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RESUMO

Os receptores de adesao celular exercem uma variedade de fungbes durante o
desenvolvimento embrionario e apds o nascimento. Dentre essas funcdes, estdo
processos que envolvem morfogénese, adesao, migracao e diferenciacdo celular.
Dentre os varios tipos de receptores de adesao estdo as integrinas, que representam
a maior familia de receptores de superficie que intermediam a ligagdo das células as
proteinas da matriz extracelular. As integrinas sdo proteinas transmembrana que se
ligam a proteinas contidas em complexos intracelulares que se ligam ao
citoesqueleto. As integrinas formam heterodimeros compostos por uma subunidade
alfa e uma beta e, até o momento, sdo conhecidos 24 heterodimeros diferentes.
Entre as integrinas, existe uma subfamilia representada pela integrina beta 2 (CD18)
em associagao com varios tipos diferentes de subunidades alfa. Essa subfamilia tem
sido reportada por ser expressa principalmente na superficie de leucdcitos, onde
medeia a adesao as células endoteliais durante a transmigracao leucocitaria. O gene
que codifica a integrina beta 2 se localiza no cromossomo 21. Pacientes com
Sindrome de Down, nos quais ha uma copia extra do cromossomo 21, apresentam
uma reducdo do numero de linfocitos maduros e também uma expressdo aumentada
de integrina beta 2, sendo que 40% dos individuos com esta Sindrome possuem
defeitos cardiacos congénitos, mais comumente malformagdes no septo e nas
valvulas atrio-ventriculares. Durante a morfogénese das valvulas atrio-ventriculares,
uma subpopulacéo de células endoteliais dentro do coragdo embrionario transforma-
se em células mesenquimais (transformacgao epitélio-mesenquimal), migra para o
interior da geléia cardiaca e é responsavel pela sintese do tecido conjuntivo das
valvulas cardiacas e da por¢gdo membranosa do septo interventricular. E interessante
apontar que os resultados obtidos na pesquisa do projeto de mestrado, utilizando
métodos imunohistoquimicos, indicam que a integrina beta 2 ndo esta presente
somente nos leucoécitos, mas também nas valvulas em formacgado, no miocardio e
epicardio durante a cardiogénese. Portanto, o objetivo deste trabalho é pesquisar
mais e desenvolver uma melhor caracterizagdo da expressao da integrina beta 2 e,
posteriormente, estudar sua fungdo durante a cardiogénese. Dados obtidos
utilizando técnicas de hibridizagdo in situ e analises de PCR confirmam que a
integrina beta 2 esta presente durante a cardiogénese. Estudos funcionais mostram
que a integrina beta 2 desempenha um papel, durante a transformacgéo epitélio-
mesenquimal, afetando a migragcédo celular. Essas observagdes sustentam nossa
hipotese de que a integrina beta 2 seja importante para a formagao das valvulas
cardiacas durante a cardiogénese.
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ABSTRACT

Adhesion receptors play a key role in a variety of functions during embryonic
development and after birth. Among such functions are processes involving
morphogenesis, cellular adhesion, migration and differentiation. Among the several
types of adhesion receptors are the integrins, which are the major family of surface
receptors that mediate attachment of cells to the extracellular matrix. Integrins are
transmembrane proteins that bind to proteins contained in intracellular complexes
which are linked to the cytoskeleton. Integrins form heterodimers composed of one
alpha and one beta subunit and, presently, 24 different heterodimers are known.
Within the integrin family there is a subfamily which contains beta 2 integrin (CD18) in
conjunction with one of several different types of alpha subunits. This subfamily has
been reported to be primarily expressed on the surface of leukocytes, where it
mediates adhesion to endothelial cells during leukocyte transmigration. The gene
that encodes beta 2 integrin is localized on chromosome 21. Down syndrome
patients, who have an extra copy of chromosome 21, display a reduction of mature
lymphocytes and also an increased expression of beta 2 integrin. In addition,
approximately 40% of Down syndrome patients have congenital heart defects, most
commonly atrioventricular valve and septal malformations. During atrioventricular
valve morphogenesis, a subset of endothelial cells within embryonic heart transforms
into mesenchyme (epithelial-mesenchymal transformation), migrates into the cardiac
jelly, and is responsible for the synthesis of connective tissue of the cardiac valves
and the membranous portion of interventricular septum. Interestingly, research
results obtained during my M.A. project using immunohistochemical methods
indicated that beta 2 integrin is present not only in leukocytes, but also in the forming
valves as well as in the myocardium and epicardium during cardiogenesis. Therefore,
the objective of this work is to further characterize and verify the expression of beta 2
integrin, and then study its function during cardiogenesis. Data obtained using in situ
hybridization techniques and PCR analysis confirmed that beta 2 integrin is present
during cardiogenesis. Functional studies showed that beta 2 integrin plays a role
during epithelial-mesenchymal transformation, affecting cellular migration. These
observations support our hypothesis that beta 2 integrin is important for cardiac valve
formation during cardiogenesis.
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1  INTRODUCAO

O interesse do homem por entender o desenvolvimento humano e os
processos que o coordenam vem sendo demonstrado ha anos. Continuamente, os
pesquisadores tém examinado minuciosamente 0s processos que regem a
morfogénese humana. Dentre estes processos, podemos citar a divisdo, migracéo e
diferenciacao celular. Muito se tem estudado a respeito desses fenbmenos e
descobre-se, cada vez mais, a importancia do empenho despendido com o objetivo

de se obter o conhecimento que controla esse campo da ciéncia.

Varios laboratorios e grupos de pesquisa tém investigado a relagcado de varias
proteinas com o desenvolvimento embrionario. O laboratério de Matriz Extracelular e
Desenvolvimento tem dirigido sua atengao as proteinas da matriz extracelular, aos
receptores de adesao celular e as proteinas de sinalizagdo intracelular que
constituem componentes fundamentais, durante o processo da morfogénese
cardiaca (CARVALHAES et al., 2006; TAVARES et al., 2006).

Dentre os receptores estudados, temos interesse especifico pelas integrinas,
que sao heterodimeros protéicos transmembrana constituidos por uma subunidade
alfa e uma subunidade beta, cuja fungcéo primordial € ligar a célula ao meio que a
circunda; mas atuam também na transducao de sinais de dentro para fora e de fora
para dentro, participando de outros processos celulares mais complexos (LEGATE,
WICKSTROM e FASSLERREF, 2009; STREULI, 2009).

Dentre as varias integrinas, a beta 2 despertou nosso interesse e vem
merecendo inumeras investigagdes. Uma de suas caracteristicas € formar quatro
heterodimeros distintos, unindo-se a subunidade alfa L, alfa M, alfa D e alfa X.
Inicialmente, as pesquisas relacionavam sua expressdo as ceélulas leucocitarias
(SPRINGER, 1994). Entretanto, estudos recentes demonstraram sua expressao
também em células tumorais (KARMAKAR e MUKHERJEE, 2003), em células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) (LANGEGGEN et al., 2002) e
também durante o desenvolvimento cardiaco, através do emprego de técnicas
imuno-histoquimicas (OLIVEIRA e KITTEN, 2004).

Nossos estudos demonstraram a presenga da integrina beta 2 durante a

formacao cardiaca. Técnicas direcionadas a deteccao e localizacdo de RNAm de
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integrina beta 2 se fazem necessarias para o fortalecimento dos dados obtidos
através do emprego de imunofluorescéncia indireta. Desta forma, poderemos
relacionar se a localizacdo do RNAm coincide com a localizagao final da proteina de
integrina beta 2 em tecido e, por fim, relacionar essa localizagdo com o papel que ela
desempenha durante a formacgao das valvulas cardiacas embrionarias pelo emprego

de estudos funcionais.



14

2 REVISAO DE LITERATURA

A migracao celular possui papel fundamental em varios processos bioldgicos
e patoldgicos, tais como embriogénese, resposta inflamatoéria, reparo e regeneragéo
tecidual, cancer e defeitos congénitos. Devido a sua grande importancia, essa area
tem despertado interesse dos pesquisadores ha algum tempo; por isso, é necessario
obterem-se conhecimentos mais profundos das bases moleculares que regem a
migracgéo celular. A migracdo pode ser entendida como um ciclo de varios passos,
que sao: extensdo de uma protusao, formacdo de adesdo estavel na borda mais
avancada da protusao - realizada por receptores de adesao -, translocacao do corpo
celular para frente, soltura da adeséao e retracao da parte posterior da célula (WEBB,
PARSONS e HORWITZ, 2002; ROSE, ALON e GINSBERG, 2007).

Podemos observar que, para ocorrer migragdo, € necessaria a atuagao de
receptores de adesdo que fornegcam ancoragem suficiente para a célula. Esta
interacdo adesiva possui papel fundamental no direcionamento da migragao,
proliferacédo e diferenciagao celular. Qualquer disturbio nessa interacdo pode levar a
alteragdes patolégicas (CLARK e BRUGGE, 1995). O papel dos receptores de
adesédo vai além do fato de eles manterem as células unidas umas as outras, pois
realizam conexdes transmembrana ligando a matriz extracelular (MEC) e células
adjacentes ao citoesqueleto intracelular, além de atuarem como transdutores de
sinal (HYNES, 1999; TANG et al., 2008; PIWKO-CZUCHRA et al., 2009).

A quantidade de receptores de adesao celular é vasta, entretanto, podemos
reuni-los em um grupo relativamente pequeno de familias de receptores, dentre os
quais podemos destacar quatro familias mais importantes: as caderinas, a
superfamilia das imunoglobulinas, as selectinas e por fim, a maior familia de
receptores de adesdo, a das integrinas que, diferentemente das outras, é formada
por um heterodimero, compreendendo uma subunidade alfa e uma subunidade beta
(HYNES, 1999).

De acordo com os varios trabalhos realizados nos ultimos anos, os receptores
de adesao para as proteinas da matriz (MEC; por exemplo, colageno, laminina e

fibronectina) mais importantes parecem ser as integrinas que, da mesma forma que
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outros receptores de adesdo, desempenham papel fundamental em determinadas
adesdes célula-célula (MILER e CAMPBELL, 2002). Desde sua descoberta, as
integrinas se tornaram a mais bem entendida familia de receptores de adesao. As
integrinas e seus ligantes exercem fun¢des no desenvolvimento, na resposta imune,
nas migragdes leucocitarias, na hemostasia, no cancer e estdo no centro de muitas
doengas humanas (HYNES, 1992; HYNES, 1999). As subunidades alfa (o) e beta
(B), que formam o heterodimero glicoprotéico transmembrana, sao unidas n&o-
covalentemente. Até a presente data, sdo conhecidos 18 tipos de subunidade alfa e
8 tipos de subunidade beta (ALBERTS et al., 2002, HYNES, 2002, HUMPHRIES et
al., 2006). Esse numero de subunidades poderia, teoricamente, dar origem a mais

de 100 heterodimeros; entretanto, sdo conhecidas apenas 24 associag¢des (Figura
1).

Em sua porcédo extracelular, as integrinas apresentam dominios de ligagao
para cations divalentes (Ca®* ou Mg**, dependendo da integrina). Sabe-se que a
unido da integrina ao seu ligante depende em muito da presenga de cations, pois
este influencia na afinidade e na especificidade da unido (ALBERTS et al, 2002).
Algumas pesquisas demonstraram que mutagcdes em regides especificas do metal
ion-dependent adhesion site (MIDAS) abolem a ligagdo das integrinas com seu
ligante (CHEN, et al., 2006; PESHO, et al., 2009)

Uma caracteristica apresentada pelas integrinas € o fato de elas mediarem a
transducdo de sinais, através da membrana plasmatica em ambas as diregdes: a
unido de um ligante a integrina transmite sinais para o interior da célula, o que
resulta em reorganizagdo do citoesqueleto, da expressdo génica e diferenciagao
celular, fato conhecido como outside-in signaling. Por outro lado, sinais originados
no interior da célula podem propagar pela integrina e regular a afinidade de unido da
integrina ao seu ligante e, também, a ades&o celular, inside-out signaling. Os
dominios intracitoplasmaticos possuem papel fundamental nesta transmissdo de
sinais bi-direcionalmente (LIU, CALDERWOOD e GINSBERG, 2000, HARBURGER
e CALDERWOOD, 2009). As células normalmente expressam mais de um tipo de
heterodimero, sendo que esses complexos podem estar sob a forma ativa ou
inativa. O fator que determina em qual dessas formas, a integrina se encontra é seu
estado conformacional (LUO, CARMAN e SPRINGER, 2007; ARNAOUT,
GOODMAN e XIONG, 2007). Dependendo do repertdrio de integrinas expressas na
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superficie da célula, a integrina pode responder a um tipo especifico de proteina da
matriz localizada no micro-ambiente que a circunda (MEIGHAN e
SCHWARZBAUER, 2008).

Os dominios intracitoplasmaticos, geralmente possuindo menos de 50
aminoacidos, atuam acoplando-se a proteinas intracelulares que formam grandes
complexos protéicos que contém tanto componentes do citoesqueleto quanto
proteinas de sinalizagdo (CLARK e BRUGGE, 1995). Pelo menos 21 proteinas
possuem ligagdo a uma ou mais subunidades de integrina beta, dentre elas
podemos citar: proteinas de ligagdo a actina, enzimas, proteinas adaptadoras e co-
ativadoras transcripcionais (LIU, CALDERWOOD e GINSBERG, 2000).

Figura 1 — Esquema da familia de receptores integrina

A figura mostra as subunidades e suas associagdes. 8 subunidades beta arranjam-se com 18
subunidades alfa, gerando um total de 24 heterodimeros distintos, até entdo conhecidos.
(Adaptado de HYNES, 2002)
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As integrinas também atuam em cooperagdo com outros tipos de receptores
de membrana celular. Como exemplo, podemos citar a cooperagado que ocorre entre
as integrinas e receptores de fator de crescimento (LLIC e DAMSKY, 2002). Estudos
tém demonstrado que as integrinas recrutam os receptores de fatores de
crescimento da mesma forma que o fazem com os componentes do citoesqueleto e
as proteinas adaptadoras nos locais onde ocorrem adesdes focais. Desta forma,
essa interagdo integrina-receptores de fator de crescimento influenciam a
progressdao do ciclo e a migragdo celular (ELICEIRI, 2001). Alguns estudos
demonstraram que a ativagao da integrina alfa v/beta3 em células cancerigenas
cerebrais aumentam a expressdo de vascular endothelial growth factor (VEGF)?,
promovendo a angiogénese (LORGER, et al., 2009). Segundo Vallejo-lllarramendi,
Zang e Reichardt (2009), integrinas e fatores de crescimento trabalham juntos para
promover fendmenos celulares tais como: organizagao do citoesqueleto, formagao

de complexos de adeséo focal, diferenciacdo e morfogénese cardiaca.

Durante o fendbmeno da migrac&o celular, existe uma dindmica notavel em
relacdo a formagéo e ao desligamento de pontos de ancoragem da célula. Esse fato
gera a necessidade de uma movimentagao das integrinas na membrana plasmatica.
Além de poderem deslocar-se lateralmente para os locais onde se exige sua agao,
as integrinas também podem ser internalizadas em vesiculas e transportadas para
outras regides da célula onde vao atuar (GREEN, MOULD e HUMPHRIES, 1998;
PELLINEN e IVASKA, 2006; CASWELL et al.,, 2007). Em estudo posterior,
marcando-se integrina alfa M em neutrdfilos, esse fenbmeno também pbde ser
observado. Os autores relatam que a integrina € internalizada e re-expressa na
borda principal de adeséo do neutréfilo (ROCHON, KAVANAGH e HARLAN, 2000).
Esse mesmo achado foi também observado em estudos no nosso laboratorio.
Durante o projeto de mestrado, utilizando-nos de técnicas imuno-histoquimicas e
microscopia confocal, observamos que o padrdo de expressdo da integrina beta 2,
na superficie das células endoteliais dos coxins cardiacos, apresentou-se sob a
forma de particulas distribuidas pela superficie da célula, além de exibirem
marcagoes no citoplasma. Acreditamos que as marcagdes observadas no citoplasma
correspondam as reservas de integrina que a célula possui e que, no devido

momento, seriam expressas em sua superficie (OLIVEIRA e KITTEN, 2004).

! Fator de crescimento do endotélio vascular.
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O papel das integrinas € muito abrangente, indo desde processos fisioldgicos
como a migracao de células inflamatodrias para os sitios de atuagao, até fenbmenos
muito iniciais durante a formagdo de um organismo. Ransom e outros (1993)
concluiram em seu trabalho que pelo menos trés tipos de subunidades beta de
integrina (beta 1, beta 3 e beta 6) sdo expressos durante periodos embrionarios,
quando as células mudam seus comportamentos de adesdo. Estas varias integrinas
possuem sitios de ligagao para fibronectina (um componente abundante da MEC em
tecidos embrionarios), além de possuirem papel importante no controle da sintese
dos componentes da prépria MEC. No embrido, as integrinas atuam na migragao
das células do mesoderma para sitios especificos e também auxiliam na
manutencao da integridade do embri&do, por ligar as células as proteinas da matriz
(ROOTE e ZUSMAN, 1995, SKALSKI, ALFANDARI e DARRIBERE, 1998, LIU et al.,
2009). Também desempenham papel importante no enderecamento celular e na
posterior manutencdo dessas células nos locais onde vao atuar (MILNER e
CAMPBELL, 2002).

Durante o desenvolvimento embrionario, surge um grupo de células
indiferenciadas denominadas células tronco-hematopoiéticas (hematopoietic stem
cells, HSC), que darao origem, praticamente, a todas as células sanguineas. Estas
células apresentam alta expresséo de integrinas, que estdo relacionadas a migragéo
e sua retengdo em um ambiente especifico (CORBEL e SALAUN, 2002). Tsuji e
outros (1998), em seu trabalho, citam a importancia da familia de integrina na
hematopoiese, sendo expressa nas ceélulas tronco hematopoiéticas, células

progenitoras e células hematopoiéticas diferenciadas ja funcionantes.

A discussdo a respeito da existéncia de um precursor comum das células
endoteliais e HSC, ou seja, o hemangioblasto bipotente, ja havia sido relatada por
North e outros (2002). Os autores sugeriram que a expressao de Runx1 (fator de
transcrigdo) pelas células endoteliais levaria a sua diferenciagdo em agregados de
células hematopoiéticas na aorta embrionaria e que esses tipos celulares
possuiriam, em estagios iniciais do desenvolvimento, um precursor comum, O
hemangioblasto bi-potente. Os autores observaram que as células endoteliais da
regidao ventral da aorta passavam a expressar Runx1 e perdiam seu fendtipo
endotelial estagios antes da formagéo de agregados de células hematopoiéticas. Os

autores, naquele momento, concluiram que a origem das HSC ainda necessitaria ser
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bem estudada, mas que existia uma tendéncia em se achar que grupos especificos
de células endoteliais ativadas dariam origem a células hematopoiéticas. Estudos
posteriores realizados por Bruijin e outros (2005) concluiram que as duas linhagens
celulares, tanto a endotelial quanto a hematopoiética, originam-se do

hemangioblasto.

A interagdo celular mediada por integrinas € essencial durante ambas a
embriogénese e a formagao cardiaca (CLARK et al., 1995; MAITRA et al., 2000).
Durante o desenvolvimento embrionario, células mesenquimais se agrupam e
formam as ilhotas sanguineas. Essas ilhotas cavitam-se e unem-se para formar a
primeira rede vascular do embrido. As células endoteliais que revestem esses vasos
originam as primeiras células sanguineas que, nesta fase ainda sdo nucleadas. Fato
semelhante ocorre na placa cardiogénica, regido mais cranial do embrido na qual as
células mesenquimais se agrupam e dao origem a dois tubos paralelos, os tubos
cardiacos primitivos. Com o decorrer do desenvolvimento, os dois tubos se fundem e
originam o coragé&o tubular embrionario que contém trés camadas: uma mais externa
de células miocardicas, uma interna de células endoteliais, e entre elas o espago
acelular contendo proteinas da matriz também denominada geléia cardiaca
(MARKWALD et al.,, 1984, KITTEN et al., 1987; LITTLE e RONGISH, 1995). No
decorrer do desenvolvimento, a geléia cardiaca aumenta em espessura em
determinadas regides como no canal atrioventricular e no outflow tract (OT — tronco
arterioso) para formar os coxins endocardicos. A formagdo dos coxins € um
processo regulado pelas células do miocardio que ocorre concomitantemente a
secrecao de proteinas da matriz extracelular rica em acido hialurénico e sulfato de
condroitina. Alguns fatores parecem ser importantes nesse processo, tais como a
secrecao de BMP-2 (bone morphogenetic protein-2) e Wnt-6 (wingless type MMTV
integration site-6) (PERSON, KLEWER e RUNYAN, 2005b)

Subsequentemente, algumas células endoteliais que revestem os coxins
sofrem transformagéo epitélio-mesenquimal (EMT) e passam a ser denominadas
células mesenquimais, ou células dos tecidos dos coxins (células CT — cushion
tissue cells). Apos essa etapa, elas migram em direcao a geléia cardiaca (RUNYAN
e MARKWALD, 1983; PERSON, 2005b). Nessa etapa, a geléia cardiaca é
constituida por varios tipos de proteinas extracelulares, mas algumas apresentam

real interesse no processo de EMT, tais como a fibronectina, fibulina, fibrilina e
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proteoglicanos. Essas proteinas da matriz favorecem o processo de EMT, pois
formam uma base de apoio para as células durante sua migracao e diferenciagao
que ocorrem nos coxins endocardicos (EISENBERG e MARKWALD, 1995). Varias
outras proteinas da matriz também sido expressas nos coxins cardiacos durante a
EMT, tais como os colagenos VI e XVIIl que, de alguma forma, ajudam nesse
processo de formacgao das valvulas cardiacas (KLEWER et al., 1998, CARVALHAES
et al., 2006). Essas células proliferam e exercem papel importante na formagao das
valvulas cardiacas e na por¢cdo membranosa do septo interventricular (LITTLE e
RONGISH, 1995). Além disso, os coxins endocardicos, ao se fundirem, sao
parcialmente responsaveis pela divisdo do coragdo em quatro camaras (SADLER,
1995; MOORE, 1998) (Figura 2).
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Figura 2: Figura esquematica de estdgios sucessivos de formacdo e migracao
das células do coxim endocardico em embrides de galinha (Kitten, 2004).

Estagio 9-10 (33 horas): o coragdo € uma estrutura tubular formado por células
derivadas do mesoderma e que ja comega a pulsar. O 6rgao nesta fase consiste de
duas camadas epiteliais, a interna (endotelial, E) e a externa (miocardica, M),
separadas por uma camada de matriz extracelular denominada geléia cardiaca (CJ).

Estagio 14 (52 horas): o coragao sofreu uma dobra, sendo possivel, neste estagio,
distinguir o atrio (At) e o ventriculo (V). No canal atrioventricular e no Tronco
arterioso (OT), a quantidade de geléia cardiaca aumenta, formando os coxins
endocardicos, que servirdao como valvas primitivas separando as duas cavidades.
No Tronco arterioso, os coxins endocardicos se expandem formando a maioria do
septo aortico-pulmonar.

Estagio 17 (64 horas): a camada endotelial acima dos coxins endocardicos se torna
“ativada”. Estas células sofrerdo a transformacdo epitélio-mesenquimal, dando
origem as células do tecido dos coxins endocardicos (CT). Utilizando sinais
diversos, tais como fatores de crescimento produzidos pelo miocardio e
componentes da matriz extracelular, as células CT apresentam intensa atividade de
migracdo na geléia cardiaca. E importante notar que o endotélio localizado em
outras regides do coragdo permanece como uma unica camada de células que n&o
se diferenciam em células CT.

Estagio 19 (3-3.5 dias): as células dos tecidos dos coxins, que migraram em dire¢cao
ao miocardio, entram em proliferagdo, produzindo uma populagao de células nesta
regido da geléia cardiaca que se diferencia em fibroblastos, que vao constituir as
valvas e o tecido conectivo do septo membranoso do coracao adulto.

AA = arco aodrtico, At = atrio, AV = canal atrioventricular, CJ = geléia cardiaca, CT =
células mesenquimais dos coxins cardiacos, E = endotélio, IVS = septo
interventricular, M = miocardio, SA = regido sinoatrial, OT = outflow tract/Tronco
arterioso, V = ventriculo, VA = aorta ventral, VV = veia vitelinea.

Correspondéncia entre modelos de estudo galinha versus camundongo — Estagio 9-
10 (E8), Estagio 14 (E9), Estagio 17 (E10) e Estagio 19 (E11).
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Como nos demais 6rgaos, a interagao celular com componentes da MEC é
essencial para a formagao normal do coracgao. Infelizmente, o papel especifico das
integrinas durante o desenvolvimento cardiaco ainda é pouco entendido. Estudos
iniciais com cardiogénese indicaram que a integrina beta 1 é expressa em regides de
desenvolvimento trabecular do coragdo e no coxim cardiaco. A subunidade alfa 1
aparece também em estagios iniciais do desenvolvimento das células endoteliais do
coragao embrionario tubular e permanece durante o desenvolvimento (CLARK et al.,
1995). Os resultados obtidos durante a pesquisa de mestrado demonstraram a
expressdo de integrina beta 2 no inicio da formagcdo do coracdo e durante a
morfogénese das valvulas cardiacas. A marcagao foi observada nas células
endoteliais que revestem os coxins, nas células mesenquimais que migraram no

interior dos coxins e também nas trabéculas do miocardio em formacéao.

As integrinas, como relatado, além de atuarem durante o desenvolvimento
normal dos 6rgaos, e de uma forma geral no desenvolvimento do embrido, também
participam de processos patoloégicos. Estudos realizados em animais knockout que
nao expressavam integrina beta 2 demonstraram que, ao se induzir forte isquemia no
miocardio, obtinha-se menor grau de necrose, pois menor quantidade de células
inflamatorias chegava ao local de isquemia. Sem a integrina beta 2, as células
inflamatorias ndo conseguiam aderir firmemente ao endotélio e, na sequéncia,
transmigrar (PALAZZO et al., 1998). A integrina beta 2 tem papel tdo importante que,
ao ocorrer uma mutagado no gene responsavel pela sua codificagdo, desenvolve-se o
que denominamos deficiéncia de adesao leucocitaria (LAD). Essa deficiéncia ocorre,
primariamente, pela falha de fungdo de neutréfilos que ndo conseguem chegar aos
locais de infeccdo (HOGG e BATES 2000). Outros estudos relatam que mutagdes ou
delegdes em sitios especificos, tanto no dominio extracelular, quanto no
intracitoplasmatico, geram niveis reduzidos de expressao e fungao da integrina beta
2 (REY-LADINO et al., 1998, TAN et al., 2000, HIXSON et al., 2004).

A integrina beta 2, também designada como CD18, pode se associar a mais
de uma subunidade alfa, sendo elas alfa L (CD11a), alfa M (CD11b), alfa X (CD11c) e
alfa D (CD11d) (Tabela 1). As fungdes leucocitarias na literatura sao relatadas como
diretamente relacionadas a interagdo entre a integrina beta 2 e seus ligantes, tais
como moléculas de adeséo intercelular (ICAMs). A integrina beta 2 é essencial para

a ligagdo dos leucdcitos e posterior transmigragcao pela camada de células
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endoteliais (D’AMICO et al., 1998, HOGG e BATES, 2000, ROCHON et al., 2000).
integrina alfaM/beta2 (CD11b/CD18 ou MAC-1),
investigaram seu papel na ades&o entre células de defesa (neutréfilos) e células

Estudos realizados com a
endoteliais. Os resultados mostraram que a MAC-1 é necessaria para o processo de
adesao entre essas células e o rapido espalhamento do neutrdfilo sobre o endotélio,
fato que antecede a transmigragcdo que ocorre na inflamagao (ROCHON et al.,
2000). Esse mesmo heterodimero parece também ter fungdo apos a passagem do
neutrofilo pelo endotélio. Estudos utilizando anticorpos os quais bloqueavam a acao
de MAC-1 observaram que a taxa de migracao era prontamente aumentada, quando
neutréfilos e outros tipos celulares eram colocados para migrar em uma matriz de
fibronectina (HARLER et al., 1999 e LISHKO et al., 2002).

Antigeno Expresséo Celular Funcéo Outros nomes *
CD11a Linfécitos, granulécitos, Subunidade 7, de integrina LFA-1
mondcitos e macrofagos. LFA-1 liga-se a CD54
(ICAM-1), CD102 (ICAM-2)
e CD50 (ICAM-3)
CD11b Células mieldides e Natural Subunidade (1, de integrina MAC-1
killer CR3, liga-se a CD54, iC3b,
proteinas da matriz
extracelular
CD11c Células mieldides Subunidade [, de integrina CR4, p150,95
CR4, liga-se a fibrinogénio
CD11d Leucdcitos Subunidade (14 de integrina, -
liga-se a CD50
CD18 Leucdcitos Subunidade [, de integrina, -

forma heterodimero com
CD11A,B,CeD.

Tabela 1: Relacdo das subunidades alfa que formam heterodimero com integrina beta 2.

Nessa tabela estdo relacionados os outros nomes de cada subunidade, seus ligantes e

algumas das células que as expressam. * - empregado quando relacionado ao
heterodimero alfa/beta.

Disponivel em
http://www.ncbi.nim.nih.gov:80/books/bv.fcgi?tool=bookshelf&call=bv.View..ShowSection&searchterm
=Ifa&rid=imm.table.d1e82861
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Quando se diz que a integrina beta 2 é expressa em leucdcitos, isso ndo quer
dizer que ela seja encontrada apenas nesse tipo celular. Estudos comprovaram que
outros tipos de ceélulas também a expressam, como os realizados por Langeggen e
outros (2002) que provaram, através de citometria de fluxo, RT-PCR e Western blot,
que células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) expressam
constitutivamente CR4 (CD11¢c/CD18), e que essas células poderiam estar atuando
na fagocitose de particulas opsonisadas por iC3b (componente do sistema de

complemento).

Um outro estudo mostrou células tumorais de adenocarcinoma expressando
LFA-1 (CD11a/CD18) e ICAM-1(ligante de LFA-1). Essa integrina estaria atuando na
ligacdo homotipica (entre as proprias células tumorais) e facilitando a passagem
dessas células pelo endotélio, podendo causar metastases (KARMAKAR
eMUKHERJEE, 2003). As integrinas possuem papel na progressao de tumores,
como relatado por Janes e Watt (2006). Os dados publicados por Ransom e outros
(1993) sugerem que a integrina beta 2 esta presente em tecidos embrionarios que
coincidem com o periodo de formacao inicial do coragdo. Em outro estudo, é
relatada a expressdo da subunidade beta 2 de integrina em células cromafins,
durante o desenvolvimento da glandula supra-renal. Os autores relatam que a
integrina beta 2 pode estar desempenhando um papel durante a migragdo dos
feocromoblastos que se inicia na crista neural, atravessa o cortex da glandula e
termina na medula da supra-renal, onde elas se alojam e dao origem as células
cromafins da medula (CHAMOUX et al.,2001).

Entretanto, pouco se sabe a respeito da fungéo e expressao da integrina beta
2 fora da linhagem leucocitaria, ao passo que varios estudos tém pesquisado a
relacdo de outras integrinas, tais como as betas 1 e 3, além das subunidades alfa
relacionadas, durante o desenvolvimento dos tecidos (BROWN e YAMADA, 1995;
BOKEL e BROWN, 2002; MEIGHAN e SCHWARZBAUER, 2008). Durante a
pesquisa realizada no mestrado, determinamos que a integrina beta 2 esta presente
durante a cardiogénese, sendo expressa pelas células do endocardio, miocardio e

mesenquimais dos coxins cardiacos que formarao as valvulas atrio-ventriculares.

O gene para integrina beta 2 € encontrado no cromossomo 21, na regiao
g22.3, mesma regido onde se encontram 0s genes para as cadeias alfa 1 e 2 do

colageno VI, cadeia alfa 1 do colageno 18 e DSCAM (Down Syndrome Cell Adhesion



26

Molecule) (CAPONE, 2001). Pesquisas realizadas em timo de pacientes com
Sindrome de Down detectaram que os timdcitos apresentavam uma expressao
aumentada da subunidade beta 2, como parte de CD11a/CD18 ou LFA-1, em
comparagado com os timocitos de pacientes-controle. Esta expressdo aumentada
pode estar relacionada a deficiéncia de linfocitos T maduros, fato que ocorre em
individuos com SD. Os pesquisadores sugerem que isso talvez ocorra, devido a uma
interac&o alterada dos timocitos com a matriz extracelular do érgdo (MURPHY et al.,
1993).

Em individuos que possuem a SD/trissomia 21, que atinge um em cada 800 a
1000 nascimentos (CAPONE, 2001), é relatado que 40% destes individuos nascem
com defeitos cardiacos congénitos, principalmente defeitos nas valvulas
atrioventriculares e na por¢cdo membranosa do septo interventricular (KORENBERG
et al.,, 1992). Estudos realizados em laboratério utilizando camundongos com uma
copia extra do cromossomo humano 21 (camundongos quiméricos) também
apresentaram defeitos cardiacos semelhantes aqueles apresentados por individuos
com SD (SHINOHARA et al., 2001; NISHIGAKI, et al., 2002). Os pesquisadores
sugeriram que esta copia extra do cromossomo 21 pode estar afetando a
cardiomiogénese normal nos embrides, fato que pode ser correlacionado aos

defeitos cardiacos apresentados por individuos com SD.

Estudos realizados anteriormente em nosso laboratério demonstraram que os
colagenos VI e XVIII, cujos genes estdo localizados no cromossomo 21, séo
expressos em maior quantidade em tecidos gengivais de individuos com SD, quando
comparados aos individuos controle e que esses mesmos colagenos sao expressos
durante a formagdo das valvulas cardiacas (KLEWER et al., 1998, GERVASIO,
2000; SOUZA, 2001). Todos esses dados nos levaram a pensar sobre a importancia
dos genes do cromossomo 21 no desenvolvimento das valvulas cardiacas. Estudos
realizados por Capone (2001) mapearam o gene da integrina beta 2 no cromossomo
21, em um local ligado a genes relacionados a defeitos cardiacos congénitos
(KORENBERG et al., 1992), descoberta que tras a possibilidade de que esse
receptor de adesao celular possa estar desempenhando um papel durante a

morfogénese das valvulas atrio-ventriculares.

Pouco se sabe a respeito da fungdo que a integrina beta 2, em associagao

com suas subunidades alfa, desempenha durante a formagao do coracido e, mais
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especificamente, na morfogénese das valvulas cardiacas. Apesar de nosso estudo
ter demonstrado que as células endoteliais que formam os coxins e as
mesenquimais que se localizam na geléia cardiaca expressam integrina beta 2, ndo
se sabe nem qual é a sua funcdo (OLIVEIRA KITTEN, 2004), nem qual parceiro alfa
da integrina beta 2 estd sendo co-expresso durante a cardiogénese. Seria a
integrina beta 2 necessaria para a formacao das células mesenquimais durante a
transformacao epitélio-mesenquimal? Desempenharia ela papel importante na
migragédo e diferenciagdo celular dentro do coragdo em desenvolvimento? Faz-se
necessario um melhor entendimento de todo o processo no qual estdo inseridos a

integrina beta 2 e seus parceiros alfa, durante o processo de formacao do coracgéao.



28

3 HIPOTESE

O RNAm de integrina beta 2 esta presente durante a formagéo cardiaca e
coincide com a expressao tecidual da proteina. Além disso, a integrina beta 2 pode
estar desempenhando papel importante durante a transformacado epitélio-

mesenquimal (EMT), processo necessario para a formagao das valvulas cardiacas.

4 OBJETIVO GERAL

Determinar através do emprego de técnicas em biologia celular e molecular
que a integrina beta 2 esta presente durante a formagao cardiaca em embrides de
galinha e camundongo e que ela desempenha uma fungdo durante esse fendbmeno.
Determinar a presenga de parceiros alfa da integrina beta 2, durante a formacgao

cardiaca.

) OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a distribuicdo temporal e espacial da integrina beta 2, durante o
desenvolvimento cardiaco em embrides de galinha, especialmente durante os
periodos em que ocorre a transformacéo epitélio-mesenquimal (EMT);

2. Avaliar a fungado da integrina beta 2 durante a cardiogénese, especialmente
durante a transformacao epitélio-mesenquimal;

3. Avaliar a expressdo de subunidades alfa que formam heterodimero com a

integrina beta 2, durante a cardiogénese.
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6 METODOLOGIA

6.1 Embrides

Ovos de galinha Leghorn Branca fertilizados foram obtidos da Texas A&M
University, Department of Poultry Science, incubados a 38°C e os embrides
coletados entre os estagios HH14 e HH28. Embrides de camundongos foram obtidos
a partir de camundongos adultos adquiridos no Centro de Estudos de Bioterismo do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG (CEBIO). Apds atingirem idade fértil, os
camundongos adultos foram colocados para acasalar e, apds a detec¢do do tampéo
vaginal, foram mantidos no Biotério do Departamento de Morfologia até a data de

sacrificio. Os estagios coletados foram E11,5 e E13,5 (E — embrionic day).

6.2 PCR em Transcriptase Reversa (PCR semi-quantitativo —
PCRsqg) e em Tempo Real (PCR quantitativo — PCRq)

Amostras de RNA total foram extraidas de coragao e de canal atrio-ventricular
de embrides de galinha nos estagios HH14, HH17, HH20, HH25 e HH28
(HAMBURGER eHAMILTON, 1951). Amostras de RNA total também foram extraidas
de ventriculos de embrides de galinha nos estagios HH14, HH17 e HH20. Essas
amostras foram utilizadas para detecgdao da presenca e niveis de integrina beta 2
nos varios estagios, ao mesmo tempo em que experimentos relativos a VE-caderina

e subunidade ribossomal 18S foram realizados.

Nas amostras de coragdo embrionario de camundongo, o RNA total foi extraido
do estagio E13.5 e, posteriormente, submetidos a detecgao da integrina beta 2 e das
subunidades alfa que se associam com a integrina beta 2 (alfa L, alfa M e alfa X). A
extracdo foi realizada utilizando-se Trizol LS Reagent (Invitrogen cat # 10296-028)

de acordo com o seguinte protocolo:

e Homogeneizamos dos tecidos em Trizol;

e Adicionamos 0,2 ml de cloroférmio seguidos de agitagao leve do conteudo por 15
segundos;

e Incubamos por 3 minutos a temperatura ambiente (TA);

e Centrifugamos a 12.000 g por 15 minutos;

e Transferimos a fase aquosa para novo tubo, com posterior precipitacdo do RNA
com isopropanol;
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e |Incubamos as amostras de RNA por 10 minutos a TA;

e Centrifugamos a 12.000 g por 15 minutos a 4°C;

e Removemos o sobrenadante e procedemos a lavagem dupla do pellet de RNA
com etanol 75%;

e Centrifugamos a 10.000 g por 10 minutos a 4°C;

e Removemos o sobrenadante e fizemos a secagem do pellet de RNA por 15
minutos;

e Re-suspendemos o0 RNA em agua livre de DNAse e RNAse.

Todas as amostras de RNA total foram tratadas com Turbo DNA-free kit
(Ambion, cat # 1907). Para tal processo, as amostras foram misturadas ao tampao
10X turbo DNAse (0,1V) e 1 ul de DNAse, posterior incubagéo a 37°C, por 30
minutos. A reacgao foi inativada pela adigdo de DNAse Inactivation Reagent (0,1V).
Incubacdo por 2 minutos a temperatura ambiente com mistura ocasional.
Centrifugagdo a 10.000 g por 1,5 minutos e transferéncia do sobrenadante para um
novo tubo. O RNA foi entdo precipitado pela mistura de etanol 100% (2,5V) +
NH4ACO 5M (0,1V). Incubacédo overnight a -80°C e posteriormente centrifugada a
14.000 g por 15 minutos. Descarte do sobrenadante e lavagem do pellet de RNA
com etanol 75%, seguido de centrifugagao a 10.000 g por 10 minutos cada. O pellet
de RNA foi secado a temperatura ambiente por 15 minutos e posteriormente re-

suspendido em agua livre de DNAse e RNAse.

A concentragao de cada amostra de RNA total foi determinada pelo Nanodrop
(ND-100 Spectrophotmometer). O cDNA foi transcrito utilizando-se iScript cDNA
synthesis Kit (Bio-rad, 170-8890). Para uma reagao de 20 ul, adicionamos 4 ul de
IScript Reaction Mix + 1 ul de IScript Reverse Transcriptase juntamente com a
amostra de RNA total (1 ug por reacédo). A reagcdo de transcriptase reversa foi
realizada em termociclador para PCR de acordo com os seguintes passos: 5 minutos
a 25°C; 45 minutos a 42°C; 5 minutos a 85°C, de acordo com as recomendacdes do

fabricante.

A reacdo de PCRsq foi realizada utilizando AmpliTaq Gold® DNA Polymerase
(Applied Biosystems, cat # 4311816), de acordo com os seguintes passos: 10
minutos a 95°C; 35 ciclos dos seguintes passos: 30 segundos a 95°C, 30 segundos

a 60°C, 45 segundos a 72°C? como ultimo passo, 7 minutos a 72°C. Como controle

2 - O tempo de extensdo foi ajustado de acordo com o tamanho do produto de PCR na proporcéo de 1Kb por
minuto.
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do conteudo de RNA originado de células endoteliais em nossas amostras,
realizamos PCRsq, utilizando primers para VE-caderina. A VE-caderina é relatada
na literatura como sendo expressa por células endoteliais (CAVALLARO et al.,
2006). Controles experimentais, tais como nao adicdo, nem de cDNA, enzima e nem

de primers foram utilizados sistematicamente.

Nos experimentos de PCRq, realizamos a padronizagdo pela medida de
concentracdo de cDNA total. A medida foi realizada com o uso de Quanti-iT Oligreen
SSDNA reagent and Kit (Molecular Probes, cat # 011492) em fluorbmetro (Tuner
Biosystems), seguindo o mesmo método empregado por Tavares e outros (2006). A
reacao de PCRq foi realizada com o uso de Platinum SYBR Green gPCR supermix
UDG (Invitrogen, cat # 11733-038). Para cada reacdo de PCRqg, 100ng de cDNA
total foram diluidos em 10ul de agua livre de DNase e RNase e posteriormente
misturados a 15ul de Master Mix (12,5 4 de SYBR Green gPCR supermix + 0,25 pl
de primer foward +0,25 4l de primer reverse + 2ul de agua). Para evitar eventuais
problemas de pipetamento, a média de trés reagdes por experimento (tréplica) foi
calculada para cada gene. O minimo de 3 amostras diferentes por estagio estudado
foi utilizado. Como controle interno da reagdo de PCRq, realizamos em nossos
experimentos a amplificacdo de RNAr (subunidade ribossomal 18S). A reacgao de
PCRq foi realizada seguindo os seguintes passos: 2 minutos a 50°C; 2 minutos a
95°C; 40 ciclos de: 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C, 45 segundos a 72°C;
seguido do ultimo passo de curva de dissociagdo de 65°C a 99°C. As reacdes de
PCRq foram realizadas em Rotor Gene 3000 (Corbett Research), sendo que o
produto final de PCR era entre 100 a 150 pares de base (pb). Em todos os
experimentos realizados, amostras sem adicdo de cDNA foram empregadas. A

analise estatistica dos dados obtidos foi realizada através do teste t de Student.
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Abaixo estdo relacionados os pares de primers utilizados, tanto nos
experimentos de PCR e em Transcriptase Reversa, quanto em Tempo Real com

embrides de galinha:

Gene Forward Reverse
ITGB2' 5-AATGAAGCAAGAGGGCAATGCGAC-3’ 5-ACAGTCGCAGAAGGTGCCATAGAT-3’
1882 5'- ACTCAACACGGGAAACCTCA -3’ 5- ATGCCAGAGTCTCGTTCGTT -3’
ITGB2®  5- CAATGATGAGGTCACCTTCAAA -3’ 5- CAGTCACAGTCACAGATGCTGT -3’
VE- \ 5'- AAAGTGCAAGGGTACGATGG -3’ 5- CACACCGGAGTCATCAACTG -3’
Caderina

— utilizado em PCRsq. — 426pb.

— utilizado em PCRsq e PCRqg — 152pb.

— utilizado em PCRq. — 132pb.

— utilizado em PCRsq — 322pb. ITGB2 — integrina beta 2. 18S — subunidade ribossomal 18S.

B W N =

A sequéncia dos primers utilizados nos experimentos de PCRsq nas amostras

coletadas de embrides de camundongos estao relacionados abaixo:

Gene Forward Reverse
ITGB2' 5- GGGCTGGATGCCATAATGCAAGTT -3 5-TTCTTTGTCACCGCAAAGATGGGC -3
ITGB22 5-TGTTCTTCCTGGGATCTGCTGTGT -3’ 5- CCGGACATGCAGCAACTTGCATTA -3
ITGAL 5-TTCAGCCATCTGCCTATGACCACA -3 5- TGAGTGTGGAGGAGGCCTTGATTT -3
ITGAM 5’- AGACAAAGAACAACACACGCAGGC -3 5- TGAGATCGTCTTGGCAGATGCTGT -3
ITGAX 5- AGACGAGTTGCAGAAGGCCAAGTA -3 5- AGACCATCACTGTCCACACAGCTT -3

ITGB2 - integrina beta 2

'e?—dois pares de primers para integrina beta 2 — 269 e 702pb, respectivamente

ITGAL — integrina alfa L (CD11a) — 282pb.

ITGAM — integrina alfa M (CD11b) — 264pb

ITGAX — integrina alfa X (CD11c) — 508pb.

6.3 Hibridizacéo in situ em embrides de galinha

A técnica de hibridizagao in situ nos permite detectar a distribuicdo tecidual do
RNA mensageiro (RNAmM) do gene de nosso interesse. Em nosso estudo, realizamos
a deteccao do RNAm da integrina beta 2 em varios estagios de desenvolvimento
embrionario de galinha. Para tal, utilizamos duas variantes da técnica de hibridizagcao
in situ, sendo a primeira realizada em embrides inteiros (whole embryo) e a segunda

em seccgoes.

A técnica de embrido inteiro foi utilizada em amostras iniciais de
desenvolvimento embrionario, estagios HH10 a HH20 (HAMBURGER e HAMILTON,
1951), sendo essa mais facil de ser realizada nesses estagios, pois os embrides séo
delicados e podem perder sua morfologia durante o processamento e inclusédo
realizados na técnica de secgdo. A segunda variante da técnica foi utilizada, pois,

em estagios mais avangados de desenvolvimento, a sonda n&o atinge seu alvo com
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tanta facilidade, efeito gerado pela dificuldade da sonda em se difundir pelo tecido
embrionario que durante o desenvolvimento fica espesso. Isso pode gerar, ao final
do experimento, uma possivel marcagao inespecifica (background). Essa dificuldade
pode ser evitada com a realizagao da hibridizag¢ao in situ em seccgdes, pois a sonda
tem acesso direto ao tecido. Nessa etapa, além de utilizarmos embrides no estagio
HH20, utilizamos também HH25 e HH28 (HAMBURGER e HAMILTON, 1951).

Para a realizagdo da técnica de hibridizagdo in situ € a produgdo de sonda
antisenso que ira se hibridizar com o RNAm alvo, e também ¢é a producao da sonda
senso que funciona como controle experimental. Para esse fim, foi extraido RNA
total de canal AV de galinha HH20, como descrito anteriormente. Apos reagao de
Transcriptase Reversa e PCR, o produto de PCR foi purificado e utilizado nas etapas

de clonagem.

A seguir, estao relacionados os pares de primers empregados. Os produtos de
PCR gerados foram purificados utilizando QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen,
EUA) e utilizados para a sintese das sondas antisenso e senso para hibridizagéo in

situ em embrido inteiro e em seccgoes:

Forward Reverse

Embrido inteiro  5'- 5-

€ secgao CACAGGATCCCAATAAGATACAGCT CACAGCGGCCGCTTGGGATCATATCACT

(~755pares de GACT-3’ GAGT-3

base)

Secgdo (~2300 5- 5'-

pares de base) CACAGGATCCATGGGACCCCGTGA CACAGGATCCGCGGCCGCTCATTGCCCA
CTGCTGC -3’ TCAAATCTGG -3’

Sequéncia GGATCC - sitio de restricdo para a enzima BamHI
Sequéncia GCGGCCGC - sitio de restricdo para a enzima Notl

Os produtos de PCR foram purificados seguindo os passos abaixo:

e Adicionamos tampao PB (5 vezes o volume de PB para 1 volume de produto de
PCR);

e Centrifugamos em coluna de rotagdo — 1 minuto — 10,000 rpm;

e Lavamos a coluna de rotagao em tampao PE (750ul) e centrifugacéo — 1 minuto
- 10,000 rpm;

e Transferimos a coluna de rotagdo para um novo tubo e adigdo de 50ul tampéo
EB;

e Centrifugamos a amostra — 1 minuto — 10,000 rpm.
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Apos a purificagdo do PCR, procedemos a etapa de digestdo. O quadro abaixo

descreve a preparagao da reacgao:

Componente Volume
Produto de PCR purificado 50 ul
Agua RNase, DNase free 38 pl
Tampao de reagéo 3 (10X) 10 wl
BamHl 1
Notl 1 ul
Volume final 100

Apods obtermos a solugdo para digestdo (100 pl), incubamos as amostras por 4
horas a 37°C. Apds essa etapa, repetimos o protocolo de purificagdo de produto de
PCR listado anteriormente. O produto de PCR foi posteriormente inserido em um
vetor plasmidio pBluescript Il KS* (PBS-KS - Stratagene, #212207), previamente
tratado pelas enzimas de Notl e BamHI.

De posse do inserto e vetor, ambos enzimaticamente preparados, procedemos
a etapa de ligagdo. Em um tubo, adicionamos o vetor (1ug/ul), o produto de PCR
(1 ng/ul), tampéao de ligagédo (10X), enzima de ligacdo (T4 DNA ligase — Promega) e

agua DNase e RNase free. Essa solugéo foi incubada overnight a 4°C.

ApOs a etapa de ligagao, realizamos o passo da transformagao. Para tal etapa,

utilizamos NovaBlue Single Competent Cells (Novagen, #70181-1PKG):

e Pegamos o tubo contendo suas células competentes e deixamos descongelar em
um balde de gelo;

Adicionamos o produto da reagao de ligacao (até 50ug);

Incubamos em balde de gelo - 20 minutos;

Submetemos a choque de calor - 45 segundos a 42°C;

Retornamos as células imediatamente ao balde de gelo — por 2 minutos;
Adicionamos SOC as células competentes;

Transferimos as células competentes para o incubador de agitacdo (shake
incubator) — 1 hora - a 37°C;

e Adicionamos 150 ml das células transformadas para placas de Agar (LB Amp
Agar plates);

Incubamos as placas — overnight a 37°C.

No dia seguinte, selecionamos as col6nias bacterianas e transferimos para um
tubo Falcon de 15 ml contendo meio LB. Os tubos foram mantidos em incubador de

agitacdo overnight a 37°C. O passo que se seguiu foi a extragdo do plasmideo de
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nosso interesse, o que foi realizado utilizando Qiagen Miniprep Kit, de acordo com os

seguintes passos:

e Centrifugamos a cultura de bactérias em suspenséo — 3 minutos - a 8,000 rpm;

e Descartamos o sobrenadante e procedemos a re-suspensdo do pellet de

bactérias em 250ul de tamp&o P1 com o uso de uma pipeta;

Adicionamos 250ul de tampé&o P2 e misturamos, invertendo o tubo;

Adicionamos 350 ul de tamp&o N3 e misturamos, invertendo o tubo;

Centrifugamos — 10 minutos - a 13,000 rpm;

Transferimos o sobrenadante para colunas de rotagao (spin column), seguido de

centrifugagéo — 1 minuto - a 13,000 rpm. Descartamos o liquido que atravessou a

coluna;

e Lavamos a coluna em tampéao PB (500 ul), seguida de centrifugagdo — 1 minuto -
a 13,000 rpm. Descartamos o liquido que atravessou a coluna;

e lLavamos a coluna em tampdo PE (750 ul), seguindo-se a centrifugagcéo — 1
minuto - a 13,000 rpm. Descartamos o liquido que atravessou a coluna;
Centrifugamos novamente por mais 1 minuto e descartamos o liquido que
atravessou a coluna;

e Transferimos a coluna de rotagdo para um novo tubo e procedemos ‘a adi¢ao de
50 pul de tampao EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5), deixando descansar por 1 minuto;

e Centrifugamos - 1 minuto - a 13,000 rpm.

O plasmideo (vetor contendo o inserto) purificado através dessa metodologia foi
enviado a Genomic Analysis and Technology Core Facility localizado na
Universidade do Arizona. Os resultados do sequenciamento foram comparados a
sequéncia da integrina beta 2 de galinha (GeneBank NM_205251), com o objetivo
de verificar a presenga de nosso inserto de interesse no vetor. A producido das
sondas antisenso e senso para integrina beta 2 foi realizada da seguinte maneira:

e Submetemos o plasmideo a tratamento com a enzima de restricdo BamHI para a
producdo da sonda antisenso, sendo que para a producdo da sonda senso,
submetemos o plasmideo a tratamento com Notl.

e Utilizamos a enzima de RNA polimerase para a produg¢ado da sonda antisenso foi
a T7 e para a producao da sonda senso foi a T3.

No quadro abaixo descrevemos a montagem da solugao para a produgédo das

sondas:

Componente Volume
Plasmideo (até 1 pg) 24l
Agua DNase e RNase free H
0,1 MDTT 2 ul
Tampao da RNA polimerase (5X) 8 ul
DIG RNA Labeling Mix (Roche) 4 ul
RNase out 1
RNA polimerase 1

Volume Final 40 pl
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Ap6s obter a solugdo de reacao, incubamos por 4 horas a 37°C;

Precipitamos o RNA adicionando 5 pl de LiCl (4N);

Adicionamos 113 ul de etanol 100% e misturamos;

Incubamos overnight a -20°C;

Centrifugamos a sonda de RNA em camara fria — 30 minutos - a 14,000 rpm;

Descartamos o sobrenadante e procedemos a lavagem do pellet com etanol 70%

resfriado;

Centrifugamos em camara fria — 5 minutos - a 14,000 rpm;

e Descartamos o0 sobrenadante e deixamos o pellet secar — 5 minutos —
temperatura ambiente;

e Re-suspendemos o pellet em 49 ul de agua DNase e RNase free mais 1 ul de
RNase out;

e Incubamos — 10 minutos — 37°C;

Podemos verificar a produgéo da sonda em gel de agarose 1%, se tivermos o
cuidado de obter uma banda sdlida em gel, a fim de que a sonda possa ser utilizada
em experimentos de hibridizag&o in situ. A sonda pode ser armazenada em freezer a

-80°C, ou adicionada em solugado de hibridizacdo da técnica de hibridizago in situ.

Como mencionado anteriormente, as técnicas de hibridizagdo in situ
empregadas foram duas: em embrido inteiro e em secgdes. Em cada uma das
técnicas, um numero minimo de 6 embrides foi utilizado. A seguir, descrevemos o0s
passos da técnica de embrido inteiro, seguindo protocolo formulado por Nieto e
outros (1996). Ao final do experimento, as imagens foram obtidas em microscépio de

disseccgéao (Lieca model MZ125).

Para realizarmos a hibridizacao in situ em embrides inteiros, adquirimos ovos
fertilizados que foram incubados conforme como descrito anteriormente. Apos o
estadiamento, os embrides foram fixados em solucdo de paraformaldeido 4%, a 4°C

overnight (O/N). Apos a fixagao, seguimos os seguintes passos:

e Lavamos com PBT (PBS + 0,1% Triton X-100) — 2X de 5 minutos — temperatura
ambiente (TA);

e Desidratamos com uma série crescente de metanol em PBT, por ultimo em
metanol - TA;

e Re-hidratamos com uma série decrescente de metanol em PBT, por ultimo em
PBT — 10 minutos — TA;

e Tratamos com Proteinase K (20ug/ml) em PBT — 10 minutos — TA, seguido de
lavagem em PBT — 10 minutos — TA,;

o Pos-fixamos em 0.2% glutaraldeido/4% paraformaldeido em PBT — 20 minutos —
TA, seguido de lavagem em PBT — 10 minutos — TA,;
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Lavamos com solu¢ao contendo: 50% de solugao de pré-hibridizacdo + 50% PBT
— 5 minutos — TA.

Lavamos com solugao pré-hibridizadora — esperar os embrides decantarem — TA;
Substituimos por nova solugao de pré-hibridizacdo e nova incubagao — 3 horas —
65°C;

Incubamos em solugao de hibridizagcédo (solugdo de pré-hibridizagao contendo a
sonda) — overnight — 65°C;

Lavamos com SSC 2x (Saline Sodium Citrate buffer), 0.1% CHAPS — 3X de 20
minutos - 65°C;

Lavamos com SSC 0.2x, 0.1% CHAPS — 3X de 20 minutos - 65°C;

Lavamos com KTBT (Tris-HCI 50mM, pH 7,5; NaCl 150mM; KCI 10mM; 1% de
Triton X-100) — 2X de 10 minutos — TA;

Bloqueamos com 20% soro de ovelha em KTBT — 3 horas — 4°C;

Incubamos com anticorpo anti-DIG (1/2000 diluicdo) em 20% soro de ovelha em
KTBT — overnight — 4°C;

Lavamos com KTBT — 5X de 1 hora — TA;

Lavamos com KTBT — overnight — 4%¢C;

Lavamos com NTMT (Tris-HCI 100mM, pH 9,5; MgCl, 50mM, NaCl 100mM, 0,1%
de Triton X-100) — 2X de 15 minutos — TA;

Incubamos em ambiente escuro com NTMT contendo 3ug/ml de NBT e 3,5 ul/ml
BCIP. Monitoramos periodicamente a reacdo de coloragdo e quando um sinal
forte for observado e/ou qualquer background aparecer, paramos a reagao
lavando varias vezes em KTBT. Armazenamos os embrides em PBS. Para
visualizar a cor caracteristica da hibridizagdo in situ (violeta), desidratamos os
embrides em uma série crescente de 25%, 50%, 75%, 100% de metanol.

A hibridizagdo in situ em secgbes de estagios mais avancados do

desenvolvimento embrionario de galinha foi realizada de acordo com o protocolo que

se segue:

Coletamos os embrides de galinha estagiados em PBS e fixagdo na seguinte
solucdo: 6:3:1 de etanol/formalina/acido acético glacial — overnight;

Preparamos e incluimos os embrides coletados em blocos de paraplast para
posterior secgéo;

Desparafinizamos as sec¢des em laminas com xilol — 3X de 15 minutos;
Hidratamos em uma série decrescente de etanol, seguido de lavagem em PBS —
TA;

Tratamos com proteinase K (20ug/ml) — 7 minutos — 37°C, seguido de lavagem
em PBS — 5 minutos — TA;

Pos-fixamos com paraformaldeido 4% — 20 minutos — TA, seguido de lavagem
em PBS — 5 minutos — TA;

Lavamos com SSC 2x — 5 minutos — TA;

Incubamos com solugdo de pré-hibridizagdo (solugdo de hibridizacdo sem a
adicdo da sonda) — 3 horas — 65°C;

Incubamos com solugao de hibridizagdo (contendo a sonda) — overnight — 65°C;
Lavamos com solugao 50% de formamida/ 1x SSC/ 0.1% Tween 20 — 4X de 30
minutos — 65°C;
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e Lavamos com MABT - solugdo estoque de MAB 5X (para 1 litro de agua
destilada, adicionar 58g de acido maléico e 41g de NaCl. Acertamos o pH em 7,5
com NaOH. Diluimos para 1X MAB antes de ser utilizado e adicionamos Tween
20 a 1%) — 4X de 30 minutos — TA,;

e Bloqueamos em 20% de soro de ovelha, 2% de BSA (bovine serum albumim) em
MABT — 1 hora — TA;

e Incubamos com anticorpo anti-digoxigenina (1/2000) na mesma solugdo de
bloqueio — overnight — 4°C;

e |Lavamos com MABT — 6X de 1 hora — TA;

e Lavamos com NTMT — § minutos — TA,;

¢ Incubamos, em ambiente escuro, com NTMT contendo 3ug/ml de NBT e 3,5 ul/ml
BCIP — 37°C — Monitoramos a reagdo de coloracédo e quando um sinal forte foi
observado e/ou qualquer background apareceu, paramos a reagao, seguido de
lavagem em PBS — 5 minutos — TA;

e Desidratamos em série crescente de etanol (25%, 50%, 70%, 100%) — 5 minutos
cada — TA;

e Passamos em xilol — 2X de 5 minutos — TA.

e Montamos as laminas em Permount.

As laminas foram observadas em microscépio de luz e as imagens capturadas

em microscopio invertido Leica, equipado com conjunto 6ptico Normarski.

6.4 Imunolocalizacdo de Integrina beta 2 em embrides de galinha

De acordo com os resultados apresentados na dissertacdo de mestrado,
observamos que a integrina beta 2 é expressa durante varias etapas da formacéao da
valvula cardiaca em embrides de camundongos (E10,5 — E17,5), sendo que sua
marcacao se torna fraca em estagio anterior ao nascimento (E19,5). Com o objetivo
de detectar a expressao de integrina beta 2 em outro modelo, utilizamos embrides
de galinha nos quais empregamos a técnica de imunohistoquimica por peroxidase.
Para tal experimento, embrides de galinha em diversos estagios de
desenvolvimento, relacionados a periodos anteriores a EMT, durante a EMT e, por
fim, em estagios mais avangados da EMT foram coletados e preparados para a

realizagcao dos experimentos.

Desta forma, embrides de galinha estagiados foram dissecados em PBS,
fixados em metanol/ dimethyl sulfoxide-DMSO (80%/20%, respectivamente),
mantidos a -80°C por 7 dias para posterior inclusdo em paraplast. Os blocos foram

seccionados, utilizando procedimentos padréo, abaixo relacionados:
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Desparafinizamos em xilol e hidratacdo em série decrescente de etanol,

posteriormente lavamos em agua destilada e em PBS;

e Realizamos recuperacado antigénica com tampao citrato (pH 5.5, 0.1 M) por 15
minutos em microondas;

e Blogqueamos da peroxidase enddgena em solugéo de peroxido de hidrogénio 3%
em metanol;

e Bloqueamos em solugédo de BSA 2% (BSA)/0.1% Tween 20/PBS — 1 hora — TA;

e Incubamos com anticorpo primario polyclonal anti-integrina beta 2 (Santa Cruz
Biotechnologg, INC., sc-6623) diluido em 0.2% BSA/0.01% Tween 20/PBS -
overnight a 4-C;

e Lavamos em PBS 1X - 4X de 5 minutos — TA;

e Incubamos com anticorpo secundario conjugado com HRP (Santa Cruz
Biotechnology, INC. sc-2020) — 1 hora - TA;

e |Lavamos em PBS 1X —4X de 5 minutos — TA;

e Realizamos reagdo de coloragdo em camara escura com 0.01%
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) e 0.03% H,0O, em PBS. Para controle
da técnica, em algumas laminas foi adicionado somente anticorpo secundario;

e Lavamos em PBS 1X;

e Desidratamos em série crescente de etanol e posteriormente passamos por
banhos de Xilol;

e Montamos das laminas em Permount.

As laminas foram observadas em microscoépio de luz e as imagens capturadas

em microscopio invertido Leica, equipado com conjunto 6ptico Normarski.

6.5 Producédo do virus de replicacdo defeituosa - BBAN

Construgdes pro-virais tém sido empregadas na manipulagdo da expressao
génica e podem ser utilizadas para transferir um gene especifico para as células de
seu interesse. A técnica, portanto, permite ao pesquisador estudar o efeito da
expressao de uma proteina em sua forma normal ou modificada nas células
expostas as construgdes (MORGAN e FEKETE, 1996).

Um tipo de construcao viral que vem sendo utilizado é o RCAS (Replication-
Competent ASLV long terminal repeat with a Splice aceptor), retrovirus pertencente
a uma familia de vetores retrovirais derivados de um tipo de virus de sarcoma de
Rous (RSV), membro da familia dos virus de sarcoma-leukosis de galinha (ASLV).
Na natureza, os retrovirus podem adquirir oncogene dos seus hospedeiros,
aquisigao que, em alguns casos, resulta em perda de um ou mais genes virais. A

maioria dos retrovirus que adquiriu oncogenes celulares € de replicagdo defeituosa.
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BBAN é uma versdo de replicagao defeituosa do RCAS. Ele contém a copia
completa dos genes para GAG (Capsidio, nucleoproteina, protease) e POL (Reverse
transcriptase e integrase), mas falta o gene que codifica ENV (sequéncia que
codifica o envelope viral — receptor de ligagdo). Por ndo possuir o gene para o
envelope (ENV), ele pode acomodar um inserto (gene externo) maior, de
aproximadamente 4Kb, em comparagcdo ao RCAS. Para a producao de particulas
virais infecciosas, o BBAN pode ser co-transfectado no interior da célula com outro
pré-virus que contenha a sequéncia do envelope®. No nosso estudo, utilizamos o
pro-virus pENVA para a co-transfeccdo da sequéncia do envelope viral. Apos
obtermos a solugédo para digestdo (100 nl), incubamos as amostras por 4 horas a
37°C. Apods essa etapa, repetimos o protocolo de purificagdo de produto de PCR
listado anteriormente. Posteriormente, inserimos, o produto de PCR em um vetor
plasmidio pBluescript Il KS*™ (PBS-KS - Stratagene, #212207), previamente tratado

pelas enzimas de Notl e BamHlI.

Nos nossos experimentos, o pro-virus de replicacao defeituosa BBAN contendo
a integrina beta 2 dominante negativo (ItgB2DN) e a sequéncia completa (ltgB2FL)
foram produzidos através de PCR, utilizando Expand High Fidelity DNA Polimerase
(ROCHE). O cDNA utilizado foi sintetizado a partir de RNA total, extraido de canal
AV de embrides de galinha HH20. Para a geracédo do dominante negativo, utilizamos
primers que amplificam a porg¢ao extracelular e a transmembrana da integrina beta 2
(100-2286, NM_205251), porém sem a porgéao citoplasmatica. A proteina sintetizada
pela célula sera expressa na sua superficie, entretanto ndo conseguira realizar sua
funcdo, pois sem sua porcdo citoplasmatica, ficaria impedida de realizar a
sinalizagao bi-direcional. Para a constru¢céo da sequéncia completa da integrina beta
2, utilizamos primers que amplificam toda a sequéncia codificadora (100-2418,
NM_205251).

® http://home.ncifcrf.gov/hivdrp/RCAS/overview.html
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Foward Reverse
ItgB2DN 5°- 5-
(~2186 CACAGGATCCATGGGACCC CACAGGATCCGCGGCCGCTCACA
pares CGTGACTGCTGC -3’ GATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTT
de GTTCTGTCAAGAGCCGCCAGGTC
base) AG -3’
ItgB2FL 5°'- 5-
(~2318 CATGCCATGGCCCGTGACT CGCGGATCCTCATTGCCCATCAAA
pares GCTGCCTCTGG -3° TCTGGGATT -3
de
base)

Sequéncia GGATCC - sitio de restricdo para a enzima BamHI
Sequéncia CCATGG - sitio de restricao para a enzima Ncol

Em ambos os casos, os primers foram desenhados de forma a possibilitar a
insercdo de nossos produtos de PCR (insertos), em um vetor intermediario, ou
plasmidio adaptador, SaCla12Nco. Esse plasmidio fornece para a sequéncia
inserida o cédon de inicializagao (ATG), além de uma sequéncia aceptora de Splice,
favorecendo a sintese de proteina. Tanto os insertos de integrina beta 2, quanto o
plasmideo adaptador — SaCla12Nco - foram tratados com enzimas de restrigao (Ncol
e BamHI, simultaneamente) e posteriormente purificados, seguindo os passos
descritos anteriormente. Realizamos a reacao de ligacado ltgB2DN+SaCla12Nco e
ItgB2FL+SaCla12Nco e procedemos a transformagédo das seguintes células: One
Shot® INV110 Competent Cells (Invitrogen). Realizamos os mesmos passos para a
clonagem das sondas de hibridizagao in situ e posterior extragdo dos plasmideos de

nosso interesse da cultura bacteriana, utilizando Qiagen Miniprep Kit.

Apds a clonagem das sequéncias de integrina beta 2 (ItgB2DN e ItgB2FL) no
SaCla12Nco, enviamos nossas amostras para sequenciamento no Genomic
Analysis and Technology Core Facility localizado no Life Science da Universidade do
Arizona. O resultado obtido foi analisado e pareado com a sequéncia da integrina
beta 2 (GeneBank NM_205251), a fim de se verificar a correta sequéncia dos nosso
insertos. A partir do plasmidio adaptador, e apés tratamento com enzima de restricao
Clal, as sequéncias foram ligadas ao pré-virus de replicagdo defeituosa BBAN
(previamente tratado com enzima de restricao Clal). Células foram transformadas e
minipreps foram realizados, seguindo a metodologia descrita anteriormente. De
posse do pro-virus, realizamos a transfecgéo utilizando lipofectamina (Invitrogen) em

uma linhagem de fibroblastos embrionarios de galinha - DF-1. De acordo com o
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protocolo de coleta utilizado (LEBER, YAMAGATA e SANES, 1996), o concentrado
de virus (5x10% — 8x108 IU/ml) pode ser coletado a partir do meio de cultura. Abaixo

estdo resumidamente descritos os passos do protocolo:

e Transfectamos de células DF-1 com BBAN somente, BBAN/ItigB2DN e
BBAN/ItgB2FL;

e Posteriormente, realizamos co-transfecgdo com pENVA (contendo o gene para o
envelope viral).

e Apdbs confluéncia das células, substituimos o meio de cultura suplementado
(meio 199 completo) por meio de cultura sem suplementos (soro e antibioticos)
24 horas antes da colecéo viral,

e Apbs as 24 horas com meio de cultura sem suplementos, coletamos o0 meio e
centrifugamos a 500g por 10 minutos para retirar debris celulares;

e Coletamos o sobrenadante e o transferimos para o tubo especifico de
ultracentrifuga;

e Centrifugamos suas amostras a 24.000 RPM por 4 h a 4°C;

e Retiramos a maior parte do meio de cultura, deixando no fundo do tubo 200 pl.
Utilizamos esse volume deixado no tubo para re-suspender o pellet de virus com
uma pipeta.

e Fizemos aliquotas do concentrado de virus de 20ul cada e congelamos
imediatamente em freezer -80°C para experimentos futuros.

As células DF-1 produtoras de particulas virais podem ser mantidas em cultura

e posteriormente congeladas como fonte de células produtoras de virus.

Um passo importante para se ter idéia sobre a positividade da transfeccédo das
células DF-1 é a realizagdo de experimentos de RT-PCR e Western Blot, com o
objetivo de detectar a sintese de RNAm e a produgao de proteina viral por essas
células. Utilizamos experimentos de RT-PCR para detectar a presenca de RNAm
para GAG (sequéncia codificadora do capsideo e nucleoproteina) e ENV (sequéncia
codificadora do envelope viral). Os pares de primers utilizados estdo listados no

quadro abaixo:

| Gene Foward Reversse
GAG (465 bp) 5-GTGATTTCGTCCGCGTGTAAA- 5-CCGCAATGATAGCAGGATGTG -3°
3
ENV (452 5- 5'-
bp) AGATATTCTCAAGGTGCTTG GCCAACTTCCAATTAGGTCGC

T-3" -3
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6.6 Western Blot

Para verificar se as células DF-1 em cultura e transfectadas com as
construgdes virais (BBAN, dominante negativo, e sequéncia completa de integrina
beta 2) estavam produzindo proteina viral, realizamos extracado de proteina em cada

amostra e posterior Western blot, seguindo o seguinte protocolo:

e Tratamos as células DF-1 em cultura com tripsina, centrifugamos e
posteriormente adicionamos tampao RIPA contendo inibidores de proteinases.
(Tris-HCI 50mM, pH 7,4; NP-40 1%; desoxicolato de sédio 0,25%, NaCl 150mM;
EDTA 1mM; Phenylmethylsulfonyl fluoride 1mM; NazVOs 1mM; NaF mM;
Aproptinina e Leupeptina a 1ug/ml) overnight a 4°C;

e Centrifugamos as amostras e coletamos o sobrenadante para a realizagdo do
experimento;

e Adicionamos Tampao de Amostra 2X (Tris 125mM pH 6,8; SDS 4%; Glicerol
10%; Bromophenol Blue 0,006%) em cada amostra experimental;

e Fervemos as amostras por 10 minutos e posteriormente as colocamos em gelo;

e Aplicamos as amostras em gel de poliacrilamida 10% imerso em tampao de
corrida. O padrao de peso molecular (Biorad, 161-0324 Kaleidoscope Prestained
Standards) foi adicionado em uma das colunas (configuragdo de corrida 175V,
300mA);

e Transferimos para a membrana de nitrocelulose em tampéo de transferéncia a
100V, 300mA por 1 hora;

e Blogueamos a membrana de nitrocelulose em solugdo de 5% de leite em pé em
TBS-T (Tris buffered saline + Tween 20 0,1%) a 4°C overnight;

e Incubamos com anticorpo primario por 2h a temperatura ambiente (anticorpo
primario AMV-3C2, Hybridoma Bank);

e Lavamos em TBS-T — 3 lavagens de 10 minutos cada;

e Incubamos com anticorpo secundario por 1 hora a temperatura ambiente
(Chemicon - Sheep anti-Mouse Ig, HRP Conjugated AP300P);

e Lavamos em TBS-T — 3 lavagens de 10 minutos;

e Lavamos em TBS — 2 lavagens de 10 minutos e posterior revelagdo por
Quimioluminescéncia.

Como controle da técnica e da transfecgao, realizamos 0s mesmos passos em
amostras de DF-1 que nao foram submetidas a transfec¢édo. O anticorpo monoclonal
utilizado para detecgdo da proteina viral foi o camundongo anti-GAG de galinha
(AMV-3C2, Developmental Studies Hybridoma Bank, diluigdo 1:1).

Realizamos também procedimentos de Western Blot em amostras de proteina
extraidas de embrides de camundongo e galinha. As amostras de camundongo

foram as seguintes: canal AV, ventriculo e tronco arterioso do estagio E11,5. Como
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controle positivo, coletamos amostra de timo em camundongos adultos. As amostras
de embrido de galinha foram as seguintes: canal AV, ventriculo e tronco arterioso do
estagio HH20 (EMT ativa). O controle positivo utilizado foi o extrato protéico de

sangue embrionario do mesmo estagio.

Durante o processamento do material para a extragdo protéica, os embrides
foram dissecados em PBS resfriado mantido em gelo e, durante a dissecagao, tanto
o canal AV, quanto o ventriculo e o tronco arterioso foram abertos e lavados com
PBS, a fim de se retirarem as células sanguineas que estariam aprisionadas no
interior do tubo cardiaco. Apds a coleta do material, os experimentos foram
realizados de acordo com o protocolo descrito acima. Nas amostras coletadas,
utilizamos anticorpos policlonais para dete¢do da integrina beta 2 (sc-6623 e sc-
6625, Santa Cruz Biotechnology, INC) e integrina beta 1 (sc-8978, Santa Cruz
Biotechnology, INC).

6.7 Cultura de embrides e microinjeccéo

Para a realizagao da cultura de embrido inteiro utilizamos o método descrito por
Chapman e outros, (2001), também conhecido como Early Chick (EC) ou Easy
culture. Através desse método, os embrides de galinha, as quais se encontravam em
estagios bem iniciais do desenvolvimento, puderam ser mantidos em cultura para
experimentos posteriores. Os embrides foram coletados com o uso de um papel
filtro, contendo um orificio central que manteve sob tensdo os embrides que,
posteriormente, foram transferidos para placas de cultura contendo agar/albumina. A
sequir, os passos utilizados para a realizagao da cultura de EC:

e Quebramos o ovo em uma placa de petri ndo menor que 10 centimetros e
localizamos o embriéo;

e Posicionamos um pedaco de papel filtro contendo a abertura central sobre o
embrido, de forma que o embrido se situasse no furo central. O papel filtro
absorveria imediatamente o liquido da membrana vitelinea, fazendo com que o
embrido ficasse preso ao papel;

e Recortamos o didmetro das bordas do papel filtro e, utilizando uma pinga,

transferimos o papel filtro contendo o embrido para a placa de agar/albumina. O
embrido foi posicionado ventralmente para que se tivesse acesso ao coragao;
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Para os experimentos in vitro e posterior analise da fungao da integrina beta 2
na transformagao epitélio-mesenquimal (EMT), embrides em estagio de
desenvolvimento HH10 e HH11 foram coletados. Nesses estagios, encontramos o
coracdo em sua forma tubular, situado ventralmente ao embrido (MARTINSEN,
2005).

Para realizar a microinjecdo, utilizamos uma lupa estereoscopica juntamente
com um micromanipulador (Leica) ligado a um controle. O concentrado de virus
(BBAN, BBAN/ItgB2DN e BBAN/ItgB2FL) foi injetado diretamente no interior do
coragao tubular com o uso de um microinjetor. Apés a microinjecdo, os embrides
foram mantidos em cultura por 24 horas a temperatura de 37°C, até que atingissem
estagio de desenvolvimento HH15. A figura 3 mostra os passos principais da coleta

e microinjecgao dos embrides para a realizagado dos experimentos in vitro.
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Figura 3 — Coleta, microiniecdo e cultura de embrides in vitro

A — Material basico utilizado para a coleta de embriao — Papel filtro com orificio central
(A1), placa de ggarfalbuing (A2, pinga, tesoura e embrido no estagio desejado (A3).

E — Posicionamento do papel filtro contendo embrido no orificio central.
= — Transferéncia do embriao para a placa de ggarfalbuming.

D — Microiniecan do tubo cardiaco
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6.8 Cultura de Canal Atrio-ventricular em Gel de Colageno

A fim de pesquisarmos qual o efeito das construgdes virais sobre a EMT,
realizamos a cultura de canal AV em gel de colageno tridimensional. Para uma placa

de cultura com 4 pogos preparamos:

Tubo A Tubo B
500 pul de colageno de cauda de rato 150 pul de NaHCO3 2,2%
500 ul de agua estéril 150 ul de Meio 199 10X

e Misturamos o conteudo do tubo A no tubo B com o auxilio da pipeta, até
conseguirmos uma cor homogénea,;

e Pipetamos 300 pl em cada um dos pogos;

e Colocamos a placa de cultura na incubadora & 37°C, até que o gel
polimerizasse;

e Apés a polimerizagdo, adicionamos meio 199 completo (ITS 1% - 5ug/ml de
insulina, 5ug/ml de transferrina e 5ng/ml de selénio), estreptomicina/penicilina
1%, soro de galinha 1%) em cada poco e deixamos equilibrar por 30-60 minutos,
antes de colocar os explantes de canal AV.

Com o gel de colageno preparado, realizamos a dissecagao dos embrides que
haviam sido injetados com as constru¢des virais no dia anterior (24 horas apds a
microinjeccdo — estagio atual HH15). Os embrides foram dissecados com o uso de
pincas de dissecagcdo em solugcdo Tyrode e os canais AV posicionados em gel de
colageno. Os explantes em cultura foram mantidos em incubadora por 24 horas a
37°C. Durante esse periodo, as células endoteliais ativadas do explante migraram
sobre o gel, mantendo seu fendtipo endotelial e algumas células penetraram no
interior do gel, adquirindo fendtipo mesenquimal. Essa metodologia mimetiza, in
vitro, a EMT que ocorre nos coxins cardiacos do coracdo em desenvolvimento
(RUNYAN e MARKWALD, 1983; MARKWALD et al., 1984).

Para cada tratamento, BBAN, BBAN/ItgB2DN e BBAN/ItgB2FL, foi coletado
material para a realizacdo de PCRq, analise qualitativa e quantitativa da migracao
celular que ocorre durante a EMT nas culturas de canal AV, contagem de células

mesenquimais em cultura, analise de proliferagcao e apoptose celular.
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6.9 Analise do efeito das construc¢des virais na EMT

Posteriormente as microinjecgdes e apos coleta do canal AV e cultura dos
mesmos em gel de colageno, realizamos lavagem em PBS 1X e fixacdo em PFA 4%

por 25 minutos a temperatura ambiente.

O efeito das construgdes virais microinjetadas sobre o crescimento endotelial
que ocorre na superficie do gel de colageno em culturas de canal AV foi analisado
qualitativamente e quantitativamente. Para proceder a esta analise, medimos a area
total do crescimento endotelial dividido pela area total do explante, utilizando o
programa UTHSCSA Image Tool 3.0. A razdo da utilizagdo desta medida é que ela
nos da informacgdes a respeito do efeito dos diferentes tipos de tratamentos sobre a
migragao celular que ocorre na superficie do gel de colageno em culturas de canal
AV. Um nuamero minimo de 6 explantes por tratamento foi analisado. A figura 4

abaixo demonstra como foi realizada essa medida.

Procedemos a uma analise quantitativa para detectar o efeito dos tratamentos
virais sobre a EMT em cultura de coxins cardiacos em gel de colageno. Foram
contadas células ativadas, definidas como células isoladas encontradas na
superficie do gel, e mesenquimais, definidas como células inteiramente no interior da
matriz do gel. Um numero minimo de 18 explantes por tratamento foi analisado

utilizando Hoffman Modulation Contrast Optics.
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Figura 4 — Metodologia de ensaio de migracéo celular
A e B — mesma imagem — A1- area medida do crescimento endotelial — A2 area medida do
explante. Razdo = A1/A2. Barra — 100uM.

6.10 Analise do indice de Proliferac&o in vitro

A andlise dos indices de proliferagdo celular, em culturas de explantes de canal
AV dissecados de embrides de galinha, previamente submetidos aos tratamentos
virais (BBAN, BBAN/ItgB2DN e BBAN/ItgB2FL), foi realizada com o uso de BrdU
(bromodeoxiuridina). O BrdU incorpora-se ao DNA da célula em mitose, substituindo
a timidina. Desta forma, € possivel detectar a proliferacdo de células em tecidos
vivos. Como descrito em seg¢des anteriores, embrides de galinha no estagio HH10 e
HH11 foram previamente microinjetados com as construgdes virais. Vinte e
quatro(24) horas apds a microinjecgao, os embrides em cultura atingiram o estagio
HH15 e, desses embrides, dissecamos o canal AV e colocamos em cultura de gel de

colageno.

O objetivo desse experimento em nosso trabalho foi avaliar se os diferentes
tipos de tratamentos virais estariam afetando os niveis de proliferagao celular e, por
consequéncia, a transformacao epitélio-mesenquimal (EMT) que ocorre nos
explantes de canal AV, em cultura de gel de colageno. Os géis contendo os
explantes tratados foram incubados com BrdU (100uM em meio completo) (BD
Biosciences), por 4 horas (37°C, 5% CO,). Os géis foram posteriormente lavados em

PBS 1X e fixados em PFA 4% por 25 minutos, a temperatura ambiente.

A detecgdo da incorporagéo de BrdU foi realizada de acordo com o seguinte

protocolo de imunofluorescéncia indireta:
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e Lavamos em PBS 1X — 6X de 5 minutos - TA;

e Realizamos permeabilizagdo com Triton X-100 a 0,1% em PBS - 15 minutos -
TA;

e Adicionamos de DNase (0,1 U/ul) em tampao - 30 minutos - 37°C;

e Lavamos em PBS 1X —4X de 5 minutos - TA;

e Incubamos em solugdo de bloqueio (BSA 1%/ Triton X-100 0,1% em PBS) — 1
hora — TA;

e Incubamos as amostras com anticorpo primario de camundongo contra BRDU -
2 horas — TA;

e Realizamos controle do primario — incubagdo com solucdo de bloqueio diluida
10X;

e Lavamos em Triton X-100 0,1% em PBS 1X — 5X de 10 minutos — TA

Incubamos com anticorpo secundario anti-camundongo conjugado com Cy3 - 2

horas - TA;

Lavamos em Triton X-100 0,1% em PBS 1X — 5X de 10 minutos;

Lavamos em PBS 1X — 3X de 5 minutos;

Adicionamos Dapi (0,1 ng/ml) em PBS 1X - 20 minutos - TA;

Lavamos em PBS — 3X de 5 minutos;

Montamos com laminulas: os géis foram transferidos para laminas de

microscopia e a solugdo Prolong Gold (Molecular Probes) foi usada para a

montagem.

Os géis foram analisados em DeltaVision Deconvolution Microscope e a razao
entre células positivas para BrdU/células positivas para Dapi foi obtida em no minimo

6 explantes por tratamento. Os resultados foram analisados pelo test t de Student.

6.11 Andlise do indice de Apoptose in vitro

A analise de apoptose celular em culturas de canais AV, submetidos aos
tratamentos virais, foi realizada pela coloracdo por TUNEL (TdT-mediated dUDT
Nick-End Labeling), utilizando o kit DeadEnd Fluorometric TUNEL System
(Promega). Esse kit é capaz de detectar o numero de células apoptéticas com DNA
fragmentado pela incorporacdo catalitica de 12-dUTP(a) conjugado com

fluoresceina.

Seguindo os mesmos passos descritos para a realizacdo da Analise do indice
de Proliferagdo in vitro, os géis foram fixados em PFA 4% por 25 minutos a
temperatura ambiente e sob o protocolo a seguir:

e Lavamos em PBS 1X —4X de 5 minutos;
e Realizamos permeabilizagdo com Triton X-100 0,2% em PBS - 15 minutos — TA
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e Lavamos em PBS 1X — 2X de 5 minutos; TA;

e Incubamos com Tampao de Equilibrio (cacodilato de potassio 200nM; Tris-HCI
25 mM; DTT 0,2mM; BSA 0,25mg/ml; cloreto de cobalto 2,5 mM) - 10 minutos —
TA;

e Realizamos controle positivo: incubagdo com DNase | (10U/mL) em tampao — 10
minutos — TA;

e Incubamos com tampéao de incubagdo rTdT (tamp&o de equilibrio + mistura de
nucleotideos + enzima rTdT) — 1 hora — 37°C;

e Realizamos controle negativo: incubagdo com tampao de equilibrio + mistura de
nucleotideos — sem enzima rTdT;

e Lavamos em SSC 2 lavagens para término da reagdo — 2 lavagens de 15

minutos — TA;

Lavamos em PBS 1 lavagem — 4 lavagens de 5 minutos — TA;

Incubamos com Dapi (0,1 pg/ml) - 20 minutos - TA;

Lavamos em PBS 1 lavagem — 4 lavagens de 5 minutos — TA,;

Montamos com laminulas, seguindo o método descrito anteriormente.

Os géis foram analisados em DeltaVision Deconvolution Microscope; a razao
entre células positivas para TUNEL/células positivas para Dapi foi obtida em no
minimo 6 explantes por tratamento. Os resultados foram analisados pelo test t de
Student.

6.12 Estudos in vivo do efeito das construgdes virais

Com o objetivo de estudar, em longo prazo, o efeito da expressao da integrina
beta 2 (ItgB2DN e ItgB2FL), durante o desenvolvimento das valvulas cardiacas,
foram realizadas microinje¢des in ovo das construc¢des virais (BBAN, BBAN/ItgB2DN
e BBAN/ItgB2FL). Esta metodologia teve de ser aplicada, pois, de acordo com
Darnell e Schoenwolf (2000), embrides de galinha ndo se desenvolvem em placas
de agar/albumina, apdés o estagio HH20. No nosso estudo, incubamos ovos de
galinha da raca LegHorn branca, como descrito anteriormente, e os deixamos
desenvolver até o estagio HH17. Abrimos uma janela de acesso no ovo e realizamos
as microinjecgdes das construgdes virais no lumem do tubo cardiaco (PERSON et
al., 2005a, KORN e CRAMER, 2007). Apods as injecgdes, as janelas nos ovos foram
fechadas com parafilme e os ovos incubados novamente a 38°C., até que eles
atingissem os estagios HH25, HH28 e HH33. Apds atingirem os estagios

selecionados, os embrides foram fixados em mistura de metanol/DMSO (20%/80%,
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respectivamente), incluidos em blocos de paraplast e seccionados para realizagao
de coloragao de tricrdbmico de Masson. A figura 5, a seguir, demonstra 0s passos

para a realizag&o das injec¢des das construgdes virais in ovo.

Figura 5 — Cultura de embrides e microinjecéo in vivo

A — Abertura da janela para acesso ao embrido — Observe o embrido no interior do ovo.

B — Microinjecdo do tubo cardiaco com o uso de micromanipulador e microinjetor. Observe a
coloragao azul no embrido — regido de injecao das construgdes virais — tubo cardiaco.
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6.13 Imunofluorescéncia Indireta em tecidos embrionarios de camundongo
e galinha

No mestrado, foram realizados experimentos que demonstraram que a integrina
beta 2 é expressa pelas células dos coxins cardiacos durante a EMT. Durante o
doutorado, os experimentos visaram a investigar quais subunidades alfa, que
formam heterodimero com a integrina beta 2, também estariam expressas durante

as fases iniciais da EMT.

Desta forma, coletamos embrides de camundongos em estagios especificos de
desenvolvimento E11,5 e E13,5 que foram dissecados e fixados em metanol/DMSO
(80%/20%, respectivamente), armazenados a —80°C, por 7 dias e processados para
corte em criostato. Como controle positivo, o timo de camundongos adultos foi
coletado e o tecido processado de forma idéntica ao embrionario. Os tecidos foram
seccionados e posicionados em laminas pré-tratadas com solug¢ao de silano 2% em

acetona.

O protocolo utilizado para a realizagdao da técnica da imunofluorescéncia

indireta foi:

e Hidratagdo das secgbes em agua destilada (10 minutos) e posteriormente em
PBS (5 minutos);

e Bloqueio em solugédo de BSA 1% (BSA)/0.1% Tween 20/PBS — 1 hora — TA;

e Incubacdo com anticorg)o primario em solugédo de BSA 0,1%/Tween 20 0,01%
em PBS - overnight a 4°C em camara umida;

e Lavagem em PBS 1 vez — 4 vezes de 5 minutos — TA;

e Incubagdo com anticorpo secundario conjugado com o fluorocromo em solugéo
0,1%/Tween 20 0,01% em PBS — 1 hora — TA em camara umida;

e Lavagem em PBS 1 vez — 4 vezes de 5 minutos — TA;

¢ Montagem das laminas em Solugéo de glicerina 90% / TRIS 1M 10% pH 9,0.

Para esse experimento, utilizamos anticorpos policlonais que reconhecem a
integrina beta 2 (sc-6623 e sc-6625, Santa Cruz Biotechnology, INC, diluicdo 1:200)
e integrina beta 1 (sc-8978, Santa Cruz Biotechnology, INC, diluicado 1:200), que é
reconhecidamente expressa durante a cardiogénese (CARVER et al., 1994; HIERCK
et al.,, 1996; ROSS e BORG, 2001; SENGBUSCH et al.,, 2002) Com relagdo as
subunidades alfa, que formam heterodimero com a integrina beta 2, utilizamos
anticorpos disponiveis comercialmente e que possuiam especificidade em tecido de

camundongo. Portanto, das quatro integrinas alfa que se associam com a integrina
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beta 2, utilizamos anticorpos policlonais anti-alfa L (sc-15327, diluicdo 1:200) e anti-
alfa M (sc-6614, diluicdo 1:600) e anti-alfa X (sc-26692, diluicao 1:400).

Tecidos embrionarios de galinha também foram submetidos a técnica de
imunofluorescéncia indireta, seguindo o protocolo descrito anteriormente. Os
estagios coletados foram HH17 e HH20 (HAMBUGUER e HAMILTON, 1951), ou
seja, estagio inicial da EMT e durante a EMT, respectivamente. Nesses tecidos,
utilizamos anticorpos para a deteccdo de integrina beta 2 e de integrina beta 1
descritos anteriormente. Os cortes submetidos a técnica de imunofluorescéncia
foram analisados em microscopia confocal (LSM Zeiss 510Meta). Anticorpos
secundarios Cy3 burro anti-cabra, Cy3 cabra anti-coelho e Cy5 burro anti-cabra
(Jackson Laboratory) foram utilizados nos experimentos de imunofluorescéncia

indireta.
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7 RESULTADOS

7.1 Deteccao e quantificacdo de integrina beta 2 durante a cardiogénese em
embrides de galinha

Os resultados anteriores obtidos por imunofluorescéncia indireta e microscopia
confocal indicaram claramente que a integrina beta 2 é expressa pelas células
endoteliais, mesenquimais e pelas células do miocardio, durante o desenvolvimento
cardiaco em embrides de camundongo, especialmente durante as fases iniciais do
desenvolvimento das valvulas cardiacas (OLIVEIRA e KITTEN, 2004). Embora a
expressao da integrina beta 2 seja considerada restrita a leucdcitos, estudos
recentes tém demonstrado que ela também €& expressa em outros tipos celulares
(LANGEGGEN et al., 20002, KARMAKAR e MUKHERJEE, 2003).

A questao sobre a real especificidade dos anticorpos sempre suscitou duvidas.
Por isso, neste trabalho, foi necessario o emprego de outras técnicas para se

comprovar a expressao da integrina beta 2, durante a formagao cardiaca.

Dados obtidos através de PCRsq confirmaram que, a partir das amostras de
extrato total de RNA de coragdo embrionario de galinha, a integrina beta 2 podia ser
detectada (figura 6). Os dados sugeriam ainda um provavel aumento na quantidade
de RNAm de integrina beta 2 durante os estagios de desenvolvimento cardiaco
selecionados. A banda observada no gel de agarose apresentou-se fraca em estagio
anterior a EMT (HH14) e aumentou de intensidade durante a EMT (HH17). A partir
desse estagio embrionario, os niveis de intensidade das bandas no gel de agarose
apresentaram-se semelhantes (HH20, HH25 e HH28). PCRsq para a subunidade
ribossomal 18S revelaram bandas em gel com a mesma intensidade nos estagios
pesquisados, indicando que a quantidade de RNA total adicionado no inicio da
reacdo de PCRsq era equivalente entre as amostras. A detec¢cao de VE-caderina
pdde ser observada em todos os estagios analisados, o que demonstrou a presenca

de RNAm de origem endotelial em nossas amostras (figura 6A).

As amostras de RNA total extraido de canais AV de embrides de galinha
apresentaram dados semelhantes as amostras de RNA total extraido de coracédo. No
estagio anterior a EMT (AV HH14), a intensidade da banda em gel de agarose

apresentou-se fraca, aumentando de intensidade durante os estagios iniciais da
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EMT (AV HH17). Esse ultimo estagio, entretanto, ja ndo apresentou intensidade
diferente dos estagios posteriores (AV HH20, HH25 e HH28), tornando-se dificil
relatar se houve um aumento da quantidade de RNAm de integrina beta 2. Da
mesma forma que nas amostras de RNA total de coragédo, a imagem do gel de
agarose para a subunidade ribossomal 18S apresentou-se semelhante entre os
estagios. Para o gene de VE-caderina, a imagem no gel de agarose demonstrou a
detecgdo de conteudo de RNAm originado em células endoteliais (figura 6B). As
reacoes de PCRsq, as quais ndo foram adicionadas cDNA, ou enzima ou primers,

nao mostraram nenhuma banda em gel de agarose. (dados ndo mostrados).
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Figura 6 - PCRsqg para integrina beta 2, subunidade ribossomal 18S e VE-
Caderina.

Os numeros acima de cada imagem (A e B) representam o estagio embrionario de
galinha (HH14, HH17, HH20, HH25, HH28)

A — PCRsq em amostras de RNA total extraido de coragdo embrionario de galinha.
A1 — PCRsq para integrina beta 2.
A2 — PCRsq para subunidade ribossomal 18S.
A3 — PCRsq para VE-Caderina.

B — PCRsq em amostras de RNA total extraido de canal AV de embrides de galinha.
B1 — PCRsq para integrina beta 2.
B2 — PCRsq para subunidade ribossomal 18S.
B3 — PCRsq para VE-Caderina.
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Diante dos dados observados no PCRsq e de um provavel aumento de RNAm
de integrina beta 2 nos estagios estudados durante o desenvolvimento embrionario
de galinha, realizamos a técnica de PCRq. Apo0s a etapa de transcriptase reversa, e
seguindo o protocolo descrito na metodologia, realizamos a padronizagdo das
nossas reacdes, a partir quantificacdo de cDNA adicionada em cada reacao de
PCRaq.

Os resultados obtidos demonstraram que, nas amostras de RNA total extraido
de coracdo embrionario de galinha, os niveis RNAm de integrina beta 2
apresentaram discreto aumento entre os estagios HH14 e HH17. Apds esses
estagios iniciais, a quantidade de RNAm de integrina beta 2 sofreu um aumento de
aproximadamente 9 vezes (HH20). Em estagios subsequentes, houve um aumento
aproximado de 11 e 13 vezes na quantidade de RNAm de integrina beta 2 (HH25 e
HH28 respectivamente). A quantificagcdo dos niveis de RNAm de integrina beta 2 nos
estagios HH17, HH20, HH25 e HH28 foram relativos aos niveis encontrados no

estagio HH14 (grafico 1).

Ao realizarmos os experimentos em amostras de canal AV, observamos que o0s
niveis de RNAm da integrina beta 2 aumentaram significativamente nos estagios
analisados (Grafico 02). Os dados revelaram um aumento de aproximadamente 5.8
vezes nos niveis de integrina beta 2, logo no inicio da EMT, da amostra AV HH14
para a amostra AV HH17. Observamos, também, que esse aumento persistiu nos
estagios subsequentes. Aumentos de aproximadamente 10, 12 e 13 vezes na
quantidade de RNAm da integrina beta 2 (HH20, HH25 e HH28, respectivamente)
foram observados, quando comparados ao estagio inicial (HH14). Estes dados, além
de sustentarem a hipdtese da presenga da integrina beta 2 durante a cardiogénese,
reforcavam os dados obtidos anteriormente pela técnica do PCRsq. E interessante
lembrar que o aumento observado nos experimentos nos diversos estagios
selecionados coincide com as etapas da EMT e do aumento do numero de células

mesenquimais nos coxins cardiacos.
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Grafico 1 — Quantificacao Relativa de Integrina Beta 2 em coragao
através de PCRy

Mivel de RMAM de integrina beta 2 nos estagios selecionados (H14,
H17, H20, HH24 e H28). O eixo v representa a quantificacao relativa
em relagdo ao estdgio HH14. Analize estatistica (teste t Studenf)
mostram gque os niveis de RMAM de integrinag heta 2 dos estagios
H17, H20, H25 e H28 sdo diferentes dos niveis encontrados no
estagio H14 (p= 0,09, Barras — erro padrao.
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Grafico 2 — Quantificagao Relativa de Integrina Beta 2 em canal
AV atraves de PCRq

Mivel de RMAM de integrina beta 2 nos estagios selecionados (41 4,
AVTT, AVZ0, AVZS e AVIZE). O eixo v representa a quantificagan
relativa em relagdo ao estagio AV14. Analise estatistica {este
Studenty mostram gue os niveis de RNAM de integring heta 2 dos
estagios AV1T, AVZ0, AYZ25 e AYZE sdo diferentes dos niveis
encontrados no estagio A1 4 (p= 0,09, Barras — erro padrio.
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Repetimos os experimentos de PCRq para integrina beta 2 em trés estagios de
desenvolvimento embrionario, a partir de amostras coletadas de coragao
embrionario de galinha - HH14, HH17 e HH20. Paralelamente, realizamos
experimentos de PCRq para a subunidade ribossomal 18S nos mesmos estagios de
desenvolvimento. Os dados obtidos mostraram aumento da quantidade de RNAm da
integrina beta 2 nas amostras de coragao, seguindo o0 mesmo padrao obtido em
experimentos anteriormente descritos. Pudemos observar que os niveis para a

subunidade ribossomal 18S mostraram-se constantes entre as amostras (Grafico 3).

Os dados obtidos nos experimentos realizados com o extrato total de RNA de
canais AV também seguiram o mesmo padrao encontrado em experimentos
anteriores. Observamos que durante a EMT, a quantidade de RNAm da integrina
beta 2 aumentou na ordem de 6 vezes, no estagio AV17 e de 8.8 vezes no estagio
AV20, quando comparados aos niveis de RNAm para integrina beta nos estagio
AV14. A quantificagdo dos niveis da subunidade ribossomal 18S mostrou-se
constante entre as amostras de canais AV (Grafico 4). Esses dados reforgaram os
dados anteriormente obtidos e demonstraram que a realizacdo de PCRq, através da
medida de cDNA, pode ser empregada quando pesquisamos genes durante as

etapas de desenvolvimento embrionario.

Realizamos PCRq em amostras de RNA total extraido de ventriculos nos
estagios V14, V17 e V20 (Grafico 5). Os dados nos mostraram que existe um
aumento de 1.8 e 8 vezes na quantidade de RNAm de integrina beta 2 ( estagios
V17 e V20, respectivamente), em comparagdo aos niveis encontrados no estagio
V14. Os dados do PCRq para a subunidade ribossomal 18S sugeriram que a

quantidade de cDNA adicionada por amostra foi equivalente.

Os dados até entdo mostrados confirmam a presenga de RNAm de integrina
beta 2, durante a cardiogénese nos estagios selecionados (HH14, HH17, HH20,
HH25 e HH28). Mostram também que a quantidade de RNAm de integrina beta 2
aumenta durante o periodo da EMT. Este dado é mais bem observado nos
experimentos realizados com amostras de canal AV. Apds analisarmos o
experimento de PCRq em ventriculos paralelamente aos de canal AV, podemos
sugerir que parte do aumento de RNAm de integrina beta 2 esta relacionada ao

surgimento das células mesenquimais nos coxins cardiacos durante a EMT.
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Grafico 3 — Quantificacao Relativa de RNA em amostras de coracdo através de
PCRq

Nivel de RNAm de integrina beta 2 e subunidade ribossomal 18S nos estagios
selecionados (HH14, HH17 e HH20). O eixo y representa a quantificagao relativa em
relacdo ao estagio HH14,.tanto para os niveis de integrina beta 2, quanto para os de
subunidade ribossomal 18S.

O Grafico mostra o aumento dos niveis de RNAm de integrina beta 2 (B2) entre os
estagios selecionados. Com relagdo aos niveis de RNA da subunidade ribossomal
18S (18S), estes se apresentam constantes entre as amostras. Barras — erro padréo.

Gréfico 4 — Quantificacao Relativa de RNA em amostras de canal AV através de
PCRq

Nivel de RNAm de integrina beta 2 e subunidade ribossomal 18S nas amostras
selecionadas (AV14, AV17 e AV20). O eixo y representa a quantificagao relativa em
relacdo a amostra AV14, tanto para os niveis de integrina beta 2, quanto para os de
subunidade ribossomal 18S.

Observam-se niveis aumentados de RNAm de integrina beta 2 (B2) nas amostras,
em relacdo a AV14 e niveis constantes de RNA da subunidade ribossomal 18S
(18S). Barras — erro padrao.

Grafico 5 — Quantificacdo Relativa de RNA em amostras de ventriculo através
de PCRq

Nivel de RNAm de integrina beta 2 (B2) e subunidade ribossomal 18S (18S) nas
amostras selecionadas (V14, V17 e V20). O eixo y representa a quantificagéo
relativa em relagdo ao estagio HH14, tanto para os niveis de integrina beta 2, quanto
para os de subunidade ribossomal 188S.

Observa-se aumento dos niveis de RNAmM de integrina beta 2 nas amostras de
ventriculo e constancia nos niveis da subunidade ribossomal 18S. Barras — erro
padrao.
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Apos a detecgado da integrina beta 2 com o emprego de PCRsq e posterior
quantificacdo através de PCRq, realizamos os experimentos que nos forneceriam
dados relativos a distribuicdo tecidual do RNAmM no embrido em desenvolvimento.
Empregamos para isso a técnica da hibridizagao in situ, realizada tanto em embrido

inteiro quanto em secgdes.

Como em toda técnica utilizada, os controles que empregamos nos ajudaram a
interpretar os resultados obtidos. Como controle positivo dos experimentos de
hibridizacao in situ em embrido inteiro, utilizamos sondas antisenso para Has2. Has2
€ expressa em estagios iniciais de formagao do tubo cardiaco, além de ser
importante para o processo de EMT que ocorre nos coxins cardiacos do canal AV
(CAMENISCH et al., 2000). As imagens obtidas desse experimento nos mostraram
que a técnica empregada fora realizada corretamente; também observamos
marcacgao positiva para Has2 no coracdo em desenvolvimento HH10 (figura 7A).
Paralelo ao experimento com Has2, e utilizando o mesmo estagio de
desenvolvimento, realizamos a técnica da hibridizacdo para integrina beta 2 e
observamos marcagao positiva com o emprego da sonda antisenso nas camadas
externas e internas do tudo cardiaco, miocardio e endocardio respectivamente
(figura 7B). Durante o estagio de desenvolvimento HH14, observamos uma

marcagao no miocardio e no endocardio do tubo cardiaco (figura 7C).

Como controle negativo da técnica de hibridizagdo in situ, realizamos
experimentos simultdneos com o uso de sondas senso. As imagens obtidas
mostraram embrides sem coloracéo evidente, evidenciando, assim, a especificidade
de nossas sondas (figura 7D). Em estagio mais avangado da EMT (estagio HH20), a
coloragao se tornou mais forte, podendo ser observada facilmente no ventriculo, nos
coxins do tronco arterioso e do canal AV (figura 8A e B, respectivamente).
Experimentos de hibridizagdo in situ em secgbes realizadas no estagio HH20
confirmaram os achados dos experimentos realizados em embrides inteiros. Nesse
estagio, pudemos observar a forte coloragdo no miocardio, nas células endoteliais e

nas células mesenquimais dos coxins cardiacos (figura 8C e D).

Experimentos de hibridizagdo in situ em secgdes utilizando estagios mais
avancados do desenvolvimento cardiaco (HH25 e HH28) mostraram dados

semelhantes aos encontrados durante o estagio HH20. As imagens mostraram que o
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RNAm da integrina beta 2 foi produzido pelas células do miocardio, pelas endoteliais
e também pelas mesenquimais que povoam os coxins cardiacos, local de formacéao
da futura valvula cardiaca (figura 9 A-D). Experimentos com a sonda senso foram
realizados, simultaneamente, aos da sonda antisenso. As imagens obtidas nao
mostraram coloragcdo, demonstrando mais uma vez a especificidade da reacédo
(figura 9E).

Nos experimentos de hibridizagao in situ realizados em secg¢des, utilizamos dois
tipos de sonda antisenso. A primeira foi a de 755 pares de base, utilizada nos
experimentos de hibridizacdo em embrides inteiros e sec¢des. A segunda sonda,
que correspondia ao comprimento total da integrina beta 2, possuindo 2.300 pares
de bases, também foi empregada, entretanto somente nos experimentos de
hibridizagdo em sec¢des. As imagens obtidas mostraram-se semelhantes, tanto no
emprego da sonda mais curta (755 pares de bases), quanto no da sonda longa
(2.300 pares de bases). E importante lembrar que foram sintetizadas sondas senso
para cada uma das sondas antisenso. As imagens obtidas com o uso das sondas

senso nao mostraram marcagao.

De posse dos dados de deteccdo, quantificacido e localizacdo tecidual de
RNAm de integrina beta 2 nos estagios embrionarios de galinha estudados, focamos
nossos estudos na possibilidade desse RNAm estar sendo traduzido em proteina.
Experimentos de Western blot com o objetivo de detectar integrina beta 2 no coragao
embrionario de galinha foram realizados. Bandas foram detectadas nas amostras
protéicas de canal AV, tronco arterioso e ventriculo do estagio HH20,
correspondentes ao peso molecular de integrina beta 2 (95 Kda) (Figura 10A).
Experimentos de Western blot foram realizados para a integrina beta 1, e bandas
correspondentes ao seu peso molecular (130 Kda) também foram detectadas (Figura
10B).

A imunomarcacédo para integrina beta 2 confirmou a presenga desta no
coragao embrionario de galinha. Os dados mostraram marcagéao positiva da integrina
beta 2 em estagio anterior a EMT (HH14) como mostrado na figura 10C-D. Pudemos
observar a marcacao das células endoteliais e do miocardio durante esse periodo.
Em estagio posterior ao inicio da EMT (HH20), observamos marcagao positiva nas
células endoteliais, mesenquimais, do miocardio e epicardio (Figura 10E-F). Em

algumas seccgdes, realizamos o controle do anticorpo secundario, do qual foi omitido
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o anticorpo primario (area delimitada em 10D), Na imagem de controle do anticorpo
secundario, observamos o grau de background gerado pela técnica.

Experimentos adicionais para detecgdo da integrina beta 2 foram realizados
através de imunofluorescéncia indireta. Os dados observados demonstraram,
novamente, que a integrina beta 2 é expressa pelas células endoteliais dos coxins
cardiacos, pelas células mesenquimais que realizaram a EMT, e pelas células do
miocardio. Esse padrdo de expressdo foi observado nos estagios HH17 (inicio da
EMT) e HH20 (estagio mais avangado da EMT) (Figuras 11A e B, respectivamente).

Paralelamente aos experimentos de detec¢do de integrina beta 2, foram
realizados experimentos para detecc¢ao de integrina beta 1. A figura 11C mostra que
a integrina beta 1 é expressa por todos os tipos celulares, ou seja, pelas células
endoteliais, mesenquimais e miocardicas. Experimentos de imunofluorescéncia, de
cujo protocolo omitiu-se o anticorpo primario, demonstraram que nao houve ligagéo

inespecifica do anticorpo secundario ao tecido (Figura 11D).
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Figura 7 — Hibridizagao in sity em embrides inteiros

A — embrido de galinha no estagio HH10; marcagdo positiva para Has2. Seta -
coragao.

B — embrdo de galinha no estagio HH10, marcacdo positva para sonda
antizense de integrina beta 2 no coragao (seta).

C — embndo de galinha no estagio HH14; marcagio positiva na camada externa
do coragdo (seta) e no endotelio cardiaco (cabecga de seta).

L' — embrido de galinha no estagio HH17 que foi hibridizado com sonda sense
para integrina beta 2. A area delimitada nessa figura mostra o coragao isento de
marcagan.
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Fechar visualizac o

Figura 8 — Hibridizagao in situ em embrioes inteiros e em secgoes

As imagens mostradas representam hibridizagao in s#u de embrides de galinha
inteiros (& e B) e seccdes (C e D) no estagio HH20.

A — coloracfo positiva no miocarido (M) e no coxim do Tronco Arterioso (7).

B — coloragao positiva no miocardio (M) & no coxim do canal Ay (). At — atrio.

C — coloracdo positiva no miocardio (M), nas células mesenguimais (7)) & nas
celulas endoteliais dos coxins cardiacos (seta).

D — aumento da area delimitada em C.



69

-~
o e e e

Figura 9 — Hibridizacao in situ em secgoes
A e B representam estagio HH25. © e D representam estagio HH28. Marcacao positiva
nas celulas endotelizis dos coxing cardiacos (setas), nas células mesenguimais 9 e no
miocardio (M) com o emprego da sonda antisense.

B —representa sumento da area delimitada em A (406

D —representa sumento da area delimitada em C (400,

E — hibridizagao /n sty com o emprego da sonda sense de integrina beta 2. A imagem
nanmastra nenhuma marcacao evidente. Estagio HH25 (aumento 10k,
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Figura 10 — Deteccao de integrinas beta em coracdo embrionério de galinha

A — Western blot — Deteccao de integrina beta 2 (95 Kda).
A1 - sangue — HH20.
A2 — canal AV — HH20.
A3 — tronco arterioso — HH20.
A4 — ventriculo — HH20
B — Western Blot — Detecgéo de integrina beta 1 (130 Kda)
B1 — sangue — HH20.
B2 — canal AV — HH20.
B3 — tronco arterioso — HH20.
B4 — ventriculo — HH20
C — Imunomarcacgao de integrina beta 2 por peroxidase no estagio HH14.
D — aumento da area delimitada na figura 10C. Imagem adicionada em D representa
experimento no qual foi omitido o anticorpo primario.
E — Imunomarcacgao de integrina beta 2 por peroxidase no estagio HH20.
F — aumento da area delimitada na figura 10E. E — endotélio, M — miocardio, Ep —

epicardio, * - células mesenquimais, L — limen.
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Figura 11 — Imunofluorescéncia indireta para detec¢ao de integrinabeta2 e
beta 1 em coragao embrionario de galinha

Imunamarcagio utilizando anticorpo secundario conjugado cam Cy3.

Seccdes de coragies embrionarios de galinha demonstraram marcacao positiva
para integrina beta 2 nos estagios HH17 (A) e HH20 (B). © — deteccao positiva de
integrina beta 1 no estagio HH20, outro nivel de corte. O — nenhuma fluorescéncia
foi observada em experimentos dos quais foi omitido o anticarpo primario. E —
endotélio, L — Lumen, M — miocardio e * - células mesenguimais. Barras — S0uh.
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7.2 Estudos Funcionais in vitro da funcao da integrina beta 2

Deteccéo Viral

Apoés a transfecgdo das células DF-1, realizamos experimentos de PCRsq e
Western Blot para os genes de GAG e do envelope viral (ENV) para detectar a
positividade do procedimento. Caso a transfecgao tivesse ocorrido com sucesso,
poderiamos amplificar os genes de GAG e ENV a partir do RNA total extraido das
células DF-1. ApGs procedimentos de coleta viral a partir do meio de cultura, RNA
total foi extraido de parte das células DF-1 que haviam sido transfectadas com as
diferentes construgbes virais (BBAN, BBAN/ItgB2DN e BBAN/ItgB2FL).
Experimentos de PCRsq realizados, detectaram a presengca de GAG e ENV nas

amostras coletadas (Figura 12 A/B).

Outra amostra das células DF-1 foi destinada aos experimentos de Western
Blot com o objetivo de detectar a sintese de proteina viral. Extrato protéico de
células DF-1, que passaram pelas diferentes transfeccdes (BBAN, BBAN/ItgB2DN e
BBAN/ItgB2FL), foi submetido a Western Blot e os resultados indicaram que as
células, além de produzirem RNAm para GAG, também sintetizavam a proteina
(Figura 12C). Simultaneamente, extrato total de RNA e de proteina foi coletado de
células DF-1 nao-transfectadas e os resultados foram negativos, tanto nos
procedimentos de PCRsq, quanto nos de Western Blot. Em conjunto, esses dados
confirmaram a positividade de transfeccdo das células DF-1, o que favoreceria o

sucesso da coleta viral a partir do meio de cultura.

7.3 Integrina beta 2 afeta a Migragéo Celular durante a EMT

Apobs a coleta e microinjecgédo da forma infectante do virus, os canais AV foram
dissecados e colocados em gel de colageno. Apds 24 horas, parte das amostras de
canal AV foram utilizadas para a extracdo de RNA total e posterior realizagdo PCRgq.
Os demais canais AV em cultura foram fixados em PFA 4% para posterior analise
qualitativa e quantitativa do crescimento endotelial na superficie do gel de colageno,

bem como a migragao das células mesenquimais que realizaram a EMT.
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Os experimentos de PCRq mostraram um aumento da quantidade de RNAm
para integrina beta 2, apds a microinjegao dos embrides nos estagios HH10 com as
seguintes construgdes virais: BBAN/ItgB2DN e BBAN/ItgB2FL, de 3,7 e 27,6 vezes

respectivamente, quando comparados ao controle ( BBAN) (Grafico 6).

Apos detectarmos que a infeccdo viral levou ao aumento da quantidade de
RNAm da integrina beta 2 nas amostras microinjetadas com as formas
BBAN/ItgB2DN e BBAN/ItgB2FL, realizamos a analise das amostras de canal AV em
cultura de gel de colageno e que haviam sido fixadas. Uma analise qualitativa das
células mesenquimais demonstrou uma reducado das células mesenquimais nos
tratamentos com BBAN/ItgB2DN, quando comparadas as amostras tratadas com
BBAN. Por outro lado, essa mesma analise demonstrou um aumento do numero das
células das amostras tratadas com BBAN/ItgB2FL, quando comparadas as amostras
de BBAN (Figura 13 A/B/C).

Na analise quantitativa, realizamos a contagem do numero de células
mesenquimais. As amostras tratadas com BBAN/ItgB2DN apresentaram uma
reducdo de 46,4% em relacdo as amostras tratadas com BBAN, ao passo que o
namero de células mesenquimais nas amostras tratadas com BBAN/ItgB2FL
apresentou um aumento de 40%, quando comparado as amostras tratadas com
BBAN (Grafico 07).

Realizamos, também, nas culturas de canal AV submetidas aos tratamentos
virais, a medida da area coberta pelas células endoteliais dividida pela area do
explante (razdo area endotelial/area do explante). Nossa intengao era quantificar os
efeitos dos diferentes tratamentos sobre a migrag&o celular que ocorre na superficie
do gel de colageno. Os dados nos mostraram que as amostras tratadas com
BBAN/ItgB2DN apresentaram uma reducgao de 36.4% na area coberta pelas células
endoteliais. Fendbmeno oposto pdde ser observado, quando comparamos a area
coberta por essas células nas amostras tratadas com BBAN/ItgB2FL, ja que houve
um aumento de 44,8%, em comparacdo a area das amostras tratadas com BBAN
(Gréfico 8).

Com o objetivo de determinar se os diferentes tipos de tratamentos virais
influenciaram a migragéo celular e a EMT, sem a interferéncia sobre a taxa de
proliferacdo e apoptose celular, realizamos experimentos que pudessem detectar

esses dados. Anadlises experimentais de proliferagdo celular ndo demonstraram
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diferenca significativa entre os grupos tratados (Grafico 9). Experimentos de
apoptose celular também nao demonstraram diferencas significativas na taxa de

morte celular nos diferentes grupos estudados (Grafico 10).

A partir desses dados, observamos que as construgbes virais, seguindo a
metodologia empregada, podem ser empregadas em estudos funcionais, e que a
integrina beta 2 desempenha um papel importante na migragao celular e na EMT
que ocorre nos coxins cardiacos, durante a formacdo das valvulas cardiacas. A
metodologia empregada permite sugerir que essa fungdo desempenhada pela

integrina beta 2 ndo afeta as taxas de proliferagao e apoptose celular.
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Figura 12 - Deteccao de componentes virais em células DF-1

transfectadas

A —PCHsqg para detecgao de GALG;

B - PCRsqg para deteccao de EMW,

- YWestern Blot para deteccio de GALG,

BBEAMNItgELFL — amostra a partir de DF-1 transfectada com BBAN/tgB2FL;
BBEAMNItgE20DMN — amostra a partir de DF-1 transfectada com BEAN/tgB2DMN,
BBAM — amostra a partir de DF-1 transfectada com BEARN,

OF-1 MT — amostra a partir de DF-1 nao-transfectadas.
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Cuantificacio Relativa de integrina beta 2
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Grafico 6 - Quantificagao Relativa de RNA em amostras de
canal AV em cultura através de PCRq e infectadas com
construgoes virais

Aumento de aproximadaments 4 wezes no nivel de RMNAmM de
integrina beta 2 das amostras microinjetadas com a construcao
dominante negative (BEANQEZDM) & de aproximadamente 27
wveZes quando microinjetadas com a forma completa (EBAN/tgBE2FL)
em relacdo aos niveis de RMNAM de integrina beta 2 encontrados nas
amostras tratadas com virus somente (EBAN).
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Figura 13 — Analise qualitativa das células mesenquimais em culturas de
canal AV

A — explante em cultura de gel de colageno submetida a tratamento com BEAN.
B — explante em cultura de gel de colageno submetido a tratamento com
BEAMtgEZ0MN.

L — explante em cultura de gel de colageno submetida a tratamenta com
BEAMNIIgEZFL.

Cabega de seta — células mesenguimais. Ex — explante.

Barra — 100 tm
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Grafico 07 — Analise quantitativa das células mesengquimais em culturas de
canal AV

- BEEAM — amostras de canal AV tratadas com virus somente. Média do numero
de células mesenquimals = 85,9 células;

- BEAN/ItgEZ2DMN - amostras de canal AV tratadas com a forma dominante
negativo de integrina beta 2. Média do nimero de células mesenquimais = 46
celulas;

- EBEANtgBEZFL — amostras de canal AV tratadas com a forma completa de
Integrina beta 2. Media do numero de celulas mesenguimais = 120,29 celulas;

A analise estatistica mostrou gue houve diferenca significativa entre as amostras
apos cada tratamento (nz17, sendo n o numero de explantes analisados por
experimento).
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Grafico 8 — Ensaio de migracao celular em cultura de canal AV

BBAN — amostras de canal AV tratadas com virus somente; Média da razdo da area
=1,256354192

BBAN/ItgB2DN - amostras de canal AV tratadas com a forma dominante negativo de
integrina beta 2. Média da razao da area = 0,798665332

BBAN/ItgB2FL - amostras de canal AV tratadas com a forma completa de integrina
beta 2. Média da razao da area = 1,819504151

A andlise estatistica mostrou que houve diferenga significativa entre as amostras,
ap6s cada tratamento (n=6, sendo n o numero de explantes analisados por
experimento) Barras — erro padréao.

Gréafico 9 — Ensaio de proliferacédo celular em cultura de canal AV

BBAN — amostras de canal AV tratadas com virus somente. Média de células BRDU
positivas = 16,7453.

BBAN/ItgB2DN - amostras de canal AV tratadas com a forma dominante negativo de
integrina beta 2. Média de células BRDU positivas = 18,5026.

BBAN/ItgB2FL - amostras de canal AV tratadas com a forma completa de integrina
beta 2. Média de células BRDU positivas = 16,7029

Nao houve diferencga significativa entre os tratamentos (n=6, sendo n o numero de
explantes analisados por experimento). Barras — erro padréo.

Gréafico 10 — Ensaio de apoptose celular em cultura de canal AV

BBAN — amostras de canal AV tratadas com virus somente. Média de células Tunel
positivas = 2,920564

BBAN/ItgB2DN - amostras de canal AV tratadas com a forma dominante negativo de
integrina beta 2. Média de células Tunel positivas = 2,8996079

BBAN/ItgB2FL - amostras de canal AV tratadas com a forma completa de integrina
beta 2. Média de células Tunel positivas = 3,5963541.

Nao houve diferencga significativa entre os tratamentos (n=6, sendo n o numero de
explantes analisados por experimento). Barras — erro padréo.
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7.4  Andlise funcional in vivo das construgdes virais de integrina beta 2

A técnica de microinjeccdo das construcdes virais (BBAN, BBAN/ItgB2DN e
BBAN/ItgB2FL), em embrides de galinha in vivo, foi empregada com o objetivo de
analisar, a longo prazo, as consequéncias, de cada tratamento sobre a formacéao
cardiaca no embrido. Os embrides, depois de tratados, foram mantidos em
incubadora e os estagios de desenvolvimento HH25, HH28 e HH33 foram coletados
e fixados para analise em microscopia de luz, de acordo com a metodologia descrita
anteriormente.

Observando o estagio HH25 e analisando os diferentes tratamentos, ndo nos
foi possivel detectar modificagdo no desenvolvimento cardiaco entre as amostras. O
miocardio, o atrio, o ventriculo e os coxins cardiacos do canal AV n&o apresentaram
nenhuma modificacdo evidente. A analise de estagio posterior, HH28, nao
apresentou alteragbes morfologicas evidentes, quando do emprego das diferentes
construgbes virais sobre a cardiogénese. O mesmo ocorreu no estagio HH33,
durante o qual o ventriculo, o atrio, as valvulas e o septo interventricular nao
apresentaram alteracbes morfolégicas que pudessem nos dizer algo sobre o efeito

das construgdes virais na morfogénese cardiaca (Figura 14).

7.5 Imunofluorescéncia indireta para detec¢cdo de subunidades alfa e beta em
tecido embrionario de camundongo

Experimentos de PCRsq foram realizados, a fim de se confirmar a presenga de
integrina beta 2 em tecidos embrionarios de camundongo. Experimentos realizados
durante a pesquisa de mestrado mostraram, através de imunofluorescéncia indireta,
a expressao de integrina beta 2 nos coxins cardiacos durante a formagao das
valvulas cardiacas. Experimentos de PCRsq também foram realizados para
identificar a presenga de RNAm das integrinas alfa que formam heterodimero com a
integrina beta 2. Para esse experimento, foi utilizado extrato total de RNA de coragao
de camundongo em estagio de desenvolvimento embrionario E13.5 (E — embrionic
day). Os dados obtidos revelaram a presenca da integrina beta 2, da alfa L, alfa M e

alfa X (figura 15). Experimentos aos quais ndo se adicionou cDNA também foram
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realizados para cada um dos pares de primers, obtendo-se resultado negativo (dado

nao mostrado).

Experimentos de Western blot detectaram a presencga da subunidade beta 1 de
integrina em amostras de timo, de canal AV, tronco arterioso e ventriculo em
embrides no estagio E11,5 (Figura16A). Dados semelhantes foram observados,
quando realizamos Western blot para a deteccao da integrina beta 2. Em todas as
amostras pesquisadas, ou seja, em timo, canal AV, tronco arterioso e ventriculo, foi

detectada banda que condiz com o peso molecular da integrina beta 2 (Figura 16B).

Realizamos também imunolocalizagado da integrina beta 2 nos estagios E11,5 e
E13,5. Como observado durante os trabalhos do mestrado, as células endoteliais
dos coxins e as mesenquimais encontradas no interior da geléia cardiaca e as
células do miocardio apresentaram-se positivas para a detecgéo de integrina beta 2
(Figura 17A/B/D). Experimentos dos quais se omitiu o anticorpo secundario foram
realizados e as imagens mostraram um baixo nivel de background (Figura 17C).
Imunofluorescéncia indireta para detecgédo da integrina beta 1 também foi realizada.
A figura 17E mostra que a integrina beta 1 é expressa pelas células do endotélio dos

coxins, pelas células mesenquimais que realizaram a EMT.

Procedimentos de imunolocalizagao, utilizando anticorpos especificos para as
subunidades alfa, nos permitiram determinar o padrao de distribuicdo em secdes de
coragao embrionario de camundongo. As células endoteliais dos coxins cardiacos,
as mesenquimais e as do miocardio expressaram integrina alfa L nos estagios E11,5
durante fase inicial da EMT (figura 18A), e essa expressdo se mantém no estagio
E13,5 (figura 18B). A imunomarcagdo para integrina alfa M demonstrou o mesmo
padrao de localizacado, sendo expresso pelas células endoteliais, mesenquimais e do
miocardio nos estagios E11,5 e E13,5 (figura 18C/D). Um anticorpo especifico para
integrina alfa X identificou que ela também é expressa no canal AV nos estagios
E11,5 e E13,5 (figura 18E/F). Como pudemos observar dos dados coletados, n&o so
a integrina beta 2 esta presente durante a formacéo cardiaca, mas também alguns

de seus parceiros alfa.
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Figura 14 — Analise dos tratamentos virais em embrides de galinha in vivo
BEAM — embrities tratados somente com wirus;

BEANItgEZ0M — embrides tratados com a farma dominante negativo de integrina
heta 2;

BBANItgBZ2FL — embrides tratados cam a forma completa de integrina beta 2.

A analize das amostras foi realizada apds coloragfo por Tricrdmico de Masson e
analisadas em microscapio de luz de rotina. n = 2 por tratamento. A- atrio, V -

ventriculo, M —miocardio, e * - coxin cardiaco
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Figura 15 — PCRsq em amostras de coragao de camundongo E13.5

L —1KbDMNA ladder plus

£2 — Integrina beta 2 — Uso de dois diferentes pares de primers — 269 ¢ 702
pares de base respectivamente

ol — Integrina alfa L — 282 pares de base

ahd — Integrina alfa M — 264 pares de base

aX — Integrina alfa X — 508 pares de base



Figura 16 — Western blot em tecido de camundongo
A- Deteccdo de integrina beta 1 (130 Kda)
A1 =Timo de camundongo adulto:
A2 —Canal AV E11.5
A3 —Tronco Arterioso ET11.5;
Ad =Yentriculo E11.5
E — Deteccao de integrina beta 2 (95 Kda)
E1—Timo de camundongo adulto:
EZ —Canal AV E11.5
E3 —Tronco Arterioso E11,5;
B4d —entriculo E11.5
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Figura 17 - Imunofluorescéncia indireta em tecido embrionario de

camundongo

A — Imunolocalizagao de integringa beta 2. E11,5

B — Representa area delimitada em A.

C — Controle do nivel de background. Caixa — contraste de fase do controle
D — Imunolocalizagao de integringa beta 2. E13,5

E — Imunolocalizagao de integringa beta 1. E13,5

F — Contraste de fase de E.

L — Lamen, E — Endotélio, * - células mesenquimais e M — miocardio. Barra — 50 uM.
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Figura 18 — Imunofluorescéncia indireta para deteccao das subunidades alfa L,
M e X em coragdo embrionéario de camundongo

A-alfaL-E11,5
B-alfaL-E13,5
C-alfaM-E11,5
D -alfaM-E13,5
E —alfaX-E11,5
F-alfaX-E 13,5
E — endocardio, M — Miocardio e * - células mesenquimais. Barra — 50 uM
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8 DISCUSSAO E CONCLUSOES

O papel das integrinas vem sendo bastante estudado desde o seu primeiro
relato na literatura pertinente (HYNES, 1987). Por atuarem em varias areas tais
como migracgao, adesao, transducido de sinais, elas tém sido alvo de constantes
pesquisas, tanto em relagdo a sua atuagao na evolugdo de processos patoldgicos,
quanto na embriogénese (HYNES, 2002). Algumas integrinas (av, a1, a4, ab, B1,
B3, B5) tém sido investigadas, por exemplo, durante o desenvolvimento cardiaco
(SIMPSON et al, 1998; DANEN e SONNENBERG, 2003). Durante o
desenvolvimento do sistema nervoso central, a integrina beta 1 regula a migracéo
neuronal, através de interacbes adesivas com o0s componentes da matriz
extracelular (MILNER e CAMPBELL, 2002). Em outros estudos, as subunidades alfa
v e beta 8 tém sido relatadas como importantes para o desenvolvimento normal dos
vasos sanguineos do sistema nervoso central, ja que sem elas o embrido morreria,
em decorréncia de hemorragia cerebral (MANCUSO, KUHNERT e KUO, 2008).

E notavel, na literatura, o fato de a integrina beta 2 possuir intima associacéo
com os processos inflamatérios, tais como adesao firme do leucdcito ao endotélio
vascular e posterior transmigragao para areas do foco inflamatério (ROCHON et al.,
2000). Os dados de detecgado e localizagao da integrina beta 2 encontrados no
nosso trabalho confirmam, através de experimentos de PCR, hibridizagdo in situ,
Western blot e imunohistoquimica, que esta proteina, apesar de amplamente
estudada nas células da linhagem leucocitaria, também é encontrada em outros
tipos celulares, como as células do miocardio, epicardio, endocardio e células
mesenquimais dos coxins cardiacos, durante a cardiogénese em embrides de

camundongos e de galinha.

Vale ressaltar que trés das quatro subunidades alfa (L, M e X), que formam
heterodimero com a integrina beta 2, também foram identificadas durante a
formagao cardiaca. A presencga da quarta integrina alfa (alfa D), que se associa com
a integrina beta 2, ainda precisa ser pesquisada, portanto ndo excluimos a hipotese
dela também estar presente e desempenhando alguma funcdo durante o
desenvolvimento cardiaco. Nossos dados, juntamente com outros trabalhos na
literatura (CHAMOUX et al., 2001; LANGEGGEN et al., 2002; KARMAKAR
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eMUKHERJEE, 2003) comprovam a relagao da integrina beta 2 com linhagens nao-

leucocitarias.

Apesar de a integrina beta 2 ser expressa em tipos celulares aparentemente
distintos, atualmente, é evidente a ligagdo embriolégica existente entre as linhagens
hematopoiética e endotelial. O ponto comum de origem das duas linhagens celulares
vem da existéncia do hemangioblasto que é capaz de se diferenciar em células
endoteliais e do sangue (DRAKE et al, 1997; NORTH et al, 2002; JAFFREDO et al.,
2005a). Durante estagios iniciais de desenvolvimento embrionario, as células
endoteliais das ilhotas sanguineas, originadas da diferenciacdo de células do
mesoderma embrionario, sdo responsaveis pela formacgao das primeiras células do
sangue (FERKOWICZ e YODER, 2005). Essas células apresentam varias proteinas
de superficie semelhantes e todas expressam integrina beta 2 (CHAVAKIS et al.,
2005).

Devemos nos lembrar de que o coragcdo se forma, inicialmente, a partir de
agregados de células mesenquimais que, na regiao cranial do embrido, formam dois
tubos cardiacos primitivos que posteriormente se fundem e dao origem ao tubo
cardiaco embrionario (SADLER, 1995; MOORE, 1998). Uma segunda onda de
formagdo de células da linhagem hematopoiética ocorre a partir das células
endoteliais da aorta embrionaria (ZAMBIDIS et al., 2006). Neste local, determinadas
células endoteliais vao perdendo gradativamente seu fenétipo, ao mesmo tempo em
que passam a expressar genes especificos da linhagem hematopoiética
(JAFFREDO et al., 2005b).

Diante dos relatos na literatura, ndo nos surpreende que as células endoteliais
embrionarias do coragdo expressem integrina beta 2. Além disso, as células
mesenquimais que se localizam nos coxins cardiacos se originam das células
endoteliais do canal AV através da EMT. Talvez esse fato explique, porque essas
células expressem integrina beta 2. E importante relatar ainda que as células
hematopoiéticas contribuem para a formacéo de parte dos fibroblastos das valvulas
cardiacas no adulto (VISCONTI et al., 2006). Em um estudo, Gittenberger-de Groot e
outros (1998) relataram que as células derivadas do epicardio também contribuem
para uma subpopulagdo de células mesenquimais dos coxins cardiacos, atuando

desta forma, na formacéo das valvulas cardiacas.
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Até o presente momento, poucos estudos demonstraram a presenca de
integrina beta 2 em tecidos em desenvolvimento. A presenga de RNAmM de integrina
beta 2 foi detectada em embrides de Xenopus, em estagios anteriores ao inicio da
formagao do tubo cardiaco (RANSOM et al., 1993). Um estudo de componentes da
matriz extracelular e seus receptores de integrina durante estagios embrionarios de
formagao da glandula supra-renal demonstraram que a integrina beta 2 é expressa
pelas células cromafins derivadas de células da crista neural. Essas células migram

através do cértex da glandula e povoam a regido medular (CHAMOUX et al., 2001).

Até o presente momento, ndo foram relatados outros locais de expressao de
integrina beta 2 durante o desenvolvimento embrionario pelas células da crista
neural. Outros estudos tém demonstrado que a integrina beta 2 é expressa em
outros tipos celulares diferentes de leucdcitos, tais como células endoteliais da veia
umbilical humana (HUVEC) e células de cancer (LANGEGGEN et al., 2002;
KARMAKAR e MUKHERJEE, 2003). A medida que os estudos avancam, tem-se
mais conhecimento sobre um maior numero de células ndo-hematopoiéticas que
expressam integrina beta 2. Acresga-se a isso que pouco se sabe a respeito da
funcdo que a integrina beta 2 desempenha em atividades nao associadas aos

leucadcitos.

Os ligantes que interagem com a integrina beta 2 e seus parceiros alfa no
coracdo embrionario ainda n&o foram determinados. E provavel que a integrina beta
2 possa estar interagindo com contra-receptores, tais como VCAM e ICAM (SADHU
et al., 2007; TANG, LI e TAN, 2008; ALCAIDE, AUERBACH e LUSCINSKAS, 2009),
em células adjacentes. Entretanto, o fato das células endoteliais, mesenquimais e do
miocardio expressarem integrina beta 2, ndo nos permite afirmar se existe uma
interacdo especifica entre estas células. E mais provavel que a integrina beta 2
esteja se ligando a proteinas da matriz extracelular. Heterodimeros contendo a
subunidade beta 2 podem se ligar a varias proteinas da matriz, incluindo colagenos,
fibronectina, plasminogénio e heparina (VAN DER FLIER e SONNENBERG, 2001;
YAKUBENKO et al.,, 2002; LISHKO et al., 2002, HUMPHRIES et al., 2006).
Colagenos, fibronectina e varias outras proteinas da matriz estdo presentes na
maioria dos tecidos embrionarios, incluindo a geléia cardiaca durante a migragao
das células mesenquimais nos coxins cardiacos (KITTEN et al., 1987; LITTLE e
RONGISH, 1995; PEACOCK et al., 2008).
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O interessante € que a integrina beta 2 se liga a CCN1 (CYR61), uma
proteina secretada rica em cisteina - secreted cysteine-rich protein (SCHOBER et
al., 2003). A CCN1 se associa com a matriz extracelular e promove adesao,
migragao, proliferacao, diferenciagcdo, sobrevivéncia e morte celular de uma maneira
dependente do tipo celular (CHEN e LAU, 2009). CCN1 é expressa no endotélio, nas
células mesenquimais e no miocardio, sendo considerada essencial para o
remodelamento tecidual durante o desenvolvimento cardiaco. Embrides desprovidos
de CCN1 apresentam morfogénese cardiaca atipica na regido valvuloseptal, o que
resulta em defeito de septagdo atrioventricular — AVSD (MO e LAU, 2006).
Deficiéncia em CCN1 nao afeta a formacédo do coxim cardiaco ou a EMT, mas
resulta num aumento na taxa de apoptose do coxim e reduz a atividade fibroblastica
no septo ventricular e nas valvulas atrioventriculares.

Outro membro da familia CCN é CCN2 (Connective Tissue Growth Factor -
CTGF) que também ¢é expresso durante o desenvolvimento cardiaco,
particularmente no miocardio e no coxim cardiaco, conforme Chuva de Sousa Lopes
e outros (2004). O interessante € que neste mesmo estudo, camundongos
deficientes para CCN2 ndo apresentaram defeitos cardiacos, apresentando
desenvolvimento normal das valvulas cardiacas. Os autores relatam que o
desenvolvimento normal observado nesses camundongos, provavelmente, fosse
devido a redundéancia funcional entre os membros da familia CCN.

Dados adicionais mostram que a producdo de CCN2 é induzida pelo co-
ativador transcripcional Yap (Yes-associated protein) (LEASK et al., 2003). Outro
estudo relata que Yap € um co-ativador transcripcional da integrina beta 2. Quando
se inibe a acdo de Yap, os niveis da integrina beta 2 sdo também reduzidos (HAO et
al., 2008). Talvez Yap esteja atuando na sintese de CCN2 durante a cardiogénese e
que, ao mesmo tempo, induzindo a produgéo da integrina beta 2 durante as etapas

de desenvolvimento cardiaco investigadas durante este trabalho.

Camundongos com mutagdo no gene da integrina beta 2 sobrevivem e nao
apresentam anormalidades notaveis no coragdo e em outros 6rgaos, entretanto
desenvolvem um fendtipo relacionado a condigdo conhecida como Deficiéncia de
Adesdo leucocitaria — LAD-1. Nessa patologia, os individuos apresentam
leucocitose, disfungdo na adeséo e migracao leucocitaria e ocorréncia de infecgdes
muco cutaneas (SCHARFFETTER-KOCHANEK et al.,, 1998). No entanto, é
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importante notar que os autores relataram uma frequéncia de mutantes
homozigéticos abaixo do esperado, apos o cruzamento de mutantes heterozigéticos,
0 que sugere que alguns embrides mutantes morreram antes do nascimento.
Adicionalmente, relatos foram feitos de que entre 10 e 40% dos recém-nascidos
mutantes para integrina beta 2 morrem periodos apds o nascimento, devido a
causas nao reportadas. Outros estudos demonstraram que a integrina beta 1 e,
possivelmente, outras subunidades beta, podem, ao menos em parte, compensar a
falta da integrina beta 2 (HENDERSON et al., 2001). Talvez esse fenbémeno
compensatério permita a alguns embrides mutantes para integrina beta 2 se

desenvolverem até a fase adulta.

Outros estudos relataram que camundongos mutantes para integrina beta 2
geralmente apresentam outros defeitos, as vezes, dificeis de serem notados. Miura e
outros (2005) reportaram que esses embrides apresentam algumas caracteristicas
de osteoporose, incluindo redugdo na densidade éssea e aumento do espacgo
trabecular. Com base nesses dados, faz-se necessaria uma analise morfométrica

detalhada dos coracdes desses embrides.

Diante de todos esses fatos e em face da incerteza da atuagdo da integrina
beta 2 durante a cardiogénese, os estudos funcionais realizados, através do
emprego de construgdes virais, fundamentaram nossa hipétese de que a integrina
beta 2 poderia estar atuando durante o desenvolvimento cardiaco. Estudos similares
que se utilizaram do emprego de dominantes negativos de integrina ja foram
relatados na literatura. Lee e outros (2006) utilizaram embrides que expressavam
dominante negativo da integrina beta 1. Em seus estudos, esse dominante negativo
possuia a porgcao extracelular e transmembrana, entretanto desprovida da cauda
intracitoplasmatica. Os dados encontrados por esses autores demonstraram que
esses embrides apresentavam hipomielinizagdo dos axdnios do sistema nervoso
central. Estudos anteriores demonstraram a importdncia da porgao
intracitoplasmatica da integrina beta 1 na adesédo celular e o agrupamento desses

receptores na superficie da célula (BERRIER et al., 2002).

Estudos realizados por Pyszniak, Carpenito e Takei (1997) demonstraram a
funcdo da cauda intracitoplasmatica da integrina beta 2 no espalhamento celular
(spreading) que ocorre apds a adesdo. O uso das construgbes de dominantes

negativos de integrina que ndo possuem a cauda intracitoplasmatica aparentemente
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nao afeta sua expressdo na superficie celular como relatado por Lub e outros.
(1997), ao passo que mutagdes na regiao extracelular, responsaveis pela interagao
da integrina beta 2 com as respectivas subunidades alfa, afetam sua funcéo e
expressao na superficie celular (MCDOWALL et al., 2003).

Os dados obtidos em nossos experimentos, através do emprego do virus
contendo a forma dominante negativo (BBAN/ItgB2), mostraram uma reducéo
qualitativa e quantitativa no numero de células mesenquimais que realizaram a EMT
a partir de explantes de canal AV em cultura de gel de colageno. Além do fato de
influenciar o numero de células mesenquimais em cultura, essa construcao viral
afeta a migracao das células. Esses dois dados devem ser analisados em conjunto,
pois as células endoteliais que revestem os coxins endocardicos perdem seu
fendtipo endotelial, passando a apresentar caracteristicas de células migratérias e,

desta forma, realizam a EMT.

O uso de vetores virais com o objetivo de se estudar a fungao das integrinas
vem sendo utilizado cada vez mais. Formas de expressdo da sequéncia completa,
mutadas ou truncadas sdo amplamente utilizadas (OGUEY, 2000; LEU et al., 2004,
LEE et al., 2006). O efeito do aumento da expresséo da integrina beta 2 durante a

cardiogénese ainda n&o havia sido relatado.

Fato interessante é que ao ser expressa em baixa densidade em linhagem
celular, a integrina beta 2 atua em conjunto com a integrina beta 1 na migragéo
celular (LISHKO et al., 2002; YAKUBENKO et al., 2008). Fendmeno contrario foi
observado quando uma expressdao aumentada da integrina beta 2 (alta densidade)
ocorreu, resultando em um aumento da adesividade e inibicdo da migragao, fato que
permite a retencdo de uma determinada célula em um sitio especifico.
Aparentemente, nesse sistema, a integrina beta 2 atua como um freio: quanto maior

a expressao, maior a adesao, até que a migracao seja interrompida.

Utilizando a construgao viral contendo a sequéncia completa da integrina beta 2
(BBAN/ItgB2FL), o que observamos foi um aumento do numero de células
mesenquimais em cultura, células estas que realizaram a EMT. Esse fato reflete
também nos dados analisados da migracado celular. Observamos que houve um
aumento da area de cobertura das células endoteliais, relacionado a uma maior
migragéo celular, quando comparado ao controle, virus somente (BBAN). Nossos

dados, quando comparados a outros estudos, mostraram-se aparentemente opostos
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(LISHKO et al., 2002; YAKUBENKO et al., 2008). Outros estudos relativos aos niveis
de expressao da integrina beta 1 mostraram que, quando ocorre uma redugao dos
seus niveis, a migracao fica prejudicada (SEVERSON et al., 2009). Entretanto, os
dados quantitativos dos niveis de RNAm de integrina beta 2 através de PCRq nos
mostraram um aumento dos seus niveis, especialmente nas fases iniciais da EMT.
Supomos que o0s niveis de expressao da proteina também estavam aumentando e,
desta forma, desempenhando uma fung&o, a qual nesse estagio, talvez fosse o de
auxilio a migragdo, ndo atingindo o nivel de expressao que passasse a funcionar
com um “freio”. Nesse caso, supomos que a integrina beta 2 estivesse atuando em
conjunto com outras integrinas e favorecendo a migracdo celular que ocorreu

durante o processo de EMT.

E importante ressaltar que as integrinas atuam na ligacdo de componentes do
citoesqueleto a proteinas da matriz extracelular e a outros receptores de superficie
celular. Entretanto, ndo podemos deixar de lembrar que as integrinas atuam
também na migragéo, proliferagdo, apoptose e diferenciacdo celular, fenbmenos
realizados gragas a sinalizagdo outside-in (HYNES, 2002; STREULI, 2009). Nao
seria estranho supormos que diante do emprego das diferentes constru¢des virais,
as taxas de proliferagao e apoptose celular pudessem sofrer alguma modificagdo. Os
experimentos realizados para mensurar esses fendmenos foram realizados e os
dados observados sugerem que, diante do emprego das construgdes virais
BBAN/ItgB2DN e BBAN/ItgB2FL, ndo houve diferenga nas taxas de proliferagcao

celular e apoptose celular.

Analisando os dados funcionais in vitro de EMT, a migragao, proliferacéo e a
apoptose, podemos concluir que a integrina beta 2 desempenha papel na EMT,
auxiliando exclusivamente migracédo celular, sem afetar as taxas de proliferagdo e

apoptose.

Os dados sobre a expressao da integrina beta 2 durante a cardiogénese
mostraram que as células endoteliais das futuras valvulas cardiacas, as células
mesenquimais que povoam o0s coxins endocardicos e as células do miocardio
continuaram sendo positivas em estagios mais avangados da formagao cardiaca. Foi
de nosso interesse analisar se a integrina beta 2 continuava sendo necessaria
durante essas etapas e se desempenhava fungdo. Os estudos funcionais in vivo

foram utilizados para dar resposta a essas perguntas. As analises dos dados obtidos
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nao mostraram alteracdes evidentes nas amostras verificadas. Aparentemente, as
valvulas cardiacas e o miocardio prosseguiram com seu desenvolvimento normal,
nao sendo afetados pelo emprego das diferentes construgdes virais. O fato de nao
se observarem alteragdes morfoldgicas, pode ser consequéncia do estagio de
desenvolvimento escolhido para realizar as microinjec¢des, ou seja, o estagio HH17.
Neste estagio, as células dos coxins cardiacos ja iniciaram a EMT e as células do
miocardio ja estdo em um estagio mais avancado de desenvolvimento. Mesmo
diante dos dados funcionais in vivo, 0 uso dessa metodologia continua sendo de
grande importancia para os estudos durante a embriogénese. Uma alternativa talvez
fosse a realizagao das microinjeccbes em estagios anteriores ao inicio da EMT,
como o estagio HH14. Outro fator que pode estar influenciando a ndo deteccéo de
alteragdes morfologicas, apds o emprego das diferentes construgdes virais, € que as
células do coragcdo possam estar se utilizando de outros heterodimeros de

integrinas.

Um dado importante a se considerar € a expresséo da integrina beta 2 durante
a formagao das valvulas cardiacas, associada ao fato de o seu gene estar localizado
em um regido do cromossomo 21 relacionado a defeitos cardiacos congénitos
(KORENBERG et al., 1992; CAPONE, 2001). Aproximadamente 40% dos individuos
com Sindrome de Down apresentam defeitos cardiacos congénitos, sendo que a
maioria € AVSDs. A taxa de mortalidade nos primeiros anos de vida € de 5 a 8 vezes
maior nos individuos com Sindrome de Down, em comparag¢ao a populagao geral,
sendo que a maioria dos Obitos € devida aos defeitos cardiacos congénitos

apresentados por esses individuos.

Bons resultados tém sido obtidos, apds tratamento cirurgico em pacientes com
Sindrome de Down que apresentam defeitos cardiacos, reduzindo a taxa de
mortalidade e, como consequéncia, aumentando a expectativa de vida até os niveis

encontrados na populagdo em geral (VIS et al., 2009).

E conhecido na literatura que leucécitos e timécitos de pacientes com sindrome
de Down super-expressam integrina beta 2, fato que pode estar afetando o sistema
imune desses individuos (TAYLOR et al.,, 1988; MURPHY et al., 1993). Outros
estudos relatam que n&o ha, estatisticamente, diferenga significativa nos niveis de
expressao de integrina beta 2 entre fetos normais e os com sindrome de Down.
(MAKRYDIMAS et al., 1995).
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Com base nas observagdes apresentadas aqui, a expressao aumentada de
integrina beta 2 no canal AV de embrides com sindrome de Down poderia afetar
etapas criticas de ades&do e migracéo celular que ocorrem na formagéao inicial das
valvulas AV e, por consequéncia, estar envolvida nos defeitos cardiacos congénitos
manifestados por esses individuos. Poderiamos supor que ocorreria aumento na
taxa de migragao das células mesenquimais dos coxins cardiacos em embrides com
sindrome de Down; entretanto, ndo sabemos qual o efeito, em longo prazo, desse
fendbmeno nos coxins cardiacos. Varias proteinas da matriz extracelular sao
codificadas por genes localizados no cromossomo 21, proteinas presentes durante o

desenvolvimento cardiaco.

O colageno VI esta presente no embrido em desenvolvimento, sendo expresso
nas valvulas AV e no septo durante sua formagao (KLEWER et al., 1998). Alguns
autores concluiram em seus trabalhos que o colageno VI é mais expresso em
coragdes fetais com sindrome de Down, quando comparados a fetos normais, e
esse fato pode estar relacionado aos defeitos cardiacos apresentados por esses
pacientes (GITTENBERGER-DE GROOT et al., 2003). O colageno XVlll/endostatina
também é expresso nos coxins do canal AV em pacientes com sindrome de Down, e
também pode estar relacionado aos defeitos cardiacos apresentados por esses
individuos (CARVALHAES et al., 2006). Ainda nao foi relatado na literatura se a

integrina beta 2 pode se ligar ao colageno VI e XVIII.

Apesar de sabermos que sindrome de Down € uma doenga genética multi-
fatorial, supomos que a expressdo aumentada de proteinas da matriz extracelular,
juntamente com a integrina beta 2, pode estar afetando a integridade estrutural da
matriz na geléia cardiaca e a migragdo das células mesenquimais. A identificagcao
dos possiveis genes relacionados a geragao das caracteristicas fenotipicas
apresentadas por individuos com sindrome de Down se faz necessaria, pois guiara o
desenvolvimento de futuras pesquisas para tratamentos que possam minimizar, ou
contrapor os efeitos dessa dosagem génica. O resultado dessa intervengao precoce
podera, como ja vem sendo observado com o aumento da expectativa de vida, ser a

melhoria da qualidade de vida dos individuos portadores da sindrome de Down.

A identificagdo das subunidades alfa que formam heterodimero com a integrina
beta 2 durante a cardiogénese também foi de grande importdncia em nosso

trabalho. Como citado anteriormente, trés das possiveis subunidades alfa que se
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associam com a integrina beta 2 foram identificadas. Nos estagios analisados, ou
seja, E11.5 e E13.5, as células endoteliais, as mesenquimais e as do miocardio
expressam as subunidades alfa L, M e X. Além de reafirmarem a presenca da familia
da integrina beta 2 durante a cardiogénese, esse dado nos remete a uma possivel
acao conjunta desses heterodimeros durante a formagdo do coragdo, mais
especificamente, durante a valvulogénese. Além disso, podemos pesquisar qual dos
heterodimeros é mais importante durante uma fase especifica da embriogénese.
Experimentos futuros que fornegam respostas a esses questionamentos devem ser
executados. Apesar de a subunidade alfa D ndo ter sido pesquisada no nosso
trabalho, persiste ainda a duvida sobre sua possivel presenga no nosso modelo de

estudo.

Sabemos que a integrina beta 2 e seus parceiros alfa sdo apenas mais uma
peca da complexa etapa da organogénese cardiaca. Entendé-los, nos permitira
aprofundar os conhecimentos sobre esse processo embriolégico e, talvez, servir de
base para se entenderem processos fisiolégicos e o aparecimento de doengas por

malformagdes que acometem o coragéo.

Apoés anadlise geral dos dados obtidos a partir da metodologia empregada,

concluimos que:

e A integrina beta 2 é expressa durante a cardiogénese pelas células do
epicardio, miocardio, endocardio e pelas células mesenquimais dos coxins,
que sao responsaveis pela morfogénese das futuras valvulas cardiacas em

embrides de galinha;

e A integrina beta 2 desempenha fungdo na migragcédo das células endoteliais e

mesenquimais em cultura de canal AV;
e Aintegrina beta 2 participa do processo de EMT;

e A expressao da integrina beta 2 na sua forma completa e dominante
negativos, ndo afeta as taxas de proliferagdo e apoptose celular, em nosso

modelo de estudo,

¢ Aintegrina beta 2 nos estudos in vivo, e utilizando a metodologia empregada,
aparentemente nao afetou o processo de cardiogénese em embrides de

galinha;
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As subunidades alfa L, alfa M e alfa X, que formam heterodimero com a
integrina beta 2, também sao expressas durante a formacéo cardiaca em
embrides de camundongo e se localizam nas células endoteliais dos coxins
cardiacos, nas células mesenquimais no interior da geléia cardiaca e nas

células do miocardio.
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