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RESUMO

Interacbes entre implantes sintéticos e hospedeiro podem induzir uma
resposta inflamatéria persistente denominada reacgéo do tipo “corpo estranho”
que pode ser modulada por diversos componentes inflamatérios como o
Receptor de quimiocina ligante 2 (CCR2). Neste trabalho utilizamos
camundongos com delecédo génica do CCR2 com o objetivo de caracterizar o
papel deste receptor sobre eventos celulares, inflamatorios e vasculares
durante a interacdo implante/hospedeiro em camundongos. Foi avaliada a
cinética das alteracdes vasculares, inflamatorias e fibrogénicas em discos de
poliéter-poliuretano removidos 1, 4, 7 e 14 dias pés-implante em camundongos
selvagens (WT) e Knockout (KO). Foi observado menor fluxo tanto na pele
como nos implantes de camundongos KO, além disso, menor contetudo de
hemoglobina (indice vascular) foi encontrado nestes implantes. O acumulo de
neutrdfilos foi maior em implantes KO e o acumulo de macréfagos parece ser
menor nestes implantes. Os niveis de CCL2/JE intraimplante foram maiores em
implantes KO, mas TGF-B1, deposicdao de colageno e numero de células
gigante foram menores em implantes de animais KO quando comparados aos
implantes de animais WT. A imunofenotipagem revelou que células presentes
em implantes e no sangue periférico de animais WT e KO expressam
marcadores de superficie celular caracteristicos de células tronco e
progenitoras e a dele¢cdo do CCR2 levou a maior expressao destes marcadores
no sangue periférico de camundongos KO. O sistema experimental utilizado
neste estudo contribui para a melhor compreensdo do papel do CCR2 sobre
eventos vasculares, inflamacéo, fibrogénese e expressdo de marcadores de

superficie celular durante a interagéo implante/ hospedeiro em camundongos.
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ABSTRACT

Host and synthetic implants interactions may induce an inflammatory
response so called “foreign body” reaction that could be modulated by a range
of inflammatory mediators such as Chemokine Receptor 2 (CCR2). In this
study, using mice with gene deletion of CCR2 we analysed the role of this
receptor on cellular, inflammatory and vascular events during the host/implant
interactions in mice. The kinetics of vascular, inflammatory and fibrogenic
alterations in polyether-polyurethane discs removed at 1, 4, 7 and 14 days post-
implantation in wild type (WT) and knockout (KO) mice was evaluated. It was
observed a lower blood flow in both skin and KO implants. Haemoglobin content
(vascular index) was lower in implants from KO mice compared with that from
wild type counterparts. Neutrophils accumulation was higher in KO implants, but
macrophages accumulation was apparently decreased in these implants. CCL2
levels were higher in KO implants, but TGF-B1, collagen deposition and giant
cells number were lower in KO implants compared to WT implants.
Immunophenotyping evaluated by flow cytometry revealed that both, implants
and peripheral blood from WT and KO mice expressed characteristic cell
surface markers of stem and progenitor cells. In addition, CCR2 deletion led to
increased expression of these markers in cells of peripheral blood from KO
mice. The experimental system used in this study has contributed to a better
understanding of the CCR2 role on vascular, inflammatory, fibrogenic events

and cell surface markers expression during implant/host interactions in mice.
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= 1. INTRODUCAO

1.1. Biomateriais

O objetivo final de diversos procedimentos cirdrgicos, desde épocas
remotas, tem sido o reparo de 6rgaos e tecidos. Este reparo pode ser realizado
de duas principais formas: através do enxerto de tecidos biolégicos ou por meio
da substituicdo do tecido lesionado por algum material sintético biocompativel
(HOLLISTER, 2005).

O enxerto de tecidos estd amplamente associado a morbidade, além
disso, a quantidade limitada de materiais restringe o seu uso. Por outro lado, 0os
denominados biomateriais tém sido cada vez mais utilizados na prética clinica
e durante procedimentos cirlrgicos com o intuito de restaurar ou aprimorar a
funcdo e estrutura de 6rgaos e tecidos comprometidos (DAROUICHE, 2004;
ZIMMERLI & SENDI, 2011; DIEGIDIO et al., 2014).

Dentro deste contexto, os biomateriais podem ser definidos como sendo
qualquer material utilizado para substituir, integral ou parcialmente, sistemas
biolégicos (WILLIAMS, 1987; TATHE et al., 2010). Além disso, estes materiais
se distinguem dos demais devido a sua capacidade de estar em contato com
os tecidos sem causar danos de grau extenso aos sistemas biol6gicos

(WILLIAMS, 1987).
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Avancos nos campos da ciéncia de biomateriais e engenharia tecidual
tém possibilitado o desenvolvimento de novos materiais com aplicacdes
clinicas e graus de sofisticacdo diversos. De fato, a medicina regenerativa tem
se beneficiado das diversas aplicacdes dos biomateriais, dentre as quais
podemos destacar o uso de dispositivos cardiovasculares como os stents e
valvas cardiacas, implantes ortopédicos e dentéarios, lentes de contatos e
proteses retinais, bioeletrodos e biosensores, suturas, tecidos substitutivos
anédlogos a pele e sistemas controlados para a liberacdo de farmacos
(HUEBSCH & MOONEY, 2009; DIEGIDIO et al., 2014; REZAIE et al., 2015).

Muitos avangos tém ocorrido no campo de estudo da ciéncia dos
biomateriais e diversos pesquisadores tém concentrado esforgcos em solucionar
importantes questfes relacionadas ao uso de implantes na pratica clinica.
Desta forma, os principais desafios encontrados sdo os que se referem ao
desenho e selecdo de materiais biocompativeis e a determinacao dos efeitos
biolégicos e interacdes existentes entre implantes e o hospedeiro (KOHANE &

LANGER, 2008; TATHE et al., 2010).

1.2. Interacéo e resposta do organismo aos biomateriais

Embora os biomateriais sejam desenvolvidos para serem biocompativeis

tanto fisica como quimicamente, eles ndo s&o considerados inertes pelo

organismo (LASCHKE et al., 2005). Quando implantados, eles podem induzir
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uma resposta inflamatoria persistente denominada reacdo do tipo “corpo
estranho”, acompanhada de um processo semelhante ao de reparo tecidual
com intensa angiogénese, ativacao de fibroblastos e remodelamento de matriz
(KIRKPATRICK et al., 2002; MORAIS et al., 2010). Esta resposta, considerada
homeostética, ocorre principalmente devido a lesdo tecidual causada pelo
contato do implante com o tecido e por interacdes existentes entre a interface
implante/tecido (WILLIAMS, 1987; ANDERSON, 2001).

A intensidade da resposta do organismo ao implante depende das
propriedades do material implantado, tais como composi¢cdo, duragdo do
contato, taxa de degradagcdo, morfologia, porosidade, aspereza, forma,
tamanho, esterilidade e superficie quimica do biomaterial (MORAIS et al.,
2010). Outros fatores como a extensdo da lesdo, perda de estruturas
membranosas, formagdo de matriz extracelular, grau de necrose celular e
extensdo da resposta inflamatoria também influenciam na resposta
(ANDERSON, 2001).

Ao ser implantado, o biomaterial entra em contato com o tecido
adjacente e desencadeia uma cascata de respostas inflamatérias semelhante
ao que ocorre durante o reparo tecidual (ANDERSON, 2001; MITCHELL &
COTRAN, 2002). Esta cascata de respostas caracteriza-se por um processo
dindmico regulado por mediadores solUveis e elementos da matriz extracelular,
gue envolve coordenada ativacao, migracao, proliferacdo e/ou diferenciacao de

células inflamatorias, endoteliais e fibroblastos. Ao mesmo tempo, vigorosa
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resposta angiogénica é essencial para promover um reparo tecidual eficiente,
pois além de fornecer nutrientes, permitir a migracdo de células inflamatorias,
facilitar a remogao de material residual, ela auxilia no desenvolvimento do
tecido de granulacéo (NISSEN et al., 1998; LINGEN, 2001).

A sequéncia de eventos associados a resposta do tipo corpo estranho é
iniciada tdo logo o implante entre em contato com fluidos e tecidos do
hospedeiro (Figura 1). Inicialmente ha uma adsorcdo de proteinas do
hospedeiro ao longo da superficie do implante em combinacdo com a geracao
de detritos celulares e agregacdo plaquetaria. Fatores plaquetérios
reconhecem a superficie do material recoberta de proteinas e estimula a
quimiotaxia de neutréfilos e monécitos/ macréfagos para o local do implante.
Estas células, por sua vez, produzem espécies reativas de oxigénio, enzimas,
citocinas, quimiocinas e outros mediadores soluveis (GRAINGER, 2013).

Os macroéfagos recrutados para a area do implante se fusionam dando
origem a células multinucleadas denominadas “células gigantes do tipo corpo
estranho”. Paralelamente, ocorrem apoptose e fagocitose de neutrofilos e
producdo e secrecdo de moléculas de sinalizacdo pelos macrofagos levando
ao recrutamento de fibroblastos que produzem e depositam colageno ao redor
do implante podendo ocasionar alteracdes funcionais e falhas na adaptacao do

implante ao hospedeiro (SHEIKH et al. 2015).
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Adsorgdo de Deposigédo de Encapsulamento
Implantagdo proteinas matriz fibroso

Superficie do
implante nua

Tempo

Figura 1. Representacéo temporal da resposta do hospedeiro frente a implantes. Ao entrar em contato
com o hospedeiro uma série de eventos celulares sdo desencadeados levando a adsorcéo de proteinas
do hospedeiro na superficie do implante, recrutamento de células inflamatérias, deposicdo de matriz,
ativacdo e recrutamento de fibroblastos, formagdo de células gigantes e, por fim, encapsulacdo do
implante. Adaptado de Grainger, 2013.

A sequéncia das respostas celulares desencadeadas pelo hospedeiro
frente a implantacdo de um material sdo orquestradas e moduladas por
diversos mediadores que se encontram na matriz proviséria formada durante a
reagdo do tipo corpo estranho (SHEIKH et al., 2015). Os fatores de crescimento
e agentes quimiotaticos sao responsaveis pelas alteracdes celulares

observadas pés-implantacdo de materiais.
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1.3. Quimiocinas

As quimiocinas compreendem uma familia multifuncional de citocinas de
baixo peso molecular (~8-14 KDa) estruturalmente relacionadas e que
apresentam atividade bioldgica comum: o controle da migracdo direcional de
leucdcitos (PROUDFOOT et al., 2011). Além disso, elas desempenham papel
critico no desenvolvimento, homeostase e funcdo do sistema imunolégico
(ZLOTNIK & YOSHIE, 2000).

Até o momento, aproximadamente 50 quimiocinas foram identificadas, e
a maioria delas apresentam uma estrutura terciaria similar que consiste em
uma extremidade amino terminal, seguida de uma longa alca e uma
extremidade carboxi terminal. Além disso, a maioria das quimiocinas possuem
quatro residuos de cisteina conservados (ALLEN et al.; 2007; PROUDFOOT &
UGUCCIONI, 2016). Morfologicamente, as quimiocinas sao classificadas em
quatro diferentes subfamilias: quimiocinas C, CC, CXC e CX3C (Figura 2),
onde, C representa a cisteina e X ou X3 representa um ou trés aminoécidos,
respectivamente (ALLEN et al., 2007; BLANCHET et al., 2012; MUNNIK et al.,
2015).

Como excec¢do, apenas as quimiocinas da familia C apresentam dois
residuos de cisteina sendo que as demais subfamilias apresentam quatro
residuos de cisteina, e, diferem entre si pela presenca ou ndo de aminoacidos

inseridos entre estes residuos. Quimiocinas da familia CC ndo apresentam
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aminoacidos inseridos entre as duplas de cisteina, ja as familias CXC e CX3C
possuem um ou trés aminoacidos localizados entre os residuos de cisteina,

respectivamente (BLANCHET et al., 2012; MUNNIK et al., 2015).

Quimiocinas C Quimiocinas CC
C — COoH

: — Cadeia peptidica
weeeee Ponte dissulfeto

Quimiocinas CXC Quimiocinas CX,C

C C » S, Dominio
H ! Dominio tipo *. hidrofébico
H mucina

M,—C XXXC '
DR
C

Figura 2. Estrutura das classes de quimiocinas. As quimiocinas séo classificadas em quatro familias de

acordo com o numero e organizagdo espacial de residuos cisteina na extremidade N-terminal. Adaptado
de Rees et al., 2015.

As quimiocinas da subfamilia CXC atuam, principalmente, no
recrutamento de leucécitos polimorfonucleares, como os neutréfilos. Além
disso, algumas destas quimiocinas possuem uma sequéncia tripeptidica Glu-
Leu- Arg (ELR), o que as tornam potentes agentes angiogénicos e
quimiotaticos (CHARO & RANSOHOFF, 2006; SOLDEVILA & GARCIA-
ZEPEDA, 2007). Algumas quimiocinas CXC ndo possuem a sequencia ELR e

sdo, portanto, agentes angiostaticos por inibirem o crescimento e progressao
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tumoral (ROSSI & ZLOTINIK, 2000; CHARO & RANSOHOFF, 2006;
SOLDEVILA & GARCIA-ZEPEDA, 2007).

As quimiocinas CC atuam, predominantemente, na ativacdo de
mondcitos, linfécitos, eosindfilos e basofilos e sédo importantes mediadores dos
processos inflamatoérios crénicos e alérgicos, além de participarem do processo
de proliferacdo de células hematopoiéticas e migracdo de células tumorais
(CHARO & RANSOHOFF, 2006; SOLDEVILA & GARCIA-ZEPEDA, 2007).

Menos estudadas, as subfamilias C e CX3C, possuem cada qual um
anico membro em cada familia j& identificado: as quimiocinas linfotactina e
fractalcina, respectivamente. A linfotactina atua como agente quimiotatico para
linfocitos, sobretudo de células efetoras como células NK e linfocitos T CD8" e
linfocitos T auxiliadores (T CD4"). JA a fractalcina ou neurotactina é
quimiotatica para células mononucleares do sangue periférico (ROSSI &
ZLOTINIK, 2000; DAVID, 2000).

De forma alternativa, as quimiocinas podem ser classificadas com base
nas funcdes biologicas que desempenham, sendo consideradas inflamatérias
ou homeostéticas. As quimiocinas inflamatérias sdo aquelas cuja expressao é
induzida em resposta a condicfes inflamatérias, ao passo que as quimiocinas
homeostéaticas sao constitutivamente expressas e estdo envolvidas em
diversos processos fisioldgicos (BLANCHET et al., 2012; MUNNIK et al., 2015).

As quimiocinas inflamatorias controlam o recrutamento de leucocitos

durante estados infecciosos, inflamacdo, dano tecidual e durante o processo
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tumoral. As quimiocinas homeostaticas, por outro lado, induzem a maturacao
do sistema imunolégico, além de contribuirem para a hematopoiese e vigilancia
imunoldgica de tecidos periféricos. Embora esta classificacdo tenha sido
proposta, atualmente, diversos estudos tém indicado que algumas quimiocinas
apresentam um papel dual, participando tanto de fungbes de defesa como de
funcdes homeostaticas (MOSER et al., 2004).

Em adicdo, as quimiocinas exercem suas fun¢Bes biolégicas ao
interagirem com receptores localizados em diversos tipos celulares tais como,
células endoteliais, musculares, epiteliais e parenquimais (MACKAY, 2001;

BERNARDINI et al., 2003; ROT & VON ANDRIAN, 2004).

1.4. Receptores de quimiocinas

As respostas celulares desencadeadas pelas quimiocinas sdo mediadas
por receptores com sete hélices transmembranares (7 TM) acoplados a
proteina G (GPCR) (ZLOTNIK & YOSHIE, 2000). Quando estimulados pelas
quimiocinas, as subunidades de proteina G estimulam a ativacao da fosfolipase
CB (PLCpB), levando a formagéao de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG),
que por sua vez, estimulam a liberacdo de célcio e ativacdo de proteina cinase
C (PKC). A PKC, entdo, desencadeia uma cascata de eventos

intracitoplasmaticos e nucleares, levando a efeitos bioldogicos como o estimulo
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da quimiotaxia, rearranjo do citoesqueleto, adesdo e migracdo de células
ativadas (THELEN, 2001; MOSER et al., 2004; JIN et al., 2008).

Os receptores de quimiocinas s&o classificados de acordo com os
ligantes aos quais interagem. Desta forma, encontramos os receptores XCR,
CCR, CXCR e receptores CX3CR gque se ligam a quimiocinas das subfamilias
C, CC, CXC e CXs3C, respectivamente (PROUDFOOT et al. 2011). As
interacdes entre ligante/receptor sao especificas no que diz respeito ao padrao
de ligacdo, onde, quimiocinas de uma mesma familia ndo se ligam aos
receptores de outra familia. Entretanto, pode-se observar na Figura 3, dentro
de uma mesma subfamilia, uma ou mais quimiocinas que se ligam a um
mesmo receptor, demonstrando certo antagonismo e “promiscuidade” nas
interacdes existentes no sistema de quimiocinas (PROUDFOQOT et al., 2011).

Considerando outra perspectiva, a aparente “promiscuidade” e
redundancia deste sistema podem indicar uma complexa e aprimorada via de
regulacdo dos processos biolégicos, em que, uma sinalizacdo Unica e
partihada de eventos coordena a regulacdo de diversos processos

(OPPERMANN, 2004).

11
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Figura 3. Diagrama mostrando

as interacBes existentes entre ligantes e receptores no sistema de

qguimiocinas. Alguns receptores sdo muito seletivos e aceitam apenas um ligante, ao passo que

receptores como o CCR2 aceitam diversos outros ligantes. Adaptado de Proudfoot et al., 2011.

Desta forma, uma fina

regulacdo do sistema de quimiocinas

desempenha papel crucial no desenvolvimento da resposta imune e uma vez

que haja comprometimento nas interacdes ligantes/receptores, processos

biolégicos podem ser afetados. As quimiocinas sao, portanto, importantes

mediadores na exacerbacdo de condi¢cdes patoldgicas, respostas alérgicas,

doencas autoimunes e desordens inflamatorias.

1.5. CCR2 e interacao implante/ hospedeiro

12
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A implantacdo de um material biolégico e/ou sintético induz uma
resposta inflamatoria persistente no local da implantacdo que compromete o
funcionamento de implantes (MORAIS et al.,, 2010). As quimiocinas e seus
receptores desempenham um importante papel na modulagdo desta resposta
por promover o recrutamento e ativacdo de diversos tipos celulares (células
inflamatorias, endoteliais e fibroblastos) responsaveis por desencadear
respostas apropriadas (TSIROGIANNI et al., 2006; ARAI et al., 2013).

O receptor de quimiocina CCR2 e seu principal ligante, a quimiocina
CCL2, durante as interacbes implante/ hospedeiro, sdo responsaveis por
recrutar e ativar monaocitos/ macrofagos (SAKAI et al., 2006; STAMATOVIC et
al., 2006). Os macrofagos secretarem fatores de crescimento e mediadores
inflamatoérios que estimulam a deposicdo de matriz extracelular e a formacao
de novos vasos sanguineos, sendo, portanto, cruciais para o sucesso da
integracdo implante/ hospedeiro (NAYAK et al., 2009; THURAISINGAM et al.,
2010). Além disso, contribuem para o estabelecimento e manutencdo do
sistema vascular funcionante por induzirem a liberacdo de fatores angiogénicos
e de crescimento (RICKERT et al., 2003).

Entretanto, se por um lado, os macréfagos contribuem para a integracéo
do implante ao hospedeiro, por colaborarem no processo de formacéo da rede
vascular, por outro, eles podem induzir o isolamento do implante ao estimular a

encapsulacdo através do aumento da deposicdo de colageno o que pode

13
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comprometer a adaptacdo funcional ao organismo (ANDERSON, 2001;
KYRIAKIDES & BORNSTEIN, 2003).

Portanto, é esperado, que alteracdes na producdo da quimiocina e/ou
seu receptor, bem como em suas interag@es, resultem em alteracdes biologicas
nos mediadores e nas respostas celulares observadas durante a interacdo
implante/hospedeiro (NOVAK & KOH, 2013). De fato, camundongos com
delecdo génica do receptor CCR2 apresentam uma reducdo marcante na
adesdo de leucécitos e no recrutamento de mondcitos para areas lesionadas
(KUZIEL et al., 1997; BORING et al., 1997). Além disso, Kyriakides et al.,
(2004) investigaram o efeito da exclusédo do ligante CCL2 na reacao tipo corpo
estranho em camundongos e constataram que a implantacdo de matriz
sintética de polivinil e de discos de Millipore induziram uma resposta menos
intensa (menor nimero de células gigantes).

Ademais, diversos estudos tém demonstrado que a delecdo génica do
CCR2 em camundongos altera componentes importantes da resposta do
hospedeiro ao implante, tais como a fibrogénese e vascularizacdo pos-
implantacdo de dispositivos sintéticos. Camundongos knockout para o CCR2
apresentaram reducdo da fibrogénese e menor deposicao de colageno em
modelos de Ulcera de pressdo, em lesdo pulmonar e em feridas cutaneas
(SAITO et al., 2008; EKERT et al., 2011; WILLENBORG et al., 2012). Também

foi demonstrado que o CCR2 modulou processos fibréticos crénicos e o reparo
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tecidual em tecidos incluindo pele, pulméo, coracdo e rim (KIM et al., 2005;
KYRIAKIDES et al., 2004; SAKAI et al., 2006).

Em relacdo a vascularizacdo de implantes, camundongos com delecéo
génica do CCR2 (CCR2 KO) apresentaram prejuizo no recrutamento e
mobilizacdo de células tronco hematopoiéticas (CTH’s) e células progenitoras
endoteliais (CPE’s), comprometendo o reparo tecidual hepatico, muito
provavelmente, por apresentarem um mecanismo de neoformagdo vascular
ineficiente (Sl et al., 2010). De fato, Stamatovic et al. (2006) demonstraram que
CCR2 participa de forma direta no processo angiogénico por ativar
mecanismos moleculares que estimulam a proliferacdo e migracdo de células
endoteliais in vivo.

Embora estudos importantes e esclarecedores tenham sido conduzidos,
demonstrando a importancia do eixo CCR2/ CCL2 na coordenagédo de eventos
associados a interacdo implante/hospedeiro, a literatura ainda carece de
estudos que estabelecam o papel complexo do CCR2 durante a reacdo do
organismo frente a implantes cirdrgicos. Desta forma, novas abordagens
experimentais sdo necessdrias visando sanar esta lacuna e permitir maior

compreensao dos efeitos do CCR2 durante a resposta do tipo corpo estranho.
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1.6. Modelos experimentais para o estudo da interagcdo implante/

hospedeiro

O uso de modelos animais para o estudo das interacdes existentes entre
o hospedeiro e materiais sintéticos tem contribuido para a compreensdo das
respostas biolégicas geradas por muitos dispositivos implantaveis em uso
atualmente. Os testes em animais, desta forma, desempenham papel crucial na
avaliacdo da eficacia e seguranca dos implantes (NATIELLA, 1988). Os
modelos animais sao, portanto, ferramentas chave de muitos estudos de
implantes clinicos e a espécie ideal de cobaia a ser utilizada depende da
especificidade do implante testado e da intengéo de uso (WANCKET, 2015).

Testes iniciais de laboratério devem ser conduzidos para avaliar a
relevancia biolégica de uma estrutura implantavel. Neste estagio, geralmente
utilizam-se combinacdes de testes in vitro e in vivo e 0 modelo animal deve ser
capaz de fornecer informagdes iniciais de como o implante pode afetar a
fisiologia do animal e quais respostas sdo desencadeadas pelo hospedeiro.
Para estes testes séo utilizados animais de pequeno porte (roedores e coelhos)
e preferencialmente que incluam animais que mimetizem condicbes humanas
especificas, como por exemplo, animais transgénicos ou knockout (WANCKET,
2015).

Na literatura encontram-se varios modelos experimentais in vivo

desenvolvidos para o estudo dos mecanismos e respostas desencadeadas
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pelo hospedeiro frente a dispositivos implantados. Modelos murinos de animais
knockout tém sido utilizados para determinar a importancia de
metaloproteinases, citocinas e moléculas de sinalizagdo no desenvolvimento da
reacao do tipo corpo estranho (KHOUW et al., 2000; HU et al., 2001; KHEIR et
al., 2011). Além disso, modelos de implantes cirdrgicos para o estudo da desta
reagdo o tem sido utilizados, incluindo modelos de bolsa de ar subcutanea
(TAKAHASHI et al.,, 2010), implantacdo de matrizes sintéticas na parede
abdominal e intraperitoneal (MOONEY et al., 2010; CASTRO et al., 2012) e
modelo de implantacdo de esponja (CASTRO et al., 2014; OVIEDO-
SOCARRAS et al., 2014 ). Cada qual apresentando vantagens e desvantagens

na avaliacao das respostas frente aos implantes.

1.7. Animais knockout

A manipulacdo genética de camundongos representa uma importante
ferramenta experimental para o estudo da funcdo de componentes génicos
especificos em sistemas fisioldgicos complexos, além de possibilitar a andlise
das consequéncias de dele¢cdes génicas em varias condi¢cdes patoldgicas.
Além disso, o uso de camundongos knockout (KO) na pesquisa basica pode
reproduzir modelos para o estudo de doencas humanas e permite explorar
potenciais estratégias farmacologicas e abordagens de terapia génica (HUI,

1998; AUSTIN et al., 2004) .
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O uso de camundongos com alteragdes genéticas em componentes do
sistema de quimiocinas tém contribuido na elucidacdo de processos bioldgicos
complexos e condigbes patoldgicas cujo componente inflamatério esteja
presente, tais como durante o reparo tecidual e na reacdo do tipo corpo
estranho (KYRIAKIDES et al., 2004; KIM et al., 2005; SAKAI et al., 2006).

Estudos utilizando camundongos transgénicos knockout para o gene do
receptor CCR2 mostraram que estes animais apresentam reducao marcante na
adesdo de leucécitos e no recrutamento de mondcitos para areas lesionadas
(KUZIEL et al.,, 1997; BORING et al., 1997). Além disso, foi também
demonstrado que estes animais induzem uma resposta do tipo corpo estranho
menos intensa quando comparados a animais integros (KYRIAKIDES et al.,
2002). Estes achados indicam um papel modulatério do CCR2 sobre a

resposta inflamatoria crénica in vivo.

1.8. Modelo de implante de esponja

O modelo de implantacdo subcutanea de esponjas em animais foi
descrito inicialmente por Grindlay & Waugh (1951) e foi modificado por Andrade
et al. (1987). As matrizes sintéticas inicialmente avasculares e acelulares séo
implantadas no tecido subcutaneo do animal, gerando um processo complexo
dirigido inicialmente por células inflamatorias que se acumulam dentro do

compartimento da esponja e posteriormente por angiogénese e deposicao de
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matriz extracelular (Figura 4) (ANDRADE et al., 1997). Assim, uma vez que 0
estimulo pelo implante de esponja é persistente, tal como o observado durante
a implantagcdo de materiais sintéticos, o estudo de processos inflamatérios
cronicos e da resposta do hospedeiro & implantacado de dispositivos médicos
podem ser mimetizados (CASTRO et al., 2014; OVIEDO-SOCARRAS et al.,

2014 ).

Figura 4. Modelo de implante de esponja modificado por Andrade et al (1987). Em A, discos de esponja
pré-implantacéo, inicialmente acelulares. Em B, implante subcutaneo mostrando a integragdo do implante
ao tecido subjacente e em C vascularizagao do implante a partir de vasos pré-existentes da pele.

Além disso, este modelo permite o estudo temporal dos varios
componentes da reacdo do hospedeiro frente aos implantes (recrutamento e
ativacdo de células inflamatérias, formacédo de células gigante, neoformacao
vascular e deposicdo de matriz extracelular) através de parametros
bioquimicos, histolégicos e morfométricos (BELO et al., 2005; CAMPOS et al.,
2006; OVIEDO-SOCARRAS et al., 2014).

Desta forma, utilizando-se da abordagem experimental do modelo de

implante de esponja aliado a técnica de criacdo de animais Knockout, é
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possivel estudar as funcdes biologicas do receptor CCR2, bem como as

interacOes e alteracdes celulares existentes na interacdo implante/ hospedeiro.

1.9. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica analitica que permite avaliar
multiplos pard@metros de uma célula e/ou particula em suspensdo (MAECKER
et al., 2012). Esta técnica comecou a ser utilizada para contagem de células
sanguineas, entretanto, apenas no final dos anos 80, tornou-se mais evidente,
devido ao seu uso no monitoramento da proporcao de células CD4/ CD8 em
pacientes HIV positivos. A partir de entdo, a técnica se tornou bastante popular
no campo biomédico, principalmente, devido a possibilidade de analise de
grande numero de parametros celulares e também pela eficiéncia e
confiabilidade dos dados obtidos (MANZONI et al., 2015).

Atualmente esta tecnologia é considerada uma importante ferramenta na
determinacdo de componentes e propriedades de células e organelas que
fluem em uma suspensdo celular através de um equipamento denominado
citbmetro (Figura 5A). A técnica se baseia na dispersdo da luz e emisséo de
fluorescéncia que ocorre quando um feixe de laser incide sobre uma particula
(amostra). O padrdao de dispersdo € recebido por detectores de Iluz

posicionados frontalmente e lateralmente ao laser, o FSC (Forward Scatter) e o

SSC (Side Scatter), respectivamente, gerando dados referentes ao tamanho da
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célula, granulosidade e complexidade interna da célula (Figura 5B) (MITTAG &

TARNOK, 2009; MAECKER et al., 2012; ADAN et al., 2016).

A Amostra j B
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| Granulosidade
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Laser % "9:5"’ l
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Figura 5. Técnica de citometria de fluxo. Em A, esquema bésico representativo de um citdmetro de fluxo.
Em B, a dispersédo da luz, onde FSC é proporcional ao tamanho e SSC é proporcional a granulosidade ou

a complexidade celular interna. Adaptado de Adan et al., 2016.

As aplicacbes da técnica de citometria de fluxo sdo inimeras. Esta
abordagem experimental pode ser utilizada para avaliar diversos componentes
celulares como organelas, nucleos, DNA, RNA, cromossomos, citocinas,
horménios e proteinas. Além disso, esta metodologia tem sido utilizada na
analise de proliferacao e ciclo celular, avaliacdes de niveis de célcio, potenciais
de membrana e na identificacdo de diversos tipos celulares (WLODKOWIC et
al., 2013; ADAN et al., 2016).

Para a identificacdo de tipos celulares especificos, as amostras devem

ser incubadas com anticorpos monoclonais especificos que permitam a
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identificacdo da célula. Nesta triagem fenotipica, denominada
imunofenotipagem, os anticorpos estdo conjugados a fluorocromos que sao
excitados pela luz do laser. No momento da excitagdo, eles liberam
fluorescéncia, que é detectada pelo sistema Optico do citbmetro. O uso de
diferentes fluorocromos permite a identificagdo de marcadores celulares, e de
acordo com a intensidade da fluorescéncia, € possivel analisar a quantidade de
anticorpos que esta ligada a essas células (MITTAG et al., 2009; NILSSON et
al., 2013)

Tradicionalmente, a imunofenotipagem tem sido utilizada na
caracterizacdo de subconjuntos e populacbes de células em tecidos como o
sangue e medula éssea, e em tecidos que podem ser facilmente incorporados
a uma suspensdo, como o baco e linfonodo. Tecidos soélidos, e até mesmo, o
tecido fibrovascular formado no interior de materiais implantados, necessitam
de etapas adicionais para a analise imunofenotipica de suas populacdes
celulares. Nestes casos, a dissociacdo mecéanica ou enzimatica destes tecidos
se torna necessaria e a qualidade das informacfes a serem obtidas, através da
imunofenotipagem, depende de um rigoroso preparo das amostras, dos
instrumentos de calibracdo e da andlise dos dados (DONNENBERG &
DONNENBERG, 2011).

As etapas de um tipico experimento de citometria de fluxo englobam
inicialmente a obtencéo e preparo da amostra, configuracdo dos instrumentos

(citbmetros e computadores), aquisicdo e analise de dados. Para boa acuracia
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e reprodutibilidade do experimento todas as etapas devem ser cuidadosamente
padronizadas e controladas, envolvendo o cuidado desde a escolha de
reagentes até a apresentacdo dos dados obtidos nos ensaios (GRATAMA et
al., 1997; MAECKER et al., 2005; MAECKER et al., 2012).

Desta forma, Donnenberg & Donnenberg (2011) criaram um diagrama
com o intuito de auxiliar e orientar pesquisadores quanto as etapas necessarias
durante a realizacdo de um ensaio de citometria de fluxo, sobretudo em casos
onde a amostra seja de natureza solida (Figura 6).

O uso da técnica de citometria de fluxo para a caracterizacdo de
populagdes celulares no tecido fibroproliferativo induzido por implantes torna-se
interessante, uma vez que permite a identificacao fenotipica e determinacao de
marcadores moleculares envolvidos na interagdo implante/hospedeiro. Desta
forma, publicacdes que orientem pesquisadores quanto as etapas necessarias
a realizacdo de um ensaio de imunofenotipagem por citometria de fluxo sdo
importantes, permitindo assim, o delineamento de ensaios mais confiaveis e

reprodutivos.
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Figura 6. Diagrama esquematico para um ensaio de citometria de fluxo utilizando tecidos sélidos.

1.10. Imunofenotipagem celular em implantes

Durante a formacao do tecido de granulacéo intraimplante é possivel
encontrar intenso infiltrado de células inflamatorias, fibroblastos e uma rede
vascular derivada de vasos pré-existentes contidos nos tecidos adjacentes ao

implante. Apesar de haver um crescente interesse clinico em relacdo as
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populacbes de células contidas nos tecidos de granulacdo formados em
implantes, dados quantitativos que expressem a magnitude da contribuicdo
destas células em uma perspectiva fisioldgica sdo escassos (CROSBY et al.,
2000; FUCHS et al., 2006).

A técnica de citometria de fluxo aplicada a identificacdo e quantificacédo
de grupos especificos de células dentro de uma grande populacéo de células é
denominada imunofenotipagem. Nesta técnica, marcadores de superficie
celular podem ser detectados através de anticorpos fluorescentes (ADAN et al.,
2016).

Andlises das populacdes de células inflamatorias por imunofenotipagem
sdo comuns e tem sido reportado como método para caracterizagdo de células
em estudos de cicatrizacdo de feridas in vivo (SCOTT et al., 2008; SEMENOVA
et al., 2008). Entretanto, poucos trabalhos se propuseram a estudar as
populacées de células contidas dentro de implantes utilizando a técnica de
imunofenotipagem. Tsuji et al. (2010), caracterizou populacdes de células
inflamatérias em implantes e constatou que a populacdo de células eram
queratindcitos, leucécitos derivados da medula éssea e granulécitos.

Recentemente, nosso grupo caracterizou populacbes de células
inflamatorias em implantes 24 horas e 10 dias pos-implantacdo. Nesta ocasido
foi constatado que em uma fase aguda do processo inflamatério os implantes
continham um infiltrado caracterizado pela presenca de neutrofilos, monécitos e

linfocitos, ao passo que na fase cronica da inflamacéo a populacéo de células
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era composta primordialmente por mondcitos/ macrofagos e linfécitos (VIANA
et al, 2015).

Por ser um tecido neoformado, acredita-se que células tronco
mesenquimais e hematopoiéticas possam estar presentes neste tecido e que
muito provavelmente sejam provenientes da medula 6ssea adentrando o
implante via circulacdo sanguinea (CROSBY et al., 2000; WANG et al., 2014).
Apesar de alguns trabalhos terem estudado as populagbes de células
inflamatorias intraimplante, poucos estudos tém avaliado a presenca de células
progenitoras e células com potencial angiogénico em modelos que abordem a
implantacdo de materiais in vivo.

Torna-se importante, portanto, caracterizar populacdes de células nos
implantes, uma vez que estes dados poderiam contribuir para a medicina
regenerativa e engenharia tecidual, jA& que células isoladas de tecidos
neoformados podem ser utilizadas na terapia celular e proporcionar a melhor
compreensao das repostas desencadeadas durante a interacdo implante/

hospedeiro (CANTU et al., 2012; NEREM, 2014; PANG et al., 2015).
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= 2. JUSTIFICATIVA

Biomateriais e implantes sintéticos podem interagir com tecidos
desencadeando uma resposta adversa do organismo (HOLLISTER, 2005) que
pode ser avaliada pelo grau em que 0s mecanismos homeostaticos séo
perturbados, pelas condi¢cdes patofisiolégicas criadas e pela resolucdo da
resposta inflamatéria (PAPPAS, 1996). Sendo assim, é particularmente
importante avaliar as reagfes ocorridas intraimplante e no tecido adjacente, a
fim de se evitar complicacdes ou danos a saude do hospedeiro. Deve-se
ressaltar, ainda, que embora seja conveniente distinguir mecanismos
homeostéaticos, os componentes envolvidos nesta resposta sao parte de um
mesmo processo fisiolégico (SIEMINSKI & GOOCH, 2000).

Modelos in vitro e in vivo tém sido utilizados para caracterizar 0s
mecanismos envolvidos nas interacdes existentes entre materiais implantados
e 0 hospedeiro, com a finalidade de aperfeicoar a funcionalidade do biomaterial
e modular os componentes envolvidos na resposta inflamatéria gerada pelo
contato dos implantes com os sistemas biologicos. O implante subcutaneo de
esponja, um modelo in vivo, induz uma resposta inflamatéria crénica,
semelhante aquela que ocorre durante a reagdo gerada por implantes médicos,
que culmina com formacgédo de tecido de granulagdo, constituido de tecido

conjuntivo, vasos sanguineos e infiltrado de células inflamatérias (LAGE &

ANDRADE, 2000).
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Este modelo ja foi utilizado para investigar relagdes temporais existentes
entre angiogénese, acumulo de leucdcitos e geracdo enddégena de quimiocinas
pro-inflamatdrias, como a quimiocina ligante 2/JE (CCL2/JE). Além disso, 0s
efeitos da administracdo exdgena desta quimiocina também foram estudados.
Os resultados obtidos demonstraram que a CCL2/JE foi gerada dentro do
compartimento da esponja e que a administracdo exdgena da mesma
aumentou a vascularizagdo bem como o influxo de células inflamatorias para o

implante (Figura 7) (BARCELOS et al., 2004).

Efeitos da administracéo de CCL2/ JE { 100 ng/ esponjal dia) sobre a vascularizagéo e influxo de células
inflamatorias em implantes de esponja
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Figura 7. Efeitos da administracdo de CCL2/JE sobre a vascularizacdo (A) e influxo de células
inflamatdrias (B, C) em implantes de esponja. Adaptado de Barcelos et al., 2004.

Desta forma, CCL2/JE parece ser capaz de modular importantes
componentes presentes na resposta inflamatoéria induzida pela implantacéo de
materiais sintéticos em camundongos. Apesar de o trabalho ter demonstrado
um papel regulatério da CCL2/JE sobre os componentes inflamatorios e

angiogénicos da interacao implante de esponja/ hospedeiro, a funcéo biologica
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do receptor da CCL2 (CCR2) bem como os tipos celulares envolvidos na
resposta ao implante ndo foram avaliados.

No presente estudo, optou-se por utilizar camundongos geneticamente
modificados, knockout para o CCR2, para estudar os efeitos e papéis
biolégicos que este receptor desempenha durante as interacfes existentes
entre materiais sintéticos implantados e hospedeiros. Os resultados obtidos
podem contribuir para melhor compreensdo do papel do CCR2 durante
processos em que a plataforma implante/hospedeiro esteja presente,
possibilitando, ainda, delinear intervencfes e estratégias farmacoldgicas que

possam modular efeitos adversos provenientes desta interagéo.
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= 3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

o Caracterizar o papel do receptor de quimiocina CCR2 sobre os eventos
vasculares e celulares da resposta inflamatéria na interacdo implante/

hospedeiro em camundongos.

3.2. Objetivos especificos

o Caracterizar através de parametros bioquimicos a cinética das
alteracdes vasculares, inflamatérias e fibrogénicas presentes no tecido
fibrovascular desenvolvido em implantes sintéticos em camundongos CCR2 KO

e CCR2 WT,

o Avaliar e comparar caracteristicas histologicas (celularidade, infiltrado
inflamatoério e deposicdo de colageno) presentes no tecido fibrovascular
desenvolvido em esponjas sintéticas implantadas em camundongos CCR2 KO

e CCR2 WT,

o Desenvolver e padronizar a metodologia de citometria de fluxo para
avaliar tipos celulares presentes no tecido fibrovascular desenvolvido em

esponjas sintéticas implantadas em camundongos CCR2 KO e CCR2 WT,
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o Determinar o perfil fenotipico das diferentes populacdes de células
presentes no tecido fibrovascular desenvolvido em esponjas sintéticas e no

sangue periférico de camundongos CCR2 KO e CCR2 WT;

o Avaliar a expressdo de marcadores de superficie celular especificos de
células tronco hematopoiéticas (CTH’s) e de células progenitoras endoteliais
(CPE’s) no tecido fibrovascular desenvolvido em esponjas sintéticas e no

sangue periférico de camundongos CCR2 KO e CCR2 WT;

o Caracterizar a expressdo de marcadores de superficie celular

caracteristicos de células inflamatérias, no tecido fibrovascular desenvolvido

em esponjas sintéticas em camundongos CCR2 KO e CCR2 WT.
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4 .Materiais e Métodos
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= 4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados neste estudo camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, idade de 7 a 8 semanas (25 a 30 gramas), com delecéo génica para
0 CCR2 (CCR2 KO) e camundongos sem delecdo génica (CCR2 WT). Os
animais CCR2 KO foram gentilmente cedidos pelo professor Fernando Cunha
(Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto) e os animais CCR2 WT foram
fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG).

Os animais foram alojados em gaiolas individuais e receberam ragéo e
agua ad libitum. O alojamento, anestesia e pos-operatorio foram realizados em
conformidade com as diretrizes estabelecidas pelo Comité Institucional do Bem
Estar Animal da UFMG e os protocolos experimentais aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CETEA) da UFMG sob protocolo de
namero 43/2014 (Anexo ).

A figura abaixo especifica 0 niumero de animais utilizados nos testes

realizados e aprovados pelo CETEA - UFMG.
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Grupo CCR2 WT

Grupo CCR2 KO

Andlises bioguimicas
(Hemoaglobina, MPO, NAG,
colageno solivel, citocinas) e
analises de fluxo sanguineo

Histologia

Padronizagao protocolos de
digestido enzimatica

Imunofenotipagem

Total

Cinética:
1dia:n=8
4 dias:n=8
T dias:n=28
14 dias: n=8
Total: n=32

4 dias:n=5
7 dias:n=5
14 dias: n=5
Total: n=15

n=5

n=>5

n= 57 animais

Cinética:
1dia:n=28
4 dias:n=8
7 dias:n=28
14 dias: n==8
Total: n=32

4 dias:n=5
7 dias:n=5
14 dias: n=5
Total: n=15

n=5

n=5

n= 57 animais

Figura 8. Numero de animais utilizados por teste e nimero total de animais utilizados no estudo dos

eventos vasculares e celulares da resposta inflamatoria na interagdo implante/ hospedeiro em

camundongos.

4.2. Técnica do implante de esponja

4.2.1. Confeccgéo e preparo dos discos de esponja

Foram confeccionados discos de esponja de poliéter-poliuretano com 8

milimetros (mm) de diametro e 5 mm de espessura, com ajuda de um punch

cirurgico. Em seguida, os discos foram acondicionados em etanol 70% v/v

durante 24 horas antes da implantacdo dos mesmos. Previamente a
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implantacdo das esponjas, as mesmas foram lavadas e fervidas em agua

destilada por 30 minutos.

4.2.2. Implante de esponja em camundongos

Para o implante dos discos de esponja os animais foram anestesiados com
uma solucdo de ketamina (150 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) (Syntec), e
submetidos a tricotomia e a assepsia da regido dorsal. Em seguida foi realizada
uma incisdo de aproximadamente 0,5 cm na pele e, apos delicada divulsdo do
tecido subcutaneo, o disco de esponja foi introduzido no subcutdneo do dorso
proximo a regido cervical do animal. Apds o implante, a incisédo foi suturada
com fio de Nylon inabsorvivel 5-0 (Procare) e o0s animais mantidos em
observacédo. A figura 9 ilustra os procedimentos realizados para a implantacao
da matriz sintética nos camundongos. Apés o periodo de observacdo e
recuperacdo cirdrgica, os camundongos foram acomodados em gaiolas

individuais com livre acesso a agua e racdo (ANDRADE et al., 1987).
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Incisdo Insercdo Sutura Recuperacdo

Figura 9. Técnica de implantacdo dos discos de esponja.

4.2.3. Remocao do implante
Em intervalos de tempo pré-determinados, a saber, 1, 4, 7 e 14 dias p0s-
implantagéo os animais foram eutanasiados por aprofundamento da anestesia
(dose: 450 mg/Kg de ketamina e 30 mg/Kg de xilazina/ Syntec). Os implantes
foram, entdo, removidos, pesados e congelados para posterior avaliacdo de
parametros de vascularizacao, inflamacéao e fibrogénese.
4.3. Avaliacao de parametros angiogénicos

4.3.1. Dosagem de hemoglobina

A dosagem do conteudo de hemoglobina (Hb) intraimplante quantifica

indiretamente a neovascularizacdo presente nos tecidos e tem sido utilizada
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como indice de vascularizacdo em modelos de angiogénese. Esta técnica
utiliza o método do reagente de Drabkin (DRABKIN & AUSTIN, 1932).

Cada implante extraido dos animais foram pesados, fragmentados e
homogeneizados (Tekmar TR-10, Ohio, EUA) em 2,0 mililitros (mL) de
reagente de Drabkin (Labtest, Sdo Paulo, Brazil) por cerca de 30 minutos (min).
Em seguida, foram centrifugados a 4° C a 1200 g por 40 min. Apés
centrifugacdo os sobrenadantes foram filtrados em membranas de 0,22
micrémetros (um) (Millipore) e colocados em placas com 96 pogos.

A leitura foi realizada por espectrofotometria a 540 nanémetros (nm) e a
concentracdo de hemoglobina foi determinada por comparagdo a uma curva
padrao de hemoglobina. Os resultados obtidos foram expressos em
concentracdo de hemoglobina microgramas (ug) por miligramas (mg) de peso

umido do implante (FERREIRA et al., 2004; BARCELOS et al., 2005).

4.3.2. Avaliacdo do fluxo sanguineo por imagem de perfusdo por Laser

Doppler

Esta técnica é baseada na foto-deteccdo de um feixe de laser de baixa
intensidade emitido pelo equipamento e que é disperso pelas hemacias
circulantes.

Animais de cada grupo (WT e KO) em cada ponto da cinética (1, 4,7, e 14
pos-implantacdo) foram previamente anestesiados, tricotomizados (regido

dorsal) e colocados sob o equipamento (Laser Doppler-MoorLDI-2) a
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temperatura constante de 37°C. Quando o procedimento de escaneamento da
area de interesse foi finalizado, a perfusao do tecido foi codificada em um mapa
de cores. Pouca ou nenhuma perfuséo foi apresentada na cor azul escura e o

maximo de perfusdo em vermelho.

4.3.3. Analise do fluxo sanguineo pela técnica de difusdo da fluoresceina

sodica

Esta técnica foi descrita por Andrade et al. (1997) e foi utilizada neste
estudo para estimar o fluxo sanguineo na pele e nos implantes dos animais.
Ela consiste na difusdo da fluoresceina aplicada na pele e sua posterior
deteccado na corrente sanguinea (Figura 10) (ANDRADE et al., 1997; TEIXEIRA
et al., 2006). Animais de cada grupo (WT e KO) ndo implantados e em cada
ponto da cinética (1, 4,7, e 14 pos-implantacdo) foram previamente
anestesiados com uma solucdo de ketamina (150mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg)
(Syntec) e receberam in situ (via intradérmica) 10 pl de uma solucdo de
fluoresceina sodica estéril (Sigma, EUA, 1%).

A difuséo da fluoresceina foi monitorada nos tempos 1, 3, 5, 7, 10, 15,
20, 25 e 30 minutos apods a injecdo, em amostras de sangue colhidas na veia
da cauda. As amostras de sangue foram diluidas em 3 ml de solugdo salina
isotdnica, centrifugadas durante 5 minutos a 6000 rpm e o sobrenadante foi
mantido para determinacdo da fluorescéncia em um fluorimetro Jeway (modelo

6200) com excitacdo/emissao de 485/520 nm.
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O tempo de deteccdo do marcador fluorescente na corrente sanguinea
foi expresso em termos de meia-vida (t ¥ - tempo calculado para a fluoresceina

alcancar 50% do pico maximo da sua detecc¢do na circulagéo sistémica).
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Figura 10. Esquema representando a técnica de difusdo da fluoresceina sédica.

4.4. Avaliacédo de parametros inflamatérios

4.4.1. Analise da atividade da mieloperoxidase (MPO)

O acumulo de neutrofilos € um classico indicador de resposta inflamatéria.
Esse tipo de célula possui fungdo fagocitica, contribuindo para eliminagdo de
detritos (MCDONAL et al.,, 2010). A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima
presente em granulos azurofilicos de neutréfilos sendo, portanto, utilizada para
indicar a presenca e acumulo desse tipo celular (CAMPOS, et al., 2008;

XAVIER et al., 2010; ARAUJO et al., 2011; MOURA, et al., 2011).
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Apdés a dosagem de hemoglobina, os implantes fragmentados foram
divididos em duas metades e, em seguida, os sedimentos foram utilizados para
a dosagem da atividade da MPO e da N-acetil-B-D- glicosaminidase (NAG).

Os implantes foram pesados, homogeneizados em tampao 4,7 (0,1M
NaCl. 0,02 M NaPO, 0,0015 M NaEDTA), centrifugados (12,000g, 10 min,
4°C). Os pellets foram entéo ressuspendidos em 0,05 M NaPO, contendo 0,5%
de hexadeciltrimetiiaménio bromido (HTAB). A atividade de MPO no
sobrenadante das amostras foi mensurada através da mudanca de
absorbancia (densidade oOptica, OD) a 450 nm utilizando tetrametilbenzidina
(12,6 mM) a H,O, (0,3 mM). A reacgao foi paralisada pela adicdo de 50 uL de

H,SO4 (4 M).

4.4.2. Analise da atividade da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG)

A quantificacdo de células mononucleares nos fragmentos de implantes
de esponja pbde ser feita avaliando-se a atividade da enzima N-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG), presente em altos niveis em lisossomos de macréfagos
ativados (BELO et al., 2005). Os implantes foram homogeneizados em uma
solucdo de NaCl (0,9% v/v) contendo 0,1% v/v de Triton X-100 (Promega) e
centrifugadas (3000g, 10 min, 4°C). 100 pL do sobrenadante foram incubados
por 10 minutos com 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D- glicosaminidase

(Sigma) preparada em tampao citrato/fosfato (0,1M de acido citrico, 0,1 M
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Na,HPO,, pH 4,5) com concentracao final de 2,24 mM. A reacao foi paralisada

pela adicdo de 100 pL de 0,2 M de tampéo glicina (pH 10,6).

4.4.3. Dosagem de nitrito

Para a determinacéo do contetdo de nitrito (medida indireta da presenca
de 6xido nitrico) nos implantes, os mesmos foram pesados e posteriormente
incubados em 250 L de tampdo PBS a 37°C por 10 minutos. Foram, entéo,
utilizados 100 pL dos sobrenadantes para a dosagem do nitrito pela técnica da
Reacao de Griess (GREEN, 1982).

Para a realizagdo do ensaio, 100 pL do sobrenadante foi colocado em
uma placa de 96 pocos. Em seguida foram adicionados 100 pL de uma solucao
contendo 1,0 g de sulfanilamida (Sigma-Aldrich) em 100 ml de acido fosférico
(Sigma-Aldrich) 2,5% e 0,1 g de Need (naphthylethylenediamine) (Sigma-
Aldrich) em 10 pL de acido fosférico 2,5% na propor¢édo de 1:1 nas amostras e
na curva padrdo. A absorbancia foi medida em leitor de microplaca
(Termoplate) em comprimento de onda de 540 nm. A quantificacao de nitrito foi
determinada através da comparagdo com uma curva utilizando como padrdo
uma solucéo de nitrito de sédio e os resultados expressos em pg/ml/g de tecido

umido.

4.5. Avaliacédo de parametros fibrogénicos
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4.5.1. Quantificacdo de colageno soluvel total

A quantidade de colageno soluvel total foi determinada
colorimetricamente baseada na reacdo de Picrossirius Red. Para isso, 0s
implantes foram homogeneizados com tampao (1 mL Triton X, pH 7,8). Em
seguida, foram centrifugados. Posteriormente, foram adicionados 50 uyL do
reagente Picrossirius Red a 10 yL da amostra. Apds incubagao de 30 minutos a
temperatura ambiente, o complexo colageno-Picrossirius Red foi centrifugado a
10000 G por 10 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e o sedimento
lavado com 500 uyL de etanol (Synth, 99% puro e livre de metanol) e o
complexo colageno-corante foi reconstituido em 1 mL de reagente alcalino
(NaOH 0,5 M) (Synth). A absorbancia foi quantificada a 540 nm em leitor de
microplacas (Thermoplate). A quantificacdo de colageno foi determinada
através da comparacdo com uma curva utilizando padréo de gelatina (Merck) e
os resultados expressos em ug de colageno por mg de implante ou musculo

(CAMPOS et al., 2008).

4.6. Dosagem de citocinas

Para a determinacdo da producao de citocinas (VEGF, TGF-B1, TNF-q,

CXCL1/KC e CCL2/JE) no tecido de granulacdo intraimplante foram utilizados

100 L do sobrenadante restante da dosagem de hemoglobina.
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Para a realizagdo do ensaio, diluicbes do sobrenadante foram
adicionadas em duplicata a placa de ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent
Assay) que continham um anticorpo monoclonal especifico. Em seguida, foi
adicionado um anticorpo de deteccdo. Apos realizar a lavagem para remover
0S anticorpos que nao se ligaram, uma solucdo de substrato foi adicionada a
placa de ELISA (50 pyL de uma 1:1 solugdo de perdxido de hidrogénio, Sigma e
10mg/ml de OPD, Sigma). A reacdo foi interrompida ap6s 20 minutos de
incubagcdo com 50 pL de acido sulfurico (2M) e a intensidade da cor
quantificada a 540 nm em leitor de microplaca (Thermoplate). Os resultados

foram expressos como picogramas (pg) de citocina por mg de peso umido.

4.7. Andlises histoldgicas e coloracdes

Os implantes destinados a avaliacdo histolégica foram previamente
excisados cuidadosamente, dissecados sem tecido aderente e fixados em
formalina (10% v/v em solucdo salina isotbnica) por no minimo 48 horas, e,
posteriormente, submetidos aos processos de desidratacdo, diafanizacao,
banho e inclusdo em parafina.

ApOés estes procedimentos cortes de 5 um foram obtidos e corados com
hematoxilina e eosina (H&E) e processados para estudos do infiltrado
inflamatorio e altera¢des vasculares no tecido de granulagéo intraimplante em

microscopio de luz.
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Para determinar e visualizar as fibras de colageno os cortes histolégicos
foram corados com vermelho de Picrossirius Red seguido por microscopia de
luz polarizada (MOURA et al., 2011).

A visualizagdo e captura de imagens foi realizada em microscopia
convencional para determinagdo do nimero de células gigantes derivadas de
macréfagos e sob luz polarizada para visualizagdo e determinacdo das fibras
de colageno. As andlises morfométricas foram realizadas a partir de 15 campos
(8533 um?), capturadas com uma objetiva planocromatica (40x para H&E) ou
(20x para Picrossirius Red) usando microscopia de luz (resolucéao final, 400x).
As imagens foram digitalizadas com a ajuda de uma microcamera e

transferidas para um analisador.

4.8. Padronizacdo de protocolos de digestdao enzimética de

implantes de esponja

Foi realizada a padronizacdo para escolha de um protocolo de digestéao
enzimatica do tecido fibrovascular formado intraimplante. Para isso, animais
WT foram implantados e eutanasiados aos 7, 10 e 14 dias pés-implante. As
esponjas foram coletadas e usadas para o teste do melhor protocolo (maior
namero de células viaveis) de digestdo enzimatica. Os protocolos testados

estdo esquematizados e especificados na Figura 11.
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Protocol
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Figura 11. Padronizacéo de protocolos de digestdo enzimatica para isolamento de células em implantes

de esponja.

Apos a etapa de digestdo enzimatica, as células foram centrifugadas
(1200 rpm, 5 min, 4°C). O sobrenadante descartado e o pellet formado
ressuspendidos em 1mL de PBS (BSA 0,1%). As células foram filtradas em
membranas de 40 um (Cell strainer) e as hemacias lisadas com 4 mL de
solucéo de lise (RBC Lysis Buffer, eBioscience). As células foram novamente
centrifugadas (1200 rpm, 5 minutos, 4°C) e ressuspendidas em PBS (BSA
0,1%). Em seguida foi realizado o teste de viabilidade celular utilizando-se uma
camara de Newbauer e Azul de Tripan.

As células foram, entéo, passadas através de um citbmetro FACSCanto-
Il (BD Biosciences) e adquiridos 30.000 eventos, sangue periférico de
camundongo foi utilizado como controle positivo para a leitura. Cada célula foi
avaliada com relagédo ao tamanho (feixe de luz frontal FSC-A) e granulosidade

e complexidade interna (feixe de luz lateral SSC-A).
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4.9. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que mensura mdultiplas
caracteristicas fisicas de uma Unica célula, tais como tamanho e granulosidade,
simultaneamente. Além disso, esta abordagem possibilita a analise detalhada
de populacdes de células de uma amostra num curto periodo de tempo (ADAN
et al.,, 2016). Neste trabalho a técnica de citometria de fluxo foi utilizada para
caracterizar o perfil imunofenotipico de implantes e do sangue de

camundongos CCR2 KO.

4.9.1. Coleta e preparo das amostras

4.9.1.1. Sangue periférico

O sangue periférico de camundongos CCR2 WT e CCR2 KO que
receberam implantes de esponja por um periodo de 7 dias foi coletado através
do plexo braquial e adicionados a tubos de 15 mL contendo 2,0 mL de PBS
(EDTA 5mM). As amostras foram homogeneizadas delicadamente e
manualmente por 3 minutos, centrifugadas (1600 rpm, 10 min, 4°C) e o
sobrenadante descartado em seguida. A lise das heméacias foi realizada
acrescentando-se 15 mL de tampao de lise de eritrécitos (ACK, pH 7,2) as
amostras seguida de homogeneizacdo manual por 3 minutos. As células foram

centrifugadas (1600 rpm, 10 min, 4°C) e o pellet ressuspendido em 15 mL de
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PBS (BSA 0,1%) para lavagem do tampéo de lise. Novamente as células foram
centrifugadas (1600 rpm, 10 min, 4°C) e o pellet ressuspendido em 500 pl de
PBS (BSA 0,1%). A seguir, foi realizada a contagem do numero de células
presentes na suspenséao utilizando Camara de Newbauer e, ap0s a contagem

as células foram encaminhadas para marcagcao com anticorpos monoclonais.

4.9.1.2. Implantes de esponja

Animais CCR2 WT e CCR2 KO foram implantados conforme a técnica
descrita anteriormente e eutanasiados 7 dias apos implantacdo das esponjas.
Os implantes coletados foram cuidadosamente extraidos e submetidos ao
protocolo de digestdo enzimética para o isolamento das células contidas nos
mesmos. Para isso, os implantes foram picotados com o auxilio de uma lamina
de bisturi e incubados em solucéo de Collagenase | (0,2%) por 30 minutos a
37°C. As células foram, entdo, centrifugadas (1200 rpm, 5 minutos, 4°C) e o
sobrenadante descartado. Em seguida o pellet foi incubado por 5 minutos em
tripsina 0,25% a 37°C. As células foram centrifugadas novamente (1200 rpm, 5
min, 4°C) e o pellet ressuspendido em 500 pl de PBS (BSA 0,1%). A seguir, foi
realizada a contagem do numero de células presentes na suspensao utilizando
Camara de Newbauer e, ap0s contagem, as células, foram encaminhadas para

marcacgao com anticorpos monoclonais.
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4.10. Imunofenotipagem por citometria de fluxo

As células isoladas do sangue periférico e dos implantes foram
ressuspensas em tampéo de coloragédo (PBS- BSA 2%) e incubadas por 15
minutos a 4°C com Fc blocking (monoclonal Anti-CD16/32) (Bioscience, San
Diego, CA, USA). A seguir as células foram lavadas com tampédo FACS (PBS-
BSA 1%, pH 7,2 — 7,4) e adicionadas a po¢os de uma placa com fundo chato
(5x10° células/poco). Cada amostra foi corada com os anticorpos monoclonais
de interesse por 30 minutos a 4°C.

ApGs incubacéo, as células foram lavadas com tampéao FACS (180 pl por
poco), ressuspensas e mantidas em tampéo fixador (PBS; Glicose 2%,
paraformaldeido 2%) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Pelo menos
500.000 eventos foram adquiridos no gate para a realizacdo das andlises
utilizando-se o leitor FACSCanto-ll (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).

Cada amostra foi marcada com dois painéis de anticorpos monoclonais
distintos: o primeiro englobou anticorpos comumente utilizados na marcacao de
CTH's e CPE’s (Painel 1) e o segundo com anticorpos para marcacao de
células inflamatdrias (Painel 2). Os anticorpos monoclonais incluidos em cada

painel sédo detalhados na figura 12.
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Painel de anticorpos 1 Painel de anticorpos 2
Anticorpo monoclonal Diluicéo Anticorpo monoclonal Diluicédo
Anti- Lin** (clones 145-2c11, RB6-8CS, Anti- CD45 (clone 30-F11 — Cat.
M1170, RA3-6B2, Ter-119 — Cat. 1:100 559864/ BD PharmigenTM) - APC 1:200

558074/ BD Pharmigen™) — APC

Anti- VEGFR2 (clone AVAS 12a1 — Anti- Ly6G (clone 1A8 — Cat. 560603/
Cat. 555308/ BD Pharmigen™) — PE 1:100 BD Pharmigen™) — V450 1:200
Anti- CD31 (clone 390 — Cat. 25-0311/ Anti- Ly6C (clone AL-21, cat. 560525/
e-Bioscience™) — PE-Cy7 1:100 BD Pharmigen™) - Percp-Cy5.5 1:200
Anti- Sca-1 (clone D7- Cat. 11-5981/ e- Anti- CD11b (clone M1170, cat.
Bioscience™) — FITC 1:100 553310/ BD Pharmigen™) — FITC 1:200
Anti- c-Kit (CD 117) (clone 2B8 — Cat. Anti- F4/80 (clone T45-2342, cat.
560557/ BD Pharmigen™) — Percp- 1:100 565410/ BD Pharmigen™) — PE 1:200
Cy5.5

Figura 12. Painel de anticorpos utilizados para imunofenotipagem de células intraimplante e sangue de
camundongos KO e WT. *Todos os anticorpos monoclonais utilizados sdo Rat anti-mouse. ** Lin coquetel
€ composto pelos seguintes anticorpos: CD3, Ly6G — Ly6C, mCD11b, CD45.1, Ter-119.

4.10.1. Anéalises

Os dados foram analisados usando o software FlowJo Version 9.8.2

(TreeStar, Carrum Downs, Australia).

4.11. Analises estatisticas

Todos os dados foram expressos como meédiaterro padrdao da média

(SEM). Comparacdes entre os dois grupos (WT vs KO) foram realizados
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usando o teste t de Student para grupos ndo pareados. Comparacao entre
mais grupos foi realizado teste one-way (ANOVA) seguido do fator de correcdo
para multiplas comparacdes (teste de Bonferroni). Diferencas foram

consideradas significativas quando P<0,05.
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5. Resultados
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= 5 Resultados

A matriz de esponja foi bem tolerada pelos animais. N&o foram
detectados sinais de infeccdo ou rejeicdo no local do implante durante o
periodo experimental maximo de 14 dias. Além disso, os implantes tornaram-se
progressivamente mais vascularizados e aderidos ao tecido adjacente (pele ou
musculo). O exame in situ dos implantes sob microscopia Optica evidenciou
que a delecdo do CCR2 afetou a formacgéo vascular, devido a auséncia de
vasos caracteristicos de neoformacdo vascular (bem definidos e tortuosos)
(Figura 13B) quando comparado ao tecido de granulagéo formado intraimplante

em animais WT (Figura 13A).

Figura 13. Fotomicrografia trans-iluminada do padréo vascular de implantes de esponja WT e KO (14

dias). A, implantes de animais WT mostrando a tortuosidade e padrdo caracteristico da neoformagéo
vascular. Em B, os implantes KO néo apresentam vasos sanguineos caracteristicos da neoformacao, mas

somente areas hemorragicas difusas. Barra 100 um; aumento 20x.
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5.1. Cinética da angiogénese induzida por implante de esponja

A delecdo do CCR2 alterou o fluxo sanguineo da pele de animais néo
implantados segundo a técnica de difusdo da fluoresceina sodica (KO=20+1
min, n=5 vs WT= 9+1 min, n=5) (Figura 14A — linhas pontilhadas), sugerindo
um importante papel deste receptor na manutencédo do ténus vascular e fluxo
sanguineo em condicdes fisioldgicas ou basais. O fluxo sanguineo no tecido de
granulacdo neoformado também foi menor em implantes de animais KO
avaliado tanto pela técnica de difusdo da fluoresceina sddica (maior tempo
gasto para obtencdo do pico de fluorescéncia na corrente sanguinea) como
pela técnica de perfusdo por Laser Doppler (Figuras 14 A-D - linhas

continuas).
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Figura 14. Fluxo sanguineo em implantes WT e KO. A, Fluxo sanguineo determinado pela difuséo da
fluoresceina sddica. A difusdo de um corante fluorescente injetado intradermicamente € mostrada como
tempo para o pico de fluorescéncia ser detectado no sangue periférico. As linhas pontilhadas no grafico
demonstram os valores de fluxo sanguineo antes da implantacédo (valores basais). B, Fluxo sanguineo
determinado pela técnica de perfusédo por Laser Doppler. Valores mostrados em A e B sdo as medias
(+SEM) de grupos de 6-8 animais em cada ponto da cinética. *Diferenca significativa entre WT e KO,
P<0,05; **Diferenca significativa entre WT e KO, P<0,01. C, Fluxo sanguineo em implantes WT. Uma
imagem tipica da técnica de perfusdo por Laser Doppler € mostrada. As faixas azuis séo areas de menor
fluxo na pele integra e o disco preto é o delimitante para isolar o implante. As cores vermelhas indicam os
fluxos sanguineos elevados. D, Fluxo sanguineo em implantes KO. Uma tipica imagem da técnica de

difus&o por Laser Doppler em camundongos KO.

A mensuracado do conteido de hemoglobina nos implantes proporciona
um indice bem validado de neovascularizacdo (HU et al., 1995; TEIXEIRA et

al., 2006; MENDES et al., 2009) e foi utilizado neste estudo como uma medida
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adicional aos ensaios de determinagdo do fluxo sanguineo para a avaliacdo da
vascularizacdo dos implantes. O contetudo de hemoglobina foi menor no tecido
de granulacdo proveniente de implantes de animais KO ao final do periodo

experimental estudado (Figura 15).
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Figura 15. Tempo de curso do contetdo de hemoglobina (Hb) em implantes WT e KO. O contetudo de Hb
é claramente menor em implantes de camundongos KO aos 14 dias p6s-implante. Valores mostrados sdo
as médias (+SEM) de grupos de 6-8 animais em cada ponto da cinética. *Diferenca significativa entre WT
e KO, P<0,05.

A delecdo do CCR2 também alterou os niveis de VEGF, a principal citocina
pré-angiogénica, no tecido de granulacdo proveniente de implantes de animais

KO 14 dia ap0s a implantacéo dos discos de esponja (Figura 16).
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Figura 16. Tempo de curso dos niveis de VEGF em implantes WT e KO. Uma clara diferenga € mostrada
aos 14 dias pés-implante, mas aqui, os niveis de VEGF sdo mais elevados em implantes KO. Valores
mostrados sdo as médias (+SEM) de grupos de 6-8 animais em cada ponto da cinética. *Diferenca
significativa entre WT e KO, P<0,05.

5.2. Cinética da inflamacao induzida por implante de esponja

Na avaliacdo do processo inflamatério induzido por implantes foram
dosadas as atividades das enzimas MPO e NAG, niveis de nitrito (medida
indireta da producdo de NO) e producédo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-q,
CCL2/JE e CXCL1/KC) no tecido de granulacdo formado em implantes
provenientes de animais integros e knockout.

O tempo de curso das atividades de enzimas envolvidas no processo
inflamatoério foi utilizado como indicadores do acumulo de neutrofilos e
mondcitos/macrofagos. A delecdo do CCR2 levou a uma re-agudizacdo do

processo inflamatério do tecido de granulacdo formado em implantes de
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animais KO, evidenciado pelos picos de atividade da MPO aos 4 e 14 dias pés-

implantagéo (Figura 17).
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Figura 17. Tempo de curso da atividade da mieloperoxidase (MPO) em implantes WT e KO como uma
medida indireta do acimulo de neutréfilos. Um pico precoce com rapida queda para niveis basais nos
implantes WT contrasta com o perfil de duplo pico nos implantes KO. Valores mostrados representam as
medias (+SEM) de grupos de 6-8 animais em cada ponto da cinética. *Diferenca significativa entre WT e
KO, P<0,05; **Diferenca significativa entre WT e KO, P<0,01.

O perfil da curva da atividade da NAG foi semelhante entre os grupos
avaliados, embora a intensidade da atividade da enzima seja menor no tecido

de granulacao intraimplante oriundos de animais KO (Figura 18).
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Figura 18. Tempo de curso da atividade da enzima N-acetil-B-D- glicosaminidase (NAG) em implantes
WT e KO como uma medida indireta do acimulo de monécitos/macréfagos. Houve um menor acimulo de

macréfagos em implantes KO aos 4 e 7 dias, mas aos 14 dias ndo houve diferenca entre os dois grupos
de implantes. Valores mostrados representam as medias (+SEM) de grupos de 6-8 animais em cada
ponto da cinética. *Diferenca significativa entre WT e KO, P<0,05; **Diferenca significativa entre WT e KO,
P<0,01.

A producado de 6xido nitrico (NO), avaliada indiretamente pelo contetdo
de nitrito, foi inicialmente maior no tecido fibrovascular intraimplante
proveniente de animais KO e estes niveis elevados ndo se sustentaram ao

longo do periodo experimental estudado (Figura 19).
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Figura 19. Niveis de nitrito em implantes WT e KO como uma medida indireta da produgdo de NO. Um
aumento mais gradual, mas sustentado de nitrito em implantes WT contrastam com o perfil mais variavel
em implantes de camundongos KO. Valores mostrados representam as medias (+SEM) de grupos de 6-8
animais em cada ponto da cinética. *Diferenga significativa entre WT e KO, P<0,05; **Diferenca
significativa entre WT e KO, P<0,01.

Em relacdo as citocinas pro-inflamatorias, a delecdo do CCR2 leva a
uma alteracdo na producéo destes mediadores. Um atraso no pico de liberacao
de TNF-a foi observado no tecido de granulacdo proveniente de animais KO
quando comparado aos animais integros (KO= 7 dias vs WT= 1 dia poés-

implante) (Figura 20).
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Figura 20. Tempo de curso da producdo de TNF-a em implantes WT e KO. Os niveis de TNF-a em
implantes KO foram mais elevados, embora tenham aumentado mais lentamente quando comparados
aos implantes WT aos 7 dias. *Diferenca significativa entre WT e KO, P<0,05; **Diferenc¢a significativa

entre WT e KO, P<0,01.

Paralelamente, o perfil do tempo de curso para liberacdo da CCL2/JE foi
notavelmente semelhante entre os dois grupos estudados. Ambos os grupos
apresentaram picos de CCL2/JE aos 4 e 14 dias pés implantacdo, embora a
intensidade na liberacdo tenha sido maior no tecido fibrovascular derivado de

implantes de animais KO (Figura 21).
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Figura 21. Tempo de curso da produgdo de CCL2/JE em implantes WT e KO. Embora ambos 0s grupos
de implantes tenham apresentado uma resposta bifasica, os implantes KO tiveram um maior contetido
desta citocina aos 4 e 14 dias. *Diferenca significativa entre WT e KO, P<0,05; **Diferenca significativa
entre WT e KO, P<0,01.

O perfil do tempo de curso da producdo da citocina inflamatéria
CXCL1/KC foi semelhante em ambos 0s grupos, entretanto, os niveis desta
citocina foram maiores no tecido de granulacdo proveniente de implantes de

animais KO (Figura 22).
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Figura 22. Tempo de curso da producdo de CXCL1/KC em implantes WT e KO. Embora ambos os grupos
de implantes tenham apresentado perfil de produgdo semelhante, os implantes KO apresentaram maiores
niveis desta citocina aos 14 dias pés-implante. *Diferenca significativa entre WT e KO, P<0,05;
**Diferenca significativa entre WT e KO, P<0,01.
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5.3. Cinética da fibrogénese induzida por implante de esponja

A avaliagdo da resposta fibrogénica frente ao implante de esponja foi
realizada através da dosagem dos niveis da citocina pro-fibrogénica TGF-B1e

da deposicéo de colageno em implantes de camundongos WT e KO.

O tempo de curso para liberagdo do TGF-B1 revelou que a delecdo do
CCR2 comprometeu o padrédo da producdo desta citocina pelo tecido de
granulacdo formado nos implantes. E possivel observar, ainda, que a falta do
receptor prejudica a liberacdo sustentada de TGF-B1 evidenciado pelas quedas

bruscas nos niveis desta citocina 4 e 14 dias apos implantacdo (Figura 23).
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Figura 23. Tempo de curso da produgéo de TGF-B1 em implantes WT e KO. Os altos niveis iniciais dessa
citocina foram sustentados em implantes WT, ao passo que, em implantes KO os niveis de TGF-1
cairam acentuadamente aos 4, e, novamente aos 14 dias. Valores mostrados representam as medias
(+SEM) de grupos de 6-8 animais em cada ponto da cinética. *Diferenca significativa entre WT e KO,
P<0,05; **Diferenca significativa entre WT e KO, P<0,01.
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Para confirmacgdo adicional da deposi¢cdo de colageno nos implantes foi
realizada a analise densitométrica de secc¢des histologicas coradas com
Picrossirius Red o que possibilitou a visualizacdo do tecido conjuntivo
depositado (Figura 24A e B) sob microscopia convencional. Além disso, a
visualizacdo dos cortes histolégicos sob microscopia de luz polarizada foi
possivel identificar o tipo de coldgeno produzido intraimplante. A delecdo do
CCR2 leva a uma maior prevaléncia de fibras colagenas imaturas (cores
esverdeadas) em detrimento de fibras coldgenas maduras (cores amarelo/
avermelhadas) no tecido de granulacdo formado intraimplante (Figura 24C e
D).

Além disso, os dados da andlise densitométrica do colageno total
indicam uma deposi¢do de colageno cerca de 30% menor em implantes KO

(Figura 25)

65



» Resultados

Figura 24. Fibrogénese em implantes WT e KO. Cortes histolégicos (5 um) representativos de implantes
WT (A) e KO (B) aos 14 dias pés-implante corados com Picrossirius Red. Em C e D imagens
representativas coradas com Picrossirius Red de implantes WT e KO, respectivamente. Coladgeno do tipo |
(imagens amareladas) foram claramente mais prevalentes e mais intensas em implantes WT. Colageno
do tipo lll, imaturo, (imagens esverdeadas) foi predominante em implantes KO. Barra 100 um; aumento
20x.
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Figura 25. Andlise densitométrica do colageno total em implantes WT e KO. Valores mostram as médias

(+SEM) de grupos de 6-8 animais em cada ponto da cinética. ** Diferenca significativa entre WT e KO,

P<0,01.

Para confirmar a quantificacdo de coldgeno histoldgica, foi realizada a

mensuracdo da quantidade de colageno solavel no tecido de granulacdo

formado em implantes de animais WT e KO 14 dias pds-implante. Através da

analise dos niveis de colageno soluvel foi possivel verificar novamente uma

menor deposicdo de coladgeno em implantes KO (Figura 26).
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Figura 26. Quantificagdo de coldgeno soltvel em implantes WT e KO. A andlise do colageno solivel em

implantes WT e KO (14 dias) demonstra uma menor deposicdo de colageno entre os implantes KO.

Valores mostram as médias (+SEM) de grupos de 6-8 animais em cada ponto da cinética. ** Diferenca

significativa entre WT e KO, P<0,01.
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Adicionalmente, como marcador da intensidade da fibrogénese,
avaliamos o numero de células gigantes derivadas de macr6fagos nos
implantes (Figura 27A- D). O nuamero de células gigantes foi cerca de 30%
menor no tecido de granulagdo proveniente de implantes KO quando

comparado aos implantes WT (Figura 27E).
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Figura 27. Células gigantes em implantes WT e KO. Em A (WT) e B (KO), cortes histolégicos corados
com H&E mostram o tecido fibrovascular (cabec¢a da seta; 5um) em implantes de 14 dias. Os poros da
matriz de esponja, formas triangulares (*), sdo infiltrados por células inflamatdrias, os fibroblastos em
formas de fuso, células endoteliais e vasos sanguineos embebidos em uma densa matriz organizada
(40x; barra 50 um). Menor quantidade de tecido fibrovascular é vista em implantes KO quando comparada
aos implantes WT. Em C e D, células gigantes do tipo corpo estranho (setas) podem ser vistas ao redor
das formas triangulares em um aumento maior (100x; barra 20 um). Em E, o nimero total de células
gigantes em cortes histolégicos de implantes WT e KO (14 dias) sdo mostrados. Valores mostram as
médias (+SEM) de grupos de 6-8 animais em cada ponto da cinética. ** Diferenca significativa entre WT e
KO, P<0,01.
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5.4. Padronizacdo de protocolos de digestdo enzimética em

implantes de esponja

Os resultados da leitura para padronizacdo do protocolo de digestao
tecidual em citbmetro FACScanto Il sdo apresentados na figura 28. Podemos
observar uma clara diferenca do perfil celular para os parametros de tamanho e
granulosidade (FSC-A x SSC-A) durante o periodo estudado. Entretanto,
marcacdes com anticorpos especificos foram necessarias para determinacdo
dos tipos celulares presentes nos implantes. A figura 29 representa a contagem
do numero de células totais e vidveis em animais WT submetidos aos
diferentes protocolos de digestdo tecidual propostos. De forma geral, o
protocolo 4 apresentou melhores resultados (maior numero de células e
viabilidade celular) (Figura 29A e C). Desta forma, o protocolo 4 foi utilizado
como padrdo no preparo de amostras para realizacdo da imunofenotipagem

por citometria de fluxo.
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Figura 28. Leitura FSC-A x SSC-A de células isoladas de implantes WT submetidos a diferentes
protocolos de digestdo enzimatica. A, F, K, implantes submetidos ao protocolo de digestdo 1 (1 implante,
90 minutos em Accutase a 37°C), 7, 10 e 14 dia pés implante respectivamente. B,G,L , implantes
submetidos ao protocolo de digestdo 2 (2 implantes, 90 minutos em Accutase a 37°C), 7, 10 e 14 dias p6s
implante, respectivamente. C,H,M, implantes submetidos ao protocolo de digestdo 3 (1 implante, 60
minutos em Accutase a 37°C + 30 minutos em Collagenase | a 37°C), 7, 10 e 14 dia pds implante
respectivamente. D,I,N, implantes submetidos ao protocolo de digestdo 4 (1 implante, 30 minutos em
Collagenase | a 37°C + 5 minutos em tripsina 0,25% em SFB 10% a 37°C), 7, 10 e 14 dia pés implante
respectivamente. E,J,0, sangue periférico de camundongo lisado com ACK, utilizado como controle

positivo para o experimento.
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Figura 29. Contagem do numero de células totais e viaveis em implantes WT submetidos a diferentes

protocolos de digestao enzimética. A, niUmero total e nimero de células viaveis extraidas de implantes de

7 dias submetidos aos seguintes protocolos de digestdo: protocolo 1 (1 implante, 90 minutos em Accutase

a 37°C), protocolo 2 (2 implantes, 90 minutos em Accutase a 37°C), protocolo 3 (1 implante, 60 minutos

em Accutase a 37°C + 30 minutos em Collagenase | & 37°C) e protocolo 4 (1 implante, 30 minutos em

Collagenase | a 37°C + 5 minutos em tripsina 0,25% em SFB 10% a 37°C); B, nimero total e nimero de

células viaveis extraidas de implantes de 10 dias submetidos aos protocolos de digestdo 1, 2, 3 e 4; C,

namero total e nimero de células viaveis extraidas de implantes de 14 dias submetidos aos protocolos de

digestdo 1, 2, 3 e 4. Os percentuais representam o numero de células viaveis em relagdo ao niumero de

células totais em cada protocolo e em cada ponto da cinética em animais WT.

5.5. Imunofenotipagem por citometria de fluxo

5.5.1. Estratégia de analise
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Uma éarea (gate) de disperséao frontal (FSC-A) e dispersao lateral (SSC-
A) foram utilizadas inicialmente para remover os debris celulares. As figuras 30
e 31 ilustram respectivamente, as estratégias de andlises adotadas nas células
marcadas com o painel de anticorpos 1 para o sangue periférico e implantes de

camundongos CCR2 WT e CCR2 KO.

o 10? 107 104 10*
CD31

Figura 30. Citometria de fluxo — estratégia de andlise para definir a populagdo de células marcadas com
anticorpos do painel 1 (anti- Lin, Sca-1, c-Kit, VEGFR2 e CD31) isoladas do sangue periférico de
camundongos CCR2 WT e CCR2 KO implantados. (A) Perfil FSC-A x SSC-A do total de eventos
adquiridos. (B) Dot plot mostrando a populacdo de células Lin“/Sca-1". (C) Dot plot representativo
low

ISca-1"/c-Kit"/VEGFR2". (D) Dot plot representativo mostrando a
populacéo de células Lin®"/Sca-1"/c-Kit' 'VEGFR2'/CD31".

mostrando a populacéo de células Lin
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Figura 31. Citometria de fluxo — estratégia de andlise para definir a populagdo de células marcadas com
anticorpos do painel 1 (anti- Lin, Sca-1, c-Kit, VEGFR2 e CD31) isoladas de implantes de 7 dias de
camundongos CCR2 WT e CCR2 KO. (A) Perfil FSC-A x SSC-A do total de eventos adquiridos. (B) Dot

plot mostrando a populagdo de células Lin"/Sca-1". (C) Histograma representativo mostrando a

populacdo de células Lin"/Sca-1"/CD31". (D) Histograma representativo mostrando a populacdo de

células Lin"/Sca-1*/CD31"/c-Kit". (E) Histograma representativo mostrando que as populacdes de

implantes ndo expressam VEGFR2.
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As estratégias de analises adotadas permitiu avaliar o perfil fenétipo
contido nas células isoladas de implantes CCR2 WT e CCR2 KO e também no
sangue periférico de camundongos WT e KO. Células do sangue periférico
marcadas com o painel 1 de anticorpos (anti- Lin, Sca-1, c-Kit, VEGFR2 e
CD31) expressaram todos os marcadores, ao passo que células contidas em
implantes ndo demonstraram expressédo do marcador anti-VEGF2 (Figuras 30 e
31.

A figura 32 ilustra a estratégia de andlise adotada para a caracterizacao
de marcadores de células inflamatérias presentes nos implantes de 7 dias de
camundongos CCR2 WT e CCR2 KO. Para esta andlise incialmente foi
delimitado um gate com base na expressdo de CD45, garantindo que as
células selecionadas fossem realmente leucdcitos. Foi observado que a maioria
das células expressavam os marcadores F4/80"" e CD11b"", perfil fenotipico
caracteristico de macrofagos. Também foi possivel identificar a presenca de
células ndo mieloides através do perfil fenotipico F4/80° e CD11b". Nao foi
possivel identificar a presenca de neutroéfilos através da expressédo de Ly6G em

implantes de esponja, neste estudo.
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Figura 32. Citometria de fluxo — estratégia de andlise para definir a populacdo de células marcadas com
anticorpos do painel 2 (anti- CD45, F4/80, CD11b, Ly6C, Ly6G) isoladas de implantes de 7 dias de
camundongos CCR2 WT e CCR2 KO. (A) Perfil FSC-A x SSC-A do total de eventos adquiridos. (B) Dot
plot mostrando a populacéo de células CD45". (C) Dot plot representativo mostrando a populacéo de
células CD45"/ F4/80"". (D) Histograma representativo mostrando a populagdo de células CD45"/
F4/80"°"/CD11b™".
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5.5.2. Imunofenotipagem celular de implantes de esponja e sangue

periférico de camundongos

A imunofenotipagem por citometria de fluxo nos permitiu avaliar a
expressao de marcadores de CTH’s e CPE’s no sangue periférico e implantes
de camundongos CCR2 WT e CCR2 KO. Além disso, a expressdo de
marcadores de leucécitos também pdde ser avaliada nos dois grupos de
implantes.

Embora tenha sido possivel identificar a expressdo de alguns
marcadores celulares de CTH’s e CPE’s, a caracterizacdo propriamente dita
destes tipos celulares ndo foi possivel de ser realizada. Isto porque nédo foram
encontrados subconjuntos de células negativas para expressdo de células
comprometidas com linhagens hematopoiéticas (Lin"). As figuras 33 e 34
apresentam, respectivamente, a caracterizacdo do fenétipo celular do sangue
periférico e de células oriundas de implantes de camundongos CCR2 WT e
CCR2 KO.

Foi possivel observar que apesar das populacdes de células presentes
no sangue periférico dos dois grupos de camundongos avaliados apresentarem
perfis semelhantes (Figura 33 A-D), animais KO apresentaram maior expressao
da populacdo Lin""/Sca-1*/c-kit"/VEGFR2*/CD31* quando comparado aos
animais selvagens (Figura 33E). Indicando que CCR2 parece ser importante na
expressao desta populacdo de células no sangue periférico de camundongos.

Em relacdo as células isoladas de implantes de camundongos WT e KO

nao foram observadas diferencas quanto ao perfil celular (Figura 34 A-D) e ao
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fenotipico Lin""/Sca-1*/c-kit"/CD31* entre os dois grupos (Figura 34E).
Indicando que a falta do CCR2 nao afeta a expressao destes marcadores em
tecidos neoformados como o presente nos implantes avaliados. Ademais, ao
contrario das células isoladas do sangue periférico, as células presentes nos
implantes de camundongos CCR2 WT e CCR2 KO né&o expressam o marcador

VEGFR2.

Y A WIT ' B WT
D0
él:-‘-
180w -] 5
L
o % 1o -
“ o] t':'>
TS
W
850 =] 1o
9
T
o 1
e e . KO o]
el b Fret
J 1 ]
-
3
=
W
15% o
O -
T T L T
-] TOw 100 120 == aRgE
FSC-A
S 154 E
o
2=
S5 b oo
=9 2 104
2z
==&
53—‘ ; 5+
==z
R
= o ¥
=

<& +

Figura 33. Imunofenotipagem de células do sangue periférico de camundongos CCR2 WT e CCR2 KO
implantados. (A e C) Dot plots representativos do perfil FSC-A x SSC-A do total de eventos adquiridos do
sangue periférico de camundongos WT e KO, respectivamente. (B e D) Dot plots representativos das

low

populacdes de células Lin®"/Sca-1* do sangue periférico de camundongos WT e KO, respectivamente. (E)
Frequéncia da populacdo de células Lin™Y/Sca-1'/c-Kit'/VEGFR2'/CD31" no sangue periférico de

camundongos (n = 5). **Diferenca significativa entre WT e KO, P<0,001
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Figura 34. Imunofenotipagem de células isoladas de implantes de camundongos CCR2 WT e CCR2 KO
implantados. (A e C) Dot plots representativos do perfil FSC-A x SSC-A do total de eventos adquiridos de
células isoladas de implantes de camundongos WT e KO, respectivamente. (B e D) Dot plots

low I

representativos das populagcbes de células Lin°"/Sca-1" de células isoladas de implantes de

camundongos WT e KO, respectivamente. (E) Frequéncia da populacdo de células Lin""/Sca-1*/c-Kit"/
/CD31" de células isoladas de implantes de camundongos WT e KO, respectivamente (n = 5).

A analise da populacdo leucocitaria presente em implantes de
camundongos CCR2 WT e CCR2 KO ap6s 7 dias de implantacdao é

apresentada na Figura 35.
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Figura 35. Imunofenotipagem de células isoladas de implantes de camundongos CCR2 WT e CCR2 KO.
(A e B) Dot plots representativos da populacdo de macréfagos (CD45°/CD11b*/F4/80%) em implantes WT
e KO, evidenciando as células ndo mieloides (NM) (CD45%/CD11b/F4/807). (C e D) histogramas
representativos de populagGes de células (CD45+/CDllb’/F4/80'/Ly6C'°‘”) isoladas de implantes de
camundongos WT e KO, respectivamente. (E, F) Frequéncia da populacdo de macrofagos e células ndo
mieloides isoladas de implantes de camundongos WT e KO, respectivamente (n = 5).

A populacdo leucocitaria presente em implantes de esponja foi
caracterizada principalmente pela presenca de macréfagos

(CD45%/F4/80""/CD11b"" (Figura 35A-B) e ndo houve diferenca na

expressdo de CD45"/F4/80""/CD11b"9" entre implantes WT e KO (7 dias pos-
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implante) (Figura 35E). Além disso, foi observada uma baixa expressao do
marcador Ly6C entre a populacdo CD45'/F4/80""/CD11b"" possivelmente
macrofagos menos diferenciados ou mondécitos (Figura 35C-D). Além disso,
também po6de ser evidenciada a presenca de células ndo mieloides (NM)
(CD45%/CD11b/F4/80") cuja frequéncia ndo diferiu entre os implantes de

animais WT e KO.
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= 6. DISCUSSAO

A interacdo entre um implante e o hospedeiro desencadeia uma
resposta inflamatoéria crénica que inclui etapas como adsorcdo de proteinas,
adesado de mondcitos/macréfagos, formacgéo de células gigantes e um processo
semelhante ao que ocorre no reparo tecidual (KYRIAKIDES et al.,, 2004;
ANDERSON et al., 2008). O presente trabalho apresenta pela primeira vez um
estudo do desenvolvimento sequencial dos eventos vasculares e celulares da
resposta inflamatéria do hospedeiro frente a implantes sintéticos em
camundongos com delecdo génica do CCR2 (CCR2 KO). Esta resposta
homeostatica desencadeada pelo hospedeiro € comumente denominada
resposta do tipo corpo estranho.

A razéo crucial para a escolha do modelo de implante de esponja aliado
ao uso de animais geneticamente modificados foi devido ao fato de que este
receptor € altamente expresso em uma gama de estados inflamatérios
(KITAGAWA et al., 2004; QUINONES et al., 2005; PEASE & WILLIAMS, 2006;
MITCHELL et al.,, 2009). Além disso, o0 CCR2 ¢ altamente expresso em
monaocitos/ macréfagos, tipos celulares cruciais nas respostas desencadeadas
pela implantagdo de materiais sintéticos. Desta forma, o delineamento deste
estudo nos permite avaliar, simultaneamente, a reacao do tipo corpo estranho
induzida pelo implante e o papel biolégico do receptor CCR2 durante esta
interacdo. De forma geral, a metodologia foi eficiente para esclarecer os

objetivos propostos por este trabalho sendo possivel avaliar as respostas
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temporais da interacéo implante/ hospedeiro bem como o papel do CCR2 sobre
eventos da reacdo ao corpo estranho. Neste estudo os efeitos da delecdo do
CCR2 durante a interacdo implante/ hospedeiro foram mais 6ébvios ao final do
periodo experimental, ou seja, aos 14 dias apds a implantagdo dos discos de
esponja.

A anélise macroscopica, dos implantes, n&o foram observados sinais de
infeccdo ou rejeicdo aos implantes, nos permitindo inferir que os implantes
utilizados sejam biocompativeis. Por outro lado, a adesdo dos implantes aos
tecidos bioldgicos (pele ou musculo) indica que apesar da biocompatibilidade, o
implante ndo foi considerado inerte pelo organismo, desencadeando uma
resposta do tipo corpo estranho. O exame microscopico, in situ, evidenciou
importantes alteracdes morfolégicas na neovasculatura do tecido de
granulacao proveniente de animais CCR2 KO sugerindo um importante papel
deste receptor na formacédo e estabilizacdo de vasos. Acredita-se que as
alteracdes morfolégicas observadas possam ser devido a perda da funcéo
biolégica da quimiocina CCL2, principal ligante do CCR2, uma vez que esta
quimiocina participa do recrutamento de células musculares lisas para o
entorno das células endoteliais, faciltando a formacdo e promovendo a
estabilizacdo dos microvasos neoformados (ARDERIU et al., 2011; ARDERIU
et al., 2012).

As alteracdes estruturais e morfologicas ocasionaram alteracdes
funcionais refletidas pelas modificacdes no fluxo sanguineo da vasculatura pré-

existente (pele) e do tecido de granulacdo intraimplante. O papel do CCR2
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sobre o fluxo sanguineo ndo é bem estabelecido e este trabalho demonstra
pela primeira vez a importancia do CCR2 sobre a microvasculatura cutéanea, o
que indica um papel importante deste receptor na manutencdo do tonus
vascular da pele em condi¢des fisiologicas. Tem sido demonstrada uma
correlagdo positiva entre numero de macrofagos recrutados para sitios
inflamatérios e o aumento do fluxo sanguineo e, adicionalmente, a perda da
atividade do eixo CCL2/ CCR2 poderia levar as alteracdes relatadas (TANG et
al., 2004).

Os parametros utilizados neste estudo para determinar o fluxo
sanguineo tém sido extensivamente utilizados para avaliar a neovascularizagédo
em varios tecidos e modelos animais (HU et al., 1995; TEIXEIRA et al., 2006;
MARQUES et al.,, 2011; ALMEIDA et al., 2014). Sabe-se que vasodilatacdo
e/ou aumento da permeabilidade ocorre em condi¢des inflamatérias e poderiam
interferir na acuracia das medidas de fluxo sanguineo avaliadas pelas técnicas
utilizadas. Desta forma, optou-se por analisar, adicionalmente, outro parametro
vascular, o conteudo de hemoglobina, no intuito de esclarecer se as alteracdes
vasculares observadas foram decorrentes de aumento da permeabilidade
vascular ou devido a formacdo de novos vasos sanguineos intraimplante.

Dentre os fatores que estimulam a neovascularizagdo em tecidos, o fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é um dos mais estudados e foi
também avaliado neste estudo. Menores niveis de VEGF observados em
implantes CCR2 KO logo ap0s a implantacdo sdo compativeis com indicios de

reducdo do processo angiogénico. De fato, alguns autores demonstraram que a
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delecdo do CCR2 refletiu em menores niveis de VEGF em musculos
esqueléticos lesionados (OCHOA et al., 2007). Acredita-se que a delecdo do
CCR2, por comprometer o recrutamento de mondcitos/ macrofagos, acarrete a
reducdo dos niveis de VEGF por estas células levando também a uma
formacao deficiente dos vasos sanguineos em implantes de animais KO.

O processo inflamatdrio influencia benéfica ou prejudicialmente a fungéo
de biomateriais implantados e o direcionamento dos eventos dependerdo da
magnitude da resposta do organismo frente ao implante, da especificidade do
tecido em contato com o material, do tempo de contato e das caracteristicas
fisico-quimicas do material (MORAIS et al., 2010). Neste trabalho, a
participacdo do processo inflamatoério nas alteragdes encontradas na interacéo
implante/hospedeiro em camundongos CCR2 KO foi avaliada quanto a
atividade de enzimas e citocinas inflamatérias. Estes parametros tém sido
aceitos como marcadores deste processo em diversos estudos (ASSI et al.,
2011; ECKERMANN et al., 2011; GALLET et al., 2011).

A atividade da mieloperoxidase, uma enzima presente em granulos
azurofilicos de neutrofilos, tem sido utilizada como evidéncia do recrutamento
de neutréfilos em varios modelos experimentais (CAMPOS et al.,, 2008;
ARAUJO, et al., 2011; MOURA et al., 2011). Os neutrdéfilos representam a linha
primaria de defesa do organismo e sédo atraidos para o local da lesdo por
citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e CXCL1/KC, produzidas por plaquetas
ativadas, células endoteliais e por produtos de degradacdo de patdgenos

(DIEGELMANN & EVANS, 2004; NUNES et al., 2011). No componente
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inflamatorio relacionado as interacfes existentes entre implante e hospedeiro,
os “corpos estranhos” sdo reconhecidos por receptores de membranas de
neutrofilos e sdo, entdo, fagocitados. Os neutréfilos entram em apoptose
rapidamente, liberando citocinas que sé@o importantes para o recrutamento de
macrofagos (WRIGTH et al., 2010).

As investigacBes do papel do CCR2 sobre componente inflamatério da
reacdo do tipo corpo estranho revelaram que o acumulo de neutrdfilos,
mensurado pela atividade da MPO, foi maior em implantes provenientes de
animais CCR2 KO, com um pico da atividade desta enzima ao final do periodo
experimental. De forma semelhante, Shireman (2007) demonstrou uma
elevacdo da atividade da MPO 3 dias apds isquemia de musculos de cabra.
Embora o perfil temporal do recrutamento e atividade de neutréfilos seja
diferente entre os dois modelos, provavelmente devido a variabilidade
intrinseca do tecido e tipo de lesdo estudada, um aumento no acumulo de
neutréfilos em camundongos CCL2 KO tem sido também consistentemente
reportado por outros autores (KUZIEL et al., 1997; JINNOUCHI et al., 2003).

Os niveis da quimiocina CXCL1/ KC, o principal fator responsavel pela
quimiotaxia de neutrdfilos, foram maiores em implantes de animais CCR2 KO.
Estes dados sédo coerentes com o fato de que o infiltrado de neutrdfilos,
mensurado pela atividade da MPO foram também maiores em implantes CCR2
KO, indicando que CXCL1/KC & o mediador responsavel pelo recrutamento de
células polimorfonucleares na reacéao do tipo corpo estranho e na auséncia do

CCR2.
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A enzima NAG esta presente em macréfagos ativados e esta associada
a uma fase inflamatoria crénica (BARCELOS et al., 2004). Os macroéfagos séo
células mieloides maduras, derivadas da diferenciagdo de mondcitos/
macréfagos circulantes e que possuem inumeros papéis fisiologicos e
patologicos dependendo da estimulacdo de certas citocinas. Os macrofagos
participam da reacdo do tipo corpo estranho e sdo importantes durante e
reparo e deposicdo de matriz em modelos de implantacdo de biomateriais
(WRIGHT et al., 2010). A atividade da NAG, como uma medida indireta do
acumulo de macréfagos foi menor no tecido de granulacdo proveniente de
implantes KO e isto ocorreu, muito provavelmente, devido a falta do receptor
quimiotatico de mondcitos (CCR2). O acumulo de macrofagos ao final do
periodo experimental foi semelhante nos dois grupos o que sugere o0 uso de
vias alternativas de quimiotaxia para mondcitos/ macréfagos na auséncia do
CCR2 (CHARO & RANSOHOFF, 2006).

A producdo de CCL2/JE, um classico agente quimiotatico e principal
ligante do CCR2 (SHIREMAN et al., 2007; PAGE et al. 2011) foi maior no
tecido fibrovascular formado em implantes de animais KO indicando que os
niveis aumentados de CCL2/JE sejam uma resposta compensatéria cujo
objetivo é estimular o receptor aumentando a producdo do ligante. Em
concordancia com estes dados, outros grupos de pesquisa também
demonstraram niveis aumentados de CCL2/ JE em camundongos CCR2 KO
em modelos de granuloma pulmonar e trombose (WARMINGTON et al., 1999;

HENKE et al., 2006).
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Outro fator importante no processo inflamatério durante a reacéo do tipo
corpo estranho é o 6xido nitrico (NO). O NO é um gés soluvel, inorganico e
incolor que apresenta um papel dual, muitas vezes sendo benéfico outras
vezes prejudicial a resolucdo da resposta inflamatéria. Esta molécula esté
envolvida no relaxamento vascular e constitui um importante mediador
citotéxico de células imunes efetoras ativadas (FURCHGOTT & ZAWADZKI,
1980; KOBAYASHI, 2010). Além disso, possui um papel como
mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos, podendo atuar como
agente angiogénico por estimular a proliferacdo de células endoteliais (PANG
et al., 2015).

No presente trabalho, o éxido nitrico (NO) foi avaliado indiretamente pela
producdo de nitrito e revelou que o tecido de granulacdo proveniente de
implantes de animais KO apresentam niveis elevados de nitrito comparado aos
camundongos integros. Entretanto, estes animais ndo conseguem sustentar a
producdo de nitrito ao longo do periodo experimental. Sabe-se que durante
processos inflamatérios, macréfagos expressam oOxido nitrico sintase induzida
(INOS), que é a enzima responsavel pela producdo de NO em estados
inflamatérios (KOBAYASHI, 2010). Os niveis ndo sustentados de NO durante o
periodo experimental poderia ser em decorréncia da dificuldade que animais
CCR2 KO apresentam em recrutar macrofagos/monocitos, alterando a
producdo de NO no tecido intraimplante.

Outro mediador que desempenha um importante papel durante estados

inflamatorios € a citocina TNF-a. Esta citocina pré-inflamatéria promove o
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reparo tecidual por induzir componentes da membrana basal e de proteases
para a degradacdo do colageno, participando ativamente da reconstrucao da
matriz extracelular. Alguns autores também demonstraram que TNF-a € capaz
de induzir a neoformacao vascular por estimular producdo de VEGF e de fator
de crescimento fibroblastico (FGF) em células endoteliais (YOSHIDA et al.,
1997; BANNO et al., 2004). Os niveis de TNF-a em implantes CCR2 KO néao se
sustentaram ao longo do periodo experimental estudado, indicando que o
CCR2 seja importante para a producdo adequada deste mediador inflamatério.
Adicionalmente tém sido observada uma relacdo direta entre aumento da
producdo de TNF- a e reducédo da expressao de CCR2 e Weber et al. (1999)
demonstraram que mondcitos em cultura tratados com TNF-a apresentaram
expressdo de CCR2. Isto sugere a existéncia de um processo modulatério
entre os dois mediadores e que a auséncia do CCR2 pode levar a alteracdes
no padrao de producéo de TNF-a.

Outra citocina importante nas respostas induzidas por implantes é o
TGF-B1 que desempenha um papel biolégico na fibrogénese de tecidos por
induzir a diferenciacéo de fibroblastos e deposi¢cdo de coldgeno nos sitios de
implantacdo (LEASK & ABRAHAM, 2004; BONNIAUD et al.,, 2005). As
dosagens de TGF-B1, neste trabalho, demonstraram que o CCR2 apresenta
importante papel na producéo sustentada desta quimiocina e sua auséncia leva
a alteracbes no processo de deposicdo de matriz e formacdo de células

gigantes intraimplante. Esta hipotese é reforgcada por achados de outros
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autores que demonstraram que a dele¢do do CCR2 reduz a fibrose em 6rgéos
como pulméao, figado, coracéo e pele (KIM et al., 2005; SAKAI et al., 2006).

A formacéo de células gigantes durante a reagdo do tipo corpo estranho
visa promover a fagocitose de particulas dos implantes, producéo de citocinas
inflamatorias e o reparo tecidual pelos macrofagos fusionados (KHAN et al.,
2016; KLUEH et al., 2016). A analise histolégica dos implantes revelou que,
implantes células gigantes eram menos prevalentes no tecido fibrovascular
desenvolvido em implantes provenientes de animais KO. Acredita-se que
alteracbes no recrutamento de mondcitos/ macrofagos bem como a falta do
CCR2 per si comprometam a fusdo de macrofagos e consequentemente
atenuam a resposta do tipo corpo estranho induzida por implantes em animais
KO. Esta ideia € suportada por autores como Kyriakides et al. (2004) e Khan et
al. (2016) que demonstraram menor formacdo de células em gigantes em
implantes de espoja e filtros Millipore e em culturas de células mononucleares
provenientes de camundongos CCL2 KO e CCR2 KO, respectivamente.

A identificacdo dos tipos e populacdes celulares envolvidas durante a
resposta biolégica do organismo aos implantes € um aspecto chave para
compreensao das respostas de integracdo ou falha dos dispositivos
implantados. Esta caracterizacdo celular permite prever se o implante
apresentara funcéao estrutural e de sustentacdo dos tecidos biolégicos ou se
havera integracdo do biomaterial permitindo a comunicagéo entre o tecido do
hospedeiro e o implante (ANDERSON, 2001; SHEIKH et al., 2015;

KLOPFLEISCH, 2016).
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A técnica de citometria de fluxo tem sido amplamente utilizada para a
identificacdo das populacdes de células contidas em tecidos através da
expressdo de marcadores de superficie celular. Para imunofenotipagem de
tecidos sdlidos e de células contidas em implantes, é necessaria padronizacao
do preparo da amostra, do painel de anticorpos a serem utilizados e da
calibracdo de sistemas de aquisicdio e andlise (DONNENBERG &
DONNENBERG; ZIMMERLIN et al., 2011; SPADA et al., 2016).

Os métodos enzimaticos tém sido reportados como sendo eficientes
para a dissociacdo de tecidos sélidos como tumores, estdbmago e célon e as
enzimas mais comumente utilizadas neste processo sé&o a tripsina e a
Collagenase. Além disso, esses métodos liberam grande nimero de células do
tecido e preservam a integridade e viabilidade celular comparado a métodos de
dissociacdo mecéanica (NOVELLI et al., 2000). Por esta razdo, neste trabalho,
optou-se por utilizar o método de digestdo enzimatica para desagregar as
células contidas em implantes. De forma geral, todas as enzimas utilizadas
forneceram resultados satisfatérios no que tange a extracdo de células do
implante e viabilidade. Entretanto, a associacdo entre Collagenase e tripsina
(protocolo 4) foi a que forneceu o maior nimero de células e melhor viabilidade
celular, sendo, portanto, consideradas as enzimas de escolha para a extracao
de células intraimplante.

Alguns autores tém sugerido beneficios da associacdo de dois agentes
enzimaticos durante a incubacdo de tecidos para a desagregacdo celular

(HAEFFNER et al.,, 1997, ADAMS et al., 1997). Em nossos achados, a
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combinacao de Collagenase e tripsina, bem como de Accutase e Collagenase
também foram mais eficientes na desagregacao celular do que os protocolos
que utilizavam apenas um agente enzimatico no processo de digestéo tecidual.
Li et al. (2015) demonstraram, ainda, que tripsina parece ser mais efetiva que
Accutase no processo de desagregacao celular e em reduzir apoptose de
células neurais durante a pré incubacdo de tecido cerebral humano com
enzimas. Desta forma, acreditamos que tripsina tenha potencializado os efeitos
da Collagenase | durante o processo de digestdo enzimatica do implante,
apresentando, portanto, melhores resultados que a combinacdo Collagenase/
Accutase.

Em relacdo ao numero de células totais obtidas em relacdo ao numero
de dias em que o implante permaneceu no animal, observamos que aos 7 dias
houve maior nimero de células comparado aos implantes que permaneceram
10 e 14 dias. Isto, pode refletir a maxima que aos 7 dias pés-implantacdo haja
ainda, maior infiltrado de células inflamatorias, fibroblastos e outros tipos
celulares, ao passo que ap0s 7 dias dias o processo de deposi¢cdo de matriz e
coldgeno ja estdo mais estabelecidos, sendo esperado, portanto, menor
namero de células (CASTRO et al., 2012). Devido a este fato, e considerando
gue as respostas bioldgicas associadas a interacédo implante/ hospedeiro foram
mais significativas 7 dias apos implantacdo, optamos por caracterizar o perfil
imunofenotipico das células contidas no implante neste ponto da cinética.

Padronizacdo, calibracdo e controles (negativos e positivos) sao

essenciais para garantir a qualidade e reprodutibilidade dos dados obtidos pela
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técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo. Logo, cuidado especial
deve ser tomado com as etapas pré-analiticas, calibrando tanto citbmetros
quanto softwares responsaveis pela aquisicdo dos eventos (MITTAG &
TARNOK, 2009; MAECKER et al, 2012). Neste trabalho praticas
recomendadas na literatura foram adotadas com o intuito de garantir o controle
da qualidade do experimento de imunofenotipagem realizado. Foram utilizados
reagentes indicados pelo fabricante do citbmetro, realizacdo prévia de
calibracdo do equipamento e softwares de aquisicdo de dados e realizagédo de
compensacado durante a aquisicdo e analise dos eventos obtidos, garantindo,
assim, a confiabilidade e acuracia dos dados aqui apresentados.

A andlise dos eventos obtidos em um ensaio de imunofenotipagem € de
grande complexidade e envolve etapas que devem ser seguidas para garantir
uma analise confidvel e assegurar a identificacdo correta da populagéo celular
de interesse. Desta forma, cuidado especial deve ser direcionado a estratégia
de gating, uma vez que 0 uso criterioso desta estratégia pode contribuir para a
mais rapida identificacdo de subpopulacdes de células dentro dos dados
globais (TUNG et al., 2007; MITTAG & TARNOK, 2009; ADAN et al., 2016;
AGHAEEPOUR et al., 2013).

As analises dos dados de imunofenotipagem utilizaram-se da estratégia
de gating sendo que inicialmente foram removidos os debris celulares, com
base no tamanho e granulosidade das células e, posteriormente, selecionadas
dot plots e histogramas de acordo com o padrdao de expressao dos anticorpos.

Este tipo de estratégia tem sido bem aceito e adotado por outros
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pesquisadores na identificacdo de células inflamatérias e de populacdes raras,
como células tronco hematopoiéticas (CTH’s) e células progenitoras endoteliais
(CPE’s) em diversos tipos de tecidos (Sl et al., 2010; NILSSON et al., 2013;
WANG et al., 2014; VIANA et al., 2015; SCHMUTZ et al., 2016; SPADA et al.,
2016).

Uma andlise citométrica envolve a determinacdo da intensidade de
fluorescéncia global de um grande namero de células individuais marcadas por
fluorocromos em uma suspensao de células. Desta forma, a intensidade de
fluorescéncia total das células € proporcional a quantidade de moléculas de
fluorocromos por célula (MITTAG & TARNOK, 2009). Os fluorocromos e
anticorpos que compunham o0s painéis utilizados neste estudo foram
selecionados com base em dados da literatura, de forma, que os dados obtidos
pudessem ser comparados com outros trabalhos ja publicados.

Existe uma grande heterogeneidade nos marcadores de superficie
celular utilizados para identificar as CTH’s e CPE’s em camundongos. Esta
variedade de marcadores reflete os diferentes estagios de desenvolvimento
destas células que ocorre durante o processo de maturacdo na medula 6ssea
para células maduras da parede vascular (ZHU et al., 2007; ZHANG & SHE,
2007). Para a identificacdo de CTH’s, com minimo grau de diferenciacéo,
normalmente se utiliza o perfil fenotipico em que as células sdo separadas com
base no status de negatividade para marcadores de células comprometidas
com linhagens hematopoiéticas e presenca dos epitopos de superficie c-Kit e

Sca-1, compondo o perfil denominado SKL (LAl et al., 1998; ZHU et al., 2007;
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LIU et al., 2012). Por outro lado, CPE’s sdo células comprometidas com a
diferenciagdo para a linhagem endotelial e expressam outros marcadores de
superficie como o CD133, CD34, VE-caderina, CXCR4, CD31 e VEGFR2,
estes dois ultimos, também expressos em células endoteliais maduras (LAI et
al., 1998; URBICH & DIMMELER, 2004; BAILEY et al., 2006; ZHANG & SHE,
2007; TONGERS et al., 2010; WANG et al., 2014).

Populacbes de células negativas para marcadores de superficie de
células comprometidas com linhagens hematopoiéticas (anti- Lin) ndo puderam
ser identificadas no sangue periférico e nas células obtidas de implantes de
animais WT e KO. Deve-se considerar que o anticorpo utilizado para tal fim é
um coquetel com diversos anticorpos podendo induzir marcacdes em células
de linhagem hematopoiética com diferentes graus de maturacdo. Associado ao
uso de altas concentragdes deste anticorpo, resultados falso- positivos podem
ser obtidos. Embora, a identificacdo de células Lin" ndo tenha sido confirmada,
constatou-se que células do sangue periférico e isoladas de implantes de
animais WT e KO apresentaram marcacao positiva para diversos marcadores
de CTH’s (Sca-1 e c-Kit) e de CPE’s (CD31 e VEGFR2). Estes achados
reforcam a ideia de que células maduras do sangue periférico e de tecidos de
granulacdo apresentam precursores embrionarios comuns as CTH's e CPE’s e
que possam haver células com diferentes graus de maturacdo nestes tecidos
(GARLANDA & DEJANA, 1997; HOLMES & STANFORD, 2007).

Adicionalmente, a presenca de marcadores de células indiferenciadas

em células Lin* reacende a discuss&o de que células Lin* poderiam apresentar
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alguma atividade de CTH’s e CPE’s. Nishi et al. (1995) demonstraram que
células Lin*/Sca-1"/c-Kit" foram mais eficientes no repovoamento da medula
6ssea de camundongos quando comparado a células de fenétipo Lin’/Sca-1"/c-
Kit". Apoés isto, outros trabalhos ndo foram publicados refutando ou reforcando
os achados desses autores. Mais recentemente, Goldberg et al. (2015)
trouxeram esta discussdo a tona ao publicarem uma nota comunicando a
identificacdo de subconjuntos de células Lin® contribuindo de forma significativa
no repovoamento da medula éssea de camundongos. Estes autores
destacaram ainda, a possibilidade da existéncia de um fendtipo ciclico
existente em células CTH's e CPE’'s dentro da fragdo de células Lin®
enfatizando a necessidade de estudos que avaliem o potencial destas células
na medula Ossea e em outros tecidos (GOLDBERG et al, 2015;
QUESENBERRYet al., 2015).

Em adicao, as células encontradas no sangue periférico e implantes de
camundongos WT e KO apresentam marcadores comuns aos expressos em
células endoteliais circulantes com diversos graus de diferenciacdo, como
CD31 e VEGFR2 (GARLANDA & DEJANA, 1997). Além disso, diversos
trabalhos tém demonstrado que Sca-1e c-Kit, apesar de serem utilizados como
marcadores de células indiferenciadas, sdo expressos em células endoteliais
de capilares em diversos 6rgaos e sob diferentes condicdes fisiologicas (LUNA
et al.,, 2004; MATSUI et al., 2004; BAILEY et al, 2006; WONG et al., 2007;
TSUCHIYA et al., 2008; LI et al., 2010). De posse destas informagdes, sugere-

se a possibilidade de que células com fendtipo Lin"/Sca-1*/c-
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Kit"/VEGFR2'/CD31* e Lin“/Sca-1*/c-Kit"/CD31*, encontradas no sangue
periférico e em implantes de camundongos WT e KO, respectivamente,
possam representar populacdes de células endoteliais com diferentes graus de
diferenciacéo e ativacdo. Analises mais detalhadas que englobem o isolamento
destas populacbes de células por sorting aliado a andlises morfologicas e
histoldgicas poderiam auxiliar na identificacdo destas células. Ademais, cultura
celular in vivo e terapia celular poderiam ser metodologias Uteis para
estabelecer o potencial de diferenciacéo e autorrenovacao destas células.

A falta do CCR2 nao afetou a frequéncia com que a populacdo de
células Lin%/Sca-1*/c-Kit */CD31" se acumulam no compartimento
intraimplante, sugerindo que outros fatores possam estar envolvidos no
acumulo dessas células em sitios de implantacdo. Por outro lado, a falta do
CCR2 afetou significativamente a expressdo dos marcadores Lin®"/Sca-1"/c-Kit
*IVEGFR2'/CD31" no sangue periférico de camundongos KO que receberam
implantes por 7 dias. Os resultados corroboram com achados de outros autores
gue evidenciaram que camundongos CCR2 KO tendem a acumular populacdes
de células que expressam marcadores de CTH’s e CPE’s na medula 6ssea e
no sangue periférico durante processos inflamatorios (Sl et al., 2010; KIM et al.,
2014).

A escolha do painel de anticorpos para identificacdo de células
inflamatorias contidas nos implantes foi realizada baseando-se na extensa
literatura existente. A maioria dos trabalhos tém utilizados os anticorpos Ly6C,

Ly6G, CD11b, F4/80 e CD45 para caracterizacdo fenotipica de células
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inflamatorias (JUTILA et al., 1988; LAI et al.,, 1998; SAEDERUP et al., 2010;
YANG et al., 2014; VIANA et al., 2015). Neste trabalho, a expressdo de CD45
foi utilizada na selecéo inicial da populacéo leucocitaria presente em implantes
de esponja. Além disso, o perfil fenotipico CD45*/F4/80""/CD11b"" foi
utilizado para caracterizar a presenca de macrofagos. Diversos autores tém
utiizado estes marcadores na identificacdo de macréfagos peritoneais,
alveolares, derivados da medula 0ssea, musculo cardiaco e de tumores
mamarios, consistindo, portanto, uma estratégia eficiente para a identificacdo
de células mononucleares (ZHANG et al., 2008, MADERA et al.,, 2015;
SHIRAISHI et al., 2016).

A predominancia de macréfagos em relacdo a outros tipos celulares
coincide com o fato de que em uma fase crénica do processo inflamatoério haja
predominancia de células mononucleares em detrimento de células de fase
inflamatorias de fase aguda (TSIROGIANNI, et al., 2006; VIANA et al., 2015).
Além disso, a falta do CCR2 ndo afeta totalmente o recrutamento de
macréfagos 7 dias ap6s implantacdo, muito provavelmente devido a
mecanismos compensatérios existentes no sistema quimiocina/ ligante. Estes
dados sé&o discrepantes da maioria dos trabalhos em que o CCR2 foi
responsavel pelo recrutamento de mondcitos/ macrofagos em diversos
modelos de inflamacdo (WANG et al., 2013; KURIHARA et al., 1997; TACKE et
al., 2007; WILLENBORG et al., 2012; LI et al., 2015; GURCZYNSKY et al.,
2016). Deve-se considerar, entretanto, que o modelo utilizado neste estudo

apresenta um microambiente préprio em que devem ser consideradas tanto as
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caracteristicas do tecido como as do implante, o que poderia levar a alteracdes
no recrutamento de células mononucleares.

Em suma, embora os estagios iniciais da reacdo do hospedeiro ao
implante sejam semelhantes em camundongos CCR2 WT e CCR2 KO, fases
iniciais sdo dominadas por eventos inflamatérios dirigidos particularmente por
neutrofilos e alteragbes em citocinas pro-inflamatérias, achados também
compartilhados por Gurczynsky et al. (2016). Os macrofagos, por sua vez,
aparecem mais tardiamente durante a fase resolutiva do processo inflamatério,
promovendo o clearance de neutréfilos e secretando citocinas como o VEGF,
que induz a neoformacdo vascular, e TGF-B1 que induz a fibrogénese.
Adicionalmente, o presente trabalho apresenta, pela primeira vez, informacgdes
sobre os aspectos vasculares, presenga de marcadores de CTH’s e CPE’s,
cinética do processo inflamatério e aspectos fibrogénicos da resposta do tipo
corpo estranho desencadeada pela implantacdo de matrizes sintéticas em
camundongos com deficiéncia de um importante receptor quimiotatico.

O trabalho oferece, portanto, subsidios e informacbes para estudos
futuros que proponham investigar vias e fatores quimiotaticos que possam
controlar o recrutamento de leucdcitos e células, como fibroblastos e células
endoteliais durante as interagbes existentes entre implante/ hospedeiro.
Ademais, o0 estudo pode contribuir para a identificacdo de novos alvos
farmacoldgicos que atuem como agonistas ou antagonistas especificos no

controle da reacéo tecidual a implantes e biomateriais.
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7. CONCLUSOES

A utilizagcdo dos animais knockout para o receptor CCR2 possibilitou
investigar o papel endégeno deste mediador demonstrando seu efeito
modulador em componentes presentes ha interacdo implante-

hospedeiro;

A delecdo do CCR2 alterou parametros morfologicos, fisiolégicos e
funcionais da vasculatura pré-existente (pele) e da neovasculatura
(implante de esponja), além de comprometer a formacéo de novos vasos

sanguineos;

Animais CCR2 KO apresentaram um perfil inflamatério distinto de
animais CCR2 WT, com um pico de neutroéfilos numa fase mais tardia do
processo inflamatorio (14 dias) e menor quantidade de células gigantes
do tipo corpo estranho, caracteristicas da reacao inflamatoria induzida

pelo implante;

O tecido de granulacéo intraimplante de animais KO apresentaram uma

atenuacdo do processo fibrogénico, evidenciado pela menor deposi¢cédo

de colageno;
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O

O protocolo de digestdo tecidual foi eficaz em desagregar as células

contidas em implantes de camundongos;

A técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo foi eficiente na
identificacdo de marcadores presentes nas células do sangue periférico

e implantes de camundongos WT e KO;

A delecdo do CCR2 alterou a frequéncia de expressdo de marcadores
caracteristicos de CTH’s e CPE’s no sangue periférico de camundongos

KO implantados;

A delecdo do CCR2 nédo altera a expressdao de marcadores
caracteristicos de CTH’s e CPE’s em células isoladas de implantes de

camundongos KO;

Este estudo contribuiu para uma melhor compreensao do papel do
CCR2 sobre aspectos vasculares, inflamacéo, fiborogénese e expressao
de marcadores de superficie celular durante a interacdo implante/
hospedeiro. Além disso, apresenta potencial valor na investigacdo de
estratégias farmacolégicas e intervengcdes que possam modular

processos em que a reacao do tipo corpo estranho esteja presente.
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Keywords:
Angiogenesis
Inflammation
Wound healing
Fibrogenesis
Chemokine

Giant Cells

Foreign body reaction

Sponge implants a foreign body.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Healing of damaged tissue consists of a series of overlapping phases
that includes inflammation, proliferation, migration, and remodeling (Li
et al,, 2007). Analyses of these processes have disclosed that many dif-
ferent endogenous mediators (eicosanoids, cytokines, growth factors
and chemokines) produced by three major cell types (endothelial and
inflammatory cells, and fibroblasts) dictate the outcome of the injury
(Arai et al., 2013; Tsirogianni et al., 2006). In normal wound healing,
the recruitment of neutrophils and macrophages is transient and gives

Abbreviations: CCL 2, Chemokine (C-C motif) Ligand 2; CCR2, C-C Chemokine Receptor
Type 2; CETEA, Institutional Animal Welfare Commitee; ELISA, Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay; HTAB, Hexadecyltrimethylammonium Bromide; L.P., Intraperitoneal; KO,
Knockout Mice; MPO, Myeloperoxidase; NAG, N-acetylglucosaminidase; NO, Nitric
Oxide; OD, Optic Density; PU, Perfusion Units; S.C., Subcutaneous; SEM, Standard Error
of the Mean; TGF-31, Transforming Growth Factor-31; TNF-o, Tumor Necrosis Factor-o;
VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor; WT, Wild Type Mice.
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way to proliferative and remodeling phases that complete the wound
repair (Singer and Clark, 1999).

The implantation of a exogenous, non-toxic, non-biological, syn-
thetic object (so-called “biomaterials”), such as a cardiac pace-
maker, orthopaedic implants, catheters, meshes, sutures, or glucose
sensors, induces a persistent inflammatory process - the foreign
body reaction - at the site of the implantation (Morais et al., 2010).
This reaction is characterized by the formation of foreign body
giant cells (fused multinucleated macrophages) and deposition of
fibrous collagen, indicating a chronic inflammatory response, distinct
from normal wound healing (Anderson et al., 2008; Morais et al., 2010;
Skokos et al., 2011).

Macrophages, in normal wound healing, are pivotal in promoting,
not only the endogenous debridement of wounds and phagocytosis of
invading bacteria, but also the secretion, within the wound, of a variety
of cytokines (such as VEGF) that recruit additional types of cells and to
induce their proliferation (Szekanecz and Koch, 2007). In contrast, in
the foreign body reaction, isolated or fused multinucleated macro-
phages are responsible for the production of a dense collagen capsule
that isolates the biomaterial from surrounding tissues (Kyriakides and
Bornstein, 2003).
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The recruitment and activation of monocytes/macrophages to the
site of injuries are regulated mainly by the chemokine CCL2 and the
functions of this chemokine are mediated through its corresponding
receptor CCR2, expressed at a high level in macrophages (Sakai et al.,
2006). There are many reports of the positive actions of CCL2 on tissue
repair and vascularization (Shireman, 2007; Stamatovic et al., 2006)
and impaired function of this chemokine or receptor with consequently
dysfunctional macrophages contributes to failure of healing or fibrosis
in a range of pathological situations (Novak and Koh, 2013). Mice with
genetic deletion of CCR2 (CCR2 KO) presented a marked decrease in
leukocyte adhesion (Kuziel et al., 1997) and in the recruitment of mono-
cytes to sites of injury (Boring et al., 1997).

Moreover, in several experimental studies, inhibition of this chemo-
kine ligand/receptor (CCL2/CCR2) pathway has been shown to reduce
fibrosis in models of pressure ulcer (Saito et al., 2008), lung fibrosis
(Ekert et al., 2011) and skin wound healing (Willenborg et al., 2012).
Kyriakides et al., 2004 implanted polyvinyl sponges and Millipore
filters subcutaneously in CCL2 KO mice and found that the implants
had fewer giant cells but encapsulation (collagen content) and, surpris-
ingly, macrophage numbers were equal to those in the WT mice. Thus,
there is good evidence that the CCL2/CCR2 signaling pathway is
involved in the progression of fibrosis and wound healing in a range
of tissues, including skin, lung, heart, kidney diseases and chronic fibro-
sis (Kim et al., 2005; Kyriakides et al., 2004; Sakai et al., 2006). However,
we found no study of the role of CCR2 in the foreign body reaction to a
subcutaneous implant of biomaterials.

Here we have investigated the effects of the deletion of CCR2 on dif-
ferent features of the foreign body response induced by the implants, in
terms of neovascularization, inflammation and fibrogenesis, in and
around the implant (Campos et al., 2008; Ferreira et al., 2004; Mendes
et al., 2007). By elucidating the role of CCR2 during the foreign body
reaction to implants, it should be possible to suggest interventions and
pharmacological strategies to overcome the adverse effects of this reac-
tion to implantation of biomedical devices (Anderson et al., 2008;
Morais et al., 2010).

Material and methods
Animals

All animal care and experimental procedures complied with the
guidelines established by our local Institutional Animal Welfare Com-
mittee (CETEA). Efforts were made to avoid all unnecessary distress to
animals. Female C57BL/6 mice 7-8 weeks (25-30 g body weight) with
genetic deletion of CCR2 (CCR2 KO) (n = 8) and wild type mice without
genetic deletion (CCR2 WT) (n = 8), were provided by Dr. F. Cunha
(Souto et al., 2011) (Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, USP). The
animals were housed individually and provided with chow pellets and
water ad libitum. The light/dark cycle was 12:12 h with lights on at
7:00 am and lights off at 7:00 pm. A total of 74 animals were used in
the experiments described here.

Preparation of sponge discs and implantation

Polyether-polyurethane sponge (Vitafoam Ltd, Manchester, UK)
was used as the implanted material. The implants were discs, 5 mm
thick x 8 mm diameter and were soaked overnight in 70% v/v ethanol
and sterilized by boiling in distilled water for 15 min before im-
plantation. For that, the animals were anesthetized with 2,2,2-
tribromoethanol (1 mg kg™ '; i.p.; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),
the dorsal hair shaved and the skin wiped with 70% ethanol. The sponge
discs were aseptically implanted into a subcutaneous pouch, which had
been made with curved artery forceps through a 1 cm long dorsal mid-
line incision. Post-operatively, the animals were monitored for any signs
of infection at the operative site, discomfort or distress; any showing
such signs were immediately humanely killed. On the day of the

sacrifice, the animals were anesthetized for blood flow measurement
(dye diffusion and laser Doppler imaging). The animals were, then
killed by overdose of the anesthetic on days 1, 4, 7 and 14 post im-
plantation and the implants were immediately removed, for the assess-
ment of vascularization markers (hemoglobin content, VEGF levels
and histological analysis), inflammation (myeloperoxidase (MPO) and
N-acetylglucosaminidase (NAG) activities, NO production, TNF-ac and
CCL2) and fibrogenesis (TGF-B1, collagen deposition and histology).

Assessment of blood flow by dye diffusion

We used the dye washout method in which the diffusion rate of an
s.c injection of sodium fluorescein (determined by fluorimetry) indi-
cates local blood flow (Andrade, 1997; Castro et al., 2012; Teixeira
et al., 2005). Briefly, a sterile solution (10 pL) of sodium fluorescein
(Sigma, USA; 1%) was injected intradermally. Blood samples (15 pL)
were taken from the tail vein at 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25 and 30 min
after the dye injection. The blood samples were mixed in 1 mL of iso-
tonic saline, centrifuged for 5 min and supernatant was kept for fluo-
rescence determination in a Jeway Fluorimeter (model 6200) at an
excitation/emission of 485/520. The results were expressed as the
time (min) to the peak of fluorescence signal in the systemic circulation.

Assessment of blood flow by laser Doppler perfusion image analysis

This was carried out in anesthetized mice (ketamine 150 mg kg and
xylazine 10 mg kg~ 1), just before removal of the sponge implants at 1,
4,7 and 14 days post implantation, using a laser Doppler perfusion
image (LDPI) analyzer (Moor Instruments, Devon, U.K.) In order to
direct the light beam and to avoid interference from cutaneous blood
flow in the measurements, a dark plastic ring was positioned around
the sponge implant compartment. During the capturing of perfusion
images, the ambient light level was kept at a minimum in order to
avoid any influence on the laser light and the recorded signals. To con-
trol for temperature variability, animals were kept at a constant temper-
ature of 37 °C for 5 min before and during measurements. The mean
pixel value of each scanned image was calculated using the software
MoorLDI V5.3 and the calculated mean flux was expressed as perfusion
units (PU) which represent the average blood flow in the implants. The
calculated mean flux was expressed as perfusion units (PU).

Hemoglobin (Hb) assay

The extent of the vascularization of the sponge implants was
assessed by the amount of Hb detected in the tissue using the Drabkin
method (Castro et al., 2012; Mendes et al., 2009). The animals were
killed and the sponge implants carefully removed, dissected free
from adherent tissue and weighed. Each implant was homogenized
using an Ultra-Turrax, (Schlappmuhler, Usingen, Germany) in 2 mL
of Drabkin reagent (Labtest, Sao Paulo, Brazil) and centrifuged at
12,000 xg for 20 min. The supernatants were filtered through a
0.22-um Millipore filter (Danvers, MA, USA). The Hb concentration
in the samples was determined spectrophotometrically by measuring
absorbance at 540 nm using an ELISA plate reader and compared
against a standard curve of Hb. The content of Hb in the implant was
expressed as mg Hb (mg wet tissue) .

Determination of MPO and NAG activities

The number of neutrophils in the implants was measured by
assaying MPO activity as previously described (Castro et al., 2012;
Marques et al.,, 2011; Mendes et al., 2009). The implants were weighed,
homogenized in pH 4.7 buffer (0.1 M NaCl, 0.02 M NaPQy,, 0.015 M
NaEDTA), centrifuged at 12,000 xg for 10 min. The pellets were
then re-suspended in 0.05 M NaPO,4 buffer (pH 5.4) containing 0.5%
hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB) followed by three
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freeze-thaw cycles using liquid nitrogen. MPO activity in the super-
natant samples was assayed by measuring the change in absorbance
(optical density; OD) at 450 nm using tetramethylbenzidine (1.6 mM)
and H,0, (0.3 mM). The reaction was terminated by the addition
of 50 pL of H,SO4 (4 M). Results were expressed as change in OD
(g wet tissue) ™. The infiltration of mononuclear cells into the implant
was quantified by measuring the levels of the lysosomal enzyme NAG,
present in high levels in activated macrophages (Castro et al., 2012;
Marques et al., 2011; Mendes et al., 2009). The implants were homoge-
nized in NaCl solution (0.9% v/v) containing 0.1% v/v Triton X-100
(Promega) and centrifuged (3000 xg; 10 min at 4 °C). Samples
(100 pL) of the resulting supernatant were incubated for 10 min
with 100 pL of p-nitrophenyl-N-acetyl-beta-p-glucosaminide (Sigma)
prepared in citrate/phosphate buffer (0.1 M citric acid, 0.1 M
Na,HPOy4; pH 4.5) to yield a final concentration of 2.24 mM. The reaction
was stopped by the addition of 100 pL of 0.2 M glycine buffer (pH 10.6).
Activity of NAG was determined by measuring the absorption at
400 nm and results were expressed as nmol substrate hydrolysed
(mg wet tissue) .

Measurement of VEGF, TNF-c, CCL2 and TGF-f31

Implants removed on days 1, 4, 7 and 14 post implantation were ho-
mogenized in PBS pH 7.4 containing 0.05% Tween and centrifuged at
10,000 xg for 30 min. The cytokines VEGF, TNF-«, CCL2 and TGF-p1,
in the supernatant from each implant sample were measured in 50 pL
of the supernatant using Immunoassay Kits (R & D Systems, USA) and
following the manufacturer’s protocol. Briefly, dilutions of cell-free
supernatants were added in duplicate to ELISA plates coated with a spe-
cific murine monoclonal antibody against the cytokine, followed by the
addition of a second horseradish peroxidase-conjugated polyclonal
antibody against the cytokine. After washing to remove any unbound
antibody-enzyme reagent, a substrate solution (50 pL of a 1:1 solution
of hydrogen peroxide and tetramethylbenzidine (10 mg mL™! in
DMSO) was added to the wells. The color development was stopped,
after 20 min incubation, with 2 M H,SO,4 (50 pL) and the intensity of
the color was measured at 540 nm on a spectrophotometer (E max,
Molecular Devices). Standards were 0.5-log diluitions of recombinant
murine cytokines from 7.5 to 1000 pg mL™ " (100 pL). The results were

expressed as pg cytokine (mg wet tissue) ™.

Measurement of nitric oxide (NO) production

NO synthesis was evaluated by measuring nitrite levels accord-
ing to the method described by Green et al., 1982. Sponge implants
were incubated for 15 min at 37 °C with PBS (500 pl). The incuba-
tion medium (100 pl) was mixed with 10 pl of Griess reagent (0.1%
N-1-naphthylethylenediamine, 1% sulfanilamide in 5% H3PO,4) and op-
tical density was measured at 540 nm. The amount of nitrite in the incu-
bation media was calculated using sodium nitrite (Sigma, USA) as a
standard.

Histological analysis and staining

Sponge implants were excised carefully, dissected free of adherent
tissue and fixed in formalin (10% v/v in isotonic saline). Sections
(5 um) were stained with hematoxylin and eosin (H&E), processed for
light microscopy to determine the number of giant cells. A giant cell
was defined as a cellular structure containing more than four nuclei.
Other sections (5 um) were stained with Picrosirius Red followed by
polarized-light microscopy to visualize and determine collagen fibers
(Castro et al., 2012; Moura et al., 2009). The morphometric analysis
was carried out on images of cross sections obtained from 15 fields
(8533 um?), captured with a planochoromatic objective (40x for
H&E) or (20 x for Picrosirius Red) using light microscopy (final magni-
fication, 400 x ). The images were digitalized through a JVCTK-1270/

JBC microcamera and transferred to an analyzer (Kontron Eletronics,
Carl Zeiss- KS300 version 2). Blind assessments of the histological sec-
tions were performed by two observers (Castro PR, Campos PP).

Data analysis

All data are expressed as means + SEM. Comparisons between the
two groups (WT versus KO) were performed using Student’s t-test for
unpaired groups. Differences between means was considered signifi-
cant when P<0.05.

Results

The sponge matrix was well tolerated by all animals. No signs of in-
fection or rejection were observed in the implant location during the
14-day period of the experiment as the implants became progressively
infiltrated by a fibrovascular tissue. There was no difference between
the weights of the implants from the WT or KO mice, but in situ exami-
nation of the implants showed well-defined vessels in the WT implants,
in contrast to KO implants which showed only diffuse areas of bleeding
(Figs. 1A and B).

Angiogenesis in WT and KO mice

In preliminary experiments we measured the diffusion of sodium
fluorescein applied intradermally in WT and KO mice, to determine
if the deletion of CCR2 had altered the basal function of normal skin
vasculature, i.e., before implantation. A much slower diffusion rate was
observed in the skin of KO mice (time to peak, 20 £+ 1 min), double that
in WT skin (time to peak, 9 4+ 1 min, n = 5). This basal level of blood
flow is shown in Fig. 2A, as the broken lines across the graph. This tech-
nique was then applied to study the development of blood flow intra-
implant in both groups of mice. Although the diffusion rates on day 1
were equally slow in both sets of implants, at later times, the WT implants
showed a consistently greater blood flow (shorter times to peak) than
those from KO mice. Note, however, that in both sets of mice, the blood
flow in the implant was back to basal values by 14 days (Fig. 2A).

The assessment of blood flow by the laser Doppler perfusion tech-
nique showed essentially similar blood flows in the early stages of the
implantation with significantly less flow in the implants from KO mice
at 14 days (Fig. 2B, C and D). The Hb content of implants was an addi-
tional measure of vascularity in the implant and these values also
showed an almost two-fold difference between WT and KO implants
at 14 days (Fig. 3A). The cytokine VEGF is a potent mediator of angio-
genesis and the implant content of VEGF was similar in both groups
with the peak at day 4 and falling thereafter. However, by 14 days
VEGF in the WT implants continued to fall whereas those in the KO
implants remained at a higher level (Fig. 3B).

Inflammation in implants

The kinetics of implant-induced inflammation in the WT and KO
implants were assessed, using several markers (MPO and NAG ac-
tivities, nitrite content and TNF-a, CCL2 levels). The time course
of MPO and NAG activities served as indicators of leukocyte accu-
mulation in the implants. As shown in Fig. 4A, neutrophil accumu-
lation was not decreased in the KO implants but showed a biphasic
response with peaks at 4 and 14 days. Neutrophil accumulation in
WT implants, as expected, showed an early peak at 4 days, with a
subsequent fall to near basal levels by 14 days. Also as expected,
macrophage accumulation (NAG activity) was decreased in KO im-
plants on days 4 and 7, but by 14 days there was no difference be-
tween the two sets of implants (Fig. 4B).

Production of NO, assayed as nitrite content of the implants, slowly
increased in the WT mice to a plateau maintained from 7 to 14 days.
In the KO implants, there was a marked early peak of NO from 1 to
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Fig. 1. Photomicrograph of the vascular pattern of trans-illuminated sponge implants (day 14). A, WT implant. The tortuous, newly formed, blood vessels are clearly defined and have
invaded the matrix of the sponge. In B, the KO implant shows no well-formed new vessels, only patches of diffuse bleeding. Bar 100 pm; magnification 20x.

4 days with an equally clear fall at 7 days. At the end of the experiment,
levels of nitrite in the KO implants were still lower than those in the WT
implants (Fig. 4C).

Levels of the pro-inflammatory cytokine TNF-o peaked early at day
1 and remained high for the 14 days in the WT implants (Fig. 5A). In
the KO implants, TNF-a increased more slowly, but reached a peak
value about 50% higher than in the WT implants, by 7 days with a sub-
sequent fall at 14 days. The time course of CCL2 in the implants (Fig. 5B)

was remarkably similar in WT and KO mice with an early peak at 4 days
and another at 14 days. However, at both peaks, there was more CCL2 in
the KO implants.

Fibrogenesis and foreign body giant cells in implants

We measured TGF-31 levels in the implants because this cytokine is
a major mediator of healing in inflammation and an early stimulus for

A B
- 40 — 1707 - WT
£ -g 1601 -+ KO
S 30 50~
: £, -
1404
8 2 §
.a ‘g 13" xk
-é; 10 < 1209
= E 110-
a o m 113 L] Ll Ll L]
01 4 7 14
Days post implantation Days postimplantaton

C oty [B focton B oot [0 s [ETRNER] D ontie [ oo BT o ({5 o [ TR LR

s 23y ;o om oS o om

Fig. 2. Blood flow in WT and KO implants. A, Blood flow as determined by washout of sodium fluorescein. The washout (diffusion) of intradermally injected dye is shown as the time to
peak fluorescence appearing in peripheral blood, sampled from the tail vein. The broken lines across the graph denote the values in skin before implantation (basal values). In the implant,
the times to peak were long, i.e., little blood flow, on day 1 after implantation but fell steadily over the next 13 days. However, the times to peak fell more sharply in the WT implants,
implying a faster and more complete restoration of blood flow. B, Blood flow as determined by laser Doppler perfusion. In this summary graph, the time courses of changes in blood
flow are similar for the two sets of implants except at 14 days, when the flow in the KO implants was lower than that in the WT implants. Values shown in A and B are the means
(£SEM) from groups of 6-8 animals at each point. *Significant difference between WT and KO, P < 0.05; **Significant difference between WT and KO, P < 0.01. C, Blood flow in WT
implants. A typical image from the laser Doppler perfusion technique is shown. The blue bands are the low flow area in undisturbed skin and the gray torus is the shield to separate
the implant which is imaged by the circular area, central to the torus. The red colors indicate high blood flows within the implant with other high flow signals outside the torus.
D, Blood flow in KO implant. This typical image from the laser Doppler perfusion technique, in KO mice, shows less red signal in the central circular area (implant) and in the area outside
the torus.
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Fig. 3. Time course of angiogenesis in WT and KO implants. A, Hemoglobin (Hb) content.
There was clearly less Hb in the implants from KO mice, at 14 days. B, VEGF levels in
implants. The difference is clearly shown at day 14 but here VEGF is higher in the KO
implants. Values shown are the means (4 SEM) from groups of 6-8 animals at each
point. *Significant difference between WT and KO, P < 0.05.

fibrogenesis. In the WT implants, the time course of TGF-31 was similar
to that of TNF-«x, with an early (day 1) increase to a plateau maintained
for the 14 days of the experiment. For the KO implants, TGF-31 content
was biphasic with an early increase on day 1, followed by a fall at day 4
and another peak at day 7 (Fig. 5C).

Fibrogenesis was measured as collagen deposition, in histologi-
cal sections, using densitometric analysis of implants stained with
Picrosirius Red. As shown in Fig. 6A and B, staining for collagen
(Picrosirius Red) in the absence of polarization total collagen was visu-
alized. In polarized-light microscopy determination of collagen fibers
showed more immature collagen (greenish colour) in KO implants
compared with more mature (yellow/reddish color) collagen in WT
implants (Fig. 6C and D). The summary data (Fig. 6E) show the marked
decrease in collagen in the KO implants, down to about 30% of the WT
values.

Because the macrophage-derived, foreign body giant cells are char-
acteristic of the foreign body reaction generated by the implant, we
evaluated this cell population in histological sections of the implants,
using H&E staining (Fig. 7A-D). The numbers of foreign body giant
cells in the implant sections are summarized in Fig. 7E, which shows sig-
nificantly fewer giant cells in the 14-day implants from the KO mice,
about 25% of the numbers in the WT implants.

Discussion

We have studied the sequential development of angiogenesis,
inflammation and fibrogenesis in the foreign body reaction induced by
subcutaneous implantation of a synthetic matrix in mice lacking the
chemokine receptor CCR2 (CCR2 KO) and the corresponding WT strain.
The foreign body reaction is an inflammatory response and includes
processes such as protein adsorption, monocyte/macrophage adhesion,
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Fig. 4. Time course of inflammation in WT and KO implants. A, Myeloperoxidase (MPO)
activity, as a measure of neutrophil accumulation. The early peak with a rapid fall to
basal levels in the WT implants contrasts with the two peak profile in the implants from
KO mice. B, N-acetylglucosaminidase (NAG) activity as a measure of macrophage accumu-
lation. There were fewer macrophages in KO implants at 4 and 7 days, but by 14 days,
there was no difference between the two sets of implants. C, Nitrite levels, as a measure
of NO production. The more gradual but maintained increase in NO in the WT implants
contrasted with the more variable (peak and trough) profile in implants from the KO
mice. Values shown are the means (4 SEM) from groups of 6-8 animals at each point.
*Significant difference between WT and KO, P < 0.05; **Significant difference between
WT and KO, P < 0.01.

macrophage fusion to form foreign body giant cells and cross-talk be-
tween macrophages/foreign body giant cells and inflammatory/wound
healing (Anderson et al., 2008; Kyriakides et al., 2004).

A crucial reason for choosing this particular KO model was that CCR2
is the only receptor for the chemokine CCL2 (Pease and Williams, 2006)
and there is already a considerable body of data on the phenotype of
CCL2 KO mice in a wide range of inflammatory states (Kitagawa et al.,
2004; Mitchell et al., 2009; Quinones et al., 2005). Another important
aspect of the CCR2/CCL2 axis is that CCR2 is abundantly expressed in
monocytes/macrophages and this leukocyte subset is a critical compo-
nent of the foreign body reaction.

In our experiments, the effects of CCR2 deletion on the host’s
reaction to the implants were most obvious on gross examination at
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Fig. 5. Time course of TNF-c, CCL2 and TGF-31 production in WT and KO implants. A, TNF-
a level of implants was slower to rise in the KO mice although it exceeded the WT values
at 7 days. B, CCL2 levels. Although both sets of implants showed a biphasic profile, the KO
implants had a higher content on 4 and 14 days. C, TGF-31 levels. The early high levels of
this cytokine were sustained in WT implants whereas, in the KO implants, TGF-31 levels
fell markedly at 4 days and again at 14 days. Values shown are the means (4 SEM) from
groups of 6-8 animals at each point. *Significant difference between WT and KO,
P < 0.05; **Significant difference between WT and KO, P < 0.01.

14 days when the clearly defined and well-formed neovasculature in
the implants from the WT mice contrasted sharply with the diffuse
bleeding patches in the KO implants. More detailed analysis revealed a
functional consequence of CCR2 deletion on the normal functions of
the cutaneous vasculature, even before implantation, as the blood
flow, measured by dye diffusion, in WT animals was higher than that
in the KO mice. This effect has not been described earlier and would
imply a considerable level of CCR2-dependent “tone” in the WT skin
blood vessels under normal, physiological conditions.

In the implants, the lack of CCR2 altered the formation and stabiliza-
tion of new blood vessels, implying an important role for this chemo-
kine receptor in angiogenesis. This effect of CCR2 deletion is most
likely to be related to the consequent loss of the effects of CCL2, its
chemokine agonist, which is known to recruit smooth muscle cells
toward endothelial cells and to facilitate maturation of newly formed
microvessels (Arderiu et al., 2011, 2012).

Analysis of another vascular index, Hb content, revealed that, while
in WT implants there was a progressive increase in vascularization dur-
ing the 14-day period of the experiment, in KO implants Hb content

increased from day 1 to day 7 but did not reach the levels of WT im-
plants by day 14. This is in agreement with the functional analysis
that showed a consistent decrease in intra-implant blood flow in KO im-
plants, as measured by dye diffusion and by the laser Doppler perfusion
technique. The lower levels of VEGF in KO implants soon after implanta-
tion (days 1 and 4) were also compatible with the other signs of
decreased angiogenesis in KO implants. Our results match those of
Ochoa et al., 2007, from a different tissue, showing delayed VEGF
production during skeletal muscle regeneration in CCR2 KO mice. It
was interesting to observe divergent VEGF production at day 14 post
implantation. In WT implants, VEGF decreased whereas in KO implants
it was increased. There is evidence that CCR2 signaling is critical for
recruitment of circulating monocytes into skin wounds and, once
in the tissue, the monocytes become highly pro-angiogenic, VEGF-
secreting macrophages (Willenborg et al., 2012). Thus, although our
implant-healing model differs in several important aspects from healing
of cutaneous wounds, the lack of a functional CCR2/CCL2 signaling
system may affect vascularization of the implants similarly.

The investigations of the role of CCR2 in the inflammatory com-
ponent of the foreign body reaction induced by the implants, revealed
that accumulation of neutrophils, as measured by MPO activity was,
overall, higher in KO implants compared with WT implants, with a
5-fold increase in the enzyme activity at the last sampling time
(day 14). In a related model, using CCL2 KO mice, there was a compara-
ble elevation of MPO activity at day 3 in ischemic calf muscle (Shireman,
2007). Although the temporal profile of neutrophil recruitment and ac-
tivity differed between different models, probably due to intrinsic vari-
ability in tissue and injury studied, an increased neutrophil
accumulation in CCL2 KO mice, relative to WT, has been consistently re-
ported (Jinnouchi et al.,, 2003; Kuziel et al., 1997). By contrast, NAG ac-
tivity, as @ measure of macrophage accumulation, was lower during
the middle of the experimental period (4-7 days) in KO implants com-
pared with WT implants, probably reflecting the lack of a major chemo-
tactic receptor in the monocytes. By 14 days, macrophage levels were
equal in KO and WT implants, a finding that could be explained by com-
pensation, through the other chemotactic receptors, other than CCR2,
that are expressed on the macrophage (Charo and Ransohoff, 2006).

An interesting finding was the increase of the ligand CCL2 in KO im-
plants, suggesting that there might be, in WT mice, a negative feedback
between receptor and ligand. Other groups have shown an increase
in the release of CCL2 in CCR2 KO mice in pulmonary granulomas
and thrombosis models (Henke et al., 2006; Warmington et al., 1999),
reinforcing the possibility that lack of the receptor (CCR2) induced an
increase in the release of its ligand (CCL2).

Assays for TGF-31, a major fibrogenic cytokine, showed clearly that,
although this cytokine increased early in the implants from both sets of
animals, the KO mice did not sustain this high level for the full 14 days,
as did the WT mice. This is consistent with our finding greater amounts
of collagen in implants from the WT mice and in accordance with earlier
work in which deletion of CCR2 decreased fibrosis in a number of other
tissues (lung, liver, heart, skin) (Kim et al., 2005; Sakai et al., 2006). In a
close analogue of our model, Kyriakides et al. (2004) used polyvinyl
sponges and Millipore filters implanted subcutaneously in WT and
CCL2 KO mice. Here, the implants from the KO mice had fewer giant
cells but encapsulation (collagen content) and macrophage numbers
were equal to the WT implants.

Overall, our results were as expected in a model with dysfunction of
macrophages. Although the early stages of the foreign body reaction to
the implants were fairly similar in WT and KO mice, these early stages
are dominated by inflammatory events driven particularly by neutro-
phils and pro-inflammatory changes. The macrophages appear later
during the resolution of the inflammation, clearing the neutrophils
and secreting cytokines such as VEGF to induce the formation of new
blood vessels, and TGF-31 to induce fibrogenesis.

Our results obtained in the CCR2 KO mouse are compatible with
those from CCL2 KO mice but do not mirror them exactly. An exact
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Fig. 6. Fibrogenesis in WT and KO implants. Representative histological sections of WT (A) and KO (B) implants (day 14), stained with Picrosirius Red (5 pm) In C (WT) and
(D) representative Picrosirius Red images. Type I collagen (yellowish image) was clearly more prevalent and more intense in WT implants. More immature collagen-Type III (greenish
image) is predominant in KO implants. In E, the densitometric analysis of total collagen in WT and KO implants (day 14). Values shown are the means (4 SEM) from groups of 6-8 animals
at each point. **Significant difference between WT and KO, P < 0.01. Bar 100 um; magnification 20x.

correlation is unlikely because of the well-known pharmacological pro-
miscuity of the chemokines. Although CCL2 is the main agonist at CCR2
receptors, those receptors are activated by several other chemokines
with a wide range of potencies (Pease and Williams, 2006). Thus, dele-
tion of CCR2 would block not only the actions of CCL2 but also those
of CCL7, CCL8, CCL13 and CCL16 but, because the non-CCL2 agonists
activate other chemokine receptors, the block of these other agonists
is less complete than that of CCL2. In addition to this complication,
monocytes/macrophages express other chemotactic receptors that
may provide a mechanistic “bypass” of the block created by CCR2 dele-
tion. Such pharmacological redundancy may have physiological signifi-
cance in terms of ensuring some level of chemotactic effects for all
leukocytes available, under a wide range of conditions, but it does add
considerably to the difficulty of interpreting unambiguously data
collected from KO models in this signaling system.

Conclusions

Our experiments have shown that, in CCR2 KO mice, there were clear
functional differences in the skin vasculature before implantation and,
after the stimulus of an implant, equally clear difference in the newly
formed vascular bed and also in the foreign body response. This indicates
an important role of the chemokine receptor CCR2 in the vascularization
of the subdermal tissue in normal conditions and in mediating key
components of the chronic inflammatory processes responsible for this
clinically important host response, the foreign body reaction.
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