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Resumo 

 

Inflamação e angiogênese são componentes essenciais do crescimento do tecido 

fibrovascular, um evento biológico relacionado a condições fisiológicas (cicatrização 

de feridas) e patológicas (desenvolvimento de tumor, inflamação crônica). A 

influência do background genético sobre esses componentes foi investigada em 

camundongos de linhagens frequentemente utilizadas: Swiss, C57BL/6J e BALB/c. 

Avaliou-se a cinética do recrutamento/ativação de células inflamatórias, 

neovascularização, deposição de matriz extracelular e produção de citocinas em 

esponjas de poliéster-poliuretano implantadas subcutaneamente em camundongos 

machos dessas três linhagens. O recrutamento/ativação de neutrófilos avaliada pela 

atividade da mieloperoxidase (MPO) foi 2 e 3 vezes maior em implantes de 24 horas 

de camundongos BALB/c comparados com implantes de camundongos Swiss e 

C57BL/6J, respectivamente. O número de macrófagos avaliado através da atividade 

de NAG (N-acetil-β-D-glucosaminidase) foi maior nos implantes em animais Swiss. 

Os níveis da proteína quimiotática de monócitos 1 (CCL-2) apresentou pico no 

décimo dia pós-implantação, nos implantes retirados das três linhagens de 

camundongo, sendo o maior nível de produção dessa proteína observada nos 

implantes de camundongos C57BL/6J. A angiogênese foi avaliada através dos 

níveis de hemoglobina (Hb), do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e 

do número de vasos; os quais diferiram entre as três linhagens de camundongos. Os 

implantes nos camundongos Swiss apresentaram maior conteúdo de hemoglobina, 

mas menores níveis de VEGF. Em contraste, implantes nos camundongos BALB/c 

apresentaram maiores níveis de VEGF, porém menor nível de Hb. A deposição de 
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colágeno e os níveis do fator de crescimento transformante β1 (TGF-β1) também 

variaram entre as linhagens. Implantes nos animais Swiss e BALB/c apresentaram 

progressivo aumento de TGF-β1 do dia 4 ao 14, enquanto implantes nos 

camundongos C57BL/6J apresentam pico no dia 10 e redução no dia 14. Esses 

achados enfatizam a influência do background genético no padrão temporal e na 

intensidade da inflamação e angiogênese os quais podem ter conseqüências 

funcionais nas condições fisiológicas e patológicas onde esses processos co-

existem.  

 

 

Palavras-chaves: citocinas, implante de esponja, linhagens de camundongos, 

C57BL/6J, BALB/c, Swiss. 
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Abstract 

 

Inflammation and angiogenesis are key components of fibrovascular tissue growth, a 

biological event underlying both physiological (wound healing) and pathological 

conditions (tumor development, chronic inflammation). We investigated these 

components in three frequently used mouse strains (Swiss, BALB/c and C57BL/6J) 

to verify the influence of genetic background on the kinetics of inflammatory cell 

recruitment/activation, neovascularization, extracellular matrix deposition, and 

cytokine production in polyetherpolyurethane sponge implanted subcutaneously in 

male mice of these strains. The kinetics of neutrophil recruitment/activation as 

assessed by myeloperoxidase (MPO) activity was 2 and 3-fold higher in BALB/c 

implants at day 1 compared with Swiss and C57BL/6J implants, respectively. 

Macrophage accumulation/activation as NAG (N-acetyl-β-D-glucosaminidase) activity 

was higher in Swiss implants. The levels the monocyte chemoattractant protein 1 

(CCL-2) peaked at day 10 in the three types of implants but was produced more by 

C57BL/6J mice. Angiogenesis (hemoglobin, vascular endothelial growth factor 

(VEGF), and number of vessels differed among the strains. Swiss implants had the 

highest hemoglobin content but the lowest VEGF levels. In contrast, BALB/c implants 

had higher VEGF levels but lower hemoglobin. Collagen deposition and transforming 

growth factor-β1 (TGFβ-1) levels also varied among the groups. Swiss and BALB/c 

implants had progressive increase in TGF-β1 from 4 to 14 days, while C57BL/6J 

implants achieved the peak at day 10 and fell at day 14. These findings emphasize 

the major contribution of genetic background in the temporal pattern and intensity of 
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inflammatory angiogenesis components that may have functional consequences in 

physiological and pathological conditions where these processes co-exist. 

 

 

Keywords: cytokines, sponge implant, C57BL/6J, BALB/c, Swiss mouse strain 
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1.1 Background genético 

 

Background genético é a coleção de todos os genes presentes em um 

organismo que influencia uma ou mais características. Esses genes podem ser parte 

de uma mesma via bioquímica ou de sinalização ou de vias opostas ou podem ainda 

aparecer sem relação com o gene estudado. O background genético não é uma 

entidade fixa, podendo alterar-se com a idade ou com alterações do ambiente físico 

(SIGMUND, 2000; LEITER et al., 2004; ANDRIKOPOULOS et al., 2005; JOHNSON 

et al., 2006; DOETSCHMAN, 2009).   

Para avaliar o impacto de alterações na atividade gênica, genes candidatos 

têm sido deletados ou superexpressos gerando modelos de animais geneticamente 

modificados (SIGMUND 2000; ANDRIKOPOULOS et al., 2005; BERTOK, et al., 

2011; JEANSSON et al., 2011; MARRAZO et al., 2011; PAWLOWSKA, et al., 

2011). 

A utilização de linhagens de camundongos, transgênicos e nocautes, é uma 

importante ferramenta para testes e verificações de hipóteses, incluindo 

mecanismos que envolvem a cicatrização de feridas. Esses animais são 

frequentemente uma mistura genética e por isso apresentam dificuldades para 

aqueles que tentam usar controles mais apropriados em seus estudos (CHAN, 1999; 

HARTNER et al., 2003; PAL-GHOSH et al., 2008; THIESSE, et al., 2010; QIAO et 

al., 2011). Ao gerar um camundongo transgênico ou nocaute, a escolha da 

predisposição genética pode ter um efeito significativo no fenótipo. Isso implica que 

a seleção da linhagem do animal pode ser de vital importância para os resultados do 

estudo (BORNE et al., 2009; THIESSE et al., 2010; WANG et al., 2010). As 
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diferenças fenotípicas entre as linhagens de camundongos podem ser identificadas, 

mas a comparação entre dados obtidos é extremamente difícil (HARTNER et al., 

2003; MASSET & BERK, 2005).  

 

1.2 Classificação genética dos animais de laboratório 

 

Com o avançar da Ciência de Animais de Laboratório vários estudos genéticos 

que resultaram da necessidade do conhecimento e aprimoramento do padrão 

genético das espécies trouxeram aos dias atuais uma diversidade de linhagens 

geneticamente definidas, que muito tem contribuído com as pesquisas biológicas 

(BISHOP, 1999).  

Atualmente, a classificação genética das espécies se baseia e está de acordo 

com os programas de acasalamento utilizados. Estes definem a forma de 

transmissão dos caracteres genéticos. A partir desses entendimentos tem-se dois 

grandes sistemas: inbred (ou isogênicos) e outbred (ou heterogênicos) 

(www.uff.br/animaislab/ap6.doc). 

Animais isogênicos são obtidos a partir de cruzamentos entre irmãos da 

mesma geração, por pelo menos, vinte gerações consecutivas em pares 

monogâmicos permanentes. Isto assegura um alto grau de consaguinidade, cerca 

de 98,6%, fixando algumas características e perdendo outras. Em geral, são animais 

de menor porte, menos férteis e com menor número de filhotes por ninhada quando 

comparados aos animais heterogênicos. Nesse grupo, encontram-se as linhagens 

BALB/c e C57/BL6 (www.uff.br/animaislab/ap6.doc). 
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Os camundongos C57/BL6 constituem a linhagem mais usada entre os animais 

isogênicos. Esta linhagem é caracterizada por uma alta susceptibilidade à obesidade 

induzida por dieta, com moderada hiperglicemia e hiperinsulinemia (SURWIT et al., 

1991). Diferenças genéticas na resposta metabólica da gordura têm sido sugeridas 

como mais importantes para o desenvolvimento da obesidade e diabetes do que a 

ingestão calórica (SURWIT et al., 1995). Além disso, esses animais são altamente 

susceptíveis ao desenvolvimento de arteriosclerose, apresentando altos níveis de 

colesterol quando oferecida dieta rica em gordura (OOSTERLINCK et al., 2011).   

Já os animais do tipo BALB/c são usados em vários tipos de estudos.  Eles 

desenvolvem altos níveis de colesterol plasmáticos e altas pressões sanguíneas 

sistólicas, mas são resistentes à arteriosclerose induzida por dieta. Embora 

apresentem uma baixa freqüência cardíaca média, eles mostram altas taxas de 

adaptação cardíaca (OOSTERLINCK et al., 2011).  

Por outro lado, os animais heterogênicos são animais de constituição genética 

variada, por serem obtidos através de cruzamentos aleatórios, evitando que animais 

em acasalamento sejam parentes próximos. Com isso, busca-se manter um 

baixíssimo grau de consangüinidade, cerca de 1%. Esses animais são mais 

robustos, com maior fertilidade, com maior número de filhotes por ninhada e menos 

susceptíveis às variações do meio. A linhagem de camundongo Swiss se encontra 

nessa categoria (www.uff.br/animaislab/ap6.doc). 

Os camundongos Swiss são animais albinos, usados amplamente em todos os 

tipos de pesquisas biomédicas, especialmente pesquisas relacionadas ao câncer, 

estudos de toxicidade e doenças infecciosas (ABBOTT et al.; NYSKA et al., 1991; 

1991; OOSTERLINCK et al., 2011).  
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1.3 Heterogeneidade fenotípica entre as linhagens 

 

Embora todas as linhagens de camundongos possuam a mesma coleção de 

genes, seqüências diferentes e interações entre os alelos influenciam fenótipos 

específicos. Um grande número de trabalhos relata que a mesma alteração gênica 

produz fenótipos diferentes quando presentes em linhagens distintas de 

camundongos (SIGMUND 2000; LEITER et al., 2004; ANDRIKOPOULOS et al., 

2005; JOHNSON et al., 2006; DOETSCHMAN, 2009). 

Estudos anteriores têm demonstrado que fenótipos causados por 

modificações genéticas seletivas são influenciados por genes não associados ao 

locus alvo. Por exemplo, a deleção do gene p53 aumenta a freqüência de formação 

de tumores em camundongos nocautes comparada aos animais selvagens. Mas, os 

tipos de tumores, o número dos mesmos e a idade em que eles são formados 

variaram em diferentes backgrounds genéticos (HARVEY et al., 1993; 

DONEHOWER et al., 1995; VAN MEYEL et al., 1998).  

Outras diferenças fenotípicas influenciadas pelo background genético já 

foram descritas. MANIGRASSO & O’CONNOR (2008), mostraram que comparando-

se as três linhagens isogênicas C57BL/6J, DBA/2 e C3H4, os animais do tipo  

C57BL/6J apresentaram uma regeneração óssea mais acelerada. Por outro lado, 

ANDRIKOPOULOS et al. (2005) comparando também três linhagens isogênicas, 

C57BL/6J, DBA/2 e 129T2; observou que animais do tipo 129T2 obtiveram maiores 

níveis de glicose e insulina em jejum, além de maior glicose plasmática e menor 

secreção de insulina comparada às outras duas linhagens, independente da dieta 

oferecida.  
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Com relação à cicatrização, MASINDE et al. (2005) relataram que animais 

MRL/MPJ e MRL/Ipr apresentam uma boa cicatrização, enquanto o C57BL/6J e 

SJL/J possuem uma cicatrização lenta e que cruzamentos entre eles podem 

melhorar ou amenizar essas características. Além disso, UENO et al. (2005) 

mostraram que camundongos C57BL/6J apresentaram uma pior cicatrização da 

córnea quando comparados a animais do tipo MRL, com reepitelização mais lenta, 

maior infiltrado de células inflamatórias e maior fibrose. Contudo, PAL-GOSH et al. 

(2008) observaram que os animais do tipo C57BL/6J possuem uma cicatrização da 

córnea mais rápida quando comparados à linhagem BALB/c. E por fim, BORNE et 

al. (2009) mostraram que o infarto ocorre com maior freqüência em animais do tipo 

129S6, seguida de C57BL/6J, FVB/N, Swiss e BALB/c.  

Outros fenótipos observados influenciados pelo background genético 

incluem tolerância ao etanol (LINSENBARDT et al., 2009), sepse (ZHANG et al., 

2010), susceptibilidade à glomerulonefrite autoimune (REYNOLS et al., 2006), 

resposta ao treinamento físico (MASSET & BERK, 2005), entre outros. 

Porém, não foram encontrados relatos sobre a influência do background 

genéticos em resposta a estímulos que induzem a angiogênese inflamatória. 

Estímulos estes que co-existem em várias condições fisiológicas (cicatrização de 

feridas, reparos teciduais) e patológicas (artrite reumatóide, tumores). Assim, 

mostrou-se necessário um estudo que explicitasse de que forma o background 

genético pode influenciar nesse tipo de resposta. Neste contexto de 

heterogeneidade genética, SIGMUND, em 2000, ressalta a importância da 

publicação de resultados obtidos com relação às diferenças fenotípicas entre as 



7 

 

linhagens de camundongos, a fim de sugerir diretrizes na escolha dos animais a 

serem utilizados nos estudos. 

 

1.4 Reparo tecidual 

 

O reparo tecidual é um processo biológico complexo, compreendido de uma série 

de eventos seqüenciais que resultam no restabelecimento da integridade e função 

do tecido. O papel do sistema imune neste processo é reconhecer e combater 

antígenos no local da lesão, participar do debridamento da área lesada e contribuir 

para a restauração do tecido. O reparo é composto por quatro etapas que se 

sobrepõem temporal e espacialmente (CLARK, 1996; TSIROGIANNI et al., 2006).  

 

1.4.1 Fase de hemostasia e inflamação 

 

A fase inflamatória das lesões desempenha um papel central na cicatrização de 

feridas. Condições de estresse fisiológico ou patológico exigem adaptações das 

células e do microambiente. A inflamação é a primeira e a mais importante reação 

ao dano de células e tecidos (ALBINI et al., 2005; BALKWILL et al., 2005).  

Com base na informação visual, os antigos caracterizam a inflamação por cinco 

sinais cardinais: rubor, edema, calor, dor e perda de função. A sensação de calor é 

causada pelo aumento da circulação de sangue através dos vasos dilatados, 

também resultando no rubor. O inchaço é resultado do aumento da passagem de 

fluidos dos vasos sanguíneos dilatados para os tecidos circulantes e a infiltração de 

células na região danificada. A dor é devido a efeitos diretos de mediadores, 
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causada pelo dano inicial ou resultante da resposta inflamatória em si e do 

alongamento das fibras sensoriais devido ao edema. A perda de função refere-se à 

simples perda de mobilidade em uma articulação, devido ao edema e a dor ou 

substituição de células funcionais por tecido de cicatrização (PUNCHARD et al., 

2004).  

Mais recentemente, a inflamação foi descrita como a sucessão de mudanças 

que ocorrem em um tecido vivo quando este está lesionado, desde que a lesão seja 

incapaz de destruir sua estrutura e vitalidade (PUNCHARD et al., 2004; HAHN & 

KIM, 2010). 

Nesse contexto de inflamação, os neutrófilos são os primeiros tipos celulares 

que entram na área lesada predominando até o terceiro dia, com o pico em 48 horas 

pós-lesão. Essas células limpam a área lesada (fagocitose), impedindo a invasão e a 

proliferação de microorganismos (DIEGELMANN & EVANS, 2004; NUNES et al., 

2011). Eles são atraídos por numerosas citocinas inflamatórias como as produzidas 

por plaquetas ativadas, células endoteliais e produtos de degradação de agentes 

patogênicos. As citocinas liberadas por essas células durante o processo de 

apoptose são importantes componentes no recrutamento de monócitos. Os 

monócitos circulantes penetram então na ferida e se transformam em macrófagos. 

Essas células são conhecidas por secretar fatores de crescimento e mediadores 

inflamatórios essenciais que coordenam processos importantes, como deposição de 

colágeno, contração da ferida e angiogênese (THURAISINGAM et al., 2010; 

WRIGHT et al., 2010; MURPHY et al., 2011). Entre esses fatores podemos destacar 

o óxido nítrico (NO) e citocinas pró-inflamatórias tais como fator de necrose tumoral 

(TNF-α), IL-1β, IL-6 ou IL-12 e a superexpressão do complexo principal de 
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histocompatibilidade (MHC). Essas substâncias também possuem características 

antibiotícas e antitumorais (RODERO & KHOSROTEHRANI, 2010).  

 

1.4.2 Fase proliferativa e angiogênese 

 

A fase proliferativa é caracterizada por angiogênese, deposição de colágeno, 

formação de tecido de granulação, contração da ferida em roedores e em humanos 

(NAYAK et al., 2009). Nessa fase, os fibroblastos migram sobre a estrutura de fibrina 

substituindo-a por uma rede de colágeno, através da excreção de colágeno e 

fibronectina, restaurando assim a matriz extracelular (MEC) na ferida. O colágeno é 

o principal componente que fortalece e suporta o tecido extracelular (NAYAK et al., 

2009; MURPHY et al., 2011).  

Na etapa de contração da ferida em camundongos, os fibroblastos se 

diferenciam em miofibroblastos. Essas células contráteis ajudam a preencher as 

lacunas entre as bordas da ferida. No mesmo momento, fatores de crescimento 

produzidos pelo tecido de granulação irão favorecer a proliferação e diferenciação 

de células epiteliais que irão restaurar a integridade da barreira epitelial, através da 

remodelação das redes de colágeno (NAYAK et al., 2009, RODERO & 

KHOSROTEHRANI, 2010; MURPHY et al., 2011).    

 

1.4.2.1 Angiogênese 

 

A angiogênese é definida como a formação de novos vasos a partir de vasos 

pré-existentes. Esse processo é de vital importância para a homeostase e 
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remodelamento tecidual. É um processo complexo, controlado por inúmeros fatores 

de regulação positiva e negativa. Na maioria dos tecidos, a vasculatura é 

primariamente quiescente, com taxas muito baixas de replicação (CARMELIER, 

2005). Contudo, vasos pré-existentes podem dar origem a novos vasos sob a 

influência de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas liberados por infiltrado 

celulares presentes, como por exemplo, no processo inflamatório, na injúria 

vascular, na hipóxia e no estresse oxidativo (CHAO & HIRSCHI, 2010; 

RICHARDSON & YODER, 2011).  

O processo de formação de novos vasos sanguíneos inicia-se com a ativação 

das células endoteliais as quais se separam de suas células vizinhas, devido à 

ruptura de junções de caderinas do endotélio vascular, resultando no aumento da 

permeabilidade vascular. A membrana basal é degradada por enzimas proteolíticas 

tais como metaloproteinases de matriz (MMPs), liberando fatores angiogênicos que, 

por sua vez, estimulam a proliferação e migração de células endoteliais. Formação 

do tubo capilar, deposição de uma nova membrana basal e anastomose levam ao 

fluxo sanguíneo (Figura 1). Fatores produzidos por células endoteliais tais como 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), atraem células de suporte como 

os pericitos, enquanto o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e 

angiopoietinas (Ang) garantem a estabilidade do vaso (BONNET & WALSH, 2005; 

ARROYO & IRUELA-ARISPEM, 2010). A angiogênese permite o suprimento de 

oxigênio, nutrientes e células inflamatórias necessárias para o processo de 

cicatrização que ocorre dentro do tecido (ANDRADE et al., 1997 & BRASSHAW et 

al., 2001 & RODERO & KHOSROTEHRANI, 2010).   
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Figura 1- Etapas da angiogênese inflamatória. (1) Vasculatura quiescente. (2) Inflamação induzida por fontes 

locais ou sistêmicas ativam um processo angiogênico por aumento da permeabilidade vascular e por 

desestabilização de junções de células endoteliais. (3) Proteólise da matriz extracelular por células endoteliais 

em processo de “brotamento” induzidas por estímulo inflamatório. (4) Formação dos vasos estimulados por 

células e mediadores inflamatórios. (4.1) Persistência dos vasos e inflamação crônica. (4.2) Regressão vascular 

e tecido de reparo (Copiado de ARROYO & IRUELA-ARISPEM, 2010).  

 

1.4.3 Fase de remodelamento 

 

A última etapa do processo de cicatrização consiste na involução gradual do 

tecido de granulação e regeneração. Este passo está associado com a apoptose de 

miofibroblastos, células endoteliais e macrófagos (RODERO & KHOSROTEHRANI, 

2010; WRIGHT et al., 2010).  

Durante a fase de remodelamento, ocorre a reparação final da matriz 

extracelular, a fim de melhorar a resistência mecânica do tecido (GERIS et al., 
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2010). Essa fase é a mais longa, podendo durar semanas ou até meses para ser 

concluída. Fibroblastos na ferida continuam remodelando colágeno e os vasos 

sanguíneos regridem deixando uma cicatriz avascular. O tecido resultante é 

caracterizado pelo aumento da densidade do colágeno, maiores níveis de 

alinhamento das fibras e proporções diferentes de colágeno I e III dos observados 

em tecidos normais (CUMMING et al., 2010). 

 

1.5.1 Indutores de angiogênese 

 

O crescimento de vasos é uma complexa cascata de eventos biológicos, que 

requer a interação dinâmica, temporal e espacial entre células endoteliais, fatores de 

crescimento e uma rede complexa de componentes da matriz extracelular (EMING & 

HUBBELL, 2011; ZHANG et al., 2011). Nesse grande grupo, os fatores de 

crescimento de fibroblastos 1 e 2 (FGF-1 e FGF-2) são descritos como fatores 

essenciais para a angiogênese (EMING & HUBBELL, 2011). Mediadores 

inflamatórios também podem estimular a angiogênese direta ou indiretamente. 

Células inflamatórias que produzem esses fatores incluem macrófagos e mastócitos. 

Existem vários mecanismos pelo qual os macrófagos podem induzir a angiogênese. 

Essas células podem secretar fatores que estimulam também outras células, como 

células endoteliais e fibroblastos, para produzirem fatores angiogênicos como o 

VEGF.  

Os fatores angiogênicos ativam complexas cascatas de sinalizações de células 

endoteliais (NAYAK et al., 2009; MURPHY et al., 2011). O VEGF é um dos fatores 

mais críticos e específicos que induz várias funções endoteliais ligadas à 
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angiogênese, incluindo migração e proliferação das células endoteliais, responsáveis 

pela cicatrização do tecido (KROLL et al.,  2009; ZHANG et al., 2011). Essas células 

usam a matriz extracelular para formação de novos vasos (NAYAK et al., 2009; 

MURPHY et al., 2011).  

Embora ainda não esteja bem definido, neutrófilos e linfócitos também tem sido 

relacionados à indução primária da angiogênese uma vez que ambos os tipos 

celulares produzem o fator de crescimento fibroblástico básico (bFGF) e VEGF 

(BONNET & WALSH, 2005).  

Assim como as células inflamatórias, condições inflamatórias também 

estimulam a angiogênese. Hipóxia tecidual frequentemente ocorre no tecido 

inflamado e é um estimulador potencial da angiogênese. A expressão de VEGF é 

aumentada durante a hipóxia e acredita-se que essa estimulação da angiogênese 

seja uma tentativa de restaurar o baixo conteúdo de oxigênio no tecido (BONNET & 

WALSH, 2005).  

 

1.6 Modelos experimentais para o estudo de inflamação e angiogênese  

 

Na literatura, encontram-se vários modelos experimentais in vivo desenvolvidos 

para o estudo da inflamação, como por exemplo: ensaio bidimensional mesentérico 

(BENEST & BATES, 2009), administração de radioisótopos inertes na corrente 

sanguínea e mensuração do tempo de captação destes pelos tecidos (TOZER et al, 

2009), avaliação da migração de células endoteliais em matrigel (MALINDA, 2009), 

técnica de câmara de pregas cutâneas dorsais (SCKELL & LEUNIG, 2009), modelo 

da bolsa da córnea (ZICHE & MORBIDELLI, 2009), modelo de fibras ocas 
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(SHNYDER, 2009), modelo de janela óssea craniana (SCKELL & KLENKE, 20092)  e 

modelo de implantação de esponja  (ANDRADE & FERREIRA, 2009). 

  

1.6.1 Modelo de implantação de esponja 

 

No modelo de implantação de esponja, a resposta do hospedeiro a uma matriz 

sintética é análoga à cicatrização. As matrizes esponjosas, inicialmente acelulares e 

não vascularizadas, são implantadas no tecido subcutâneo do animal. Inicia-se, 

então, um processo complexo, primariamente gerido por células inflamatórias que 

acumulam dentro do compartimento da esponja e posteriormente por angiogênese e 

deposição de matriz extracelular no local da injúria. Assim sendo, este modelo 

proporciona um ambiente inflamado, em fase aguda ou crônica, dependendo do 

tempo em que o implante de esponja permanece no espaço subcutâneo do animal. 

Cada um dos vários componentes do tecido fibrovascular proliferativo (angiogênese, 

recrutamento e ativação de células inflamatórias e deposição de matriz extracelular) 

pode ser determinado após o extirpe e processamento do implante. O modelo de 

inflamação aguda é particularmente útil, permitindo a coleção e análise das fases 

fluidas e celulares do exsudato formado dentro da esponja. O modelo também foi 

modificado para o estudo de respostas inflamatórias mais crônicas e avaliação do 

tecido de granulação (ANDRADE et al., 1997; BRADSHAW, et al., 2001;  BELO et 

al., 2005;  CAMPOS et al., 2006).  

Além disso, o modelo de implante de esponja é empregado para caracterizar 

a sequência de alterações histológicas na formação do tecido de granulação e para 

monitorar a cinética de proliferação celular. A medida da acumulação de neutrófilos 
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e macrófagos recrutados no compartimento da esponja tem sido possível através da 

determinação das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-ß-D-glicosaminidase 

(NAG) (ANDRADE & FERREIRA, 2009).  

Dessa forma, esse modelo apresenta-se adequado para avaliação da 

influência do background genético na angiogênese inflamatória, uma vez que 

permite a determinação do crescimento do tecido fibrovascular.   
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2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a influência do background genético na angiogênese inflamatória 

induzida por implantes de esponjas em camundongos hereto- e isogênicos.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1- Caracterizar a cinética da inflamação, da angiogênese e da fibrogênese em 

implantes subcutâneos nestes animais utilizando-se parâmetros bioquímicos, 

morfológicos e funcionais em camundongos das linhagens Swiss, BALB/c e 

C57BL/6J.  

2- Determinar os níveis intraimplante de marcadores inflamatórios (MPO, NAG, 

TNF-α), angiogênicos (hemoglobina, VEGF, difusão de fluoresceína) e 

fibrogênicos (colágeno, TGF-β) nas três linhagens.  

3- Avaliar e comparar características histológicas dos implantes nas três 

linhagens utilizando-se técnicas histoquímicas, para a determinação da 

celularidade, presença e diâmetro de vasos sanguíneos e infiltração de 

células inflamatórias. 

4- Caracterizar o fluxo sanguíneo das três linhagens em um tecido pré-existente 

adjacente ao implante (pele do dorso).  
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3.1 Animais utilizados 

 

Foram utilizados animais machos das linhagens Swiss, BALB/c e C57BL/6J, 

com idade de 6 a 8 semanas, pesando aproximadamente 30 gramas, provenientes 

do Centro Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais. Durante 

todo o procedimento experimental in vivo, os animais foram mantidos com livre 

acesso à água e ração.  

 

3.2 Técnica de implantação 

 

3.2.1 Confecção e preparo dos discos de esponja 

 

Inicialmente, foram confeccionados discos de esponjas de poliéster-poliuretano 

(Vitafoam Ltd., Manchester, UK) com 0,8 cm de diâmetro e 5 mm de espessura 

utilizando um punch cirúrgico. Em seguida, estes foram conservados em solução de 

etanol 70% v/v durante 24 horas antes à implantação.  

Antecedendo o início do implante, os discos de esponjas foram lavados e 

fervidos em água destilada por aproximadamente 30 minutos.  

 

3.2.2 Implantação em camundongos 

 

Para o procedimento cirúrgico, os animais foram anestesiados com 

Ketamina/Xilasina (Syntec; 1mg/Kg de peso corporal) e submetidos à tricotomia e 

assepsia da região dorsal com etanol 70%. Em seguida, realizou-se uma incisão de 
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aproximadamente 1 cm na pele e, após delicada divulsão do tecido subcutâneo, o 

disco de esponja foi introduzido a aproximadamente 1 cm da incisão, próximo à 

região cervical. Finalmente, suturou-se a incisão com fio de sutura agulhado, 5-0 

(Procare). Após a cirurgia, os animais foram mantidos em observação para 

avaliação de possível desconforto ou sofrimento e após a recuperação foram 

colocados em gaiolas individuais com livre acesso à água e a ração (ANDRADE & 

FAN & LEWIS, 1987).                       

 

3.2.3 Remoção dos implantes 

 

Em intervalos de tempo pré-determinados (1, 4, 10 e 14 dias) pós-implantação 

administrou-se uma “overdose” de anestésico para sacrifício e retirada dos 

implantes. Estes foram removidos, pesados e processados para estudos 

bioquímicos, histológicos e funcionais.  

 

3.3 Dosagem de hemoglobina 

 

A dosagem do conteúdo de hemoglobina intraimplante quantifica indiretamente 

a neovascularização presente nos tecidos e tem sido utilizada como índice de 

vascularização em modelos de angiogênese. Esta técnica utiliza o método do 

reagente de Drabkin (DRABKIN & AUSTIN, 1932, FERREIRA et al., 2004; MENDES 

et al., 2009).  

Os discos de esponja foram cuidadosamente extraídos dos animais, pesados, 

homogeneizados utilizando um homogeneizador para tecidos (Tekmar TR-10, Ohio, 
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EUA) em 2,0 mL de um reagente de Drabkin (Labtest, São Paulo, Brazil) e 

centrifugados a 10000 rpm por 40 minutos a 4° C. Em seguida, os sobrenadantes 

foram filtrados em membranas de 0,22μm (Millípore) e colocados em placas com 96 

poços. A leitura foi realizada por espectrofotometria a 540 nm e a concentração de 

hemoglobina determinada por comparação a uma curva padrão de hemoglobina. Os 

resultados obtidos foram expressos em concentração de hemoglobina 

(microgramas-μg) por miligrama-mg de peso úmido do implante (FERREIRA et al., 

2004; BARCELOS et al., 2005). 

 

3.4 Avaliação da atividade da mieloperoxidase 

 

O acúmulo de neutrófilos é um indicador da resposta inflamatória. Esse tipo de 

célula possui função fagocítica, contribuindo para eliminação de detritos (MCDONAL 

et al., 2010). A mieloperoxidase é uma enzima presente em grânulos azurofílicos de 

neutrófilos sendo portanto utilizada para indicar o recrutamento desse tipo celular 

(CAMPOS, et al., 2008; XAVIER et al., 2010; ARAUJO et al., 2011; MOURA, et al., 

2011).   

Após a dosagem de hemoglobina, o sobrenadante foi desprezado e o disco de 

esponja dividido em duas partes semelhantes. As partes foram pesadas e utilizadas 

para dosagem da mieloperoxidase e N- acetil-ß-D-glicosaminidase.  

Inicialmente, o sedimento destinado à dosagem de mieloperoxidase foi 

homogeneizado e ressuspendido em 2,0 mL de tampão fosfato de sódio 80mM (pH 

5,4) e centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos a 4º C. Foram retirados então 

200 μL do sobrenadante e adicionados 200 μL de tampão de fosfato de sódio 0,05 M 



22 

 

(pH 5,4) contendo 0,5% de hexa-1,6-bisdecyltrimethylammonium bromide (HTAB). A 

atividade da enzima MPO no sobrenadante foi mensurada através da variação da 

absorbância (densidade óptica; DO) a 450nm. Às amostras (100 μL) foram 

adicionados 100 μL de 3,3’-5,5’-tetrametilbenzidina 1,6 mM (TMB; Sigma) preparado 

em dimetilsulfóxido (DMSO) concomitantemente com 100 μL de tampão fosfato 

80mM (pH 5,4) contendo peróxido de hidrogênio 0,3 mM (Sigma). A reação foi 

interrompida com a adição de 100 μL de ácido sulfúrico 4M (Maia) e quantificada 

colorimetricamente à 450 nm em leitor de microplaca.  Os resultados são expressos 

em densidade óptica (DO) por miligrama de tecido úmido.  

 

3.5  Avaliação da atividade da N-acetil-ß-D-glicosaminidase  (NAG) 

 

A quantificação de células mononucleares nos implantes de esponjas pode ser 

feita avaliando-se a atividade da enzima N- acetil-ß-D-glicosaminidase, presente em 

altos níveis em lisossomas de macrófagos ativados (BELO et al., 2004).   

A outra parte do sedimento de esponja foi pesada e homegeneizada em uma 

solução de NaCl 0,9% (Synth) contendo 0,1% de Triton X-100 (Promega) e 

centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C.  

Para a realização do ensaio, 100 μL da amostra foram colocadas em duplicada 

a uma placa de 96 poços. Em seguida, foram adicionados 100 μL do substrato p-

nitrofenil-N-acetil-β-D-glicosaminidase (Sigma), diluído em tampão citrato/fosfato (pH 

4,5) em uma concentração final de 2,34 mM. Posteriormente, a placa foi incubada à 

37° C durante 30 minutos. Finalmente, a reação foi interrompida adicionando-se 100 

μL de tampão glicina 0,2 M (pH 10,6). A absorbância foi medida por leitor de 
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microplaca (Thermoplate) em comprimento de onda de 400nm. Os resultados foram 

expressos em nanomol (nmol) por miligrama de tecido úmido.   

 

3.6 Quantificação de citocinas (VEGF, TNF-α, CCL-2, TGF-β1) 

 

Para a determinação destas citocinas nos implantes foram utilizados 100 μL do 

sobrenadante restante da dosagem de hemoglobina.  

Para a realização do ensaio, diluições do sobrenadante foram adicionadas em 

duplicada à placa de ELISA que continham um anticorpo monoclonal específico. Em 

seguida, foi adicionado um anticorpo de detecção. Após realizar a lavagem para 

remover os anticorpos que não se ligaram, uma solução de substrato foi adicionada 

a placa de ELISA (50 μL de uma 1:1 solução de peróxido de hidrogênio e 10 mg/ml 

de OPD (Sigma)). A reação foi interrompida após 20 minutos de incubação com 

50μL de ácido sulfúrico 2N (Maia) e a intensidade da cor foi quantificada a 540 nm 

em leitor de microplaca (Thermoplace). Os resultados são expressos como 

picograma (pg) de citocina por mg de peso úmido. 

 

3.7 Quantificação de colágeno 

 

A quantidade de colágeno solúvel total foi determinada através da colorimetria 

(PHILLIPS et al 2004; CAMPOS et al. 2008; MENDES et al 2009) baseada na 

reação de picrosirius red. As amostras de esponja foram homogeneizadas com 

salina/Triton-X100 (pH 7,8). Em seguida, foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 

minutos a 25°C. Posteriormente, adicionou-se 50μL do reagente picrossirius red a 25 
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μL da amostra. Após incubação de 30 minutos a temperatura ambiente, o complexo 

colágeno-picrossirius red foi novamente centrifugado, a 3000 rpm por 10 minutos a 

25°C. Os sobrenadantes foram descartados e o sedimento lavado com 500 μL de 

etanol (99% puro e livre de methanol, Synth) e o complexo colágeno-corantes é 

reconstituído em 1mL de reagente alcalino NaOH 0,5M (Synth). Após solubilização, 

as amostras foram transferidas para placa de 96 poços e lidas a 540nm em leitor de 

microplacas. A quantificação de colágeno foi determinada através da comparação de 

uma curva padrão utilizando padrão de gelatina (Merck) e os resultados expressos 

em microgramas (μg) de colágeno por miligramas (mg) de implante. 

 

3.8 Avaliação histológica 

 

Os implantes foram fixados em formol tamponado a 10% por no mínimo 48 

horas e processados para inclusão em parafina. As seções de 5 μm obtidas foram 

coradas pelo método da hematoxilina-eosina (HE) para quantificação da área 

fibrovascular e número de vasos e processados para estudos microscópicos. Para a 

análise morfométrica, imagens das seções obtidas de 15 campos (8533 μm2) foram 

capturadas para um objetiva panacromática (40X) em luz microscópica (ampliação 

final =400x). As imagens foram digitalizadas através de uma microcâmera  JVC TK-

1270/JCB e transferidas para um analizador (Kontron Electronics,Carl Zeiss – KS300 

versão 2). A contagem de vasos foi definida como uma estrutura com lúmen. A área 

vascular (μm2) foi calculada por medição do diâmetro de cada vaso em 50 campos 

de cada linhagem dividido pelo número de vasos obtidos pela média ±s.e.m.  
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3.9 Avaliação do fluxo sanguíneo cutâneo em camundongos Swiss, BALB/c e 

C57BL/6J (Técnica de difusão da fluoresceína) 

 

Esse ensaio foi realizado na pele dorsal de camundongos nos quais não foram 

submetidos ao implante de esponja para estabelecer se o background genético pode 

determinar variação nesse fenótipo. Nós utilizamos o método fluorimétrico em que a 

taxa de difusão da fluoresceína sódica aplicada por via intradérmica, indica o fluxo 

sanguíneo local (ANDRADE et al., 1997). Uma solução estéril (10 μl) de fluoresceína 

sódica (Sigma, USA; 1%) foi injetada intradermicamente. Amostras de sangue da 

veia da cauda (15 μl) foram retiradas 1,3,5,7,10,15,20,25 e 30 minutos após a 

injeção do marcador. As amostras de sangue foram adicionadas em 3 ml de solução 

salina isotônica, centrifugadas por 5 minutos à temperatura ambiente e o 

sobrenadante foi mantido para a determinação da fluorescência em 

espectrofotômetro de fluorescência (Varian) em uma excitação/emissão de 485/520. 

Esses resultados são expressos em picos de fluorescência na circulação sistêmica 

(minutos- min).  

 

3.10 Análise estatística 

 

Todos os dados estão expressos em média ±SEM. Comparações foram feitas 

entre os três grupos para cada variável em cada momento avaliado, utilizando-se 

análise de variância (ANOVA) seguida por fator de correção Newman-Keuls para 

comparações múltiplas. Diferenças entre as médias foram consideradas 

significantes quando os valores de p foram menores que 0,05.  
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4.1 Cinética de inflamação induzida por esponja em camundongos Swiss, 

BALB/c e C57BL/6J 

 

A matriz esponjosa foi bem tolerada por todas as três linhagens. Sinais de 

infecção ou rejeição não foram observados no local do implante durante o período 

de 14 dias de experimento in vivo. Os implantes foram facilmente dissecados do 

tecido adjacente (pele e músculo) em todos os intervalos de tempo.   

O acúmulo de leucócitos revelou diferenças no perfil da resposta inflamatória 

entre as linhagens (Figura 2A). A diferença na acumulação de neutrófilos (como 

atividade de MPO) nos implantes apareceu no primeiro dia pós-implantação e 

mostrou que a atividade desta enzima foi quase duas vezes maior em implantes em 

BALB/c (5,480± 0,819) comparada com os implantes em Swiss (3,520± 0,469) e 3 

vezes maior que em implantes em camundongos C57BL/6J (1,527 ± 0,321) (Figura 

1A). Após esse ponto, os níveis de atividade de MPO foram semelhantes entre os 

implantes nas três linhagens.  

A atividade de NAG nos implantes foi similar nos três grupos durante os dias 1, 

4 e 10, mas divergiu depois. No dia 14, os implantes em camundongos Swiss 

apresentaram uma maior resposta inflamatória (10,630± 0,650) comparada com os 

implantes em BALB/c (7,806± 0,733) e C57BL/6J (8,114± 0,722) (Figura 2B). 
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Figura 2- Cinética do influxo de células inflamatórias em implantes de esponjas de camundongos (A) Atividade 

de MPO e (B) atividade da NAG em datas pré-determinadas. Os valores representados são a média (±SEM) de 

grupos de 6-8 animais para cada ponto. *Diferença significativa entre implantes de BALB/c e Swiss (p<0.05); *** 

diferença significativa entre implantes de BALB/c e C57BL/6J (p<0.001); ≠ diferença significativa entre as 

linhagens Swiss e C57BL/6J (p<0.05); ANOVA. 
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Os níveis da citocina pró-inflamatória TNF-α, não mostraram diferenças entre 

os grupos nos tempos avaliados (Figura 3A). Por outro lado, a cinética da produção 

da citocina pró-inflamatória CCL-2, nos implantes nas três linhagens, foi similar e o 

pico foi atingido no dia 10 pós-implantação. No dia 4 pós-implantação, o nível desta 

citocina foi maior nos implantes na linhagem C57BL/6J (4,113± 0,910) em relação 

aos animais BALB/c (3,119± 0,635). No dia 10, os níveis de CCL-2 foram maiores 

nos implantes em animais C57BL/6J (15,340± 3,240) comparados aos do Swiss 

(7,570± 1,670) e, no dia 14, os implantes em animais da linhagem BALB/c (9,011± 

1,330) apresentaram maiores níveis dessa citocina do que os implantes da linhagem 

Swiss (3,750± 0,950). Contudo, os níveis da citocina foram maiores nos implantes 

em camundongos C57BL/6J quando comparados com as outras duas outras 

linhagens (Figura 2B). Além disso, é importante destacar que o pico do CCL-2 foi 

anterior ao pico do NAG, o que é interessante, uma vez que essa citocina é 

quimiotática para macrófagos.  
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Figura 3- Cinética da produção da citocina (A) TNF-α e (B) CCL-2 nos implantes de esponja em camundongos. 

Os valores representados são as médias (±SEM) de grupos de 6-8 animais de cada ponto. *Diferença 

significativa entre implantes de BALB/C e C57BL/6J (p<0.05); ** diferença significativa entre linhagens Swiss e 

C57BL/6J;  ≠ Diferenças significativas entre linhagens Swiss e BALB/C (p<0.05); ANOVA 
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4.2 Cinética da angiogênese induzida por implante em Swiss, BALB/c e 

C57BL/6J 

 

Determinação dos níveis de hemoglobina (Hb) nos implantes fornece uma boa 

validação do índice de neovascularização (PASSANITI et al., 1992; HU et al., 1995; 

MENDES et al., 2009). Houve diferenças entre as linhagens nos dias 10 e 14 pós-

implantação. Em ambos os intervalos de tempo, os implantes em camundongos da 

linhagem Swiss (dia 10: 1,320± ,180, dia 14: 1,573± 0,280) apresentaram maiores 

níveis de hemoglobina quando comparados aos implantes das duas outras 

linhagens (dia 10: BALB/c 0,6180± 0,090 e C57BL/6J 0,878± 0,100; dia 14: BALB/c 

0,895± 0,110 e C57BL/6J 0,817± 0,144). Além disso, o conteúdo de hemoglobina 

dos implantes em camundongos Swiss aumentou progressivamente do dia 4 ao dia 

14, atingindo um pico no décimo dia nos implantes das duas outras linhagens, mas 

não nos valores dos implantes em Swiss (Figura 4A).  

A mais importante citocina pró-angiogênica (VEGF) nos implantes de BALB/c 

apresentou pico no dia 10 (1,442± 0,220), enquanto os maiores níveis nos implantes 

nas outras duas linhagens foram atingidos apenas no dia 14 (Swiss 0,810± 0,050 e 

C57BL/6J 0,797± 0,071). No pico, que ocorreu no décimo dia pós-implantação, os 

níveis de VEGF dobraram nos implantes em BALB/c (1,442± 0,220) em comparação 

aos implantes em Swiss (0,300± 0,051) e C57BL/6J (0,740± 0,140) (Figura 4B).  
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Figura 4 - Cinética do conteúdo de (A) hemoglobina e (B) produção de VEGF nos implantes de esponja em 

camundongos. Os valores representados são a média (±SEM) de grupos de 6-8 animais para cada ponto. 

Gráfico A- ** Diferença significativa entre implantes de Swiss e BALB/c (p<0.01); * entre implantes de Swiss e 

C57BL/6J (p<0.05). *** Diferenças significativas entre implantes de Swiss e BALB/c ou C57BL/6J (p<0.01); 

ANOVA. Gráfico B- ≠≠≠ Diferença significativa entre implantes de BALB/c e Swiss (p<0.001); ** Diferenças 

significativas entre BALB/c e C57BL/6J (p<0.01); & Diferença significativa entre Swiss e C57BL/6J (p<0.05). 

ANOVA 
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A análise morfométrica dos implantes foi realizada no dia 10 pós-implantação. 

Este foi o intervalo de tempo em que maiores diferenças foram observadas entre os 

implantes nas linhagens de camundongos com relação à neovascularização. Os 

resultados obtidos mostram que o número de vasos do implante em Swiss foi 28± 

3/campo, 7± 1/campo em BALB/c e 15± 1/campo em C57BL/6J (Figura 5A). A 

mensuração da área vascular dos implantes do mesmo intervalo de tempo (10 dias 

pós-implantação) confirmou que os implantes em Swiss foram mais vascularizados 

que nos implantes de esponja nas outras duas linhagens (Figura 5B).  
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Figura 5- Parâmetros vasculares nos implantes de camundongos Swiss, BALB/c e C57BL/6J no décimo dia pós-

implantação. Em A, o número de vasos por campo e em B, a área vascular dos implantes. Os valores 

representam as médias (±SEM) de grupos de 4-5 animais.  
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Cortes histológicos representativos do tecido fibrovascular em implantes 

subcutâneos de esponja nas três linhagens de camundongos mostraram um 

estroma ocupando os poros da matriz sintética. Vasos sanguíneos, células 

inflamatórias, fibroblastos fusiformes são vistos em todos os cortes, mas há mais 

vasos sanguíneos nos implantes em Swiss comparado com as outras duas 

linhagens (Figura 6A,B,C).  
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Figura 6- Cortes histológicos representativos (5 μm, coradas com H&E) de tecido fibrovascular induzido em 

implantes subcutâneos em camundongos (A) Swiss, (B) BALB/c e (C) C57BL/6J no dia 10 pós-implantação. O 

estroma fibrovascular que ocupa os poros na matriz esponjosa (formas triangulares) é composto por vasos 

sanguíneos, células inflamatórias, fibroblastos fusiformes. As setas pretas indicam a localização de alguns vasos 

sanguíneos. Barra: 100 μm  
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4.3 Deposição de colágeno e níveis de TGF-β1 

 

O conteúdo de colágeno foi maior em implantes de BALB/c comparado com 

implantes em camundongos Swiss (Figura 7A). Tanto nos implantes em animais 

C57BL/6J (4,179 ± 0,136) quanto nos implantes em BALB/c (4,007 ± 0,277) o pico 

de colágeno foi atingido no dia 4 pós-implantação, enquanto para animais da 

linhagem Swiss essa deposição foi atingida no dia 10 (3,913 ± 0,182) e diminuiu em 

todos as linhagens no dia 14 (Swiss 2,783± 0,188;  BALB/c 2,830 ± 0,337 e 

C57BL/6J 2,780 ± 0,274).  

Além disso, os níveis da citocina pró-fibrogênica, TGF-β1, foi similar nos 

implantes  nas três linhagens no dia 4, mas divergiu nos dias 10 e 14. No décimo dia 

pós-implantação, os níveis de TGF-β1 foram significativamente maiores em animais 

das linhagens Swiss (1,890 ± 0,290) e C57BL/6J (2,154 ± 0,211) comparados aos 

implantes em BALB/c (1,100 ± 0,180). Por outro lado, no décimo quarto dia, os 

implantes em camundongos Swiss apresentaram níveis mais altos dessa citocina 

(2,956± 0,530) comparada aos níveis dos implantes nas outras duas linhagens 

(BALB/c 1,886± 0,130 e C57BL/6J 0,906± 0,290). Os implantes em camundongos da 

linhagem BALB/c também apresentaram maiores níveis de TGF-ß1 quando 

comparados à linhagem C57BL/6J. O pico desta citocina nos implantes em 

C57BL/6J ocorreu no dia 10 (2,154 ± 0,211), enquanto nas outras duas linhagens foi 

atingido no dia 14 (Swiss 2,956 ± 0,530 e BALB/c 1,886 ± 0,130). Os níveis de TGF-

β1 foram maiores em implantes  de Swiss (Figura 7B).  
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Figura 7- Cinética de deposição de (A) colágeno e (B) níveis de TGF-β1 em implantes  de esponja em 

camundongos. Os valores representados são médias (± SEM) de grupos de 6-8 animais para cada ponto. ≠ 

Diferenças significativas entre implantes de BALB/c e Swiss ou C57BL/6J; * diferença significativa entre 

implantes de Swiss e BALB/c e ** de implantes de Swiss e C57BL/6J (**p< 0.01; 1 símbolo  p< 0.05), & 

diferenças entre BALB/c e C57BL/6J, ANOVA. 
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4.4 Fluxo sanguíneo cutâneo em camundongos Swiss, BALB/c e C57BL/6J 

 

Tendo estabelecido as variáveis quantitativas e temporais no tecido 

fibroproliferativo recém-formado nas três linhagens de camundongos, nós 

investigamos se essas diferenças poderiam ser detectadas em um tecido normal 

pré-existente. A cinética da curva de difusão da fluoresceína apresenta padrão 

similar, uma fase ascendente seguida de uma descendente, nas três linhagens. A 

Figura 8A mostra um traçado representativo da cinética de difusão da fluoresceína 

obtida de um animal de cada linhagem. O pico de fluoresceína foi atingido em 20 

minutos em camundongos BALB/c, mas muito antes em camundongos Swiss e 

C57BL/6J. A Figura 8B apresenta dados de diferenças significativas entre picos de 

fluorescência de BALB/c e as outras duas linhagens.  
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Figura 8- Difusão de fluoresceína após injeção intradérmica do marcador em linhagens de camundongos Swiss, 

BALB/C e C57BL/6J. Em A, cinética de difusão da fluoresceína (AU; unidade arbitrária) na circulação sistêmica 

após injeção intradérmica em camundongos. Em B, dados mostram uma diferença significativa entre o pico de 

fluorescência de BALB/c e as outras duas linhagens. Valores mostrados são as médias (±SEM) de grupos de 4-6 

animais. **Diferença significativa de linhagem Swiss e BALB/c e  ***entre BALB/c e C57BL/6J; ANOVA; p<0.05. 
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Nós estudamos o desenvolvimento seqüencial da angiogênese inflamatória no 

tecido fibrovascular induzido por esponja de poliéster-poliuretano em três linhagens 

de camundongos (Swiss, BALB/c e C57BL/6J). Estas três linhagens são 

frequentemente utilizadas em investigação in vivo sobre parâmetros fisiológicos, 

respostas farmacológicas, pesquisas do sistema imune, estudos toxicológicos e 

patológicos. Nosso estudo é relevante, em primeiro lugar, porque se torna cada vez 

mais conhecido que o background genético pode resultar em um fenótipo diferente 

quando uma mesma manipulação genética é realizada (SIGMUND 2000; MURATA 

et al., 2002) e, em segundo lugar, porque diferentes linhagens podem exibir 

diferentes níveis de expressão gênica apesar do fato de que todas as linhagens de 

camundongos contém a mesma coleção de genes (SIGMUND, 2000; SCHADT et 

al., 2003). Nesse contexto, múltiplas vias de sinalização podem estar alteradas, 

produzindo assim diferentes fenótipos (LIU et al., 2010). De fato, a mesma alteração 

genética resulta em profundas diferenças fenotípicas quando presentes em 

diferentes linhagens, com diferentes backgrounds, influenciando vários parâmetros 

fisiológicos e patológicos estudados, incluindo tolerância ao álcool (LINSENBARDT 

et al., 2009), sepse (ZHANG et al., 2010), secreção de insulina (ANDRIKOPOULOS 

et al., 2005) e cicatrização (LI et al., 2001; LI et al., 2004; MASINDE et al., 2006; 

MANIGRASSO & O’CONNOR, 2008; PAL-GOSH et al., 2008; VAN BORNE et al., 

2009). 

Há evidências consideráveis sugerindo que inflamação e angiogênese co-

existem e são processos chaves em condições fisiológicas e patológicas (JACKSON 

et al., 1997; PRESTA et al., 2009) mas estudos comparativos desses processos não 

avaliaram as diferenças entre as linhagens de animais em experimentação.  
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É bem documentado que o implante de esponja induz crescimento espacial e 

temporal de tecido fibrovascular localizado, permitindo a quantificação de vários 

componentes do processo inflamatório e angiogênico (FERREIRA et al., 2004; 

MENDES et al., 2009). Nós usamos este modelo experimental para avaliar o 

recrutamento de células inflamatórias, neovascularização e resposta fibrogênica em 

linhagens de camundongos Swiss, BALB/c e C57BL/6J. Nossos resultados revelam 

importantes variações entre as três linhagens de camundongos em relação a essas 

respostas.  

O componente inflamatório do tecido fibrovascular foi avaliado quanto à 

atividade de enzimas e citocinas inflamatórias. Estes parâmetros são amplamente 

aceitos como marcadores deste processo (RAMOS et al., 2007; ASSI et al., 2011; 

ECKERMANN et al., 2011; GALLET et al., 2011; SOUZA et al., 2011; KOBBE et al., 

2012). A atividade da mieloperoxidase, uma enzima presente em grânulos 

azurofílicos de neutrófilos, tem sido, portanto utilizada para indicar o recrutamento de 

neutrófilos em vários tecidos e modelos experimentais, incluindo o modelo de 

implante de esponjas (CAMPOS et al., 2008; XAVIER et al., 2010; ARAUJO et al., 

2011; MOURA, et al., 2011). Os neutrófilos representam a linha primária de defesa 

do organismo (DIEGELMANN & EVANS, 2004; NUNES et al., 2011), sendo atraídos 

para o local da lesão por numerosas citocinas inflamatórias produzidas por 

plaquetas ativadas, células endoteliais e por produtos de degradação de patógenos. 

Esse tipo celular pode ser ativado por agentes que incluem produtos bacterianos e 

citocinas ou quimiocinas, como por exemplo, TNF-α, IL-8 e IFN-γ. No local da 

infecção, os “corpos estranhos” são reconhecidos por receptores de membranas dos 

neutrófilos e então fagocitados. Além disso, esse tipo celular é capaz de sintetizar 



44 

 

mediadores pró-inflamatórios e apresentar antígenos às células T. Os neutrófilos 

entram em apoptose rapidamente, liberando citocinas que são importantes para o 

recrutamento de macrófagos (RODERO & KHOSROTEHRANI, 2010; WRIGHT et 

al., 2010). Nossos resultados mostram níveis de MPO aproximadamente 2 e 3 vezes 

maiores nos implantes em BALB/c comparados à implantes em Swiss e C57BL/6J, 

respectivamente. Esses achados sugerem uma resposta mais acentuada nos 

implantes em camundongos da linhagem BALB/c no que diz respeito ao 

recrutamento de neutrófilos para o local da inflamação.  

A atividade da enzima N-acetil-β-D-glucosaminidase (NAG), presente em 

macrófagos ativados está relacionada à fase inflamatória tardia (APPLETON et al., 

1993; BARCELOS et al., 2004). Os macrófagos são células mielóides maduras, 

derivadas principalmente da diferenciação de monócitos circulantes. Essas células 

possuem inúmeras propriedades fisiológicas e patológicas, dependendo da 

estimulação de certas citocinas. Os macrófagos infiltram na ferida maciçamente e 

acentuam a atividade fagocitária (RODERO & KHOSROTEHRANI, 2010; WRIGHT 

et al., 2010). Essas células também são importantes para o fechamento da ferida, 

bem como para a fibrose e formação de cicatriz. De maneira oposta aos achados 

relacionados ao MPO, os resultados indicam que camundongos da linhagem Swiss 

apresentaram maior habilidade para recrutar/ativar macrófagos quando comparados 

às outras duas linhagens, uma vez que os implantes apresentaram maiores níveis 

de NAG. Também foi observado, como esperado, que a atividade enzimática foi 

mais intensa em uma fase mais tardia (14 dias).  

Além disso, também foram avaliados os níveis das citocinas TNF-α e CCL-2. A 

citocina TNF-α é a citocina pró-inflamatória mais importante por promover o reparo 
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tecidual através da indução de componentes da membrana basal e de proteases 

para a degradação de colágeno, participando ativamente da reconstrução da matriz 

extracelular. Alguns autores acreditam que o TNF-α pode induzir também a 

angiogênese, através do aumento dos níveis de mRNA de IL-8,  do fator de 

crescimento do endotélio vascular e do fator de crescimento fibroblástico em células 

endoteliais (YOSHIDA et al., 1997; BANNO et al., 2004; CHAKRAVARTY et al., 

2011). Os níveis intraimplante da citocina pró-inflamatória TNF-α não mostraram 

diferenças significativas relacionadas às linhagens. As quimiocinas são proteínas 

pequenas que funcionam como quimioatrativos para facilitar a migração de células 

do sistema imunológico durante a vigilância imunológica e períodos de inflamação. A 

quimiocina ligante 2 (CCL-2/JE), anteriormente conhecida como proteína 

quimioatrativa 1 (MCP-1), recruta monócitos, linfócitos-T e basófilos para os locais 

de inflamação (PAGE et al., 2011). No entanto, os níveis de CCL-2 variaram de 

forma relevante nos implantes nas diferentes linhagens nos dias 4 e 10 pós-

implantação. Implantes em camundongos Swiss apresentaram menores níveis 

dessa citocina enquanto implantes em BALB/c e C57BL/6J apresentaram níveis 

semelhantes da mesma. A discrepância entre os níveis de CCL-2 e a atividade de 

NAG em implantes em Swiss contradiz a noção da concentração-resposta 

geralmente observada (ROLLINS, 1997; RAMAN et al., 2011). Como a CCL-2 é uma 

quimiocina atrativa de macrófagos, esperava-se que doses mais altas desta 

resultassem em maiores níveis de NAG. Diante disso, é tentador especular que nas 

linhagens heterogênicas, o recrutamento/ativação de macrófagos pode contar com 

um sinal adicional ou suas células são mais sensíveis à citocina quimiotática. De 

maneira oposta, os macrófagos das duas linhagens isogênicas podem ser menos 
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sensíveis ou deficientes na resposta à CCL-2. Apesar da diferença na quantidade da 

citocina produzida pelos implantes nas duas linhagens isogênicas, C57BL/6J e 

BALB/c, não houve diferença na atividade de NAG entre elas. Há uma série de 

trabalhos avaliando a relevância funcional dos principais mediadores inflamatórios 

em animais geneticamente modificados (GROSE & WERNER, 2004), mas nós não 

encontramos estudos avaliando a influência do background genético em parâmetros 

inflamatórios investigados em nosso estudo.  

A resposta angiogênica aos implantes de esponja também foi deduzida a partir 

de vários marcadores. Foi avaliada a quantidade de hemoglobina contida no 

implante, um marcador indireto da vascularização. Para os implantes em 

camundongos da linhagem Swiss, o conteúdo de hemoglobina (Hb) indicou um 

aumento constante na formação de novos sanguíneos até o dia 14. Esse perfil de 

manutenção da angiogênese também foi encontrado nos implantes nas linhagens 

BALB/c e C57BL/6J. Contudo, as linhagens isogênicas apresentaram quantidades 

de hemoglobina muito mais baixas comparadas à linhagem heterogênica. A 

quantidade de Hb nos implantes nas linhagens isogênicas também variou entre elas 

no dia 10. O VEGF é o fator angiogênico mais amplamente estudado, que aumenta 

a permeabilidade vascular e age também diretamente sobre proteínas angiogênicas, 

estimulando a mitogênese, migração e diferenciação (MOSCH et al., 2010; DI 

DOMENICO et al., 2011; MARTINS et al., 2011). Além disso, é uma proteína 

quimiotática de várias células inflamatórias, incluindo macrófagos, neutrófilos, 

células dendríticas, células T e células supressoras derivadas da mielóide (DI 

DOMENICO et al., 2011). Interessantemente, a cinética da produção de VEGF 

variou entre as linhagens e foi contraditória aos achados de hemoglobina. O menor 
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nível de VEGF foi encontrado nos implantes em camundongos da linhagem Swiss, 

que por sua vez, apresentaram maior conteúdo de hemoglobina. De maneira oposta, 

o maior nível de VEGF foi encontrado nos implantes em BALB/c que apresentaram 

menor quantidade de hemoglobina. Nesse contexto, tem sido constantemente 

relatado o VEGF como mediador e promotor chave da angiogênese de forma direta 

e indireta, in vitro e in vivo, modulando várias fases e componentes da formação e 

remodelamento de vasos sanguíneos (KOWANETZ et al., 2006). Nossos resultados 

estão em contraste com os de WARD et al. (2007) que mostraram que altos níveis 

de expressão de VEGF coincidem com uma resposta angiogênica pronunciada 

induzida por hipóxia em camundongos CD1. É possível que em nossos 

experimentos os altos níveis de VEGF em implantes menos vascularizados 

(linhagens isogênicas) podem ser um mecanismo compensatório para estimular a 

formação de vasos sanguíneos no ambiente de hipóxia e inflamação dos implantes. 

De fato, hipóxia, estresse oxidativo e citocinas são fatores bem conhecidos que 

podem regular a expressão/produção de VEGF (MESSMER-BLUST et al., 2009).  

Interessantemente, as diferenças relacionadas às linhagens na angiogênese 

em condições de hipóxia relatadas em camundongos BALB/c e C57BL/6J indicam 

que a heterogeneidade genética desempenha um papel na sinalização da 

angiogênese. Além disso, a expressão de fatores de crescimento dependente da 

linhagem pode determinar a divergência da resposta angiogênica (CHAN et al., 

2005; WARD et al., 2007).  

A histologia confirma os resultados obtidos para a hemoglobina, mostrando que 

os implantes em animais da linhagem Swiss apresentaram maior número de vasos 

por campo quando comparados aos implantes em camundongos BALB/c e 
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C57BL/6J. Esses resultados reafirmam o perfil mais angiogênico da linhagem do tipo 

Swiss. Além disso, ao se avaliar a área vascular nas três linhagens, os implantes 

nos animais da linhagem BALB/c mostraram uma menor área, o que também 

corrobora com os resultados da hemoglobina, indicando que diante de um mesmo 

estímulo, os animais da linhagem BALB/c apresentam menor angiogênese do que 

as outras duas linhagens.  

Para a avaliação da fibrogênese, foram avaliados outros parâmetros, tais como 

o colágeno e a citocina TGF-β1. O remodelamento do tecido do estroma 

fibrovascular é regulado por complexas interações de proteínas pró- e anti- 

fibrogênicas dentro do tecido inflamatório.  O TGF-β1 é uma citocina pró-fibrótica 

chave que induz a diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos que, por sua vez, 

sintetizam colágeno (LEASK & ABRAHAM, 2004; BONNIAUD et al., 2005). 

Relatamos aqui diferenças na resposta fibrogênica em camundongos Swiss, BALB/c 

e C57BL/6J. A deposição de colágeno foi mais rápida nos implantes de esponja em 

animais isogênicos quando comparados com implantes de animais da linhagem 

Swiss no dia 4. Por outro lado, os níveis da citocina pró-fibrogênica TGF-β1 

aumentaram progressivamente do dia 10 ao 14 em implantes em Swiss e BALB/c 

mais diminuíram nos implantes em camundongos C57BL/6J no dia 14. Esse 

conjunto de dados revela uma fase de remodelamento mais rápida desses animais 

comparados com as outras linhagens. Nossos resultados são discordantes dos 

achados por KOLB et al. (2002) que mostram um grau significativamente menor de 

fibrose pulmonar em linhagem BALB/c comparada à linhagem C57BL/6J. Embora 

tais fatores como o tipo de estímulo usado e o tecido estudado possam explicar essa 

discrepância, a susceptibilidade genética provavelmente determina a resposta 



49 

 

fibrogênica. De fato, KOLB et al. (2002) relataram que camundongos BALB/c 

desenvolvem significativamente menor fibrose em resposta ao TGF-β1 comparada 

com camundongos C57BL/6J e essa diferença tem sido atribuída à susceptibilidade 

linhagem-dependente à fibrose.  

Após a determinação de variações quantitativas e qualitativas nos 

componentes chaves do tecido fibroproliferativo recém-formado nas três linhagens, 

nós investigamos se diferenças poderiam ser detectadas em um tecido normal pré-

existente. De fato, a avaliação do fluxo sanguíneo cutâneo usando o método de 

difusão da fluoresceína (ANDRADE et al.,1997) revela que a difusão do marcador 

em camundongos BALB/c foi menor que nas outras linhagens de camundongos, 

indicando uma diferença funcional na vasculatura da pele desses animais.  Tem sido 

mostrado que camundongos BALB/c formam 50% menos vasos colaterais em 

relação a camundongos C57BL/6J e que esses vasos são perdidos 3 semanas após 

a sua formação (CHALOTHORN et al., 2007). É possível que esse traço vascular 

possa ocorrer na pele de camundongos BALB/c. Assim, uma conseqüência funcional 

dessa determinação genética pode ser um comprometimento do fluxo sanguíneo 

observado nos nossos experimentos.  

Diante desses resultados, podemos sugerir que o background genético 

influencia uma série de eventos biológicos, interferindo em componentes 

inflamatórios, angiogênicos e fibrogênicos.  

Assim, o modelo de implante de esponja induziu a formação de tecido 

fibrovascular que diferiu de maneira importante entre as linhagens. Nossos 

experimentos também quantificaram essas diferenças em termos de inflamação, 

angiogênese, produção de citocinas e tecido de remodelamento. Nossos estudos 
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sugerem que o background genético influencia quantitativa, temporal e 

qualitativamente o processo de crescimento do tecido fibrovascular. Esta informação 

pode ser relevante para direcionar a manipulação genética de genes-alvos 

envolvidos no processo fibrovascular, bem como para direcionar a escolha da 

linhagem de camundongo para experimentos funcionais específicos.  
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- O modelo de implante de esponja se mostrou eficaz para avaliação de parâmetros 

inflamatórios, angiogênicos e fibrogênicos nas diferentes linhagens de 

camundongos, uma vez que induziu a formação de um tecido fibrovascular 

proliferativo e permitiu a determinação da cinética do recrutamento/ativação de 

células inflamatórias, neovascularização, deposição de matriz extracelular e 

produção de citocinas.   

 

- O background genético influenciou quantitativa, temporal e qualitativamente o 

processo de crescimento do tecido fibrovascular, de acordo com os parâmetros e 

metodologia utilizada.  

 

- Os implantes nas três diferentes linhagens apresentaram diferenças em termos de 

intensidade da inflamação, angiogênese, produção de citocinas e das características 

do tecido de remodelamento. 

 

- A escolha da linhagem de animal a ser utilizada em estudos deve ser feita 

considerando-se que o background genético influencia as respostas encontradas 

diante mesmo estímulo. 
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Sumário 

 

Linhagem  Inflamação aguda Angiogênese Fibrogênese 

Swiss Intermediária Mais intenso Mais lenta 

BALB/c Mais intenso Menos intenso Intermediária 

C57BL/6J Menos intenso Intermediário Mais rápida 

 

 

Contribuições científicas 

 

Swiss                Podem ser utilizados em testes de drogas anti-angiogênicas. 

BALB/c             Podem ser usados como modelo para estudos de inflamação aguda. 

C57BL/6J          Podem ser usados como modelo para estudos de cicatrização. 
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