quanto a atividade
da MPO, entretanto, foram observadas diferencas entre os animais AIRmax
submetidos a isquemia e seus respectivos controles.

Animais AlIRmax e AIRmin avaliados apds 24 horas de reperfuséao
apresentaram niveis de atividade MPO baixos, com valores de DO inferiores a 0,08

compativel com os indices basais (dados ndo mostrados).
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Figura 6. Medida da atividade de MPO pulmonar em camundongos AIRmax e AIRmin apés
1 hora (A) e 4 horas(B) do inicio da reperfusdo. *diferenga entre AIRmax e
AIRmin, # diferenca intralinhagem entre I/R e demais controles; ‘diferenca
intralinhagens entre falso operado e Basal.
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4.1.2 Determinacéo do namero de células no parénqui  ma pulmonar apos

extracdo por colagenase

ApoOs o periodo de reperfusdo de uma e quatro horas (Figura 7 ) os pulmdes
dos camundongos AIRmax e AIRmin foram perfundidos com PBS, retirados e
digeridos com colagenase tipo IA (material e métodos ).

Observamos um aumento significativo no numero total de leucécitos nos
pulmdes dos camundongos AIRmax ap6s 1 e 4 horas da reperfusdo. Este aumento
no numero total de células foi acompanhado pelo aumento progressivo no niumero
absoluto de neutrofilos entre os varios grupos na linhagem AIRmax quando
comparado aos animais AIRmin. Quanto ao infiltrado de células mononucleares néo
foram observadas alteracdes significantes entre 0s grupos experimentais nas duas
linhagens analisadas (Figura 7).

A figura 8 mostra a correlacdo entre o numero de células totais do pulméo
digerido e a atividade de MPO Apds a contagem das células extraidas do pulmao,
estas foram centrifugadas a 250x g e o precipitado celular foi submetido ao ensaio
de atividade de MPO. A correlacdo entre o namero de neutrofilos (representam
cerca de 90% do total) e a atividade de MPO nas células foi positiva e significante
em ambas as linhagens AIRmax e AIRmin e nos dois tempos analisados, 1 e 4
horas apos reperfusdo. Analisando a atividade desta enzima por célula (neutrdfilo)

observamos atividades enzimaticas equivalentes em ambas as linhagens (Figura 9).
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Figura 7. Avaliacdo do nivel de inflamag&o por meio da contagem das células do pulméo de
AlIRmax e AIRmin extraidas pelo tratamento com colagenase apés isquemia
seguida de 1 e 4 horas de reperfusdo, bem como dos animais controles falso-
operado e basal. Os resultados estdo expressos como média + erro padréo do
namero de células por mL de 8 animais por grupo. p<0,05, * Diferenca entre
AIRmax e AIRmin e # diferencga intralinhagem entre I/R e demais grupos.
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Figura 8. Correlagdo entre neutrofilos do pulméo e MPO das linhagens AIRmax e AIRmin
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Figura 9. Atividade de MPO por célula (neutrdfilos) infiltrada no pulmé&o dos animais AIRmax
e AIRmin submetidos a I/R. Os resultados estdo expressos como média + erro
padréo de 15 animais por linhagem. p<0,05.
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4.1.3 Analise histoldgica do paréngquima pulmonar

Os pulmbes dos camundongos AIRmax e AIRmin submetidos por 45 minutos
a isquemia e de 4 horas de reperfusdo e os camundongos dos grupos falso-
operados e Basais, foram perfundidos com 10 mL de PBS pelo ventriculo esquerdo.
Em seguida os pulmdes foram retirados da cavidade toracica e acondicionados em
frascos contendo formol tamponado a 10%. As amostras foram fixadas por 24 horas
e, em seguida, foram processadas para histologia de acordo com Material e
Métodos .

O parénquima pulmonar dos camundongos AIRmax I/R apresentou um
infiltrado inflamatdério mais intenso com grande percentual de neutréfilos, quando
comparados aos parénquimas dos animais AIRmin. A arquitetura do parénquima dos
AIRmax I/R foi alterada, devido ao infiltrado celular, com colabacdo dos alvéolos.
Este perfil inflamatério observado confirmou os dados obtidos de MPO e pelo
processo de extracdo de células por tratamento com colagenase. Por outro lado,
camundongos AIRmax do grupo falso operado apresentaram arquitetura pulmonar
pouco alterada devido ao baixo nivel de injaria provocado apenas pelo procedimento
cirurgico (Figura 10A) .

Camundongos AIRmin submetidos a I/R apresentaram similaridade na
arquitetura pulmonar, quando comparados aos animais do grupo falso-operado
ambos com um pequeno influxo inflamatério muito inferior ao animais AIRmax e que

nao alterou as estruturas do pulméo (Figura 10B).
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Falso operado

Basal Falso operado I'R

Figura 10. Cortes histolégicos (5um) de pulm&o de camundongos AIRmax (A) e AIRmin (B)
dos trés grupos experimentais: I/R, falso-operado e basal. Estruturas como

alvéolos (a), vasos (v) e bronquiolos (b) estdo representadas. Coloracdo HE e
aumento de 100x e 1000x.
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4.2 Lavado Bronco Alveolar (LBA)

Com o objetivo de avaliar um possivel infiltrado celular no compartimento
alveolar, analisamos o lavado bronco alveolar apés a inducéo da I/R.

Ao analisar o conteudo do LBA, foi observada uma diferencga interlinhagens
significativa na concentracao celular total entre os animais AIRmax e AIRmin de
aproximadamente 4 vezes a favor da linhagem AIRmax (Figura 11).

A contagem diferencial evidenciou a predominédncia de células
mononucleadas, sobretudo macréfagos e/ou células epiteliais. Estas Ultimas podem
ter sido soltas pelo procedimento da lavagem. Os macréfagos dos camundongos
AIRmax e AIRmin, apos 4 horas da reperfusdo apresentaram morfologia
diferenciada, sugerindo uma possivel ativacdo destas células ja que apresentam
tamanho aumentado e citoplasma vacuolizado. Quase ndo se observou células

polimorfonucleadas nestes lavados (Figura 12 ).
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Figura 11. Células totais do LBA de camundongos machos AIRmax e AIRmin submetidos a
I/R e animais controles falso-operados e basais. Os resultados estdo expressos
como média + erro padrdo de 6 animais por grupo. *diferenca entre AIRmax e

AIRmiInN.
Basal Falso operado I/R
3 W
= ] A
¢ . i
P _ ' & LA i
- 3 ¥ ‘e " - P
& ‘ g ® e & P '
= \ o = .
. 0" < § | )
-~ * u
fag 3 " e o
& i LA 3 .
{é* -
: P K : g " ’
S 4
. < ) ®:
o & 3

Figura 12. Constituicdo celular do LBA de camundongos AIRmax (A) e AIRmin (B) dos
grupos I/R, Sham e Basal. As laminas foram coradas por Diff Quik. Aumento de

400X.
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4.3 Caracterizacdo dos leucdcitos circulantes e da medula 6ssea apds 4 horas
de I/R

4.3.1 Analise morfolégica das populacdes leucocitar ias e hemacias da medula

0ssea e sangue periférico

Sabendo que ha uma maior resposta no pulméo dos camundongos AIRmax
frente a injuria proporcionada pela I/R, observada pelo recrutamento de neutrdfilos,
analisamos a circulacao periférica e a medula 6ssea. Nosso objetivo neste momento
foi o de avaliar o reflexo da injuria proporcionada pela I/R no nimero células da
medula éssea e circulacao.

ApOs 4 horas do inicio da reperfusao verificamos um aumento significativo no
namero total de leucécitos na medula éssea nos camundongos AIRmax submetidos
a I/R e falso operados. O mesmo efeito ndo foi observado nos camundongos da
linhagem AIRmin. A ativacdo da medula O0ssea dada pelo estimulo da I/R nos
camundongos AIRmax refletiu no aumento do numero de células totais da
circulacdo, sendo a neutrofilica a populacdo que mais sofreu alteracéo (Figura 13C) .

Com relacdo aos outros tipos celulares, ndo foi observada, entre AIRmax e
AIRmin, diferenca significativa no numero de linfocitos, mondcitos ou hemécias nos
trés grupos analisados: I/R, falso operados ou basal (Figura 14A). Por outro lado
observou-se um aumento significante do nimero de hemacias nos camundongos
AIRmax I/R com relagdo aos basais, provavelmente devido ao estimulo geral da
medula éssea (Figura 14B ).
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Figura 13. Avaliacdo dos leucdcitos totais da medula dssea (A), sangue total (B) e neutrofilos
do sangue (C) nas linhagens AIRmax e AIRmin apos 4 horas de reperfusdo. Os
dados representam a média + erro padrdo do numero de células por mL de 6
animais por grupo *diferengca entre AIRmax e AIRmin, # diferenga entre IR e
controles, » com relagéo ao grupo basal, p<0,05.
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Figura 14. Numero absoluto de células mononucleares (A) e de heméacias (B) presentes no
sangue periférico dos camundongos AIRmax e AIRmin submetidos a I/R, nos
controles falso-operados e nos basais. Os dados representam a média + erro
padréo do numero de células por mL de 6 animais por grupo.
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4.3.2 ldentificacdo das populagdes celulares por ci  tometria de fluxo por meio
da dupla marcacdo GR1/CD11b na medula 6ssea e circu lagéo

A analise citométrica foi realizada em células da medula 6ssea e circulagéao
por meio da marcacdo com anticorpos dirigidos contra as moléculas Ly-6G (GR1),
CD11b. Os citogramas representativos das células da circulacdo e da medula éssea
dos camundongos AIRmax e AIRmin estéo representados na figura 15A. As células
duplamente marcadas estao localizadas no quadrante superior direito e representam
basicamente os mielécitos e células diferenciadas em polimorfonucleares cujo
fendtipo é GR17/CD11b" (LAGASSE, 1996). Os valores absolutos, calculados a
partir das porcentagens, demonstraram o efeito da I/R sobre o numero de células
circulantes e da medula 6ssea nos diferentes grupos de AIRmax e AIRmin.

Camundongos AIRmax dos grupos I/R e falso-operados apresentaram, na
circulacdo, nimero de células superior aos respectivos grupos da linhagem AIRmin
(Figura 15B) . Na medula 0ssea néo foram observadas diferencas significantes em
ambas as linhagens referentes a dupla marcacdo GR1'/ CD11b* (Figura 15C).
Estes dados determinados por citometria de fluxo confirmaram aqueles obtidos pela
contagem e caracterizacdo morfoloégica em preparacdes histoldégicas das varias
suspensdes celulares (Figura 13).
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Figura 15. Citogramas representativos das células da circulacdo e medula Ossea de

camundongos AIRmax e AIRmin submetidos a I/R intestinal e controles falso
operado e basal (os niumeros nos quadrante representam a porcentagem da
populacdo duplo-positiva) (A). Namero absoluto de células GR1+/CD11b+ da
circulacdo (B) medula éssea (C) dos trés grupos analisados. Os resultados
estdo expressos como meédia do numero absoluto de células + erro padréo.
*diferenca entre AIRmax e AIR min, # intralinhagem, p<0,05. Resultados
representativos de 3 animais para cada gupo. O fenotipo celular foi definido por

marcagéo com os anticorpos GR1 e CD11b.
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4.4. Avaliacdo da expressdo de moléculas de adesédo do tipo L-Selectina
(CD62L) e [-integrina (CD11b) nas células da medula Ossea, san gue e

parénquima pulmonar

Para avaliar a razdo do maior infiltrado celular no pulmédo de AIRmax apés 4
horas de I/R analisamos, comparativamente nas duas linhagens, a expressao de
moléculas de adesdo sobre os leucocitos a partir da medula 0ssea. Assim foi
verificada a expressao de L-Selectina (CD62L) e B-Integrina (CD11b), por meio de
anticorpos especificos, nos trés compartimentos, medula O0ssea, sangue e
parénquima pulmonar.

Na figura 16 , observamos a expressdo das moléculas de adesdo CD11b e
CD62L nas células da medula 6ssea, sangue periférico e parénquima pulmonar,
completando o caminho destas durante estimulo inflamatério de isquemia e
reperfusdo. Estas células, oriunda dos trés compartimentos, foram duplamente
marcadas com anticorpos anti-GR1/CD11b e anti-GR1/CD62L. A analise da
expressdo da molécula CD11b, em células GR1*, demonstrou, primeiramente, que
esta molécula tem sua expressdo aumentada a medida que migra para o pulméao.
Comparando as duas linhagens de camundongos, verificamos que a expressao de
CD11b nos AIRmax foi menor do que o observado nos AIRmin, tanto na medula
0ssea como sangue periférico. Por outro lado, no parénquima pulmonar, a
expressdo desta molécula foi semelhante em ambas as linhagens, embora os
animais AIRmax apresentem um nimero muito maior de células GR1" expressando
CD11b.

A expressido da molécula CD62L, também nas células GR1", foi, na maioria
das vezes (medula O6ssea e pulmao), superior nas células migrantes dos
camundongos AIRmax. Aparentemente ndo houve, como para a molécula CD11b,

aumento progressivo de expressdo nas células migrantes (Figura 16 ).
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Figura 16. Histograma representativo da expressdo das moléculas de adesdo CD11b e
CD62L nas células da medula 6ssea, do sangue periférico e do parénquima
pulmonar dos camundongos isquémicos.
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4.5 Andlise de sobrevida dos camundongos AIRmax e A IRmin apés inducéo de

Isquemia intestinal seguida da Reperfuséo

Camundongos AIRmax e AIRmin foram submetidos a isquemia por 45
minutos e apos esse periodo foram tratados por via intra-muscular com 30ul de
antibiotico. Para restabelecer o equilibrio hidrico, foi injetado 1mL de salina esteéril
por via subcutanea em todos 0s grupos.

O objetivo do tratamento com o antibiotico foi o de evitar a morte por infecgéo,
0 que poderia influenciar nos resultados de sensibilidade ao processo de I/R ou da
laparotomia. Seis camundongos submetidos a I/R e quatro falso-operados de cada
linhagem, foram observados durante 15 dias ap0s a reperfusdo. Como linhagem de
referéncia, utilizamos animais machos BALB/c por ser uma linhagem sensivel a
infeccoes.

Na figura 17 estdo representados os resultados de sobrevida dos animais
AIRmax, AIRmin e BALB/c apés I/R intestinal e falso operados. Verificamos que 0s
animais AIRmin apresentaram 100% de sobrevivéncia até o sexto dia, passando
para 83%. Aproximadamente 33% dos animais AIRmax morreram entre 24 e 48
horas, ja 17% dos camundongos BALB/c morreram entre 6 e 12 horas.

Os camundongos falso-operados AIRmax e AIRmin apresentaram 100% de
sobrevivéncia enquanto que os BALB/c apresentaram 87% de sobrevivéncia
decorrente de 1 morte nas primeiras 6 horas da cirurgia.

Se considerarmos que as mortes ocorridas nas primeiras horas pos-cirurgia
sejam decorrentes do trauma cirirgico podemos concluir que os animais AIRmax
apresentaram uma sensibilidade ligeiramente superior aos AIRmin e BALB/c ap0s o
procedimento de I/R. O teste de qui-quadrado com p=0,8436 né&o indicou diferenca

significativa de mortalidade entre as trés linhagens analisadas.
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Figura 17. Curvas de sobrevivéncia dos camundongos AIRmax, AIRmin e BALBI/c
submetidos a I/R (6 animais por linhagem) e falso operados (4 animais por
linhagem). Os animais foram observados durante 15 dias apés a cirurgia e a
mortalidade foi registrada diariamente.
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4.6 Expressao Génica por PCR em Tempo Real (Real Ti me PCR)

Para avaliar a expressdo dos genes envolvidos durante as condi¢cbes de
hipéxia no pulmao provocada pelo procedimento de isquemia da artéria mesentérica
e posterior reperfuséo, foram obtidas amostras de RNAm do tecido pulmonar total de
camundongos AIRmax e AIRmin. Seus respectivos cDNAs foram sintetizados para
os ensaios de RT-PCR em tempo real. Os genes escolhidos para a realizacdo dos
ensaios de expressao foram: Hif-1a, Vhl, Vegfa, Arnt, Mpo, Tgf-B, Tnf-a, 1I-1, II-6 e Il-
10.

As figuras 18, 19 e 20 representam os valores de variagcdo de expressao
génica relativa em 24", As diferencas interlinhagens e intralinhagens encontradas
foram resultados de ativagdo ou supressao génica, com relacdo ao perfil do
calibrador (AIRmin basal).

Ao avaliar os niveis de expressdo de AIRmax e AIRmim nos varios grupos
experimentais, observamos um aumento significante da expressdo do gene Hif-1a
nos pulmdes dos animas AIRmax apds 1 e 4 horas de reperfusdo. No periodo de 4
horas apds I/R, os animais AIRmax atingiram niveis superiores quando comparados
aos valores de 1 hora e quando comparados aos camundongos AIRmiIn, os quais
nao apresentaram variacdo de expressao deste gene entre 0s grupos analisados
(basal, falso operado e I/R), indicando uma baixa expressao desse gene nesta
linhagem. No mesmo sentido, o gene supressor de tumor Vhl, que codifica a
proteina Von Hippel-Lindal (VHL), apresentou uma expressao significantemente
maior nos animais AIRmax IR com relacdo aos animais AIRmin e seu respectivos
controles (Figura 18). Na mesma figura, observamos que a expressao do gene Arnt
(ou Hif-18) foi equivalente nas duas linhagens e em todas as situacbes
experimentais.

Na analise dos genes codificantes para as citocinas envolvidas na resposta
inflamatéria aguda: 1I-18, 1I-6 observa-se uma maior expressdo do RNAmM nos
animais AIRmax I/R quando comparados aos animais AIRmin e seus controles. Ja a
expresséo da citocina multifuncional envolvida na proliferagéo e diferenciagéo celular
Tgf-B8, ndo sofreu variacdes significativas nos dois periodos analisados independente
da conduta experimental (Figura 19)

N&o foi detectada a expressdo dos genes das citocinas 1l-10 e Tnf-a nao
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foram detectadas nos tempos de 1 e 4 horas apds a reperfusdo (dados nao
mostrados).

O gene Vegf-a apresentou-se altamente expresso, nos niveis do gene
constitutivo, em ambas as linhagens e nos dois periodos avaliados. No entanto, este
gene nao apresentou, na sua expressao, diferencas significantes entre as linhagens
AIRmax e AIRmin e seus respectivos controles. A Mpo apresentou valores de cT
elevados o que corresponde a uma baixa expressao.No entanto, os animais AIRmax
I/R apresentaram um aumento da expressao deste gene com relacdo a linhagem

AIRmin e seus controles apds 4 horas (Figura 20).
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Figura 18. Expressao relativa dos genes Hif-1a, Vhl, Arnt a partir do RNAm obtido do pulméo
de camundongos I/R, falso operados e basais apos 1e 4 horas de reperfusédo. Os
valores foram normalizados pela expressdo do RNAmM da (2 microglobulina e
calibrados contra animais AIRmin basais. Valores expressos como média + erro
padrdo de grupos de 5 animais. *diferenca entre AIRmax e AIR min, # diferenca
entre I/R e seus controles. p<0,05.
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Figura 19. Expresséo relativa dos genes II-18, II-6 e Tgf-8 a partir do RNAm obtido do
pulmdo de camundongos I/R, falso operados e basais apdés le 4 horas de
reperfusdo. Os valores foram normalizados pela expressdo do RNAm da 2
microglobulina e calibrados contra animais AIRmin basais. Valores expressos
como média * erro padrdao de grupos de 5 animais. *diferenca entre AIRmax e
AIRmin, # diferenca entre I/R e seus controles, * Diferenca com relacao ao basal.
p<0,05.
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Figura 20. Expressao relativa dos genes Vegf-a e Mpo a partir do RNAm obtido do pulméo
de camundongos I/R, falso operados e basais apds 1e 4 horas de reperfuséo.
Os valores foram normalizados pela expressdo do RNAm da 82 microglobulina e
calibrados contra animais AIRmin basais Valores expressos como meédia + erro
padréo de grupos de 5 animais. *diferenca entre AIRmax e AIR min, # diferenga
entre I/R e seus controles, “diferenca com relagéo ao grupo basal, p<0,05.
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5 DISCUSSAO

A inflamacé&o é um evento temporalmente organizado e regulado. O controle
do processo inflamatoério decorre de um fluxo de informagdo no qual o organismo
necessita detectar se determinado estimulo se associa a injuria, infeccdo ou a
ambos. A protecdo do organismo contra injurias teciduais e infecgdes € essencial
para manter o equilibrio homeostatico do organismo. Portanto compreender 0s
fatores que regulam o aparecimento, manutencdo e resolugdo da inflamacgédo é
fundamental para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas eficazes
(WALMSLEY et al., 2005).

Estudos em camundongos geneticamente selecionados para a resposta
inflamatoéria aguda vém demonstrando a participacdo de uma variedade de genes no
seu controle. Experimentos realizados em nosso laboratério evidenciaram
polimorfismo entre as linhagens em alguns genes envolvidos na inflamacédo que
modulam algumas caracteristicas fenotipicas que distinguem AIRmax e AIRmiIn
assim como, a ativagdo de células da medula 6ssea e a susceptibilidade a infec¢des
e a processos de carcinogénese na pele, nos pulmdes e no intestino (ARAUJO, et
al., 1998; RIBEIRO, et al., 2003; MARIA, et al., 2003; SIQUEIRA, 2009; DE SOUZA,
et al., 2009).

Considerando que o controle genético da resposta inflamatéria participa da
regulacdo de outros fendtipos em varios 6rgaos, avaliamos neste trabalho o perfil da
inflamacéo desenvolvida no pulmédo em resposta a condigdes de hipdxia. Para tanto,
utilizamos o modelo de isquemia e reperfusao intestinal que consiste em obstrucao
da artéria mesentérica por 45 minutos e posterior reperfusdo. Segundo alguns
autores, o processo de isquemia e reperfuséo intestinal (I/R) esta associado a varias
situacdes clinicas, desde condi¢cdes cirdrgicas a choques sépticos (ZHAO, et al.,
2002; YANG, et al., 2007).

Neste contexto e considerando que as linhagens, AIRmax e AIRmiIn,
apresentam diferencas significativas na sensibilidade a uma variedade de patdogenos
(ARAUJO, et al.,1998), verificamos, durante um periodo prolongado pés-reperfusao,
a sobrevida destes animais comparativamente a linhagem Balb/c de referéncia.
Constatamos, neste experimento, que nao houve diferenca significativa entre as trés

linhagens avaliadas na sobrevida apés o procedimento de I/R. Com isso podemos
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descartar que a inflamag&o sistémica instalada seja decorrente de uma eventual
septisemia provocada por translocacdo bacteriana ou por infeccdo durante a
laparotomia, uma vez que nestas condi¢cdes choques sépticos seria eminentes
(WAGNER et al., 2002; DE OLIVEIRA et al., 2006).

O processo de Isquemia e reperfuséo intestinal esta associado a inflamagéo
sistémica, podendo induzir injaria em varios 6rgaos. O pulmédo é um dos importantes
orgaos afetados, tornando-se bastante vulneravel aos efeitos das lesdes
inflamatorias sistémicas por receber os mediadores inflamatorios liberados na
circulagdo apos o débito cardiaco. Camundongos AlIRmax e AIRmin, submetidos a
isquemia por 45 minutos e analisados apoOs reperfusdo de 1 ou 4 horas
apresentaram um intenso infiltrado inflamatério no parénquima do pulmdo em
resposta a estas condi¢cdes de injuria. Estudos recentes mostraram que a injuria
induzida pela I/R intestinal é caracterizada pelo acimulo predominante de neutréfilos
e aumento da permeabilidade vascular (YANG et al., 2007).

O quadro de inflamacao sistémica foi observado em niveis diferentes nesses
animais apés o procedimento de I/R ou apenas pelo procedimento cirargico de
laparotomia. A quantificacdo da reacao inflamatoria instalada no pulméo revelou um
infiltrado inflamat6rio mais intenso no parénquima pulmonar dos camundongos
AIRmax do que nos AIRmin. Estes resultados foram confirmados em experimentos
de atividade da MPO pulmonar que também foi significantemente mais elevada nos
AIRmax I/R. Esta medida de atividade da MPO é um procedimento amplamente
utilizado para avaliar um infiltrado neutrofilico (CAVRIANI et al., 2004; YANG et al.,
2007). Esté descrita a existéncia de polimorfismo do gene da MPO em linhagens
isogénicas de camundongos (HEARNE et al., 1991). Esta genotipagem ainda nao foi
feita nas linhagens AIRmax e AIRmin, entretanto observamos atividade de MPO
equivalente por células entre as duas linhagens, sugerindo que a existéncia de tal
polimorfismo, ndo determinaria a diferencga fenotipica entre AIRmax e AIRmin.

Diante do observado no tecido pulmonar dos camundongos AIRmax e AIRmin
submetidos a I/R, analisamos as células do lavado bronco alveolar (LBA) para
verificar uma eventual relagdo entre estas ceélulas e as infiltradas no tecido
parenquimatoso pulmonar. Observamos um aumento significativo no ndmero de
células totais no LBA dos animais AIRmax I/R em relagdo aos AIRmin. Ao

analisarmos a morfologia do infiltrado celular constatamos que se trata de
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macréfagos vacuolizados e de células epiteliais.

A ativacdo dos macréfagos alveolares pode contribuir para a subsequente
infiltracdo neutrofilica no pulmdo (SHARMA et al., 2007). Estes autores
demonstraram o papel dos macréfagos e das células epiteliais na promocédo da
inflamacdo aguda no modelo de I/R experimental. Macrofagos ativados podem
secretar fatores quimiotéticos proporcionando a migracdo de neutréfilos em
procedimento in vivo de isquemia e reperfusdo pulmonar. Duas fases de reacao sao
descritas: uma que confere a ativacdo aguda de macréfagos alveolares e a segunda
que promove O recrutamento e ativagdo dos neutréfilos. As citocinas pré-
inflamatorias e as quimiocinas, tais como TNF-a (do inglés: Tumor Necrose Factor
alpha), KC (Keratinocyte derived chemokyne) e MIP-2 (do inglés: Macrophage
Inducible Protein -2) sdo secretadas precocemente pelos macréfagos alveolares no
inicio da reperfusdo. Postula-se, portanto, que estes mediadores contribuem para a
injuria no pulmédo (KRISHNADASAN et al., 2003; NAIDU et al., 2003; SHARMA et al.,
2007).

Outros trabalhos, no mesmo sentido, detectaram a presenca da anafilotoxina
C5a no fluido do LBA (HUBER-LANG et al., 2002). Camundongos Isogénicos
C57BL/6 tratados com anticorpo contra o componente C5 apresentaram menor
reacao inflamatdria no pulméo apos isquemia intestinal (ZHAO et al., 2002). Este
componente do complemento, além de outros fatores, pode contribuir para a
diferenca de migracdo neutrofilica entre as linhagens AIRmax e AIRmin, uma vez
que o Cbha foi encontrado em maior quantidade no exsudato inflamatorio produzido
por biogel nos AIRmax, (RIBEIRO et al., 2003).

Entretanto, foi observado, em um estudo preliminar de indugéo de I/R em
camundongos da sublinhagem AIRmax"" C5 deficiente (AMANO et al., 2009), um
significativo infiltrado inflamatério no pulm&o, evidenciado pela atividade de
mieloperoxidase neste O6rgdo ap6s 4 horas de reperfusdo. Estes animais foram
produzidos a partir da linhagem AIRmax com o intuito de estudar a participacao do
gene Slcllal (solute carrier family 11al member) na regulagdo da resposta
inflamatoria aguda e o seu efeito na artrite induzida por pristane e na infeccdo por
Salmonella TYPPHIMURIUM. Por genotipagem assistida, foram produzidos
camundongos homozigotos para os alelos R (resisténcia) e S (suscetibilidade) deste
gene (BORREGO et al., 2006; PETERS et al., 2007). Os niveis de MPO dos animais
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da sublinhagem AIRmax™® foram equivalentes aos niveis observados na linhagem
AIRmax. Uma vez que esta sublinhagem é deficiente no componente do
complemento C5, podemos sugerir que a presenca deste componente pode ser
significante no recrutamento das células inflamatoérias, mas nédo € determinante para
este evento, jA que estas linhagens sao heterogéneas e apresentam um controle
poligénico da reacdo inflamatoria.

Em decorréncia da intensa reatividade inflamatoria observada nos
camundongos AlIRmax apoés I/R, o numero de células da circulacdo e da medula
0ssea mostrou-se aumentado. Isto € um indicativo de uma ativagéo diferencial da
medula 6ssea dos animais AIRmax. De fato, os camundongos AIRmax possuem
uma capacidade de hematopoese maior do que os AIRmin apds estimulo com biogel
ou em situacdes controladas de cultura de células da medula éssea com reflexo na
producdo neutrofilica (RIBEIRO et al., 2003; COSTA, 2008). Portanto, podemos
inferir que a superioridade no nimero de células da medula 6ssea da linhagem
AIRmax sobre AIRmin, pode ser um dos fatores que contribuem para a resposta
inflamatoria elevada da linhagem AIRmax apos I/R.

Camundongos AIRmin I/R e AIRmax falso operados apresentaram
quantidades semelhantes de neutréfilos no sangue, sugerindo que o estimulo
proporcionado pela I/R na linhagem AIRmin equivale ao estimulo dado somente pela
laparotomia.

A migracédo dos neutrdfilos para o local da injuria observada em inflamacdes
sistémicas € dependente da regulacédo da expressao de moléculas de adesdo. Estas
moléculas sdo responsaveis pelo rolamento, adesdao e diapedese das células
inflamatorias. Em processos inflamatorios moléculas como CD11b (MAC-1), CD62L
(L-selectina) sao rapidamente moduladas nos leucécitos, propiciando a
transmigracao vascular (CONDLIFFE et al., 1996).

Em nosso estudo, observamos um aumento da expressdo de CD11lb em
células GR-1" no pulm&o de ambas as linhagens com relacdo as células da medula
0ssea e do sangue, com niveis de expressao diferentes entre AIRmax e AIRmin na
medula éssea e sangue periférico. Esta expressao diferenciada de CD11b entre as
linhagens AIRmax e AIRmin foi alterada no parénquima pulmonar corroborando as
observacdes de Ribeiro e colaboradores em 2003 e Carneiro e colaboradores em

2008, ao avaliar a expressao destas moléculas em sitios inflamatérios induzidos por
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gel de poliacrilamida e por veneno de Bothrops jararaca, respectivamente (RIBEIRO
et al.,2003; CARNEIRO et al., 2008).

A expressdao da molécula CD62L no parénquima pulmonar dos animais
AIRmax pode contribuir para a alta capacidade de migracéo celular destes animais,
uma vez existe uma correlacdo de infiltrado e expressdo desta molécula. Por outro
lado, os animais AIRmin ndo apresentaram aumento de expressao de CD62L no
decorrer do curso celular, fato este relacionado com o fenoétipo inflamatério desta
linhagem.

O aumento da expressao de moléculas de adesao é amplamente descrito em
situacbes de isquemia e reperfusdo. A queda dos niveis de ATP e posterior
formacao de radicais livres sdo responsaveis por promover uma cascata de eventos
proporcionando a expressao destas moléculas (CARDEN e GRANGER, 2000; DE
PERROT et al., 2003; TANG et al., 2008). Este fenbmeno poderia estar ocorrendo
mais acentuadamente nos animais AIRmax submetidos a isquemia.

Apos tracar o perfil da inflamacéo no pulméao induzida pela I/R e verificar a
divergéncia fenotipica entre essas duas linhagens na vigéncia da inflamacao,
analisamos a expressao dos genes operantes nesta situagdo adversa de oxigénio.
Os genes estudados referem-se aqueles envolvidos nas situa¢des de hipdxia, como
Hif-1a, Vhl, Vegfa, Arnt, Mpo, e aqueles codificantes para citocinas pré- e anti-
inflamatorias, Tgf-B8, Tnf-a, 1I-1, -6 e 1I-10 .

Observamos uma aumento dos niveis de expressdo do Hif-1a nos animais
AIRmax e AIRmin I/R apés 1 e 4 horas de reperfusdo. Entretanto os animais AIRmax
apresentaram um aumento significativo de expressao quando comparados com 0s
AIRmin. Vale ressaltar que apés 4 horas de reperfusdo obtivemos uma maior
divergéncia no indice de expressdo deste gene entre as linhagens, chegando a
aproximadamente 6 vezes a favor dos AIRmax. Este resultado esta de acordo com o
fendtipo observado no pulméo destes animais neste tempo de reperfuséo.

Essa resposta € condizente com o perfil da linhagem AIRmax visto a sua
potencialidade inflamatdria e participacdo do gene em questdo na retomada do
equilibrio da homeostase diante o estado de hipoxia. Segundo Borregaard & Herlin
(1982), para manter a integridade do tecido € de importancia vital que as células
mieloides exercam suas funcbes especializadas nas areas onde o aporte de
oxigénio e de nutrientes seja baixo. Um dos principais mediadores da adaptacao
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destas células as condic¢des criticas de falta de oxigénio é o Hif-1a (SEMENZA,
2001a; 2001b).

No mesmo sentido do Hif-1a, o gene Vhl apresentou-se mais expresso nos
animais AIRmax I/R ap6s 1 e 4 horas de reperfusdo. A proteina VHL age como
reguladora negativa da expressdo da proteina HIF-1a. Em condi¢gdes de normoéxia a
estabilidade da proteina HIF-1a diminui pela hidroxilagdo dependente de oxigénio
proporcionando a associacao da proteina VHL com o HIF-1a e posterior degradacao
via proteassomo. Uma vez que uma expressao exarcebada e descontrola do Hif-1a
pode ndo ser viavel para o animal proporcionando um descontrole da inflamacéo, a
expressdo do gene supressor de tumor Vhl, responsavel pela degradagdo da
proteina HIF é de suma importancia para manter os niveis da proteina HIF viaveis
para a sobrevivéncia destes camundongos (CRAMER et al., 2003; LEE et al., 2004).

Outra proteina importante em situacédo adversa de oxigénio € a ARNT ou HIF-
1B. Essa proteina dimeriza-se com o HIF-la ou com o receptor aryl de
hidrocarbonetos (AhR), e inicia a transcricAo de seus respectivos genes-alvo. O
gene Arnt ndo demonstrou diferenca de expressao entre os diversos grupos
analisados nas linhagens AIRmax e AIRmin. Segundo alguns autores a subunidade
HIF-1B (ARNT) € expressa constitutivamente no nucleo e sua atividade € controlada
de forma oxigénio-independente, de modo que niveis de oxigénio podem afetar a
estabilidade da proteina HIF-1a, entretanto a subunidade ARNT ndo € afetada pela
hipéxia, o que explicaria o observado apés a reperfusdo (STOCKMANN e
FANDREY, 2006).

O gene Vegf-a foi bastante expresso em ambas as linhagens, entretanto foi
observada uma repressdo desse gene nos animais I/R e falso operados apoés 4
horas em relacdo aos animais basais. De fato, VEGF é uma das principais proteinas
produzidas, pelas células progenitoras endoteliais em condigcbes de hipoxia para
iniciar o processo de neo-vascularizacdo em resposta ao baixo aporte de oxigénio
(SEMENZA, 2003). Nesse sentido era esperada uma expressdo aumentada do gene
Vegf nos animais submetidos a I/R.

Corroborando estes resultados, Mura e colaboradores (2006) ao investigar a
resposta precoce do VEGF e seus receptores durante a inflamacdo aguda do

pulmdo em camundongos, observaram um aumento da expressao do gene Vegf nas
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células obtidas do lavado bronco alveolar e uma diminui¢do nas células do pulméo
dos animais isquémicos. Os autores correlacionam positivamente o0s niveis de
RNAmM de Vegf encontrados no lavado bronco alveolar com a presenca de
macrofagos e negativamente com os neutroéfilos presentes no parénquima pulmonar
(MURA et al., 2006).

O gene da Mpo, embora tenha valores de cT altos, indicando baixa
expressdo, apresentou diferencas significantes de expressao entre 0s animais
AIRmax AIRmin submetidos a I/R. Foi observado também uma repressdo deste
gene no grupo basal de ambas as linhagens, o que era esperado. A baixa expressao
de Mpo pode ser explicada pelo fato de que este gene seja expresso nos estagios
iniciais da diferenciacdo mieldide, sendo negativamente regulado apoés
ultrapassarem o estagio promielocitico de diferenciacdo neutrofilica. Neste estagio, a
proteina fica armazenada nos granulos azurofilicos dos neutréfilos e liberadas em
situacdo adversas. De fato, ao analisar as células extraidas do pulmé&o por
colagenase, observamos um grande numero de granuldcitos indiferenciados, com
morfologia de metamielocitos. Estas células indiferenciadas, apesar de estarem
regulando negativamente a expressao de MPO, podem ainda estar expressando
este gene (BORREGARD, et al., 2003).

A magnitude da inflamacdo sistémica gerada em resposta a isquemia e
reperfusdo depende da acéo sinérgica de uma série de mediadores inflamatorios,
dentre eles citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos, fragmentos do
complemento, neuropeptideos e fatores de crescimento (PERROT et al., 2003).

E interessante ressaltar que o microambiente inflamatdrio esta estreitamente
relacionado com o controle da regulacdo de HIF-1a. Nesse sentido a expressao de
mediadores inflamatorios pode favorecer a tradugcéo e o acumulo desta proteina (MC
MAHON et al., 2006; DEHNE e BRUNE, 2009).

As citocinas avaliadas por expressdo génica neste trabalho sdo secretadas
principalmente por macrofagos. Estes, segundo autores, estdo envolvidos na fase
precoce apos inducdo da I/R (PERROT et al., 2003; SHARMA et al., 2007). Neste
contexto, citocinas como TNF-qa, IFN-y ou IL-10 sdo secretadas precocemente pelos
macrofagos alveolares na fase de isquemia (cold ichemic time- fase de hipotermia) e
logo apéds a reperfuséo.

Em nosso modelo de isquemia e reperfusdo nos ndo conseguimos detectar a

75




Discussao

expressdo de TNF-a e IL-10 nos tempos analisados (1h e 4 h). Nao esta claro se
diferentes estimulos podem agir nos macrofagos para induzir a producdo de uma
citocina reguladora como IL-10 ou efetoras como TNF e IL-1, IL-6 ou se 0S mesmos
estimulos desencadeiam a producdo de todas essas citocinas, mas em cinéticas
diferentes (SHARMA et al., 2007).

O TNFa é uma citocina pro inflamatéria que tem como funcao estimular as
células do endotélio vascular a expressarem moléculas de adesdo. Estimulam
também, os macréfagos a secretarem quimiocinas que acentuam a afinidade das
integrinas leucocitarias por seus ligantes e induzem a quimiotaxia de leucocitos. A
citocina anti-inflamatoria IL-10 inibe macrofagos e células dendriticas ativadas, €
produzida principalmente por macrofagos ativados atuando como regulador de
feedback negativo para estas células (PERROT et al., 2003; SHARMA et al., 2007).

Camundongos AIRmax submetidos a I/R apresentaram niveis de mRNA das
citocinas IlI-18 e II-6 elevados quando comparados as animais AIRmin mensurados
apos a inducdo de isquemia e reperfusdo. Um resultado semelhante a este foi
observado nestas linhagens apds inducao da resposta inflamatéria local por injecao
intramuscular do veneno de Bothrops jararaca (CARNEIRO et al., 2008). Contudo
podemos sugerir que a elevada expressado destas duas citocinas contribuiu para o
perfil inflamatério observado nesta linhagem.

Os efeitos biolégicos da IL-18 sdo semelhantes ao do TNF. Produzida
principalmente por fagécitos mononucleores, a IL-13 pode ser sintetizada por outras
células como, neutrofilos, células epiteliais e endoteliais. A IL-6 também é sintetizada
por fagdcitos mononucleares além de células do endotélio vascular, e outras células
em resposta a microorganismos e a outras citocinas especialmente IL-1 e TNF.

O fator de transformacao de crescimento B (TGF- B) € produzido por células
inflamatdrias como neutrofilos, eosinofilos e células estruturais como as células
epiteliais e fibroblastos. Considerado um importante fator fibrinogénico o TGF- B
pode funcionar como outras citocinas pré ou anti- inflamatorias (JIANG et al.; 2007).

Segundo Ambalavanan e colaboradores em 2008 a condicédo de hipdxia gera
um sinal inicial para expressao de Tgf-B. Estudos recentes em progressao de tumor
apontam para a contribuicdo do TGF- 3 para o acimulo de HIF-1a em condi¢gBes de
normoxia. Foi demonstrado que TGF-B1 atenua a proli hidroxilagdo do HIF no

dominio de degradacédo (ODDD) e como consequéncia ocorre um acumulo do HIF-
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la no citoplasma (MCMAHON et al., 2006; AMBALAVANAN, 2008). Em nosso
modelo nds ndo observamos diferencas significantes nos niveis de mRNA do gene
TGF- B entre as linhagens AIRmax e AIRmIn e 0sS seus respectivos controles nos
tempos avaliados.

Em nosso estudo, avaliamos o perfil celular e a expressdao dos genes
envolvidos no processo inflamatério no pulmao induzidos pela isquemia e reperfuséo
da artéria mesentérica. Observamos uma expressao diferencial dos genes
envolvidos em condi¢des adversas de oxigénio como também a expressao de genes
codificadores de mediadores inflamatdrios que determinam a resposta inflamatoria
nas linhagens AIRmax e AIRmin. Foi observada uma correlagcdo positiva entre a
capacidade inflamatéria destas linhagens e os genes envolvidos em hipdxia. Com
isso, podemos sugerir que 0S genes responsaveis pela regulacdo da reatividade
inflamatoria interfiram ou modulem as reacdes ou a expressao de genes envolvidos
em situacdes de hipoxia neste modelo experimental. Em vista destes resultados,
podemos considerar estas linhagens como sendo um modelo para o estudo genético
ou funcional dos mecanismos reguladores na Sindrome do Desconforto Respiratorio

Agudo.
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6 CONCLUSOES

O procedimento de isquemia e reperfusdo intestinal induziu uma resposta
inflamatéria aguda no parénquima pulmonar com maior intensidade nos
camundongos AIRmax do que nos AIRmin, caracterizada por um macico infiltrado

neutrofilico e alteracdo da arquitetura normal dos pulmdes.

A maior capacidade dos camundongos AIRmax em produzir alta reatividade
inflamatoria no pulméo, pode ser decorrente, ao menos parcialmente, de uma maior

capacidade da medula 6ssea em produzir neutréfilos apds injuria.

Altos niveis de expressao dos genes envolvidos em situacdes de hipoxia Hif-1a, Vhl
e 0s genes codificadores das citocinas pro inflamatorias 1l-15 and 1-6 mostraram-se
relacionados com a alta resposta inflamatéria aguda nos camundongos AIRmax

apos a inducao de I/R.

A diferenca de inflamag&o observada entre as linhagens AIRmax e AIRmin apos
inducdo da I/R estd de acordo com o fenotipo de selegdo, indicando
compartilhamento de genes reguladores destes dois fenbmenos inflamatdrios ou da

co-segregacao de diferentes genes.
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