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Resumo

Inflamacdo e angiogénese sdo componentes essenciais do crescimento do tecido
fibrovascular, um evento bioldgico relacionado a condic¢des fisioldgicas (cicatrizagédo
de feridas) e patoldgicas (desenvolvimento de tumor, inflamacdo crbnica). A
influéncia do background genético sobre esses componentes foi investigada em
camundongos de linhagens frequentemente utilizadas: Swiss, C57BL/6J e BALBI/c.
Avaliou-se a cinética do recrutamento/ativacdo de células inflamatodrias,
neovascularizacdo, deposicdo de matriz extracelular e producédo de citocinas em
esponjas de poliéster-poliuretano implantadas subcutaneamente em camundongos
machos dessas trés linhagens. O recrutamento/ativacdo de neutréfilos 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 numero de macrofagos avaliado através da atividade
de NAG (N-acetil-B-D-glucosaminidase) foi maior nos implantes em animais Swiss.
Os niveis da proteina quimiotatica de mondcitos 1 (CCL-2) apresentou pico no
décimo dia poés-implantacdo, nos implantes retirados das trés linhagens de
camundongo, sendo o maior nivel de producdo dessa proteina observada nos
implantes de camundongos C57BL/6J. A angiogénese foi avaliada através dos
niveis de hemoglobina (Hb), do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e
do numero de vasos; os quais diferiram entre as trés linhagens de camundongos. Os
implantes nos camundongos Swiss apresentaram maior conteudo de hemoglobina,
mas menores niveis de VEGF. Em contraste, implantes nos camundongos BALB/c

apresentaram maiores niveis de VEGF, porém menor nivel de Hb. A deposicao de
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colageno e os niveis do fator de crescimento transformante 1 (TGF-f1) também
variaram entre as linhagens. Implantes nos animais Swiss e BALB/c apresentaram
progressivo aumento de TGF-B1 do dia 4 ao 14, enquanto implantes nos
camundongos C57BL/6J apresentam pico no dia 10 e reducao no dia 14. Esses
achados enfatizam a influéncia do background genético no padrédo temporal e na
intensidade da inflamacdo e angiogénese o0s quais podem ter consequéncias
funcionais nas condi¢Bes fisiolégicas e patoldégicas onde esses processos coO-

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-B-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-B1 (TGFB-1) levels also varied among the groups. Swiss and BALB/c
implants had progressive increase in TGF-B1 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



1. INTRODUCAO



1.1 Background genético

Background genético é a colecdo de todos 0s genes presentes em um
organismo que influencia uma ou mais caracteristicas. Esses genes podem ser parte
de uma mesma via bioquimica ou de sinalizacdo ou de vias opostas ou podem ainda
aparecer sem relacdo com o gene estudado. O background genético ndo € uma
entidade fixa, podendo alterar-se com a idade ou com alteracées do ambiente fisico
(SIGMUND, 2000; LEITER et al., 2004; ANDRIKOPOULOS et al., 2005; JOHNSON
et al., 2006; DOETSCHMAN, 2009).

Para avaliar o impacto de alteracGes na atividade génica, genes candidatos
tém 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 utilizacdo de linhagens de camundongos, transgénicos e nocautes, € uma
importante ferramenta para testes e verificacbes de hipdteses, incluindo
mecanismos que envolvem a cicatrizacdo de feridas. Esses animais séo
frequentemente uma mistura genética e por isso apresentam dificuldades para
agueles 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 transgénico ou nocaute, a escolha da
predisposi¢cdo genética pode ter um efeito significativo no fenétipo. Isso implica que
a selecdo da linhagem do animal pode ser de vital importancia para os resultados do

estudo (BORNE et al., 2009; THIESSE et al., 2010; WANG et al.,, 2010). As



diferencas fenotipicas entre as linhagens de camundongos podem ser identificadas,
mas a comparacdo entre dados obtidos € extremamente dificil (HARTNER et al.,

2003; MASSET & BERK, 2005).

1.2 Classificacao genética dos animais de laboratoério

Com o avancar da Ciéncia de Animais de Laboratério varios estudos genéticos
que resultaram da necessidade do conhecimento e aprimoramento do padrao
genético das espécies trouxeram aos dias atuais uma diversidade de linhagens
geneticamente definidas, que muito tem contribuido com as pesquisas bioldgicas
(BISHOP, 1999).

Atualmente, a classificacdo genética das espécies se baseia e esta de acordo
com o0s programas de acasalamento utilizados. Estes definem a forma de
transmissdo dos caracteres genéticos. A partir desses entendimentos tem-se dois
grandes sistemas: inbred (ou isogénicos) e outbred (ou heterogénicos)
(www.uff.br/animaislab/ap6.doc).

Animais isogénicos sao obtidos a partir de cruzamentos entre irmdos da
mesma geracdo, por pelo menos, vinte geragcdes consecutivas em pares
monogamicos permanentes. Isto assegura um alto grau de consaguinidade, cerca
de 98,6%, fixando algumas caracteristicas e perdendo outras. Em geral, sdo animais
de menor porte, menos férteis e com menor nimero de filhotes por ninhada quando
comparados aos animais heterogénicos. Nesse grupo, encontram-se as linhagens

BALB/c e C57/BL6 (www.uff.br/animaislab/ap6.doc).



Os camundongos C57/BL6 constituem a linhagem mais usada entre os animais
isogénicos. Esta linhagem é caracterizada por uma alta susceptibilidade a obesidade
induzida por dieta, com moderada hiperglicemia e hiperinsulinemia (SURWIT et al.,
1991). Diferencas genéticas na resposta metabdlica da gordura tém sido sugeridas
como mais importantes para o desenvolvimento da obesidade e diabetes do que a
ingestao caldrica (SURWIT et al., 1995). Além disso, esses animais sdo altamente
susceptiveis ao desenvolvimento de arteriosclerose, apresentando altos niveis de
colesterol quando oferecida dieta rica em gordura (OOSTERLINCK et al., 2011).

Ja os animais do tipo BALB/c sdo usados em varios tipos de estudos. Eles
desenvolvem altos niveis de colesterol plasmaticos e altas pressfes sanguineas
sistélicas, mas sdo resistentes a arteriosclerose induzida por dieta. Embora
apresentem uma baixa frequéncia cardiaca média, eles mostram altas taxas de
adaptacao cardiaca (OOSTERLINCK et al., 2011).

Por outro lado, os animais heterogénicos sdo animais de constituicdo genética
variada, por serem obtidos através de cruzamentos aleatoérios, evitando que animais
em acasalamento sejam parentes proximos. Com isso, busca-se manter um
baixissimo grau de consanglinidade, cerca de 1%. Esses animais sdo mais
robustos, com maior fertilidade, com maior nimero de filhotes por ninhada e menos
susceptiveis as variacdes do meio. A linhagem de camundongo Swiss se encontra
nessa categoria (www.uff.br/animaislab/ap6.doc).

Os camundongos Swiss sdo animais albinos, usados amplamente em todos os
tipos de pesquisas biomédicas, especialmente pesquisas relacionadas ao cancer,
estudos de toxicidade e doencas infecciosas (ABBOTT et al.; NYSKA et al., 1991;

1991; OOSTERLINCK et al., 2011).



1.3 Heterogeneidade fenotipica entre as linhagens

Embora todas as linhagens de camundongos possuam a mesma colecdo de
genes, sequéncias diferentes e interacdes entre os alelos influenciam fendtipos
especificos. Um grande numero de trabalhos relata que a mesma alteracdo génica
produz fendtipos 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 tém demonstrado que fendtipos causados por
modificacdes genéticas seletivas sao influenciados por genes ndo associados ao
locus alvo. Por exemplo, a delecdo do gene p53 aumenta a frequiéncia de formacao
de tumores em camundongos nocautes comparada aos animais selvagens. Mas, 0s
tipos de tumores, o numero dos mesmos e a idade em que eles sdo formados
variaram em diferentes backgrounds genéticos (HARVEY et al., 1993;
DONEHOWER et al., 1995; VAN MEYEL et al., 1998).

Outras diferencas fenotipicas influenciadas pelo background genético ja
foram descritas. MANIGRASSO & O’'CONNOR (2008), mostraram que comparando-
se as trés linhagens isogénicas C57BL/6J, DBA/2 e C3H4, os animais do tipo
C57BL/6J apresentaram uma regeneracdo 0ssea mais acelerada. Por outro lado,
ANDRIKOPOULOS et al. (2005) comparando também trés linhagens isogénicas,
C57BL/6J, DBA/2 e 129T2; observou que animais do tipo 129T2 obtiveram maiores
niveis de glicose e insulina em jejum, além de maior glicose plasmatica e menor
secrecdo de insulina comparada as outras duas linhagens, independente da dieta

oferecida.



Com relacéo a cicatrizacdo, MASINDE et al. (2005) relataram que animais
MRL/MPJ e MRL/Ipr apresentam uma boa cicatrizacdo, enquanto o C57BL/6J e
SJL/J possuem uma cicatrizacdo lenta e que cruzamentos entre eles podem
melhorar ou amenizar essas caracteristicas. Além disso, UENO et al. (2005)
mostraram que camundongos C57BL/6J apresentaram uma pior cicatrizacdo da
cornea quando comparados a animais do tipo MRL, com reepitelizacdo mais lenta,
maior infiltrado de células inflamatorias e maior fibrose. Contudo, PAL-GOSH et al.
(2008) observaram que os animais do tipo C57BL/6J possuem uma cicatrizacdo da
cérnea mais rapida quando comparados a linhagem BALB/c. E por fim, BORNE et
al. (2009) mostraram que o infarto ocorre com maior freqiéncia em animais do tipo
129S6, seguida de C57BL/6J, FVB/N, Swiss e BALB/c.

Outros fendtipos observados influenciados pelo background genético
incluem tolerancia ao etanol (LINSENBARDT et al., 2009), sepse (ZHANG et al.,
2010), susceptibilidade a glomerulonefrite autoimune (REYNOLS et al., 2006),
resposta ao treinamento fisico (MASSET & BERK, 2005), entre outros.

Porém, ndo foram encontrados relatos sobre a influéncia do background
genéticos em resposta a estimulos que induzem a angiogénese inflamatoria.
Estimulos estes que co-existem em varias condi¢cdes fisiolégicas (cicatrizacdo de
feridas, reparos teciduais) e patolégicas (artrite reumatdide, tumores). Assim,
mostrou-se necessario 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 importancia da

publicacdo de resultados obtidos com relacdo as diferengas fenotipicas entre as



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

serem utilizados nos estudos.

1.4 Reparo tecidual

O reparo tecidual € um processo biolégico complexo, compreendido de uma série
de eventos sequenciais que resultam no restabelecimento da integridade e funcéo
do tecido. O papel do sistema imune neste processo € reconhecer e combater
antigenos no local da lesédo, participar do debridamento da area lesada e contribuir
para a restauracdo do tecido. O reparo é composto por quatro etapas que se

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

1.4.1 Fase de hemostasia e inflamacao

A fase inflamatdria das les6es desempenha um papel central na cicatrizacao de
feridas. Condicdes de estresse fisioldgico ou patoldogico exigem adaptacfes das
células e do microambiente. A inflamacédo é a primeira e a mais importante reacao
ao dano de células e tecidos (ALBINI et al., 2005; BALKWILL et al., 2005).

Com base na informacéo visual, os antigos caracterizam a inflamacéo por cinco
sinais cardinais: rubor, edema, calor, dor e perda de funcéo. A sensacédo de calor é
causada pelo aumento da circulacdo de sangue através dos vasos dilatados,
também resultando no rubor. O inchaco é resultado do aumento da passagem de
fluidos dos vasos sanguineos dilatados para os tecidos circulantes e a infiltragéo de

células na regido danificada. A dor é devido a efeitos diretos de mediadores,



causada pelo dano inicial ou resultante da resposta inflamatéria em si e do
alongamento das fibras sensoriais devido ao edema. A perda de funcéo refere-se a
simples perda de mobilidade em uma articulacdo, devido ao edema e a dor ou
substituicdo de células funcionais por tecido de cicatrizacdo (PUNCHARD et al.,
2004).

Mais recentemente, a inflamacao foi descrita como a sucessdo de mudancas
gue ocorrem em um tecido vivo quando este esta lesionado, desde que a leséo seja
incapaz de destruir sua estrutura e vitalidade (PUNCHARD et al., 2004; HAHN &
KIM, 2010).

Nesse contexto de inflamacgéo, os neutrofilos sdo os primeiros tipos celulares
gue entram na area lesada predominando até o terceiro dia, com o pico em 48 horas
poOs-lesdo. Essas células limpam a area lesada (fagocitose), impedindo a invaséo e a
proliferacdo de microorganismos (DIEGELMANN & EVANS, 2004; NUNES et al.,
2011). Eles sao atraidos por numerosas citocinas inflamatérias como as produzidas
por plaguetas ativadas, células endoteliais e produtos de degradacdo de agentes
patogénicos. As citocinas liberadas por essas células durante o processo de
apoptose sdo importantes componentes no recrutamento de mondcitos. Os
monaocitos circulantes penetram entdo na ferida e se transformam em macrofagos.
Essas células sdo conhecidas por secretar fatores de crescimento e mediadores
inflamatorios essenciais que coordenam processos importantes, como deposicao de
colageno, contracdo da ferida e angiogénese (THURAISINGAM et al., 2010;
WRIGHT et al., 2010; MURPHY et al., 2011). Entre esses fatores podemos destacar
o oxido nitrico (NO) e citocinas pré-inflamatérias tais como fator de necrose tumoral

(TNF-a), IL-1B, IL-6 ou IL-12 e a superexpressdo do complexo principal de



histocompatibilidade (MHC). Essas substancias também possuem caracteristicas

antibioticas e antitumorais (RODERO & KHOSROTEHRANI, 2010).

1.4.2 Fase proliferativa e angiogénese

A fase proliferativa € caracterizada por angiogénese, deposicdo de colageno,
formacéo de tecido de granulacao, contracdo 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 colageno, através da excrecdo de colageno e
fibronectina, restaurando assim a matriz extracelular (MEC) na ferida. O colageno é
o principal componente que fortalece e suporta o tecido extracelular (NAYAK et al.,
2009; MURPHY et al., 2011).

Na etapa de contracdo da ferida em camundongos, os fibroblastos se
diferenciam em miofibroblastos. Essas células contrateis ajudam a preencher as
lacunas entre as bordas da ferida. No mesmo momento, fatores de crescimento
produzidos pelo tecido de granulacao irdo favorecer a proliferacdo e diferenciacéo
de células epiteliais que irdo restaurar a integridade da barreira epitelial, através da
remodelacdo das redes de colageno (NAYAK et al., 2009, RODERO &

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

1.4.2.1 Angiogénese

A angiogénese é definida como a formacdo de novos vasos a partir de vasos

pré-existentes. Esse processo € de vital importancia para a homeostase e
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remodelamento tecidual. E um processo complexo, controlado por inimeros fatores
de regulacdo positiva e negativa. Na maioria dos tecidos, a vasculatura €
primariamente quiescente, com taxas muito baixas de replicacdo (CARMELIER,
2005). Contudo, vasos pré-existentes podem dar origem a novos vasos sob a
influéncia de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas liberados por infiltrado
celulares presentes, como por exemplo, no processo inflamatério, na injuria
vascular, na hipoxia e no estresse oxidativo (CHAO & HIRSCHI, 2010;
RICHARDSON & YODER, 2011).

O processo de formacdo de novos vasos sanguineos inicia-se com a ativacao
das células endoteliais as quais se separam de suas células vizinhas, devido a
ruptura de juncdes de caderinas do endotélio vascular, resultando no aumento da
permeabilidade vascular. A membrana basal é degradada por enzimas proteoliticas
tais como metaloproteinases de matriz (MMPs), liberando fatores angiogénicos que,
por sua vez, estimulam a proliferacdo e migracao de células endoteliais. Formacéao
do tubo capilar, deposicdo de uma nova membrana basal e anastomose levam ao
fluxo sanguineo (Figura 1). Fatores produzidos por células endoteliais tais como
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), atraem células de suporte como
0s 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 angiogénese permite o suprimento de
oxigénio, nutrientes e células inflamatérias necessarias para o0 processo de
cicatrizagdo que ocorre dentro do tecido (ANDRADE et al., 1997 & BRASSHAW et

al., 2001 & RODERO & KHOSROTEHRANI, 2010).
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Figura 1- Etapas da angiogénese inflamatéria. (1) Vasculatura quiescente. (2) Inflamagdo induzida por fontes
locais ou sistémicas ativam um processo angiogénico por aumento da permeabilidade vascular e por
desestabilizacdo de jungdes de células endoteliais. (3) Protedlise da matriz extracelular por células endoteliais
em processo de “brotamento” induzidas por estimulo inflamatério. (4) Formagdo dos vasos estimulados por
células e mediadores inflamatorios. (4.1) Persisténcia dos vasos e inflamagéo crbnica. (4.2) Regresséo vascular

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

1.4.3 Fase de remodelamento

A Ultima etapa do processo de cicatrizacdo consiste na involucdo gradual do
tecido de granulacéo e regeneracdo. Este passo esta associado com a apoptose de
miofibroblastos, células endoteliais e macréfagos (RODERO & KHOSROTEHRANI,
2010; WRIGHT et al., 2010).

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

extracelular, a fim de melhorar a resisténcia mecéanica do tecido (GERIS et al.,
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2010). Essa fase € a mais longa, podendo durar semanas ou até meses para ser
concluida. Fibroblastos na ferida continuam remodelando coladgeno e o0s vasos
sanguineos regridem deixando uma cicatriz avascular. O tecido resultante é
caracterizado pelo aumento da densidade do colageno, maiores niveis de
alinhamento das fibras e propor¢des diferentes de colageno | e Ill dos observados

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

1.5.1 Indutores de angiogénese

O crescimento de vasos € uma complexa cascata de eventos biolégicos, que
requer a interacdo dinamica, 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) sdo descritos como fatores
essenciais para a angiogénese (EMING & HUBBELL, 2011). Mediadores
inflamatorios também podem estimular a angiogénese direta ou indiretamente.
Células inflamatorias que produzem esses fatores incluem macréfagos e mastécitos.
Existem varios mecanismos pelo qual os macréfagos podem induzir a angiogénese.
Essas células podem secretar fatores que estimulam também outras células, como
células endoteliais e fibroblastos, para produzirem fatores angiogénicos como o
VEGF.

Os fatores angiogénicos ativam complexas cascatas de sinalizagdes de células
endoteliais (NAYAK et al., 2009; MURPHY et al., 2011). O VEGF é um dos fatores

mais criticos e especificos que induz varias fungdes endoteliais ligadas a
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angiogénese, incluindo migracéo e proliferacdo das células endoteliais, responsaveis
pela cicatrizacdo do tecido (KROLL et al., 2009; ZHANG et al., 2011). Essas células
usam a matriz extracelular para formacdo de novos vasos (NAYAK et al., 2009;
MURPHY et al., 2011).

Embora ainda ndo esteja bem definido, neutrdfilos e linfécitos também tem sido
relacionados a inducdo primaria da angiogénese uma vez que ambos 0s tipos
celulares produzem o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) e VEGF
(BONNET & WALSH, 2005).

Assim como as células inflamatorias, condi¢cdes inflamatérias também
estimulam a angiogénese. Hipoxia tecidual frequentemente ocorre no tecido
inflamado e € um estimulador potencial da angiogénese. A expressao de VEGF é
aumentada durante a hipoxia e acredita-se que essa estimulacdo da angiogénese
seja uma tentativa de restaurar o baixo conteido de oxigénio no tecido (BONNET &

WALSH, 2005).

1.6 Modelos experimentais para o estudo de inflamacéo e angiogénese

Na literatura, encontram-se varios modelos experimentais in vivo desenvolvidos
para o estudo da inflamacéo, como por exemplo: ensaio bidimensional mesentérico
(BENEST & BATES, 2009), administracdo de radiois6topos inertes na corrente
sanguinea e mensuracao do tempo de captacdo destes pelos tecidos (TOZER et al,
2009), avaliagdo da migracdo de células endoteliais em matrigel (MALINDA, 2009),
técnica de camara de pregas cutaneas dorsais (SCKELL & LEUNIG, 2009), modelo

da bolsa da cérnea (ZICHE & MORBIDELLI, 2009), modelo de fibras ocas
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(SHNYDER, 2009), modelo de janela 6ssea craniana (SCKELL & KLENKE, 2009%) e

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

1.6.1 Modelo de implantacdo de esponja

No modelo de implantacdo de esponja, a resposta do hospedeiro a uma matriz
sintética é analoga a cicatrizacdo. As matrizes esponjosas, inicialmente acelulares e
nao vascularizadas, sdo implantadas no tecido subcutaneo do animal. Inicia-se,
entdo, um processo complexo, primariamente gerido por células inflamatérias que
acumulam dentro do compartimento da esponja e posteriormente por angiogénese e
deposicdo de matriz extracelular no local da injaria. Assim sendo, este modelo
proporciona um ambiente inflamado, em fase aguda ou cronica, dependendo do
tempo em que o implante de esponja permanece no espac¢o subcutaneo do animal.
Cada um dos varios componentes do tecido fibrovascular proliferativo (angiogénese,
recrutamento e ativacéo de células inflamatérias e deposicdo de matriz extracelular)
pode ser determinado apos o extirpe e processamento do implante. O modelo de
inflamacdo aguda é particularmente til, permitindo a colecdo e analise das fases
fluidas e celulares do exsudato formado dentro da esponja. O modelo também foi
modificado para o estudo de respostas inflamatérias mais crénicas e avaliacdo do
tecido de granulacdo (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 sequéncia de alteragBes histoldgicas na formagéo do tecido de granulacdo e para

monitorar a cinética de proliferacdo celular. A medida da acumulagédo de neutrdéfilos
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e macroéfagos recrutados no compartimento da esponja tem sido possivel através da
determinacdo das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-3-D-glicosaminidase
(NAG) (ANDRADE & FERREIRA, 2009).

Dessa forma, esse modelo apresenta-se adequado para avaliacdo da
influéncia do background genético na angiogénese inflamatoria, uma vez que

permite a determinacdo do crescimento do tecido fibrovascular.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do background genético na angiogénese inflamatéria

ida por implantes de esponjas em camundongos hereto- e isogénicos.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar a cinética da inflamacéo, da angiogénese e da fibrogénese em
implantes subcutaneos nestes animais utilizando-se parametros bioquimicos,
morfologicos e funcionais em camundongos das linhagens Swiss, BALB/c e
C57BL/6J.

Determinar os niveis intraimplante de marcadores inflamatérios (MPO, NAG,
TNF-a), angiogénicos (hemoglobina, VEGF, difusdo de fluoresceina) e
fibrogénicos (colageno, TGF-B) nas trés linhagens.

Avaliar e comparar caracteristicas histolégicas dos implantes nas trés
linhagens utilizando-se técnicas histoquimicas, para a determinacdo da
celularidade, presenca e diametro de vasos sanguineos e infiltracdo de
células inflamatorias.

Caracterizar o fluxo sanguineo das trés linhagens em um tecido pré-existente

adjacente ao implante (pele do dorso).



18

3. METODOLOGIA
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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 a agua e racao.

3.2 Técnica de implantacéo

3.2.1 Confeccéo e preparo dos discos de esponja

Inicialmente, foram confeccionados discos de esponjas de poliéster-poliuretano
(Vitafoam Ltd., Manchester, UK) com 0,8 cm de didametro e 5 mm de espessura
utilizando um punch cirargico. Em seguida, estes foram conservados em solucéo de
etanol 70% v/v durante 24 horas antes a implantacao.

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

fervidos em agua destilada por aproximadamente 30 minutos.

3.2.2 Implantacdo em camundongos

Para o procedimento cirlrgico, os animais foram anestesiados com

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

assepsia da regido dorsal com etanol 70%. Em seguida, realizou-se uma inciséo de
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aproximadamente 1 cm na pele e, apés delicada divulsdo do tecido subcutaneo, o
disco de esponja foi introduzido a aproximadamente 1 cm da incisdo, préximo a
regido cervical. Finalmente, suturou-se a incisdo com fio de sutura agulhado, 5-0
(Procare). Apdés a cirurgia, os animais foram mantidos em observacdo para
avaliacdo de possivel desconforto ou sofrimento e apds a recuperacdo foram
colocados em gaiolas individuais com livre acesso a agua e a racdo (ANDRADE &

FAN & LEWIS, 1987).

3.2.3 Remocéao dos implantes

Em intervalos de tempo pré-determinados (1, 4, 10 e 14 dias) pos-implantacao
administrou-se uma “overdose” de anestésico para sacrificio e retirada dos
implantes. Estes foram removidos, pesados e processados para estudos

bioquimicos, histolégicos e funcionais.

3.3 Dosagem de hemoglobina

A dosagem do conteudo de hemoglobina intraimplante quantifica indiretamente
a neovascularizacdo presente nos tecidos e tem sido utilizada como indice de
vascularizacdo em modelos de angiogénese. 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 extraidos 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, Sdo Paulo, Brazil) e
centrifugados a 10000 rpm por 40 minutos a 4° C. Em seguida, os sobrenadantes
foram filtrados em membranas de 0,22um (Millipore) e colocados em placas com 96
pocos. A leitura foi realizada por espectrofotometria a 540 nm e a concentracédo de
hemoglobina determinada por comparagcéo a uma curva padrao de hemoglobina. Os
resultados obtidos foram expressos em concentracdo de hemoglobina
(microgramas-ug) por miligrama-mg de peso umido do implante (FERREIRA et al.,

2004; BARCELOS et al., 2005).

3.4 Avaliacédo da atividade da mieloperoxidase

O acumulo de neutrdfilos € um indicador da resposta inflamatoria. Esse tipo de
célula possui funcéo fagocitica, contribuindo para eliminacdo de detritos (MCDONAL
et al., 2010). A mieloperoxidase é uma enzima presente em granulos azurofilicos de
neutréfilos 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).

Apoés 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-3-D-glicosaminidase.

Inicialmente, o sedimento destinado a dosagem de mieloperoxidase foi
homogeneizado e ressuspendido em 2,0 mL de tampao fosfato de s6dio 80mM (pH
5,4) e centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos a 4° C. Foram retirados entao

200 pL do sobrenadante e adicionados 200 pL de tampéao de fosfato de sodio 0,05 M
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(pH 5,4) contendo 0,5% de hexa-1,6-bisdecyltrimethylammonium bromide (HTAB). A
atividade da enzima MPO no sobrenadante foi mensurada através da variacdo da
absorbancia (densidade optica; DO) a 450nm. As amostras (100 pL) foram
adicionados 100 uL de 3,3’-5,5’-tetrametilbenzidina 1,6 mM (TMB; Sigma) preparado
em dimetilsulfoxido (DMSO) concomitantemente com 100 uL de tampé&o fosfato
80mM (pH 5,4) contendo perdxido de hidrogénio 0,3 mM (Sigma). A reacao foi
interrompida com a adi¢ao de 100 yL de acido sulfarico 4M (Maia) e quantificada
colorimetricamente a 450 nm em leitor de microplaca. Os resultados sdo expressos

em densidade 6ptica (DO) por miligrama de tecido umido.

3.5 Avaliacdo da atividade da N-acetil-R-D-glicosaminidase (NAG)

A guantificacdo de células mononucleares nos implantes de esponjas pode ser
feita avaliando-se a atividade da enzima N- acetil-3-D-glicosaminidase, presente em
altos niveis em lisossomas de macrofagos ativados (BELO et al., 2004).

A outra parte do sedimento de esponja foi pesada e homegeneizada em uma
solucdo 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 realiza¢do do ensaio, 100 pL da amostra foram colocadas em duplicada
a uma placa de 96 pocos. Em seguida, foram adicionados 100 yL do substrato p-
nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminidase (Sigma), diluido em tampé&o citrato/fosfato (pH
4,5) em uma concentracao final de 2,34 mM. Posteriormente, a placa foi incubada a
37° C durante 30 minutos. Finalmente, a reacéo foi interrompida adicionando-se 100

ML de tampéao glicina 0,2 M (pH 10,6). A absorbancia 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 umido.

3.6 Quantificacao de citocinas (VEGF, TNF-a, CCL-2, TGF-p1)

Para a determinacdo destas citocinas nos implantes foram utilizados 100 uL do
sobrenadante restante da dosagem de hemoglobina.

Para a realizacdo do ensaio, diluicbes do sobrenadante foram adicionadas em
duplicada a placa de ELISA que continham um anticorpo monoclonal especifico. Em
seguida, foi adicionado um anticorpo de deteccdo. ApOs realizar a lavagem para
remover 0s anticorpos que nédo se ligaram, uma solucao de substrato foi adicionada
a placa de ELISA (50 yL de uma 1:1 solugao de perdxido de hidrogénio e 10 mg/mi
de OPD (Sigma)). A reacao foi interrompida apds 20 minutos de incubacdo com
50uL de &cido sulfurico 2N (Maia) e a intensidade da cor foi quantificada a 540 nm
em leitor de microplaca (Thermoplace). Os resultados sao expressos como

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

3.7 Quantificacdo de colageno

A quantidade de colageno soluvel total foi determinada através da colorimetria
(PHILLIPS et al 2004; CAMPOS et al. 2008; MENDES et al 2009) baseada na
reacdo 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 50uL do reagente picrossirius red a 25
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ML da amostra. Apds incubagao de 30 minutos a temperatura ambiente, o complexo
coldgeno-picrossirius red foi novamente centrifugado, a 3000 rpm por 10 minutos a
25°C. Os sobrenadantes foram descartados e o sedimento lavado com 500 uL de
etanol (99% puro e livre de methanol, Synth) e o complexo colageno-corantes é
reconstituido em 1mL de reagente alcalino NaOH 0,5M (Synth). Apos solubilizacéo,
as amostras foram transferidas para placa de 96 pocos e lidas a 540nm em leitor de
microplacas. A quantificacdo de colageno foi determinada através da comparacéao de
uma curva padrao utilizando padrao de gelatina (Merck) e os resultados expressos

em microgramas (ug) de colageno por miligramas (mg) de implante.

3.8 Avaliacéo histolégica

Os implantes foram fixados em formol tamponado a 10% por no minimo 48
horas e processados para inclusdo em parafina. As segcdes de 5 um obtidas foram
coradas pelo método da hematoxilina-eosina (HE) para quantificacdo da area
fibrovascular e nimero de vasos e processados para estudos microscopicos. Para a
anéalise morfométrica, imagens das secdes obtidas de 15 campos (8533 pm?) foram
capturadas para um objetiva panacromética (40X) em luz microscépica (ampliacéo
final =400x). As imagens foram digitalizadas através de uma microcamera JVC TK-
1270/JCB e transferidas para um analizador (Kontron Electronics,Carl Zeiss — KS300
versao 2). A contagem de vasos foi definida como uma estrutura com lumen. A area
vascular (pmz) foi calculada por medigdo do didametro de cada vaso em 50 campos

de cada linhagem dividido pelo numero de vasos obtidos pela média £s.e.m.
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3.9 Avaliacdo do fluxo sanguineo cutaneo em camundongos Swiss, BALB/c e

C57BL/6J (Técnica de difusdo da fluoresceina)

Esse ensaio foi realizado na pele dorsal de camundongos nos quais nédo foram
submetidos ao implante de esponja para estabelecer se o background genético pode
determinar variacdo nesse fenotipo. Nos utilizamos o método fluorimétrico em que a
taxa de difusdo da fluoresceina sddica aplicada por via intradérmica, indica o fluxo
sanguineo local (ANDRADE et al., 1997). Uma solucéo estéril (10 ul) de fluoresceina
sbdica (Sigma, USA; 1%) foi injetada intradermicamente. Amostras de sangue da
veia da cauda (15 ul) foram retiradas 1,3,5,7,10,15,20,25 e 30 minutos apés a
injecdo do marcador. As amostras de sangue foram adicionadas em 3 ml de solugéo
salina isotbnica, centrifugadas por 5 minutos a temperatura ambiente e o
sobrenadante foi mantido para a determinacdo da fluorescéncia em
espectrofotometro de fluorescéncia (Varian) em uma excitacdo/emissdo de 485/520.
Esses resultados sdo expressos em picos de fluorescéncia na circulacao sistémica

(minutos- min).

3.10 Analise estatistica

Todos os dados estdo expressos em média +SEM. Comparactes foram feitas
entre os trés grupos para cada variavel em cada momento avaliado, utilizando-se
analise de variancia (ANOVA) seguida por fator de correcdo Newman-Keuls para
comparagcdes multiplas. Diferencas entre as médias foram consideradas

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

BALB/c e C57BL/6J

A matriz esponjosa foi bem tolerada por todas as trés linhagens. Sinais de
infeccdo ou rejeicdo ndo foram observados no local do implante durante o periodo
de 14 dias de experimento in vivo. Os implantes foram facilmente dissecados do
tecido adjacente (pele e musculo) em todos os intervalos de tempo.

O acumulo de leucdcitos revelou diferencas no perfil da resposta inflamatéria
entre as linhagens (Figura 2A). A diferenca na acumulacdo de neutréfilos (como
atividade de MPO) nos implantes apareceu no primeiro dia pds-implantacdo 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). Apos esse ponto, os niveis de atividade de MPO foram semelhantes entre os
implantes nas trés linhagens.

A atividade de NAG nos implantes foi similar nos trés grupos durante os dias 1,
4 e 10, mas divergiu depois. No dia 14, os implantes em camundongos Swiss
apresentaram uma maior resposta inflamatéria (10,630+ 0,650) comparada com 0s

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 inflamatérias em implantes de esponjas de camundongos (A) Atividade
de MPO e (B) atividade da NAG em datas pré-determinadas. Os valores representados sdo a média (+SEM) de
grupos de 6-8 animais para cada ponto. *Diferenga significativa entre implantes de BALB/c e Swiss (p<0.05); ***
diferenca significativa entre implantes de BALB/c e C57BL/6J (p<0.001); # diferenca significativa entre as

linhagens Swiss e C57BL/6J (p<0.05); ANOVA.
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Os niveis da citocina pro-inflamatéria TNF-a, ndo mostraram diferencas entre
0S grupos nos tempos avaliados (Figura 3A). Por outro lado, a cinética da producéao
da citocina pro-inflamatéria CCL-2, nos implantes nas trés linhagens, foi similar e o
pico foi atingido no dia 10 pds-implantacdo. No dia 4 pds-implantacdo, o nivel desta
citocina foi maior nos implantes na linhagem C57BL/6J (4,113+ 0,910) em relacdo
aos animais BALB/c (3,119+ 0,635). No dia 10, os niveis de CCL-2 foram maiores
nos implantes em animais C57BL/6J (15,340t 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 niveis dessa citocina do que os implantes da linhagem
Swiss (3,750+ 0,950). Contudo, os niveis 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 € interessante, uma vez que essa citocina é

quimiotatica para macrofagos.
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Figura 3- Cinética da producao da citocina (A) TNF-a e (B) CCL-2 nos implantes de esponja em camundongos.
Os valores representados sdo as médias (+SEM) de grupos de 6-8 animais de cada ponto. *Diferenca
significativa entre implantes de BALB/C e C57BL/6J (p<0.05); ** diferenga significativa entre linhagens Swiss e

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

C57BL/6J

Determinacédo dos niveis de hemoglobina (Hb) nos implantes fornece uma boa
validacdo do indice de neovascularizacdo (PASSANITI et al., 1992; HU et al., 1995;
MENDES et al., 2009). Houve diferencas entre as linhagens nos dias 10 e 14 poés-
implantacdo. 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
niveis 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 conteudo 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
nao nos valores dos implantes em Swiss (Figura 4A).

A mais importante citocina pré-angiogénica (VEGF) nos implantes de BALB/c
apresentou pico no dia 10 (1,442+ 0,220), enquanto 0s maiores niveis 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 pés-implantacéo, os
niveis de VEGF dobraram nos implantes em BALB/c (1,442+ 0,220) em comparacao

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 contetdo de (A) hemoglobina e (B) producdo de VEGF nos implantes de esponja em
camundongos. Os valores representados sdo a média (+SEM) de grupos de 6-8 animais para cada ponto.
Gréfico A- ** Diferencga significativa entre implantes de Swiss e BALB/c (p<0.01); * entre implantes de Swiss e
C57BL/6J (p<0.05). *** Diferencas significativas entre implantes de Swiss e BALB/c ou C57BL/6J (p<0.01);
ANOVA. Grafico B- ### Diferenca significativa entre implantes de BALB/c e Swiss (p<0.001); ** Diferencas
significativas entre BALB/c e C57BL/6J (p<0.01); & Diferenga significativa entre Swiss e C57BL/6J (p<0.05).

ANOVA
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A analise morfométrica dos implantes foi realizada no dia 10 pos-implantacao.
Este foi o intervalo de tempo em que maiores diferencas foram observadas entre os
implantes nas linhagens de camundongos com relacdo a neovascularizacdo. Os
resultados obtidos mostram que o numero de vasos do implante em Swiss foi 28+
3/campo, 7+ l/campo em BALB/c e 15+ 1l/campo em C57BL/6J (Figura 5A). A
mensuracao da area vascular dos implantes do mesmo intervalo de tempo (10 dias
pos-implantacéo) confirmou que os implantes em Swiss foram mais vascularizados

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

implantacdo. Em A, o nimero de vasos por campo e em B, a area vascular dos implantes. Os valores

representam as médias (+SEM) de grupos de 4-5 animais.
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Cortes histologicos representativos do tecido fibrovascular em implantes
subcutédneos de esponja nas trés linhagens de camundongos mostraram um
estroma ocupando o0s poros da matriz sintética. Vasos sanguineos, células
inflamatorias, fibroblastos fusiformes s&o vistos em todos os cortes, mas ha mais
vasos sanguineos nos implantes em Swiss comparado com as outras duas

linhagens (Figura 6A,B,C).
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Figura 6- Cortes histolégicos representativos (5 pm, coradas com H&E) de tecido fibrovascular induzido em
implantes subcutdneos em camundongos (A) Swiss, (B) BALB/c e (C) C57BL/6J no dia 10 pés-implantacédo. O
estroma fibrovascular que ocupa os poros na matriz esponjosa (formas triangulares) é composto por vasos
sanguineos, células inflamatdrias, fibroblastos fusiformes. As setas pretas indicam a localiza¢&@o de alguns vasos

sanguineos. Barra: 100 ym
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4.3 Deposicao de colageno e niveis de TGF-$1

O conteudo de colageno 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 colageno foi atingido no dia 4 pdés-implantacdo, enquanto para animais da
linhagem Swiss essa deposicao 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 niveis da citocina pré-fiborogénica, TGF-B1, foi similar nos
implantes nas trés linhagens no dia 4, mas divergiu nos dias 10 e 14. No décimo dia
pos-implantacéo, os niveis de TGF-B1 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 niveis mais altos dessa citocina
(2,956+ 0,530) comparada aos niveis 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 niveis de TGF-B1 quando
comparados a 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 niveis de TGF-

B1 foram maiores em implantes de Swiss (Figura 7B).
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Figura 7- Cinética de deposicdo de (A) colageno e (B) niveis de TGF-f1 em implantes de esponja em
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Diferencas significativas entre implantes de BALB/c e Swiss ou C57BL/6J; * diferengca significativa entre
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diferencas entre BALB/c e C57BL/6J, ANOVA.
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4.4 Fluxo sanguineo cutaneo em camundongos Swiss, BALB/c e C57BL/6J

Tendo estabelecido as variaveis quantitativas e temporais no tecido
fibroproliferativo recém-formado nas trés linhagens de camundongos, nos
investigamos se essas diferengas poderiam ser detectadas em um tecido normal
pré-existente. A cinética da curva de difusdo da fluoresceina apresenta padrédo
similar, uma fase ascendente seguida de uma descendente, nas trés linhagens. A
Figura 8A mostra um tracado representativo da cinética de difusdo da fluoresceina
obtida de um animal de cada linhagem. O pico de fluoresceina foi atingido em 20
minutos em camundongos BALB/c, mas muito antes em camundongos Swiss e
C57BL/6J. A Figura 8B apresenta dados de diferencas significativas entre picos de

fluorescéncia de BALB/c e as outras duas linhagens.
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Figura 8- Difusdo de fluoresceina apds inje¢ado intradérmica do marcador em linhagens de camundongos Swiss,
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animais. **Diferenca significativa de linhagem Swiss e BALB/c e ***entre BALB/c e C57BL/6J; ANOVA; p<0.05.
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5. DISCUSSAO
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Noés estudamos o desenvolvimento sequencial da angiogénese inflamatéria no
tecido fibrovascular induzido por esponja de poliéster-poliuretano em trés linhagens
de camundongos (Swiss, BALB/c e C57BL/6J). Estas trés linhagens séo
frequentemente utilizadas em investigacdo in vivo sobre parametros fisiolégicos,
respostas farmacoldgicas, pesquisas do sistema imune, estudos toxicologicos e
patolégicos. Nosso estudo é relevante, em primeiro lugar, porque se torna cada vez
mais conhecido que o background genético pode resultar em um fendtipo diferente
guando uma mesma manipulacdo genética é realizada (SIGMUND 2000; MURATA
et al., 2002) e, em segundo lugar, porque diferentes linhagens podem exibir
diferentes niveis de expressdo génica apesar do fato de que todas as linhagens de
camundongos contém a mesma colecdo de genes (SIGMUND, 2000; SCHADT et
al., 2003). Nesse contexto, mdultiplas vias de sinalizacdo podem estar alteradas,
produzindo assim diferentes fendtipos (LIU et al., 2010). De fato, a mesma alteracéo
genética resulta em profundas diferencas fenotipicas quando presentes em
diferentes linhagens, com diferentes backgrounds, influenciando varios parametros
fisiolégicos e patologicos estudados, incluindo tolerancia ao alcool (LINSENBARDT
et al., 2009), sepse (ZHANG et al., 2010), secrecédo de insulina (ANDRIKOPOULOS
et al., 2005) e cicatrizacdo (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).

Ha evidéncias consideraveis sugerindo que inflamagcdo e angiogénese co-
existem e sdo processos chaves em condi¢des fisiologicas e patoldgicas (JACKSON
et al., 1997; PRESTA et al., 2009) mas estudos comparativos desses processos nao

avaliaram as diferengas entre as linhagens de animais em experimentacao.
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E bem documentado que o implante de esponja induz crescimento espacial e
temporal de tecido fibrovascular localizado, permitindo a quantificacdo de varios
componentes do processo inflamatério e angiogénico (FERREIRA et al., 2004;
MENDES et al., 2009). NO0s usamos este modelo experimental para avaliar o
recrutamento de células inflamatérias, neovascularizacao e resposta fibrogénica em
linhagens de camundongos Swiss, BALB/c e C57BL/6J. Nossos resultados revelam
importantes variacdes entre as trés linhagens de camundongos em relacdo a essas
respostas.

O componente inflamatério do tecido fibrovascular foi avaliado quanto a
atividade de enzimas e citocinas inflamatérias. Estes parametros sdo 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 granulos
azurofilicos de neutrdfilos, tem sido, portanto utilizada para indicar o recrutamento de
neutréfilos em varios 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 neutrdfilos representam a linha primaria de defesa
do organismo (DIEGELMANN & EVANS, 2004; NUNES et al., 2011), sendo atraidos
para o local da lesdo por numerosas citocinas inflamatdrias produzidas por
plaguetas ativadas, células endoteliais e por produtos de degradacéo de patdgenos.
Esse tipo celular pode ser ativado por agentes que incluem produtos bacterianos e
citocinas ou quimiocinas, como por exemplo, TNF-a, IL-8 e IFN-y. No local da
infeccao, os “corpos estranhos” sao reconhecidos por receptores de membranas dos

neutréfilos e entdo fagocitados. Além disso, esse tipo celular é capaz de sintetizar
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mediadores pro-inflamatorios e apresentar antigenos as células T. Os neutroéfilos
entram em apoptose rapidamente, liberando citocinas que sédo importantes para o
recrutamento de macréfagos (RODERO & KHOSROTEHRANI, 2010; WRIGHT et
al., 2010). Nossos resultados mostram niveis de MPO aproximadamente 2 e 3 vezes
maiores nos implantes em BALB/c comparados a 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 neutrofilos para o local da inflamacéao.

A atividade da enzima N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), presente em
macrofagos ativados esta relacionada a fase inflamatoria tardia (APPLETON et al.,
1993; BARCELOS et al., 2004). Os macréfagos sdo células miel6ides maduras,
derivadas principalmente da diferenciacdo de mondcitos circulantes. Essas células
possuem inumeras propriedades fisiologicas e patologicas, dependendo da
estimulacdo de certas citocinas. Os macroéfagos infiltram na ferida macicamente e
acentuam a atividade fagocitaria (RODERO & KHOSROTEHRANI, 2010; WRIGHT
et al., 2010). Essas células também sdo importantes para o fechamento da ferida,
bem como para a fibrose e formacéo de cicatriz. De maneira oposta aos achados
relacionados ao MPO, os resultados indicam que camundongos da linhagem Swiss
apresentaram maior habilidade para recrutar/ativar macréfagos quando comparados
as outras duas linhagens, uma vez que os implantes apresentaram maiores niveis
de NAG. Também foi observado, como esperado, que a atividade enzimatica foi
mais intensa em uma fase mais tardia (14 dias).

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

citocina TNF-a € a citocina pro-inflamatoria mais importante por promover o reparo
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tecidual através da inducdo de componentes da membrana basal e de proteases
para a degradacédo de colageno, participando ativamente da reconstrucdo da matriz
extracelular. Alguns autores acreditam que o TNF-a pode induzir também a
angiogénese, através do aumento dos niveis de mRNA de IL-8, do fator de
crescimento do endotélio vascular e do fator de crescimento fibroblastico em células
endoteliais (YOSHIDA et al., 1997; BANNO et al., 2004; CHAKRAVARTY et al.,
2011). Os niveis intraimplante da citocina pro-inflamatoria TNF-a n&do mostraram
diferencas significativas relacionadas as linhagens. As quimiocinas sédo proteinas
pequenas que funcionam como quimioatrativos para facilitar a migracao de células
do sistema imunologico durante a vigilancia imunolégica e periodos de inflamacédo. A
guimiocina ligante 2 (CCL-2/JE), anteriormente conhecida como proteina
guimioatrativa 1 (MCP-1), recruta monadcitos, linfocitos-T e basdfilos para os locais
de inflamacdo (PAGE et al., 2011). No entanto, os niveis de CCL-2 variaram de
forma relevante nos implantes nas diferentes linhagens nos dias 4 e 10 pés-
implantacdo. Implantes em camundongos Swiss apresentaram menores niveis
dessa citocina enquanto implantes em BALB/c e C57BL/6J apresentaram niveis
semelhantes da mesma. A discrepancia entre os niveis de CCL-2 e a atividade de
NAG em implantes em Swiss contradiz a nog¢do da concentracdo-resposta
geralmente observada (ROLLINS, 1997; RAMAN et al., 2011). Como a CCL-2 € uma
guimiocina atrativa de macrofagos, esperava-se que doses mais altas desta
resultassem em maiores niveis de NAG. Diante disso, é tentador especular que nas
linhagens heterogénicas, o recrutamento/ativacdo de macréfagos pode contar com
um sinal adicional ou suas células sdo mais sensiveis a citocina quimiotatica. De

maneira oposta, os macrofagos das duas linhagens isogénicas podem ser menos
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sensiveis ou deficientes na resposta a CCL-2. Apesar da diferenca na quantidade da
citocina produzida pelos implantes nas duas linhagens isogénicas, C57BL/6J e
BALB/c, ndo houve diferenca na atividade de NAG entre elas. Ha uma série de
trabalhos avaliando a relevancia funcional dos principais mediadores inflamatorios
em animais geneticamente modificados (GROSE & WERNER, 2004), mas nds ndo
encontramos estudos avaliando a influéncia do background genético em parametros
inflamatorios investigados em nosso estudo.

A resposta angiogénica aos implantes de esponja também foi deduzida a partir
de varios marcadores. Foi avaliada a quantidade de hemoglobina contida no
implante, um marcador indireto da vascularizacdo. Para o0s implantes em
camundongos da linhagem Swiss, o conteddo de hemoglobina (Hb) indicou um
aumento constante na formacdo de novos sanguineos até o dia 14. Esse perfil de
manutencdo da angiogénese também foi encontrado nos implantes nas linhagens
BALB/c e C57BL/6J. Contudo, as linhagens isogénicas apresentaram quantidades
de hemoglobina muito mais baixas comparadas a linhagem heterogénica. A
guantidade de Hb nos implantes nas linhagens isogénicas também variou entre elas
no dia 10. O VEGF é o fator angiogénico mais amplamente estudado, que aumenta
a permeabilidade vascular e age também diretamente sobre proteinas angiogénicas,
estimulando a mitogénese, migracdo e diferenciacdo (MOSCH et al., 2010; DI
DOMENICO et al.,, 2011; MARTINS et al.,, 2011). Além disso, é uma proteina
guimiotatica de varias células inflamatodrias, incluindo macréfagos, neutrdfilos,
células dendriticas, células T e células supressoras derivadas da mieléide (DI
DOMENICO et al.,, 2011). Interessantemente, a cinética da producdo de VEGF

variou entre as linhagens e foi contraditéria aos achados de hemoglobina. O menor
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nivel de VEGF foi encontrado nos implantes em camundongos da linhagem Swiss,
gue por sua vez, apresentaram maior conteudo de hemoglobina. De maneira oposta,
o maior nivel 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 angiogénese de forma direta
e indireta, in vitro e in vivo, modulando varias fases e componentes da formacéo e
remodelamento de vasos sanguineos (KOWANETZ et al., 2006). Nossos resultados
estdo em contraste com os de WARD et al. (2007) que mostraram que altos niveis
de expressdo de VEGF coincidem com uma resposta angiogénica pronunciada
induzida por hipéxia em camundongos CD1. E possivel que em nossos
experimentos os altos niveis de VEGF em implantes menos vascularizados
(linhagens isogénicas) podem ser um mecanismo compensatorio para estimular a
formacdo de vasos sanguineos no ambiente de hipoxia e inflamacao dos implantes.
De fato, hipdxia, estresse oxidativo e citocinas sdo fatores bem conhecidos que
podem regular a expresséao/producao de VEGF (MESSMER-BLUST et al., 2009).

Interessantemente, as diferencas relacionadas as linhagens na angiogénese
em condicbes de hipodxia relatadas em camundongos BALB/c e C57BL/6J indicam
gque a heterogeneidade genética desempenha um papel na sinalizacdo da
angiogénese. Além disso, a expressdo de fatores de crescimento dependente da
linhagem pode determinar a divergéncia da resposta angiogénica (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 nimero 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 angiogénico da linhagem do tipo
Swiss. Além disso, ao se avaliar a area vascular nas trés linhagens, os implantes
nos animais da linhagem BALB/c mostraram uma menor area, 0 que também
corrobora com os resultados da hemoglobina, indicando que diante de um mesmo
estimulo, os animais da linhagem BALB/c apresentam menor angiogénese do que
as outras duas linhagens.

Para a avaliacdo da fibrogénese, foram avaliados outros parametros, tais como
o coldgeno e a citocina TGF-B1. O remodelamento do tecido do estroma
fibrovascular € regulado por complexas interacbes de proteinas pro- e anti-
fibrogénicas dentro do tecido inflamatério. O TGF-B1 € uma citocina pré-fibrética
chave que induz a diferenciacéo de fibroblastos em miofibroblastos que, por sua vez,
sintetizam coladgeno (LEASK & ABRAHAM, 2004; BONNIAUD et al., 2005).
Relatamos aqui diferengas na resposta fibrogénica em camundongos Swiss, BALB/c
e C57BL/6J. A deposicao de colageno foi mais rapida nos implantes de esponja em
animais isogénicos quando comparados com implantes de animais da linhagem
Swiss no dia 4. Por outro lado, os niveis da citocina pré-fiborogénica TGF-f31
aumentaram progressivamente do dia 10 ao 14 em implantes em Swiss e BALB/c
mais diminuiram nos implantes em camundongos C57BL/6J no dia 14. Esse
conjunto de dados revela uma fase de remodelamento mais rapida desses animais
comparados com as outras linhagens. Nossos resultados sdo discordantes dos
achados por KOLB et al. (2002) que mostram um grau significativamente menor de
fibrose pulmonar em linhagem BALB/c comparada a linhagem C57BL/6J. Embora
tais fatores como o tipo de estimulo usado e o tecido estudado possam explicar essa

discrepancia, a susceptibilidade genética provavelmente determina a resposta
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fibrogénica. De fato, KOLB et al. (2002) relataram que camundongos BALB/c
desenvolvem significativamente menor fibrose em resposta ao TGF-f1 comparada
com camundongos C57BL/6J e essa diferenca tem sido atribuida a susceptibilidade
linhagem-dependente a fibrose.

Apos a determinacdo de variacbes quantitativas e qualitativas nos
componentes chaves do tecido fibroproliferativo recém-formado nas trés linhagens,
nos investigamos se diferencas poderiam ser detectadas em um tecido normal pré-
existente. De fato, a avaliacdo do fluxo sanguineo cutdaneo usando o método de
difusdo da fluoresceina (ANDRADE et al.,1997) revela que a difusdo do marcador
em camundongos BALB/c foi menor que nas outras linhagens de camundongos,
indicando uma diferenca funcional na vasculatura da pele desses animais. Tem sido
mostrado que camundongos BALB/c formam 50% menos vasos colaterais em
relacdo a camundongos C57BL/6J e que esses vasos sao perdidos 3 semanas apos
a sua formacdo (CHALOTHORN et al., 2007). E possivel que esse traco vascular
possa ocorrer na pele de camundongos BALB/c. Assim, uma conseqguéncia funcional
dessa determinacdo genética pode ser um comprometimento do fluxo sanguineo
observado nos nossos experimentos.

Diante desses resultados, podemos sugerir que o0 background genético
influencia uma série de eventos biolégicos, interferindo em componentes
inflamatorios, angiogénicos e fibrogénicos.

Assim, o modelo de implante de esponja induziu a formacdo de tecido
fiborovascular que diferiu de maneira importante entre as linhagens. Nossos
experimentos também quantificaram essas diferencas em termos de inflamacéo,

angiogénese, producdo 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 informacao
pode ser relevante para direcionar a manipulacdo genética de genes-alvos
envolvidos no processo fibrovascular, bem como para direcionar a escolha da

linhagem de camundongo para experimentos funcionais especificos.
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6. CONCLUSOES



52

- O modelo de implante de esponja se mostrou eficaz para avaliacdo de parametros
inflamatorios, angiogénicos e fibrogénicos nas diferentes linhagens de
camundongos, uma vez que induziu a formacdo de um tecido fibrovascular
proliferativo e permitiu a determinacdo da cinética do recrutamento/ativacdo de
células inflamatérias, neovascularizacdo, deposicdo de matriz extracelular e

producao de citocinas.

- O background genético influenciou quantitativa, temporal e qualitativamente o
processo de crescimento do tecido fibrovascular, de acordo com os parametros e

metodologia utilizada.

- Os implantes nas trés diferentes linhagens apresentaram diferencas em termos de
intensidade da inflamacéo, angiogénese, producao de citocinas e das caracteristicas

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 estimulo.
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Linhagem Inflamagéo aguda Angiogénese Fibrogénese
Swiss Intermediaria Mais intenso Mais lenta
BALB/c Mais intenso Menos intenso Intermediaria

C57BL/6J Menos intenso Intermediario Mais réapida

Contribuicdes cientificas

Swiss ~— Podem ser utilizados em testes de drogas anti-angiogénicas.

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

C57BL/6J —> Podem ser usados como modelo para estudos de cicatrizacao.
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