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RESUMO

Em contraste com os mamiferos, o zebrafish (Danio rerio) tem a habilidade de
regenerar tecidos lesionados como o tecido cardiaco, a retina ou diferentes tecidos
presentes na cauda, o que o torna um modelo ideal para estudos de regeneragao.
Sabe-se que as células do sistema imune inato desempenham papéis essenciais na
regeneragao ao serem submetidas a modificagdes fenotipicas e funcionais ao longo
de todo o processo. Apesar disso, alguns aspectos dos mecanismos moleculares
através dos quais essas células orquestram a regenerag¢ao continuam desconhecidos.
Portanto, este estudo visou avaliar a dindmica de infiltracdo de macréfagos e
neutroéfilos na lesdo durante o processo regenerativo da cauda em larvas de zebrafish.
Além disso, buscou-se compreender a relagao entre o sistema redox e o metabolismo
das células do sistema imune durante o processo regenerativo, ao se correlacionarem
os fendtipos e perfis infiltrantes dos fagocitos com a atividade das enzimas
antioxidantes catalase e superoxido dismutase. A amputacédo da cauda foi realizada
em larvas transgénicas para as moléculas macrophage-expressed gene 1 (mpeg1) e
tumor necrosis factor alpha (TNFa) 72 horas pos-fertilizacdo (hpf), seguido de
imageamento por microscopia confocal. Paralelamente, foram analisadas as
atividades das enzimas envolvidas no sistema antioxidante (superoxido dismutase,
catalase e glutationa-S-transferase). Demonstrou-se a transicdo de fendtipo dos
macrofagos de um perfil pré-inflamatério para anti-inflamatério. Além disso, um
aumento no numero de neutrdfilos (células lyz:dsRed/mpx:GFP+) e macrofagos
(células mpeg1+) presentes na lesdo foram observados, seguido de uma diminuigédo
nos neutrofilos 168 horas pés-amputagao (hpa). Em comparacgao aos grupos controle,
a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) sdo mais
elevadas em 24 e 120 hpa, respectivamente. Maiores niveis de peroxidacao lipidica
foram detectados durante a regeneragdo. Ha, portanto, uma dindmica de infiltragéo
caracterizada inicialmente pela chegada de neutréfilos no local da lesédo, seguida de
macrofagos inflamatérios e anti-inflamatérios, com resolugdo da infiltragdo de
neutrofilos em 168 hpa. Apesar do estresse oxidativo, observou-se uma resposta
antioxidante ao longo da regeneragao da nadadeira caudal, caracterizada pelo
aumento da atividade da SOD e CAT em 1 e 5 dpa, respectivamente. O presente
trabalho ira contribuir com estudos futuros acerca do desenvolvimento de terapias
celulares objetivando maior efetividade no tratamento de doengas relacionadas com
a formacéo de tecido fibrético.

Palavras-chave: Zebrafish. Regeneracédo. Macrofagos. Metabolismo. Redox.



ABSTRACT

In contrast to mammals, zebrafish (Danio rerio) has the ability to regenerate
injured tissues such as heart tissue, the retina or different tissues present in the tail,
making it an ideal model for regeneration studies. It is known that cells of the innate
immune system play essential roles in regeneration due to the fact that they are
subjected to phenotypic and functional changes throughout the process. Despite this,
some aspects of the molecular mechanisms by which these cells orchestrate
regeneration remain unknown. Therefore, this study aimed to evaluate the dynamics
of infiltration of macrophages and neutrophils in the lesion during the regenerative
process of the fin fold in zebrafish larvae. In addition, we sought to understand the
relationship between the redox system and the metabolism of immune system cells
during the regenerative process, by correlating phagocyte phenotypes and infiltrating
profiles with the activity of the antioxidant enzymes catalase and superoxide
dismutase. Fin fold amputation was performed on transgenic larvae for the
macrophage-expressed gene 1 (mpeg1) molecules and tumor necrosis factor alpha
(TNFa) 72 hours post-fertilization (hpf), followed by confocal microscopy imaging. In
parallel, the activities of enzymes related to the antioxidant system (superoxide
dismutase, catalase and glutathione-S-transferase) were analyzed. The macrophage
phenotype transition from a pro-inflammatory to an anti-inflammatory profile was
demonstrated. In addition, an increase in the number of neutrophils
(lyz:dsRed/mpx:GFP+ cells) and macrophages (mpeg1+ cells) present in the injury site
were observed, followed by a decrease in neutrophils 168 hours post-amputation
(hpa). The enzymatic activity of antioxidant molecules was determined at 24 and 120
hpa. In comparison to the control groups, the activity of the enzymes superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) are higher at 24 and 120 hpa, respectively.
Higher levels of lipid peroxidation were detected during regeneration. There is,
therefore, an infiltration dynamic characterized initially by the arrival of neutrophils at
the lesion site, followed by inflammatory and anti-inflammatory macrophages, with
resolution of neutrophil infiltration at 168 hpa. Despite oxidative stress, an antioxidant
response was observed throughout the regeneration of the caudal fin, characterized
by an increase in the activity of SOD and CAT by 1 and 5 dpa, respectively. The present
work can contribute to future studies on the development of cell therapies, achieving
greater effectiveness in the treatment of diseases related to the formation of fibrotic
tissue.

Keywords: Zebrafish. Regeneration. Macrophages. Metabolism. Redox.
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1 INTRODUGAO

Os animais desenvolveram estratégias para responder a patégenos e lesdes
teciduais e essas estratégias diferem bastante entre as espécies das classes de
mamiferos, anfibios e peixes (FUMAGALLI; ZAPPERI; LA PORTA, 2018). O zebrafish
(Danio rerio) € um peixe teledsteo que, em contraste com os mamiferos, apresenta
uma alta capacidade regenerativa de 6rgaos e tecidos (ITOU; KAWAKAMI,
BURGOYNE; KAWAKAMI, 2012). O zebrafish representa um modelo animal
relativamente novo que tem sido empregado em estudos de diferentes aspectos
bioldgicos, e em especial a regeneragcdo de orgaos devido a sua habilidade em
regenerar completamente retina, cérebro, rins, medula espinhal e nadadeiras apos
lesbes, de forma a restaurar completamente suas fungdes (BEFFAGNA, 2019). Ao
levar em consideragcdo a regeneracdo da nadadeira caudal, o zebrafish € um
excelente organismo para estudar o processo regenerativo epimoérfico, caracterizado
pelo crescimento de uma nadadeira totalmente funcional através da formagao de uma
camada epidérmica e blastema, uma massa de células altamente proliferativas e
indiferenciadas (PFEFFERLI; JAZWINSKA, 2015).

O sistema imune apresenta fungdes relevantes durante a homeostasia
tecidual, e tem-se demonstrado importante na modulagdo da regeneragdo e de
processos de reparo teciduais apdés a formacao de lesdes. Células imunes estao
envolvidas em uma ampla gama de processos, incluindo inflamagéo, sinalizagao
associada a dano, desdiferenciacao e reposicdo celulares, além da formacédo de
cicatrizes fibréticas e de suas resolugdes (OISHI; MANABE, 2018). Além disso, células
do sistema imune inato, como os macrofagos e neutrdfilos, sdo recrutadas
precocemente para o local da lesdo e auxiliam eliminando debris celulares e
secretando moléculas sinalizadoras que induzem proliferagédo celular e programas de
diferenciacdo que s&o importantes para uma regeneragdo bem-sucedida (LAl
MARIN-JUEZ; STAINIER, 2019). Adicionalmente, uma regeneragao bem-sucedida
precisa de uma resposta celular imune equilibrada e o recrutamento de células imunes
polarizadas que facilitam o processo regenerativo (ABNAVE; GHIGO, 2019; LAl
MARIN-JUEZ; STAINIER, 2019). Os macréfagos, por exemplo, exibem fendtipos e
padroes de expressao génica distintos dependendo da localizagdo em que se
encontram, microambiente, entre outros fatores. Uma nomenclatura comum para

essas células foi necessaria e entdo proposta, e que depende da fonte dessas células
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e é baseada em uma colecao de marcadores ou de estimulos diferenciais (MURRAY;
ALLEN; BISWAS; FISHER et al.,, 2014). Em suma, células pro-inflamatorias ou
macrofagos M1 sao células intimamente relacionadas a células T CD4+ com resposta
Th1 e tem como fungdes principais a eliminagéo de agentes bacterianos e a liberagao
de citocinas pro-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio, enquanto células anti-
inflamatorias ou pro-resolutivas (M2) sao relacionadas a células T CD4+ com resposta
do tipo Th2 e sao responsaveis pela defesa contra parasitos, remodelamento tecidual
e pela secregao de mediadores imunomodulatérios (TACKE; ZIMMERMANN, 2014).
Dependendo do contexto bioldgico, os macrofagos podem expressar marcadores que
correspondem a ambos fenétipos, e diversos estudos tem sugerido que macrofagos
de lesao exibem estados de polarizacdo dindamicos e dependentes do ambiente da
regidao injuriada (BRANCATO; ALBINA, 2011; CAO; HARRIS; WANG, 2015;
CHAZAUD, 2014; DALEY; BRANCATO; THOMAY; REICHNER et al., 2010).

Os neutrdéfilos sao células que também participam no desenvolvimento e
resolucao da inflamacao resultante de uma lesdo (KEIGHTLEY; WANG; PAZHAKH;
LIESCHKE, 2014). Essas células tem destaque em sua fungao antimicrobiana devido
a sintese de enzimas com alto potencial microbicida. E importante ressaltar que além
dessa funcdo, o recrutamento de neutréfilos para o local injuriado demonstra os
passos iniciais da resposta anti-inflamatéria, uma vez que a mieloperoxidase,
majoritariamente produzida pelos neutréfilos, é liberada no local e consome o perédxido
de hidrogénio, levando a diminui¢ao da sinalizagéo inflamatodria, como sugere-se em
estudos utilizando zebrafish mutante deficiente para a mieloperoxidase (BUCHAN;
PRAJSNAR; OGRYZKO; DE JONG et al., 2019; PASE; NOWELL; LIESCHKE, 2012;
SCHURMANN; FORRER; CASSE; LI et al., 2017). Além disso, os neutrdfilos tem a
funcdo de promover a conversao fenotipica de macrofagos M1 a macréfagos M2
através da producdo de mediadores que estimulam essa conversao, que pode
resultar, consequentemente, em reparo e regeneragao tecidual (YANG; TAO; WU,
ZHAO et al., 2019).

Células do sistema imune e outros tipos celulares como epiteliais e endoteliais
podem produzir EROs (BAE; OH; RHEE; YOO, 2011), que, por fim, participam em
uma variedade de vias de sinalizagdo que sdo necessarias para uma regeneragao
adequada (ROMERO; MCCATHIE; JANKUN; ROEHL, 2018). Vale ressaltar que o
excesso de EROs pode resultar em dano tecidual e pode levar a um microambiente

disfuncional, porém esse ndo é o caso em alguns cenarios, ja que células possuem
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sistemas antioxidantes endogenos, a exemplo das enzimas catalase e superdxido
dismutase, garantindo um equilibrio entre antioxidantes e espécies reativas de
oxigénio (STHIJNS; VAN BLITTERSWIJK; LAPOINTE, 2018). Neste estudo,
realizaram-se analises por microscopia confocal, PCR quantitativa em tempo real e
ensaios bioquimicos com a finalidade de investigar os perfis metabdlicos dos
macréfagos em um contexto de regeneracdo da nadadeira caudal do zebrafish em
fase larval. Demonstrou-se que essas células imunes, com um fendtipo
majoritariamente pré-inflamatério, séo recrutadas para o local da leséo e que, mais
tarde, em 5 dias pdés-amputacdo da nadadeira sdo encontradas com fendétipo anti-
inflamatorio. Além disso, detectou-se maior atividade da enzima catalase ao final da
fase de recrescimento. Esses achados permitiram-nos levantar a hipétese de que os
macrofagos polarizam de um estado pré-inflamatério para um estado pro-resolutivo
devido a um microambiente mais favoravel, que é determinado pelo sistema redox

regulado durante o processo regenerativo.

1.1 JUSTIFICATIVA

A fisiopatologia de diversas doengas se baseia no processo de transigao entre
a fibrose e a regeneracéo tecidual. Apés uma lesdo tecidual, inicialmente, uma grande
quantidade de células inflamatdrias, como neutrofilos e macrofagos, sao recrutadas.
Essas células passam por alteragdes fenotipicas e funcionais ao longo do processo
de cicatrizacao devido principalmente a respostas a fatores de crescimento e citocinas
produzidas no microambiente tecidual (WYNN; VANNELLA, 2016). O uso do zebrafish
como modelo de pesquisa, por ter uma regeneragao tecidual bastante efetiva, com
pouca ou nenhuma formacéao de tecido fibrético, possibilita o entendimento da funcao
de diversos tipos celulares e diversas vias metabdlicas durante o processo de
regeneragao tecidual.

Os macrofagos e suas subpopulagdes fenotipicas pré- e anti-inflamatorias,
tém um papel fundamental no processo de regeneracéo tecidual (WYNN; VANNELLA,
2016). Através de técnicas de microscopia confocal, respirometria, avaliagao de genes
e proteinas envolvidas nos processos inflamatorios, oxidativos e fibréticos, este
estudo visa analisar e elucidar possiveis papéis e as fungdes destes tipos celulares

na regeneragao tecidual apds a ressecg¢ao da porgéo final da cauda de zebrafish.
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Identificar as fungdes e avaliar a dinamica de aparecimento de neutréfilos e diferentes
subtipos de macrofagos em lesdes da cauda de zebrafish permitira compreender
melhor a regeneragao no modelo animal. Em estudos futuros, os dados poderao ser
utilizados para o desenvolvimento de terapias utilizando diferentes fendtipos de
macrofagos para uma maior efetividade no tratamento de doengas que envolvem uma
regeneracao tecidual prejudicada, nos quais ha formacao de tecido fibrotico apos

lesdes teciduais.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a dindmica de infiltracdo de células do sistema imune na borda da
lesdo na cauda do zebrafish e identificar as vias metabodlicas dos neutréfilos e

macrofagos infiltrantes em diferentes tempos do processo regenerativo.

1.2.2 Objetivos especificos

= Avaliar a regeneragao da porcgao final da cauda das larvas de zebrafish
em diferentes tempos apoés a transecgéao cirurgica;

» |dentificar os tipos celulares presentes em diferentes tempos do
processo de regeneragédo em larvas de zebrafish;

= Definir a dindmica de infiltracdo dos neutréfilos e macréfagos in vivo;

= Avaliar o perfil metabdlico presente nos animais durante a regeneragéo
em larvas de zebrafish;

= Examinar a expressdao de genes relacionados com os perfis
antioxidantes, fibréticos e inflamatérios presentes em zebrafish em
diferentes tempos da regeneracao;

= Analisar o perfil redox tecidual durante a regeneracao caudal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ZEBRAFISH COMO MODELO ANIMAL

Ao longo das ultimas trés décadas o zebrafish, um peixe tele6steo de agua
doce, tem sido cada vez mais estudado e empregado como modelo animal de
experimentagcdo em diversas areas da ciéncia. Em sua taxonomia, a espécie, Danio
rerio, faz parte do reino Animalia, filo Chordata, classe Actinopterygii (infraclasse
Teleostei), ordem Cypriniformes e familia Cyprinidae. E uma espécie com um tamanho
pequeno, que varia entre 4 e 5 cm de comprimento quando adulta, encontrada em rios
e lagos, e nativa do Paquistdo e India (LESSMAN, 2011). Machos e fémeas podem
ser diferenciados anatomicamente de forma relativamente simples, onde os machos
possuem um corpo mais alongado, faixas pretas mais destacadas por todo o corpo
(origem do nome, peixe-zebra), além de uma coloragcdo marcadamente dourada nas
regides da barriga e nadadeiras. As fémeas, por sua vez, costumam ter a regido
abdominal mais saliente, principalmente quando estdo em periodo de oviposicéo, e
possuem menos coloragao dourada espelhada pelo corpo (WIXON, 2000).

Diversos fatores contribuem para que o zebrafish seja um modelo
adequado para fins de estudo. Inicialmente, sua disponibilidade € bem vasta, ele
requer baixos custos de manutenc¢ao, um cuidado muito simples quando comparado
a outros modelos animais, e um armazenamento muito facil, por seu tamanho
diminuto, em ambiente de laboratério. E um peixe oviparo de fertilizagéo externa, com
o desenvolvimento embrionario muito rapido, durando de 2 a 4 dias (D'COSTA,;
SHEPHERD, 2009). Além disso, possuem a habilidade de reprodu¢cdo semanal que
resulta em um grande numero de embrides que se desenvolve ex utero, permitindo
estudos de desenvolvimento embrionario, etc. (POUREETEZADI; WINGERT, 2016).
Os embrides da espécie sao translucidos, o que facilita a visualizacao de estruturas
em microscopio Optico simples e os torna ideais para imageamento in vivo a fim de
investigar fendbmenos biolégicos em niveis subcelulares, celulares e de sistemas
(ANTINUCCI; HINDGES, 2016). Suas nadadeiras caudais, em adultos, compreendem
de 16 a 18 raios 0sseos, que se estendem ao longo da cauda, sendo separados por
um tecido inter-raios. Esses ossos sdo segmentados e cobertos por uma epiderme,

onde também se observam vasos sanguineos, nervos, células pigmentadas e células
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fibroblasticas. Essas nadadeiras sdo facilmente removidas cirurgicamente e possuem
uma regeneracgao rapida e saudavel (WEHNER; WEIDINGER, 2015; WIXON, 2000).

2.1.1 Regeneracéo da cauda

O entendimento dos processos de fibrose e regeneracao tecidual é de
extrema relevancia para a elucidagao de diversas doencas e traumas que tém como
origem uma regeneragao prejudicada. Geralmente, quando ocorre uma leséo, ha o
intercambio dos estados regenerativo e fibrético nos tecidos, que depende das
caracteristicas do tecido lesionado e da capacidade regenerativa da espécie em
questdao (JULIER; PARK; BRIQUEZ; MARTINO, 2017). De certa forma, todos os
animais desenvolveram estratégias frente as doengas e as lesbes, porém essas
estratégias diferem bastante quando se comparam alguns mamiferos com anfibios e
peixes, por exemplo (TANAKA; REDDIEN, 2011). Esses, sdo capazes de regenerar
coracéo, retina, membros, entre outros, como é o caso do zebrafish (BEFFAGNA,
2019; GEMBERLING; BAILEY; HYDE; POSS, 2013).

Existem trés processos de regeneracao distintos nos vertebrados, sendo a
regeneragao epimorfica a forma ocorrente em zebrafish. Os outros processos
existentes sdo o crescimento compensatério (KAN; JUNGHANS; IZPISUA
BELMONTE, 2009), que tem como exemplo principal a regeneragédo do figado apos
uma hepatectomia parcial em humanos e a regeneragao tecidual, caracterizada pelo
reparo predominante de um unico tipo celular. A regeneragédo no zebrafish acontece
pela formagcdo de um blastema, caracterizado por uma populacido de células
progenitoras capazes de interagir com células epiteliais, interagdo esta, necessaria
para a reconstrucao da area injuriada (BLUM; BEGEMANN, 2012).

Em adultos, a primeira etapa no processo € a rapida formacao, proveniente
de migracdo, de uma camada contendo células da epiderme na regido da lesdo —
wound epidermis (WE) — que posteriormente se especializa e desenvolve uma
expressao génica diferente do tecido epidérmico normal. Concomitantemente, ocorre
0 processo de angiogénese, que requere a sinalizagdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). A segunda etapa é a formagao do blastema propriamente
dito, que parece ser induzida por sinais produzidos na WE. Entre 2 e 4 dias pds-lesao,
a cauda inicia a recuperagao do seu crescimento, com aumento na velocidade do ciclo

celular, tendo o ciclo encurtado de 6 para 1 hora. Finalmente, as células do blastema
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comecam a se diferenciar em outros tipos celulares, como os escleroblastos, que
secretam matriz para formagdo de novos ossos (STOICK-COOPER; MOON;
WEIDINGER, 2007).

Da mesma maneira, em larvas com 72 horas pés-fertilizagdo, quando a
nadadeira caudal é lesionada, sinais sao liberados nos primeiros instantes para que a
lesdo se feche, evitando ou mitigando a entrada de patégenos (CHABLAIS;
JAZWINSKA, 2010). Devido ao choque mecénico e osmético ao redor da leséo, séo
liberados padrbdes moleculares associados ao dano (DAMPs), a exemplo do ATP. Isso
causa a elevacdo nos niveis de calcio intracelulares, levando a liberacao de
eicosanoides, responsaveis por atrair leucocitos. Dentro de minutos, espécies reativas
de oxigénio sdo produzidas pela enzima Dual oxidase (Duox) e difundidas ao longo
da cauda. Essas espécies, por sua vez, atuam no sistema imune através da ativagao
de Lyn - uma proteina da SFK, também promovendo a infiltragao de células do sistema
imune (ROEHL, 2018).

Estudos demonstram a participagdo de diversas vias de sinalizacdo na
regeneragao da nadadeira caudal. Entre essas vias, tem-se a via Wnt/B-catenina,
conhecida por seu papel na regulacdo direta da proliferacdo e manutencédo de
diversas células-tronco e outras ceélulas progenitoras durante o desenvolvimento e
homeostasia tecidual, com estudos mais recentes demonstrando que a via € essencial
para a proliferacao do blastema, remodelamento da WE e maturacao dos osteoblastos
(WEHNER; CIZELSKY; VASUDEVARO; OZHAN et al., 2014). Além dessas vias,
existem muitas outras descritas na literatura como necessarias para a regeneragao
da nadadeira caudal do zebrafish (BLUM; BEGEMANN, 2012; POSS; SHEN;
NECHIPORUK; MCMAHON et al., 2000; WEHNER; WEIDINGER, 2015). Sao vias
importantes para o desenvolvimento embrionario, mas que também estao presentes
no processo regenerativo, sendo elas as vias de sinalizagdo Notch, IGF (CHABLAIS;
JAZWINSKA, 2010), activina (JAZWINSKA; BADAKOV; KEATING, 2007), mTORC1
(HIROSE; SHIOMI; HOZUMI; KIKUCHI, 2014), calcineurina (WEHNER; WEIDINGER,
2015), receptor do fator de crescimento de fibroblastos (POSS; SHEN;
NECHIPORUK; MCMAHON et al., 2000) e de genes da classe dos homeobox,
homeobox msx coding protein e homeobox hox coding protein (AKIMENKO;
JOHNSON; WESTERFIELD; EKKER, 1995; THUMMEL; JU;, SARRAS; GODWIN,
2007). Além disso, uma analise protedbmica quantitativa feita durante a regeneracgao

epimorfica da cauda demonstrou regulagao diferencial de diversas proteinas entre o
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grupo com lesdo e animais controle. A maior parte dessas proteinas foram
relacionadas com a manutengédo da estrutura e arquitetura celular, sendo algumas
associadas com a via de remodelamento do citoesqueleto e outras com o sistema
imune. Os achados mais significativos em termos de regulagao distinta incluiram a
queratina e suas dez isoformas, a cofilina-2, a anexina a1, dentre outras (SAXENA,;
SINGH; LAKSHMI; MEGHAH et al., 2012).

Além dessas vias, alguns estudos tem apontado a participagado de macrofagos
na regeneracgao através de sintese proteica, da angiogénese, da producgao e liberagéo
de citocinas a exemplo do VEGF e da IL-1, e através da promoc¢ao da proliferacao
celular (KOH; DIPIETRO, 2011). Com o avango da tecnologia em ferramentas
genéticas, cada vez mais € possivel se entender os papéis especificos dos

macrofagos em cada uma dessas fungdes.

2.2 MACROFAGOS

Os macréfagos sdo células do sistema imune inato de origem mieldide
posicionadas de forma estratégica em tecidos e desempenhando papéis na defesa do
corpo e em processos inflamatérios, também sendo importantes para o
desenvolvimento tecidual e homeostasia (GORDON; MARTINEZ-POMARES, 2017).
Essas células podem se derivar do saco vitelino ou dos mondcitos circulantes. Estao
presentes em quase todos os tecidos e, dependendo da sua localizagdo, apresentam
fendtipos distintos, além de padroes de expressdo génica diferentes (HALDAR;
MURPHY, 2014).

Uma vez que os macrofagos exibem diversos niveis de heterogeneidade e
plasticidade, esses sao fatores-chave em uma gama de patologias, contribuindo para
o desenvolvimento de doengas, como na aterosclerose. Podem também participar no
resgate de fungcdo, como ocorre durante a regeneragdo em organismos com alta
capacidade regenerativa (VAROL; MILDNER; JUNG, 2015).

Em relagdo aos fendtipos, os macrofagos foram originalmente classificados
em dois perfis: M1, que séo células com caracteristicas pro-inflamatarias, e M2, com
caracteristicas imunoregulatérias (MARTINEZ; GORDON, 2014). Devido as restrigdes
que essas classificagdes apresentam, os macrofagos M2 foram mais tarde
classificados de acordo com o papel desempenhado, como em cura de lesdes (M2a),

em processos relacionados a inflamagdes ou induzidos por imunocomplexos (M2b) e
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processos regulatérios (M2c) (ROSZER, 2015). Apesar desta, outra nomenclatura
comum para os macrofagos foi proposta e que depende da fonte dessas células,
baseando-se em uma colecdo de marcadores ou de estimulos diferenciadores
(MURRAY; ALLEN; BISWAS; FISHER et al., 2014). Dessa forma, células M1 sao
intimamente relacionadas a células T Th1 CD4*, e células M2 relacionadas as
respostas de células T Th2 CD4*. Macréfagos M1 sao diferenciados por estimulagao
com LPS, IFN-y ou IL-12, ou em resposta a inflamagao aguda, enquanto células M2
podem ser diferenciadas por estimulagédo com IL-4 ou IL-13 (TACKE; ZIMMERMANN,
2014).

E interessante ressaltar que os diferentes fenétipos de macréfagos possuem
diferentes funcdes, sendo as principais funcbes de macréfagos M1 a eliminacao de
agentes bacterianos, a atividade antiviral e a liberagao de citocinas pré-inflamatoérias
como o fator de necrose tumoral, interleucina 13 e as espécies reativas de oxigénio
(EROs). Por sua vez, os macrofagos classificados como M2 promovem a defesa
contra parasitos e podem estar envolvidos no reparo tecidual, além de participar em
processos biolégicos secretando mediadores imunomodulatérios como IL-10, TGF-j3,
IL-4 e IL-13 (ROSZER, 2015). A polarizagdo dos macréfagos nos subtipos M1 e M2 é
melhor representada na FIGURA 1.

FIGURA 1 — ESTIMULOS, MARCADORES DE SUPERFICIE E CITOCINAS SECRETADAS POR
MACROFAGOS M1 e M2
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A depender do cenario patologico, os macréfagos podem expressar
marcadores correspondentes aos fendétipos M1 e M2 de forma simultdnea, o que
demonstra que essas células sao altamente plasticas e que podem trafegar dentro do
espectro entre as condicbes de M1 e M2 ao invés de serem células com
caracteristicas estaveis (CAO; HARRIS; WANG, 2015).

Durante lesdes e infecgdes, macrofagos sao ativados por PAMPs e DAMPs e
comecam a produzir e secretar mediadores antimicrobianos, citocinas e quimiocinas
(JOUNAI; KOBIYAMA; TAKESHITA; ISHII, 2012). Uma reagao exacerbada pode levar
a um processo fibrético que culmina em formacao de cicatriz, e que tem, como
consequéncia, perda de fungdo. Nessas situagoes, torna-se fundamental que a
populagdo de macréfagos seja convertida para um fendtipo com caracteristicas
regulatorias ou anti-inflamatérias para que os danos colaterais ao tecido sejam
evitados. Diversos mediadores convertem macrofagos a outros fenétipos, incluindo IL-
4 e IL-13, conforme relatado anteriormente, o receptor Fcy e a via de sinalizagdo TLR
(ELLIOTT; HAMILTON, 2011).

Por fim, células regulatérias sintetizam substancias como a arginase 1
(ARG1), IL-10, MMP13, CD200, maresinas, RELMa, IKKa e PD-L2, todas contribuindo
para uma reducdo das respostas inflamatérias e para a resolucdo da fibrose.
Adicionalmente, essas células também podem produzir CSF1, IGF1 e VEGF, que
promovem a cura de lesdes (KONING; VAN EIJK; POUWELS; BROUWER et al.,
2010; SERHAN; YANG; MARTINOD; KASUGA et al., 2009). Esses sinais estédo
intimamente relacionados com a fase de recuperacao da fibrose, durante a qual €
induzida a degradacédo da matriz extracelular e a fagocitose dos miofibroblastos
apoptéticos e de debris celulares, além da regulagdo das respostas imunes (WYNN;
CHAWLA; POLLARD, 2013).

2.2.1 Macréfagos no contexto regenerativo

Os macréfagos contribuem de diversas maneiras para a manutencao e
recuperacao da homeostasia tecidual. Eles estao presentes durante os processos de
reparo e regeneracao teciduais, e seus efeitos benéficos sdo atribuidos aos fatores
tropicos que essas células liberam no ambiente celular (VAN GASSEN; STAELS; VAN
OVERMEIRE; DE GROEF et al., 2015). Por abordagens de deplecdo de macrofagos

demonstrou-se que eles estdo criticamente envolvidos no reparo tecidual apos lesdes
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de pele, figado, rins e musculos (CHAZAUD, 2014). Além disso, relata-se que peixes
zebrafish mutantes com defeito mieldide apresentam apoptose em células
regenerativas durante a regeneragao da nadadeira caudal. Esse achado foi também
relacionado a expressao prolongada de IL-18 (HASEGAWA; HALL; CROSIER; ABE
etal., 2017).

Macrofagos possuem distintos perfis transcricionais, sendo eles relevantes
para a manutengdo da homeostasia metabdlica (JANTSCH; BINGER; MULLER;
TITZE, 2014). Apds uma leséo, ao longo de todas as fases de reparo e fibrose, os
macrofagos residentes e mondcitos recém-recrutados comecam a exibir programas
altamente flexiveis e alteraveis de expressao génica, além de respostas regulatorias
importantes (MESCHER, 2017). Esses macrofagos sao induzidos por citocinas para
tornarem-se também fontes de citocinas, MMPs, quimiocinas e outros fatores que
estdo envolvidos em muitas etapas da resposta inflamatéria (MESCHER, 2017).

Existe uma diferenga importante entre o metabolismo dos macréfagos
inflamatorios e anti-inflamatérios. Macrofagos inflamatorios possuem a via glicolitica
aerobica elevada e a via de pentose ativa, ao passo que o fendtipo anti-inflamatério é
caracterizado pelo metabolismo oxidativo da glicose, representado pela oxidagéo de
acidos graxos, caracteristica que possivelmente € responsavel pela maior duragéo de
suas fungdes (remodelamento e reparo teciduais) (LANGSTON; SHIBATA; HORNG,
2017). Outra caracteristica diferencial entre os dois fenotipos dessas células é
relacionada ao armazenamento de ferro, tendo os macrofagos M1 uma alta expresséao
de ferritina, enquanto que M2 expressam maijoritariamente ferroportina, o principal
exportador de ferro. Adicionalmente, a polarizagdo para M1 induz o uso da arginina
pela enzima 6xido nitrico sintase 2 (NOS2) para a sintese de 6xido nitrico, que elimina
agentes exdgenos. A polarizacdo em M2 leva a conversao da arginina em poliaminas
através da enzima arginase 1 (ARG1), enfatizando o papel desse fendtipo no
remodelamento tecidual, uma vez que colabora com a sintese de colageno e
proliferagao celular (CHAZAUD, 2014; DAS; SINHA; DATTA; ABAS et al., 2015; VAN
GASSEN; STAELS; VAN OVERMEIRE; DE GROEF et al., 2015).

Macrofagos sdo encontrados em alto numero em condi¢des patoldgicas. No
contexto de lesdo ou infecgdo, DAMPs e PAMPs contribuem para o aumento no
nuamero de macrofagos pro-inflamatérios que levam muitas vezes a lesbes mais
extensas, inflamacgao exacerbada e formagao de fibrose (LAND, 2015). Por outro lado,

células apoptoticas e fatores anti-inflamatoérios polarizam macréfagos para perfis anti-
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inflamatorios que parecem ter capacidade regenerativa e atividade reparativa nos
tecidos (CAO; HARRIS; WANG, 2015).

Macrofagos que infiltram em regides de lesdo sao conhecidos por macréfagos
de lesdo. Varios estudos sugerem que a polarizagao dessas células € extremamente
dinamica e dependente do ambiente da lesdo (BRANCATO; ALBINA, 2011; DALEY;
BRANCATO; THOMAY; REICHNER et al., 2010). Um estudo demonstrou que
macrofagos de lesdo tem caracteristicas tipicas de macréfagos classicamente e
alternativamente ativados de forma concomitante e produzem majoritariamente
citocinas pré-inflamatoérias (TNF-a e IL6) no dia 1 pds-lesdo e TGF-B no dia 7. Em
lesbes estéreis, a indugao da inflamagéao € bastante similar a causada por patégenos
devido a indugdo da ativagdo por marcadores endogenos de dano, a exemplo da
anfoterina (HMGB1), ferro, histonas ou ATP (DAS; SINHA; DATTA; ABAS et al., 2015;
LECH; ANDERS, 2013).

Na regeneracdo da nadadeira caudal do zebrafish adulto, um acumulo
transitorio e precoce de macrofagos pro-inflamatorios € observada simultaneamente
ao acumulo de macréfagos anti-inflamatérios, com esses ultimos permanecendo
associados a nadadeira até o final do processo regenerativo (HASEGAWA; HALL;
CROSIER; ABE et al., 2017). A deplegao quimica e genética de macréfagos indicou
que essas células, que s&o recrutadas precocemente e que expressam TNF-a sao
criticas para a formacao do blastema. Outro estudo reportou que a via de sinalizagao
TNF-a /TNFR1 é necessaria para a regeneragcédo da nadadeira caudal ao revelar que
seu receptor (TNFR1) possui papel direto na ativacédo da formagdo do blastema,
sugerindo que o equilibrio entre os subtipos de macréfagos proporciona sinais dessa
citocina propicios para a regeneracdo em zebrafish (NGUYEN-CHI; LAPLACE-
BUILHE; TRAVNICKOVA; LUZ-CRAWFORD et al., 2017).

Em contraste com o zebrafish, outro teledsteo, o medaka (Oryzias latipes),
demonstrou uma auséncia de proliferacdo de cardiomidocitos e revascularizacéo apos
lesdo cardiaca, o que acarreta em respostas fibroticas excessivas e formagao de
cicatrizes (ITO; MORIOKA; KIMURA; TASAKI et al., 2014). Realizou-se uma analise
transcriptdmica comparativa no contexto da lesao cardiaca e a partir dela, observou-
se que respostas imunes agudas parecem ser diferentes entre as duas espécies de
peixes teledsteos. Através de outra anadlise foi possivel determinar que o zebrafish
apresentou uma maior ativagao nos genes relacionados com o sistema complemento,

células B e T, macréfagos e fagocitose, enquanto o medaka demonstrou maior
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ativagdo em genes envolvidos com ativagcdo de neutréfilos e monécitos. O zebrafish
também apresentou maior e mais duradoura ativagdo de genes relacionados a
proliferacéo celular e angiogénese (LAl; MARIN-JUEZ; MOURA; KUENNE et al.,
2017).

No modelo da nadadeira caudal em zebrafish adulto, o recrutamento de
células do sistema imune inato, macréfagos e neutrdfilos, foi bem estabelecido por
imageamento in vivo (ELLETT; PASE; HAYMAN; ANDRIANOPOQULOQOS et al., 2011).
Nadadeiras caudais embrionarias e larvais também possuem uma alta capacidade
regenerativa (JOHNSON; WESTON, 1995; KAWAKAMI; FUKAZAWA; TAKEDA,
2004). Um estudo no modelo embrionario utilizou-se da deple¢cdo de macréfagos
através da técnica com Morfolino para o fator regulatorio interferon 8 (irf8) e sugeriu
que essas células sdo necessarias para o crescimento e proliferacdo normais pos-
lesao (JIN; LI; XU; ZHEN et al., 2012; KEIGHTLEY; WANG; PAZHAKH; LIESCHKE,
2014).

Estudos recentes tém demonstrado que as células imunes sao indispensaveis
para a regulacdo dos sinais pro-inflamatorios e pro-regenerativos que levam a
mudanca do microambiente a favor da regeneragcao (CHENG; CHEN; CHOU; TANG
et al., 2017; HORCKMANS; RING; DUCHENE; SANTOVITO et al., 2017; JULIER;
PARK; BRIQUEZ; MARTINO, 2017; RODRIGUEZ; YIN, 2019). O papel dos
macréfagos durante o processo regenerativo tem se destacado através da
demonstracao de sua fungédo na remocgéao de neutrofilos por fagocitose, remogao essa
que evita uma fase inflamatoria prolongada na regido da lesdo (LAl; MARIN-JUEZ;
MOURA; KUENNE et al., 2017). Além disso, essas células também sao responsaveis
pela mediacdo da fibrose cardiaca por sua capacidade de liberar diretamente
proteinas de matriz e promover a proliferacao e ativacao de fibroblastos através da
liberagdo de citocinas estimulatorias (PINTO; GODWIN; ROSENTHAL, 2014). De
forma subsequente, para permitir a regresséo da fibrose promovida, os macréfagos
inativam os fibroblastos finalizando a resposta pro-fibrotica, e comegam a liberar
metaloproteinases para degradar a matriz extracelular que foi formada anteriormente
(LEOR; PALEVSKI; AMIT; KONFINO, 2016).

Novas evidéncias sugerem que os macrofagos do zebrafish podem exercer
diferentes fungdes durante as respostas imunes envolvidas na restauragao de tecidos
apos infecgdo ou lesdao. Um estudo recente distinguiu macrofagos periféricos de

macrofagos residentes do tecido hematopoiético durante a regeneragao da nadadeira
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caudal ao encontrar diferengas no comportamento migratoério entre essas duas
populagdes de macréfagos. Além disso, reportou-se um papel especifico dos
macrofagos residentes na regeneracdo através da regulagdo de mediadores
inflamatoérios como a il1b e deplecdo de EROs na regido da lesdo (MORALES;
ALLENDE, 2019).

2.2.2 Imunometabolismo de macréfagos

Sabe-se que os macréfagos sao células complexas e que podem assumir uma
ampla gama de fungbes na defesa do hospedeiro, homeostasia e reparo tecidual,
patologia e desenvolvimento. Para que essas fungbes tdo diferentes sejam
acomodadas, essas células imunes adotam multiplos estados de ativagdo, como
salientado anteriormente. No contexto de uma regulagdo precisa da ativacdo dos
macrofagos para que a fungao efetora seja exercida da maneira desejada, surge o
campo do imunometabolismo, que tem sido o foco de diversos estudos nos ultimos
anos. Além do fornecimento de energia, as vias metabdlicas também participam na
regulacdo do fendtipo e fungdo dos macrofagos. O metabolismo de aminoacidos
alterado foi um dos primeiros atributos empregados para distinguir os subtipos de
macrofagos. Macrofagos inflamatoérios (M1 ou ativados por LPS+IFNY) convertem a
arginina em oxido nitrico (NO) através da atividade da enzima éxido nitrico sintase
(iNOS). Em contraste, os macréfagos M2 ou induzidos por IL-4 metabolizam esse
aminoacido através da arginase-1 para sintese de poliaminas (VAN DEN BOSSCHE;
O'NEILL; MENON, 2017).

Além dessa diferengca no metabolismo da arginina entre os subtipos de
macrofagos classicos, os macréfagos M1 possuem alto metabolismo glicolitico e
fosforilagao oxidativa mitocondrial deficiente, enquanto o subtipo M2 tem a inducao da
fosforilagao oxidativa pela IL-4, que apesar de mais lenta na geracéo de energia,
sintetiza maiores quantidades de ATP por molécula de glicose (O'NEILL; KISHTON;
RATHMELL, 2016; PEARCE; PEARCE, 2013).

O fenotipo de macrofagos induzidos pela IL-4 é caracterizado e sustentado
por um ciclo do acido citrico intacto e fosforilagdo oxidativa mitocondrial aumentada,
em contraste com o que ocorre em macréfagos induzidos por LPS+IFNY ou
classicamente ativados (VAN DEN BOSSCHE; BAARDMAN; DE WINTHER, 2015).

Um estudo demonstrou-se que ambos fendtipos apresentam glicélise aumentada,
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porém somente acompanhada pela ativagdo da via das pentose-fosfato nos
macréfagos induzidos por LPS+IFNY (HASCHEMI; KOSMA; GILLE; EVANS et al.,
2012).

Interessantemente, uma enzima importante da via glicolitica, a gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), participa na regulacdo da secregcao de TNF.
Quando a glicdlise é limitada, essa enzima se liga ao RNAm e dessa forma controla
sua tradugéo. Assim, o estado metabdlico do macrofago regula a fungédo da GAPDH
como enzima glicolitica ou como uma repressora da tradugcdo do RNAmM do TNF
(MILLET; VACHHARAJANI; MCPHAIL; YOZA et al., 2016).

Por fim, a regulagdo positiva do metabolismo glicolitico em macréfagos
induzidos por LPS+IFNY além de produzir ATP como energia para sustento de suas
fungdes fagociticas e secretorias, também impulsiona a via das pentose-fosfato. Essa
ultima via é ramificada da glicolise quando a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) decarboxila a glicose-6-fosfato (G6P) para formar ribose-5-fosfato (NAGY;
HASCHEMI, 2015). Essa via, juntamente com a via glicolitica, sdo responsaveis,
entdo, por sustentar as respostas inflamatérias dos macréfagos através da geragao
de aminoacidos para sintese proteica, de ribose para os nucleotideos e de NADPH
para a produgdo de espécies reativas de oxigénio (VAN DEN BOSSCHE; O'NEILL;
MENON, 2017), que por sua vez, tem papéis altamente relevantes em processos
regenerativos em diversos modelos animais (GAURON; RAMPON; BOUZAFFOUR;
IPENDEY et al., 2013; LOVE; CHEN; ISHIBASHI; KRITSILIGKOU et al., 2013; TAN;
SUDA, 2018).

2.3 SINALIZACAO REDOX NA REGENERAGAO

Tecidos e 6rgaos funcionais tendem a manter um equilibrio regulado entre
oxidantes e antioxidantes. Os compostos oxidantes sao aqueles capazes de gerar
espécies reativas de oxigénio, como os radicais livres, enquanto os compostos
antioxidantes eliminam as espécies de radicais e previnem que outras
macromoléculas como DNA, lipidios e proteinas, sejam oxidadas. As reacgdes
induzidas por compostos oxidantes e antioxidantes sdo chamadas de reagdes redox
(STHIJNS; VAN BLITTERSWIJK; LAPOINTE, 2018). O campo de sinalizagéo redox é
relativamente novo e se estabeleceu pela sobreposicdo dos estudos na area da

biologia redox e de transdugao de sinais. Foi descoberto ao longo do tempo que os
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hidroperdxidos, em especial o perdxido de hidrogénio produzido por NADPH oxidases,
e eletréfilos derivados da peroxidagao lipidica ou do metabolismo, atuam na
sinalizagado fisiologicamente relevante. Os mecanismos pelos quais esses
hidroperdxidos participam da sinalizagao celular tornaram-se uma importante area de
estudo, fornecendo informacbes sobre como essas moléculas reativas estao
envolvidas nas principais vias de sinalizagao e regulacado de fatores de transcricdo
(FORMAN, 2016).

Dessa forma, busca-se compreender os mecanismos de sinalizagao redox no
contexto de regeneragao de 6rgaos e tecidos. Um estudo realizado em anfibios que
possuem a habilidade de regenerar suas caudas apds amputagdo, das espeécies
Xenopus laevis e Xenopus tropicalis, demonstrou que apos a lesao ha inducao de
uma sintese sustentada de EROs durante o processo regenerativo. A redugdo nos
niveis de EROs por inibicdo farmacoldégica ou genética resultou em deficiéncia na
regeneracgao e diminui¢ao na proliferagao celular. Adicionalmente, demonstrou-se que
o aumento nos niveis de EROs apds a amputacdo € necessario para a sinalizacao
Wnt/B-catenina e para a ativagdo de um de seus principais alvos downstream (fgf20),
processos essenciais para a regeneragcao completa, concluindo que a produgao de
EROs induzida pela lesdo € um regulador importante da regeneragao tecidual (LOVE;
CHEN; ISHIBASHI; KRITSILIGKOU et al., 2013).

Um estudo no modelo de regeneragcdo espontdnea na espeécie Gekko
japonicus, também demonstrou o envolvimento das espécies reativas de oxigénio na
regeneragao da cauda, com a inibicdo na sintese dessas espécies influenciando na
formagado de autofagia. A andlise transcriptdmica apresentou que a enzima NADPH
oxidase 2 e as subunidades p40phox e p47phox estdo relacionadas a sintese das
espécies nesse modelo (ZHANG; WANG; MAN; ZHU et al., 2016).

Em planarias (Schmidtea mediterranea), que sao organismos capazes de
regenerar o corpo inteiro, demonstrou-se que tanto em locais anteriores quanto
posteriores a produgao de EROs é necessaria para uma regeneracao adequada. Além
disso, mostrou-se que a inibicdo da sintese dessas espécies influenciou no processo
de diferenciacdo, reduzindo a formacao de blastemas, e resultou em defeitos de
regeneragdo do sistema nervoso e no processo de padronizagdo (PIROTTE;
STEVENS; FRAGUAS; PLUSQUIN et al., 2015).

A forma pela qual os animais com capacidade regenerativa sinalizam o insulto

inicial em um tecido e transformam esses sinais em recuperacdo funcional é uma
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questdo pouco compreendida. Um estudo demonstrou, ao utilizar o modelo de
regeneragao da nadadeira caudal em larvas de zebrafish, que a proteina Lyn, da
familia Src quinase (SFK), funciona como um sensor redox em leucécitos, detectando
H20:2 nos locais de lesdo (YOO; FREISINGER; LEBERT; HUTTENLOCHER, 2012).

Outro estudo nesse mesmo modelo, dessa vez empregando animais
transgénicos para um sensor de peroxido de hidrogénio, demonstrou que apos a
amputacdo da nadadeira ha um aumento na concentragdo da molécula na margem
da lesdo, que se inicia nos primeiros 3 minutos e apresenta um pico aos 20 minutos
apdés a amputacdo, e que se estende entre 100 a 200 micrébmetros no epitélio da
nadadeira caudal adentro, em um gradiente decrescente de concentracdo. Atraves de
inibicdo genética e farmacoldgica, esse estudo apresentou que o gradiente é
produzido pela enzima dual oxidase (Duox), e que esse sinal é necessario para o
recrutamento de leucécitos em direcéo a lesao (NIETHAMMER, 2018; NIETHAMMER,;
GRABHER; LOOK; MITCHISON, 2009).

Em modelo de amputagcdo da nadadeira no zebrafish adulto demonstrou-se
que a produgéo de EROs é bem regulada em relagdo ao tempo e espacgo, por pelo
menos 24 horas. No tecido regenerativo, existem duas vias distintas ativadas em
paralelo por essas espécies reativas. Uma via € responsavel por eventos apoptoticos
e outra pela ativagdo da JNK. Ambos eventos estdo envolvidos na proliferagao
compensatéria de células epidérmicas, e sd0 necessarios para a progressdo da
regeneragao. Também, eles tém influéncia nas vias Wnt, SDF1 e IGF. Esses dados
implicam no estresse oxidativo durante o processo regenerativo, diferentemente do
qgue acontece em modelos de wound healing (GAURON; RAMPON; BOUZAFFOUR,;
IPENDEY et al., 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DECLARACAO DE ETICA

Todas as experimentacdes animais descritas no presente estudo foram
conduzidas na Universidade Federal do Parana e foram previamente aprovadas pelo
Comité de Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR
(CEUA/BIO — UFPR) sob os numeros de 1217 e 1218, certificando que os
procedimentos utilizados estdo de acordo com as Diretrizes Brasileiras de Cuidado e
Uso de Animais para fins Cientificos e de Ensino, estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA) e com as diretrizes

internacionais para experimentacao animal.

3.2 LINHAGENS E MANUTENCAO DOS PEIXES

Peixes adultos zebrafish (Danio rerio) das linhagens WT (AB), Tg
(lyz:dsRed/mpx:GFP) e Tg (mpeg1:mCherry/tnfa:GFP), doados pelo biotério do
Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo, foram mantidos em aquarios
em uma densidade de 3 peixes/L de agua, em ciclos claro-escuro de 14:10h e em
temperatura ambiente de 30°C no Laboratorio de Toxicologia Ambiental, localizado no
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Parana. Os peixes
adultos e as larvas a partir do quinto dia pos-fertilizagao (5 dpf) foram alimentadas
duas vezes ao dia com Zeigler Larval Diet nas granulagdes AP 50, 100, 150 e 450 de
acordo com seu estagio de desenvolvimento, conforme detalhado na FIGURA 2, e
nauplios de artémia uma vez ao dia a partir do vigésimo primeiro dia de idade (21 dpf).
Para os ensaios experimentais, os animais foram dispostos em uma propor¢ao de 3
fémeas para 2 machos (3:2) em tanques de reprodugao ao final da tarde e os ovos
foram coletados na manha seguinte. Coletaram-se e dispuseram-se os embrides em
placas de Petri contendo meio E3 (5 mM NaCl, 0.17 mM KCI, 0.33 mM CaClz, 0.33
mM MgSOa) suplementado com azul de metileno 0.05%. Os embrides e larvas foram
estadiados de acordo com (KIMMEL; BALLARD; KIMMEL; ULLMANN et al., 1995).
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FIGURA 2 — PROTOCOLO DE ALIMENTACAO DO ZEBRAFISH

Day 0 5 7 11 14 21 35 22 56 90
AP 50 |
AP 100
ADULT ZEIGLER
Life Stage Protocol | LARVA | JUVENILE | ADULT |

FONTE: A autora (2020).

Legenda: protocolo de alimentacao ilustrando quais granulagdes de ragcéo seca (AP 50, 100, 250 e
450) devem ser administradas para diferentes idades do zebrafish, em dias pds-fertilizagao.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

A metodologia desenvolvida e executada no presente estudo esta disposta

resumidamente a seguir, na FIGURA 3.

FIGURA 3 — METODOLOGIA EMPREGADA NO ESTUDO DE REGENERAGCAO DA NADADEIRA
CAUDAL EM LARVAS DE ZEBRAFISH

Monitoramento da
regeneracdo por imagem
[AB; Tg

Selecdo dos
tempos para as

proximas analises

Contagem de células e

S uantificacdo da area
n=10 cada; 7 experimentos

independentes)]
[Te (lvz:dsRed/mpx:GFP); n=70]

r

Ensaios de respiracdo Avaliagdo da
mitocondrial Ensaios de expressao génica atividade
[Oroboros (n=6-8) 50 larvas (n=2-5; 20 larvas cada)* + enzimatica,
cadal; [Seahorse (n=8-10)]* (n=8-10; 20 larvas
cada)*

FONTE: A autora (2020).

Legenda: metodologias utilizadas no estudo da regeneragéo na cauda das larvas de zebrafish. O
asterisco (*) denota o uso de quatro grupos distintos nas analises, que compreende dois grupos em
diferentes tempos pdés-amputagao, e dois grupos controle com a mesma idade dos animais
amputados.

3.4 ENSAIOS DE REGENERACAO E IMAGEAMENTO

Para a amputacao da porgao final da cauda das larvas de 3 e 5 dpf, as larvas
foram anestesiadas com tricaina 0.016% (etil 3-aminobenzoato, Sigma-Aldrich,

Franga) em meio E3 e entdo dispostas em uma placa de Petri. A transecgéo da cauda
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foi realizada em um microscépio estereoscopio Stemi 508 (Zeiss) com o auxilio de um
bisturi estéril. As amputagdes foram executadas na regido proxima e posterior a
notocorda, conforme demonstrado pela linha continua na FIGURA 4. Para o
acompanhamento da regeneragcao e infiltracdo de células do sistema imune foi
realizado o imageamento das larvas com a objetiva de 20x em um microscopio
confocal invertido A1TR Multiphoton + Nikon, disponivel no Centro de Tecnologias
Avangadas em Fluorescéncia, localizado na UFPR. Para isso, as larvas foram
anestesiadas com tricaina 0.016% e posicionadas em placas com fundo de vidro ou
em laminas histoldgicas no caso da utilizacdo do estereomicroscoépio de fluorescéncia
Zeiss Axio Zoomv16. As imagens foram adquiridas pela captura de proje¢cdes Z com
intervalos de 0.5 ym e processadas posteriormente utilizando o software Image J
(http://rsb.info.nih.gov./ij/). Projecdes Z de intensidade maxima foram geradas e as
células marcadas positivamente para os marcadores pré-estabelecidos foram
contabilizadas, além da area em regeneracao ser quantificada. Para a contagem de
neutrofilos (lyz+/mpx+), células foram contabilizadas quando localizadas em até 300

Jm da lesao.

FIGURA 4 — ILUSTRAGAO DA AMPUTAGAO DA PORGAO FINAL DA NADADEIRA CAUDAL EM
LARVA DE ZEBRAFISH

FONTE: Adaptado de (ROMERO; MCCATHIE; JANKUN; ROEHL, 2018).

Legenda: esquema de amputagao da porgao final da nadadeira caudal em larvas de zebrafish com 3
dias pos-fertilizagdo. A amputacgao é feita proxima a notocorda, com o corte delimitado pela linha
continua preta. As setas vermelhas indicam outros planos de corte para modelos de amputagao da
cauda.

3.5 EXTRACAO DE RNA TOTAL E RT-PCR

As amostras foram coletadas consistindo de agrupamentos de 20 larvas cada.

O RNA foi isolado dessas amostras utilizando-se o reagente TRIzol seguindo-se as
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instrucdes do fabricante. Apds a precipitagdo e lavagem do RNA total, as
concentragbes de RNA foram determinadas a 260 nm com o auxilio do
espectrofotometro NanoDrop ND1000 (ThermoScientific NanoDrop). Aliquotas de 30
ML foram armazenadas em um freezer a -80 °C. Para a sintese de cDNA, 2 ug do RNA
total obtido foram incubados em DNase | Buffer e tratados com 1 yL RNase-Free
DNase por 15 minutos a 25 °C. Entao, 0.5 pM OligodT e 1 uL de 20 mM EGTA foram
adicionados e incubados por 10 minutos a 65°C, seguidos de 5 minutos a 4 °C. 1 uL
BSA, 1x M-MLV Buffer, 10 yl 10 mM desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTPs) e 2 pl
M-MLV enzima transcriptase reversa foram adicionados e aquecidos novamente a 37
° C por 1 hora e a 65 ° C por 10 minutos. Por fim, as amostras de cDNA foram diluidas
1:4 para uso nas reagdes. As analises de expressdo génica foram conduzidas
utilizando o SYBR Master-mix. Para a reacéo foram utilizados 5 uL de SYBR Master-
Mix, 0.5 pL de cada iniciador, 4 uL de cDNA, completando o volume de reacgao para
10 uL com agua ultrapura (DEPC). A amplificagao foi realizada no equipamento 7300
Applied Biosystems. As curvas de melting foram utilizadas como controle de
estabilidade de primer. A expressao relativa foi calculada pelo método de AACT
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e o gene endégeno empregado foi o EF1a (eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1, like 1). Para o estudo foram analisadas as
expressodes dos genes tnfa, il1b, inos e arg1, como marcadores que distinguem células
M1 de M2.

3.6 ENSAIOS BIOQUIMICOS

Larvas com 4 e 8 dpf, e com 1 e 5 dpa (dias pés-amputagado) foram separadas
em amostras contendo 20 larvas e em seguida armazenadas em freezer -80°C. Entéo,
as amostras foram homogeneizadas por cinco minutos em 300 pL tampao de fosfato
de potéassio 0.1M, pH 7 a 4°C utilizando-se um disruptor ultrassénico. Em seguida as
amostras foram centrifugadas a 15.000xg por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
transferido em aliquotas para cada um dos ensaios. A quantificagdo proteica foi
realizada de acordo com o método de Bradford utilizando-se albumina de soro bovino
(BSA) como padréo (CHEN; ZENG; CAO, 2012). Unidades de superoxido dismutase
(SOD) foram determinadas pelo método que envolve o uso de pirogalol (CeHsO3), um

composto fendlico capaz de auto-oxidagao e que ¢ inibido na presencga da atividade
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da SOD nas amostras, permitindo a medicao indireta da atividade enzimatica em 440
nm, conforme método descrito na literatura (MARKLUND; MARKLUND, 1974).

Para determinar a atividade da catalase foi empregado um método que se
baseia no consumo do perdxido de hidrogénio pela enzima, levando a uma diminuigéo
na absorbancia detectada em 240 nm (AEBI, 1984). Os niveis de peroxidacgao lipidica
foram quantificados por FOX, um método quimico que tem como principio a oxidacao
rapida mediada por perdxido do ion Fe?* para Fe3* sob condigdes acidas. O ion gerado
forma um complexo com o alaranjado de xilenol adicionado na solugéo, levando a
alteracao na medicao de absorbancia em 560 nm (JIANG; HUNT; WOLFF, 1992).

3.7 RESPIROMETRIA

Com o intuito de investigar a respiragdo mitocondrial em larvas de zebrafish
durante o processo regenerativo, nos tempos de 1 e 5 dpa, empregou-se a técnica de
respirometria no equipamento Oroboros O2k. Para isso, apds a calibragem do
respirdbmetro e configuracdo da movimentacao do agitador, amostras nos tempos de
1 e 5 dpa; e nos tempos de 4 e 8 dpf, contendo 50 larvas cada, foram adicionadas nas
camaras do respirdbmetro. Leituras por cerca de 3 minutos foram realizadas para
medig¢ao da respiragéo basal, seguidas de medi¢des apods as injegdes de oligomicina,
CCCP e antimicina A, em concentragdes finais de 0,5; 3 e 1 uM, respectivamente. As
larvas entao foram lavadas do equipamento com a utilizagao de alcool 70% por 10
minutos, e com agua destilada, a fim de preparar as camaras para as proximas

analises.

3.8 RESPIROMETRIA DE ALTA RESOLUCAO

No ensaio para avaliagdo da respiragdo mitocondrial utilizou-se o
equipamento Seahorse XF24 Analyzer (Agilent) com as microplacas Seahorse XF 24
Islet Capture, que sdo microplacas de 24 pogos apropriadas para ensaios celulares
com ilhotas pancreaticas ou embrides de zebrafish. O protocolo utilizado foi uma
adaptacao e consistiu no plaqueamento das larvas com 8 dpf individualmente em 20
dos 24 pocos disponiveis apos adicdo de 700 pL de meio E3, utilizando os pogos
remanescentes como controle (somente meio E3). No cartucho, previamente

calibrado, foram adicionados 70 puL das drogas oligomicina, CCCP e antimicina
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A/rotenona, nas portas A, B e C, em concentragdes finais previamente calculadas de
1 e 0.5 pM para oligomicina, 2.5 e 5.0 yM para CCCP e de 1 uyM para antimicina
Al/rotenona. O equipamento foi entdo configurado para as medigoes,
homogeneizacgdes e tempos de espera conforme protocolo de Gibert e colaboradores
(BOND; MCEWEN; YOGANANTHARAJAH; GIBERT, 2018).

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao da média.
Quando a comparacao foi feita entre mais de dois grupos experimentais e a
distribuicdo normal ndo foi observada, ANOVA Kruskal-Wallis com pés-teste de
comparagao multipla de Dunn foram empregados para testar a significancia. Por sua
vez, quando a comparagao era entre dois grupos experimentais o teste t-student foi
aplicado. Todas as analises estatisticas foram executadas no software Graphpad

Prism v7.
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4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

4.1 O PROCESSO REGENERATIVO ESTA COMPLETO 7 DIAS POS-AMPUTAGAO
E OS NEUTROFILOS SAO RAPIDAMENTE RECRUTADOS PARA O LOCAL
DA LESAO

Apo6s a amputagao da nadadeira caudal das larvas de zebrafish, a camada
epidérmica e o blastema — tecido altamente proliferativo que contém uma massa de
células indiferenciadas — sao prontamente estabelecidos, seguido, em poucas horas,
da fase de recuperagdo em termos de comprimento da nadadeira (PFEFFERLI;
JAZWINSKA, 2015). Como pode ser demonstrado na FIGURA 5 e no GRAFICO 1, a
regeneragao completa é alcangada em 7 dias pés-amputagdo (dpa), quando a
nadadeira caudal regenerada € de tamanho similar as nadadeiras nao-amputadas de
larvas de mesma idade. A fase de recuperagédo apds a transecg¢ao é gradual, como
visualizado no GRAFICO 2. No dia 0, ou seja, imediatamente apds a amputagao, a
porcentagem de area calculada da regido da notocorda até a margem da nadadeira
caudal resultou em um valor médio de 19.18, com 100.00 correspondendo a mesma
regido em larvas ndo-amputadas. Em 1 dpa foi demonstrado um aumento do valor
meédio para 30.93, com a area regenerada mostrando entdo um crescimento de
11.75% se comparado com larvas ndo-amputadas de mesma idade. No dia 3 (3 dpa),
a area em regeneracgao saltou de 16,89 para 39,6 (valores médios), representando o
maior pico de crescimento em um intervalo de 24 horas (22.71 pontos ou um aumento
de 134.46% de 2 para 3 dpa). Por sua vez, em 5 dpa observou-se o menor
crescimento em area, com 49.3, que assinalou um aumento de 4.54 em area ou de
10.2% no intervalo entre 4 e 5 dias pds-amputacado. A regeneragédo gradual também
pode ser observada no GRAFICO 2, no qual a regeneracdo é expressa em pm?2 de
area.

Para a avaliacdo da infiltracado de neutrdfilos, a linhagem de zebrafish Tg
(lyz:dsRed/mpx:GFP) foi empregada e a estratégia de contagem celular utilizada foi a
contabilizacdo de células dsRed*/GFP* quando essas estavam localizadas em uma
distancia maxima de 300 ym da margem da lesdo. Assim, como apresentado na
FIGURA 6 e no GRAFICO 3, as células positivas para ambos marcadores, que
identificam usualmente neutréfilos, sdo identificadas no local da lesdo em 1 hora pds-

amputacao (hpa), apesar da infiltragao ser muito mais evidente de 7 a 24 hpa, seguida
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de um decréscimo em 168 hpa (7 dias pos-amputacado). Além disso, entre 1 e 7 hpa
houve um acréscimo de aproximadamente 4.5 vezes no numero de neutroéfilos
infiltrantes na margem da lesdo. Em 7 hpa, demonstrou-se o pico de infiltragdo dessas
células, com um numero médio de 7.55 células, seguindo de uma diminuicédo de 70 e
22.5% nos tempos de 24 e 168 hpa, respectivamente, sugerindo que a inflamagéao
dirigida por neutréfilos é superada rapidamente dentro das primeiras 24 horas apos a
lesdo na nadadeira caudal do zebrafish. A migracéo reversa de neutréfilos é um
mecanismo bastante reportado e sugere-se que esse processo € mediado por contato
célula-célula entre neutréfilos e macréfagos na lesdo. Dessa forma, buscou-se

investigar a infiltragado de macrofagos no local da leséo.

FIGURA 5 — NADADEIRAS CAUDAIS DE LARVAS DE ZEBRAFISH EM DIFERENTES TEMPOS
POS-FERTILIZAGAO E POS-AMPUTAGAO

FONTE: A autora (2020).

Legenda: Larvas de zebrafish com 5 dias pés-fertilizagdo (dpf) tiveram suas nadadeiras caudais
amputadas (n= 8-30) e foram observadas até o sétimo dia pos-amputagédo (dpa) ou até o décimo
segundo dia poés-fertilizagédo através da aquisicdo de imagens em microscopio confocal invertido para
acompanhamento do crescimento em area. Imagens representativas da nadadeira caudal de larvas de
zebrafish em diferentes tempos: 5 dpf, 0, 1, 2, 4, 5, 7 dpa e 12 dpf, respectivamente, permitindo a
visualizagédo da regiao da lesdo préxima a notocorda em 0 dpa e a regeneragado completa em 7 dpa
quando comparada com larvas em 12 dpf.
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GRAFICO 1 - AREA DA NADADEIRA CAUDAL EM REGENERACAO NORMALIZADA PARA
PORCENTAGEM (%) EM RELAGAO A NADADEIRAS NAO AMPUTADAS
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FONTE: A autora (2020).

Legenda: o grafico demonstra a area em recuperagcdo de crescimento mensurada do local de
amputagao (préximo a notocorda) em direcdo a extremidade da nadadeira caudal. A regeneragéo é
finalizada em termos de crescimento em 7 dpa. Diferencas estatisticas entre o tempo de 0 dpa e larvas
controle foram encontradas, na qual ****P<0.0001; e ndo foram encontradas diferengas entre o tempo
7 dpa e controle, com ns igual a P<0.7327 ajustado. A quantificacao foi mensurada através do software
ImagedJ e os dados foram normalizados ao se comparar cada grupo com seu controle (animais de
mesma idade) e entdo convertidos para porcentagem de regeneragéo.
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GRAFICO 2 — AREA DA NADADEIRA CAUDAL EM REGENERACAO EXIBIDA EM MICROMETROS
QUADRADOS (um?)
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Fonte: A autora (2020).

O gréfico representa o crescimento da nadadeira caudal expresso em area (ium) em animais controle
e em animais que foram submetidos a amputagao de suas nadadeiras e acompanhados do instante da
transecgao (0 dpa) até 7 dpa. O monitoramento indica uma recuperagdo gradual da nadadeira. A
quantificacdo foi mensurada através do software Imaged. Nao foram encontradas diferencas
estatisticas (ns) entre os grupos controle e 7 dpa (P<0.8137 ajustado) e diferengas entre o grupo
controle e os demais grupos foram observadas, em destaque para o dia 6 (*; P<0.0419).
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FIGURA 6 — NEUTROFILOS INFILTRANTES NA LES/:\O REGENERATIVA DA NADADEIRA
CAUDAL DO ZEBRAFISH (CELULAS lyz+/mpx+)

FONTE: A autora (2020).

Legenda: Larvas de zebrafish foram submetidas a amputagao da nadadeira caudal e foram
observadas de 0 a 7 dpa através de aquisi¢gdo de imagens de fluorescéncia. As imagens foram
analisadas e as células positivas para os marcadores (Tg lyz:dsRed/mpx:GFP), que estivessem

localizadas dentro dos quadrantes delimitados conforme exposto nas imagens acima, foram

contabilizadas no software Imaged. Imagens representativas de larvas de zebrafish em diferentes
tempos: 3 dpf como controle, 0, 1, 7, 24 e 168 hpa, indicando um aumento na infiltragdo de neutrdfilos
seguido de uma diminui¢ao entre 24 e 168 hpa.
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GRAFICO 3 — NEUTROFILOS INFILTRANTES NA LESAO REGENERATIVA (300 um) DA CAUDA
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FONTE: A autora (2020).

Legenda: O grafico representa a infiliragdo de neutréfilos da margem da lesao até 300 um em diregéo
a notocorda (n=9-10). E demonstrado um aumento evidente no niimero de neutréfilos de 0 para 7
hpa, seguido de resolugéo da inflamagédo mediada por essas células até 168 hpa. ****p<0.0001;
indica diferencas estatisticas dos tempos 7 e 24 hpa com os demais tempos (controle, 0, 1 e 168
hpa).

4.2 EM 5 DIAS POS-AMPUTACAO HA UM PICO DE MACROFAGOS PRO-
RESOLUTIVOS

Larvas de zebrafish da linhagem Tg (mpeg1:mCherry/TNFa:GFP) permitiram o estudo
da dinamica de infiltragado de diferentes subtipos de macrofagos. Macréfagos M1 séo
representados por células duplo-positivas e macréfagos M2 sdo marcados apenas por
mCherry. Dessa maneira, foi demonstrado que macréfagos pro-inflamatorios infiltram
e persistem de 1 dpa até 7 dpa, como pode ser observado nas FIGURAS 7 e 8A.
Adicionalmente, macrofagos M2 ou pré-resolutivos (células mpeg1/tnfa) tiveram um
aumento pronunciado na infiltragdo no dia 5 (5 dpa), como pode ser verificado na
FIGURA 8B. De maneira complementar, poucos ou nenhum macrofago pro-
inflamatdrio foram visualizados nesse estagio. Macréfagos sao células fagociticas que
exibem uma alta plasticidade, alterando seu fendtipo e funcdes de acordo com o

microambiente tissular, mecanismos epigenéticos e vias de sobrevivéncia celular, que
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prolongam ou encurtam o desenvolvimento e viabilidade dos macréfagos
(SHAPOURI-MOGHADDAM; MOHAMMADIAN; VAZINI; TAGHADOSI et al., 2018).
Baseado na ativacédo dessas células, elas podem apresentar fenétipos M1 ou M2.
Fatores anti-inflamatérios e células em processo apoptético induzem macrofagos para
um perfil anti-inflamatoério (M2), fenétipo esse que parece ter capacidade regenerativa
e atividade de reparo tecidual (SZONDY; SARANG; KISS; GARABUCZI et al., 2017).
No modelo desenvolvido nesse estudo, macréfagos anti-inflamatérios se demonstram
presentes em 5 dpa. Antes disso, ha uma distribuicdo do infiltrado pro-inflamatdrio
aparentemente homogénea, caracterizada pela expressdao de ambos marcadores
fluorescentes, mCherry para o mpeg1 e GFP para tnf. Adicionalmente, contabilizou-
se 0 numero de macréfagos infiltrantes (células mpeg1+) na lesdo regenerativa
distantes até 300 um do plano de amputacdo. Nesse ensaio, foi demonstrado que ha
um aumento no infiltrado total de macréfagos, predominante em 2 dpa, com posterior

resolucdo em 6 dpa, conforme apresentado no GRAFICO 4.
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FIGURA 7 — MACROFAGOS INFILTRANTES NO LOCAL DA LESAO REGENERATIVA

FONTE: A autora (2020).

Imagens representativas dos grupos controle, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias pés-amputacdo da nadadeira
caudal, demonstrando a infiltragdo de células M1 e M2 [Tg(mpeg1:mCherry/tnfa:GFP)].
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FIGURA 8 — NUMERO DE MACROFAGOS NA LESAO REGENERATIVA NA NADADEIRA CAUDAL
DO ZEBRAFISH

n - &
A kg, B Z 50
E ¥
D 40- D 40-
g_ 3 I
E E
~= 30+ W 301
k: s
= =
= 204 =  20=
-3 -3
2 @
T 104 T 10
o o
@ ] # #
E o- E 0
zdt.\ﬁ'\"lr'bh‘:b‘\ z{g}ﬁ'\’b"ah‘:%‘\

FONTE: A autora (2020).

Legenda: (A) Contagem de células fagociticas expressando tanto mCherry, quanto GFP
(mpeg1*/tnfa*) indicam ativagéo e polarizacdo de macréfagos classificados como M1. As células
foram contabilizadas no software Imaged a partir de imagens obtidas de animais controle e animais
com a nadadeira caudal amputada em 0 hpa até o sétimo dia apds a cirurgia de transsecgao (n= 6-
28). ****p<0.0001 em 2 dpa indica diferengas estatisticas no infiltrado celular (One-Way ANOVA e
pos-teste de Bonferroni) comparado com os grupos controle e 5 dpa. (B) Contagem de macréfagos
M2 (mpeg1+/TNFa-), expressando exclusivamente mCherry, que demonstra a polarizagéo de
macraéfagos para o perfil M2, denominado também anti-inflamatério ou pré-resolutivo (n= 6-27). #
indica tempos nos quais células mpeg1+/TNFa- ndo foram detectadas. ****p<0.0001 em 5 dpa
representa diferencas estatisticas entre 5 dpa e demais tempos.

GRAFICO 4 - INFILTRAGAO DE MACROFAGOS TOTAIS DURANTE O PROCESSO
REGENERATIVO DA NADADEIRA CAUDAL

Células mpeg1+até 300 pm da borda

FONTE: A autora (2020).

Legenda: Contagem de células fagociticas expressando mCherry (mpeg1*), indicando o recrutamento
de macréfagos em direcao a lesdo. As células foram contabilizadas no software ImagedJ a partir de
imagens obtidas de animais controle e animais com a nadadeira caudal amputada em 0 hpa até o

sétimo dia ap6s a cirurgia de transsecgao (n= 5-10). ***p<0.001 em 2 dpa indica diferencas
estatisticas no infiltrado celular (One-Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni) comparado com o grupo
controle. *p<0.05 em 6 dpa representa diferencas estatisticas entre 6 dpa e 2 dpa, demonstrando
uma diminuicao significativa no infiltrado celular.



48

4.3 A EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A INFLAMACAO NAO E
ALTERADA AO LONGO DA REGENERAGAO

Apods a observacgao do infiltrado de diferentes subpopulagées de macrofagos
em diferentes tempo, larvas de zebrafish foram submetidas a eutanasia e coletadas
nos dias 1 e 5 pés-amputacado e nos dias 4 e 8 poés-fertilizacdo — idade das larvas
controle ndo-amputadas — para analise por RT-PCR dos genes relacionados a
inflamacéao IL-1B e TNFa, e de genes relacionados ao metabolismo de macrofagos,
como o6xido nitrico sintase induzivel (iINOS) e arginase-1 (Arg1). Células M2 regulam
positivamente a Arg-1 e reduzem os niveis de EROs e oxido nitrico (NO) (VIOLA;
MUNARI; SANCHEZ-RODRIGUEZ; SCOLARO et al., 2019) e liberam citocinas anti-
inflamatorias, fatores de crescimento e poliaminas, levando a recuperagao do tecido
e sua regeneracao (MANTOVANI; BISWAS; GALDIERO; SICA et al., 2013). Células
M1, por outro lado, produzem iNOS, citocinas pro-inflamatorias, como o TNFa, etc.
(DE SANTA; VITIELLO; TORCINARO; FERRARO, 2018). Apesar disso, ndo foram
detectadas diferencas na expressdo de RNAm ao serem comparados os animais em

1 e 5 dpa com seus respectivos controles (FIGURA 9).
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FIGURA 9 — EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A INFLAMAGAO E AO METABOLISMO DE
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FONTE: A autora (2020).

Legenda: A expressdo de RNAm relativos aos genes relacionados a inflamagéo e metabolismo néo é
alterada ao longo do processo regenerativo. Expressédo relativa de mRNA dos dias 1 e 5 pds-
amputacao comparada aos seus respectivos controles para os genes (A) IL13, (B) TNFa, (C) INOS e
(D) Arg1. Diferencas estatisticas ndo foram observadas entre 1 dpa e 4 dpf e entre 5 dpa e 8 dpf para
nenhum dos genes. Os dados de qPCR foram normalizados em relagédo a expressao de efltal (n= 2-5
replicatas por grupo em cada experimento, considerando 20 larvas para cada replicata).

4.4 BALANCO OXIDATIVO DIFERENCIAL EM DIFERENTES TEMPOS DURANTE
A REGENERACAO DA NADADEIRA CAUDAL EM ZEBRAFISH

Previamente foi demonstrado que em 1 dia pés-amputagdo ha uma grande
infiltracdo de macréfagos do tipo M1, ao passo que no dia 5 predominam os

macrofagos do tipo M2 na area lesionada, dessa forma, as atividades das enzimas
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antioxidantes catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) foram avaliadas. Varios
estudos relatam que seus substratos, perdéxido de hidrogénio e ion superoxido,
participam da sinalizagao celular em favor de uma regeneragao adequada do tecido
(ITO; NAGAYASU; HOSHIKAWA; KATO et al., 2013; LOO; HALLIWELL, 2012; LOO;
WONG; HO; WASSER et al., 2012).

Interessantemente, foi demonstrado um aumento da atividade da SOD em 1
dpa quando comparado ao seu controle (FIGURA 10A), demonstrando que o
superoxido foi formado apés a ocorréncia da lesdo. Nesse tempo, 24 horas apos a
amputacao (hpa), o aumento representou aproximadamente 0,45 vezes maior
atividade de superoxido quando comparado aos animais nao submetidos a
amputacgao. Corroborando esses dados, nio foi observada diferenca na atividade da
SOD nos animais em 5 dpa, quando comparados ao seu controle (Fig. 10A). Aos 5
dpa, no entanto, foi apresentado um aumento na CAT em comparagao com 0 grupo
controle, sugerindo que o perédxido de hidrogénio esta sendo gerado (FIGURA 10B).
A atividade de CAT encontrada neste periodo teve um aumento médio de 42,54%, o
que indica que durante essa fase de regeneragao ainda ha uma sintese aumentada
de peroxido de hidrogénio. Paralelamente, avaliou-se a atividade da glutationa-S-
transferase (GST) nos dois tempos da regeneragao e em seus controles (larvas com
4 e 8 dpf), uma vez que essa enzima esta envolvida no processo de biotransformacéao
de fase ll, tornando-se um controle para os experimentos de analise da atividade das
demais enzimas antioxidantes (TIERBACH; GROH; SCHONENBERGER;
SCHIRMER et al., 2018). Nao foram demonstradas diferengas estatisticas
significativas para GST entre os dois grupos avaliados, o que indica que nao houveram

reacgdes de conjugacao de farmacos durante o processo regenerativo (FIGURA 10C).
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FIGURA 10 — ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES SUPERQXIDO DISMUTASE,
CATALASE E GLUTATIONA-S-TRANSFERASE NOS DIAS 1 E 5 POS-AMPUTACAO DA
NADADEIRA CAUDAL
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FONTE: A autora (2020).

Legenda: (A) Atividade da SOD expressa em U. SOD (ug) normalizada pela quantidade total de por
proteina em 1 e 5 dpa; e seus respectivos controles (Ctrl 1 dpa and Ctrl 5 dpa). ** indica diferenca
estatistica entre 1 dpa e seu controle (n=8-10). P<0.01. (B) Atividade da CAT expressa em pmol.min-
.mg proteina”’ em 1 e 5 dpa e seus respectivos controles. * indica diferencas estatisticas entre 5 dpa
e seu grupo controle. (C) Atividade da enzima GST expressa em nmol.min-'.mg proteina* em 1, 5 dpa
e seus respectivos controles, indicando que nao ha alteragdes de atividade durante a regeneragéo
caudal (n=8-10). P<0.05.

Além disso, para avaliar a lipoperoxidacgao, realizou-se um ensaio baseado no
método quimico de FOX, que consiste em medir a absorbancia apds oxidacgao rapida
de Fe?* a Fe3* mediada por peroxido (JIANG; HUNT; WOLFF, 1992). Esse método foi
empregado para avaliar o estresse oxidativo e percebeu-se que a lesdo na nadadeira
caudal era capaz de gerar estresse, que nao é superado, conforme constatado, até o
quinto dia. Apesar do estresse oxidativo encontrado, esse demonstra estar diminuindo

gradualmente, uma vez que se comparadas em 1 dpa, as larvas em regeneragao
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apresentaram 96,99% mais peroxidacdo do que seus controles (GRAFICO 5), ao
passo que em 5 dpa as larvas apresentaram um aumento de 62,39% na peroxidagao
lipidica comparada ao controle, o que denota entdo, uma redugao gradativa nos niveis

de lipoperdxido ao longo do tempo.

GRAFICO 5 — PEROXIDAGAO LIPIDICA EM LARVAS DE ZEBRAFISH DURANTE O PROCESSO

REGENERATIVO
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FONTE: A autora (2020).

Legenda: Lipoperoxidagao expressa em umol.min-1.mg proteina-1 em 1 e 5 dpa e seus respectivos
controles (n=8-10). **(P<0.0026) indica diferencas estatisticas entre 5 dpa e seu grupo controle e
****(P<0.0001) diferencas entre 1 dpa e Ctrl 1 dpa.

4.5 TAXAS DE RESPIRACAO MITOCONDRIAL EM DOIS TEMPOS DO PROCESSO
REGENERATIVO DA NADADEIRA CAUDAL DO ZEBRAFISH

Com o intuito de se avaliar a respiracao em larvas de zebrafish durante o
processo de regeneragcdo da nadadeira caudal, realizaram-se experimentos no
respirdmetro Oroboros O2k. As larvas foram colocadas em camaras que permitem o
monitoramento em tempo real das concentragdes e consumo de oxigénio dentro da
camara. Com base nesses resultados, €& possivel calcular seus respectivos
coeficientes angulares (a), para que se avalie o consumo de oxigénio ao longo do
tempo pelas amostras. Para esse primeiro ensaio, ndo foram encontradas diferengas
significativas na respiragcao basal entre as larvas controle e as larvas nos dias 1 e 5
pds-amputacéo (GRAFICO 6).
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GRAFICO 6 — REPRESENTAGAO DA RESPIRAGAO BASAL DE LARVAS CONTROLE FRENTE A
LARVAS EM REGENERAGAO
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Legenda: o grafico representa a respiragao basal das larvas em 1 e 5 dpa e de seus respectivos
controles (Ctrl 1 dpa e Ctrl 5 dpa), demonstrados pelo coeficiente angular das retas geradas nas
andlises por respirometria (n= 6-9).

Em uma tentativa de padronizacdo dos ensaios por respirometria de alta
resolucao, foram isoladas larvas com 8 dias pds-fertilizagdo para o experimento que
permite a avaliacdo da respiragcdo mitocondrial ao serem empregadas drogas
inibidoras de complexos da cadeia de fosforilagdo oxidativa (oligomicina, CCCP,
antimicina A e rotenona). Na primeira tentativa utilizou-se 1 uM de oligomicina e duas
concentragoes finais distintas de CCCP (2.5 e 5.0 uM).

A analise metabdlica que utiliza o equipamento Seahorse XF24 para medicao
da respiracao mitocondrial, em tempo real, pode produzir dados valiosos acerca do
metabolismo celular em diferentes condicdes ambientais. A técnica baseia-se na
adicdo de drogas que manipulam a respiragcdo mitocondrial, influenciando na
concentragdo de oxigénio e na acidificagdo do meio no qual estdo as amostras, e
esses parametros, por sua vez, tem suas alteragcdes detectadas por sensores de
oxigénio e H*, permitindo que o metabolismo celular seja avaliado em diversos
contextos. A respiragcao mitocondrial € determinada pela medicdo da OCR (taxa de
consumo de oxigénio), ao serem adicionados compostos no meio. Através desse
ensaio podem-se identificar parametros metabdlicos como respiracao basal, sintese

de ATP, vazamento de protons, respiragdo maxima, respiragao nao-mitocondrial e
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capacidade respiratoria livre. Resumidamente, o ensaio utiliza quatro inibidores:
oligomicina, CCCP, rotenona e antimicina A. Na cadeia respiratéria, a oligomicina
inibe a funcdo da ATP-sintase, a CCCP é um desacoplador mitocondrial, a rotenona
inibe o complexo | e a antimicina A inibe o complexo Ill. O teste compreende a
repeticdo de 20 ciclos de 2 minutos para homogeneizagéo, 1 minuto de espera e 2
minutos de medi¢cdo. Nos primeiros 5 ciclos, € medida a respiracdo basal, e em
seguida é injetada a oligomicina e medida em outros 5 ciclos. A OCR da oligomicina
€ utilizada para determinar o turnover de ATP através da distincdo do consumo de
oxigénio dedicado a sintese de ATP e o consumo de oxigénio que ocorre devido ao
vazamento de protons através da membrana interna mitocondrial. Entdo o CCCP é
adicionado em cada poco e medido em outros 5 ciclos, o que permite a identificagao
da respiragdo maxima. Calcula-se a capacidade respiratéria livre (capacidade do
sistema de aumentar a producdo de ATP) ao se subtrair a respiracdo basal da
respiracdo maxima. Por fim, é adicionada a combinagao de rotenona/antimicina A, e
medida por 5 repeticdes. Essa injecao inibe completamente a cadeia de transporte de
elétrons, permitindo a determinagado do consumo de oxigénio ndo-mitocondrial. Essa
€ determinada subtraindo-se a respiragcdo poés-adicdo de rotenona/antimicina A da
respiracao sob efeito da oligomicina. Por fim, a capacidade respiratdria mitocondrial
maxima pode ser calculada excluindo a respiragao mediada pela rotenona/antimicina
A da respiracdo mediada pela CCCP (BOND; MCEWEN; YOGANANTHARAJAH,;
GIBERT, 2018).

Observou-se que houve um decréscimo na taxa de consumo de oxigénio apds
a injegao da oligomicina, conforme se esperava, porém ao se adicionar CCCP, em
qualquer uma das concentrag¢des, nao houve a recuperagao da respiracdo maxima
nas larvas (FIGURA 11A).
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FIGURA 11 — GRAFICOS DE TAXA DE CONSUMO DE OXIGENIO (OCR) E TAXA DE
ACIDIFICAGAO EXTRACELULAR (ECAR) EM LARVAS DE ZEBRAFISH COM 8 DPF
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FONTE: A autora (2020).

Legenda: (A) Grafico demonstra a respiragao de larvas de zebrafish com 8 dias pés-fertilizagéo apos
a adigao de oligomicina, CCCP em concentragdes de 2.5 e 5.0 uM e antimicina A e rotenona,
indicando resposta a injegdo de oligomicina e o ndo atingimento de respiragao maxima ao utilizar
CCCP nas duas diferentes concentragdes. (B) O grafico indica a taxa de acidificagao extracelular (pH
do meio), representando grandes variagdes entre as amostras. Resultados expressos como média +
erro padréo da média.

Em outra tentativa, foram injetadas duas diferentes concentragdes finais de
oligomicina, de 1 uM e 0.5 uM e combinadas com as concentragdes finais de CCCP

iguais as do ensaio anterior. Adicionalmente, alguns pogos foram destinados as larvas
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controle, sem adi¢cdo de drogas ao longo do experimento. Indica-se a partir do grupo
controle, que ha um decréscimo da respiracao basal durante os 120 minutos do ensaio
(FIGURA 12A), o que demonstra que as condi¢gdes ainda ndo sao ideais para a
mensuragdo da respiragdo mitocondrial das larvas, sendo necessarias outras

adaptacdes.

FIGURA 12 —~GRAFICOS DE TAXA DE CONSUMO DE OXIGENIO (OCR) E TAXA DE
ACIDIFICACAO EXTRACELULAR (ECAR) EM LARVAS DE ZEBRAFISH COM 8 DPF
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FONTE: A autora (2020).

Legenda: (A) O grafico indica variagdes na taxa de consumo de oxigénio de todos os grupos,
incluindo o grupo controle, que tem sua respiragédo basal diminuida ao longo do ensaio. (B) O grafico
demonstra a taxa de acidificagdo extracelular, nao representando grandes variagdes entre as
amostras. Resultados expressos como média * erro padréao da média.

4.6 INFILTRACAO CELULAR APOS AMPUTACAO E O AMBIENTE REDOX

A partir da normalizagdo dos resultados obtidos para a infiltracdo de
neutréfilos e macrofagos, bem como da alteragédo na atividade das enzimas catalase

e superoéxido dismutase, torna-se possivel correlacionar o aumento ou diminui¢ao da
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infiltracdo dessas células com o perfil redox das larvas durante a regeneragdo da
nadadeira caudal. Com um aumento expressivo de macrofagos pro-inflamatorios na
lesdo em 1 dia poés-amputagdo, também ha aumento na atividade da enzima
superoéxido dismutase, responsavel pela geragao de perédxido de hidrogénio, molécula
que, por sua vez, acarreta no recrutamento de mais células em direcédo a lesdo. Além
disso, o ambiente pré-inflamatério leva ao aumento da sintese de espécies reativas
de oxigénio, tornando-se necessario o aumento da expressdao de enzimas
antioxidantes, como é o caso da SOD, para minimizar os efeitos do estresse oxidativo.
O aumento no numero de neutréfilos nessa fase (0 para 24 horas pds-amputacao)
também é evidente, seguido de sua resolugdo nos proximos dias, de forma
concomitante com o surgimento de macréfagos anti-inflamatorios e diminuicdo da
atividade da superéxido dismutase. Em 5 dias pés-amputacdo, € observado um
aumento significativo na atividade da catalase, outra enzima com papel antioxidante,
que tem como substrato o peroxido de hidrogénio. A catalase € responsavel pela
geragado de um ambiente menos inflamatério, juntamente com as células M2, que tem
um metabolismo relacionado com a sintese de acidos graxos e fosforilagdo oxidativa.
As células M2 s&o atribuidas como relevantes para a deposicdo de matrizes
extracelulares, promogao de angiogénese, etc. A dindmica de infiltragdo das células
do sistema imune inato e o perfil redox das larvas durante a regeneragao da nadadeira

caudal podem ser melhor visualizadas no GRAFICO 7.



58

GRAFICO 7 - CORRELAGAO ENTRE A DINAMICA DE INFIITTRAQAO DAS CELULAS DO
SISTEMA IMUNE INATO E AS ENZIMAS CATALASE E SUPEROXIDO DISMUTASE DURANTE A
REGENERAGCAO DA NADADEIRA CAUDAL DO ZEBRAFISH
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Legenda: Os valores de infiltragdo de neutréfilos e macréfagos, bem como de atividade de catalase e
superoxido dismutase foram normalizados e adaptados para inser¢do em um grafico no qual se
correlacionam a infiltragdo de cada tipo celular e 0 aumento ou diminuicdo da atividade das enzimas
do sistema antioxidante ao longo da regeneracéo, nos tempos de 1 e 5 dias pés-amputagéo. Os
valores reais de M1 e M2 em 1 e 5 dpa, respectivamente, foram recortados do grafico para fins
visuais, e sao de 33,7 para M1 e 21,75 para M2.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, demonstrou-se que o processo regenerativo da
nadadeira caudal em larvas de zebrafish possui uma duragéo de sete dias, ao levar-
se em consideragao a area da nadadeira caudal dos animais submetidos a amputacao
frente a area dos animais nao-amputados. Em outro estudo, a regeneragao é
considerada completa em 3 dias, tendo como parametros de observacado as
mudancas de formato das células mesenquimais e uma malha complexa de actina,
ambas caracteristicas presentes em larvas em regeneracdo € que nao sao
encontradas em 3 dias pés-amputacao (MATEUS; PEREIRA; SOUSA; DE LIMA et al.,
2012). Sugere-se essa diferengca entre os tempos para término da fase de
regeneragao por conta de parametros distintos avaliados, e torna-se importante
ressaltar que existem poucos estudos que abordam essa fase da regeneragcdo em
zebrafish. Apesar disso, € interessante enfatizar que a maior taxa de crescimento da
nadadeira caudal no modelo apresentado nesse estudo ocorreu no periodo entre 2 e
3 dpa, mesmo periodo em que o estudo anteriormente citado descreve mudancas na
polarizacao das células mesenquimais.

A infiltracdo de neutrdéfilos acontece de maneira bem precoce, sendo essas
células encontradas na margem da lesdo em 1 hora pés-amputagdo, com um aumento
no infiltrado bem evidenciado entre 7 e 24 hpa. Em 168 hpa, ha uma grande
diminuicdo nesse infiltrado, demonstrando uma resolugédo da inflamagéao dirigida por
neutréfilos, que pode ser explicada pelo maior acumulo de macrofagos anti-
inflamatdérios ou pro-resolutivos na regido da lesdo a partir do quinto dia pés-
amputacao. Os macrofagos de perfil pro-inflamatoério surgem desde o inicio da lesao
tendo um aumento gradativo entre os dias 0 e 2, com o maior infiltrado registrado em
2 dpa. Esse resultado condiz com estudos disponiveis na literatura cientifica, a
exemplo de um estudo que observou o recrutamento, dentro das primeiras horas pos-
lesdo, de macréfagos tanto provenientes do tecido hematopoiético caudal, quanto de
macrofagos periféricos (MORALES; ALLENDE, 2019). Outros estudos reportam, de
maneira similar, o rapido recrutamento de macrofagos e neutrofilos apos a amputagao
da nadadeira caudal (ELLETT; PASE; HAYMAN; ANDRIANOPOULOQOS et al., 2011;
GRAY; LOYNES; WHYTE; CROSSMAN et al., 2011). Os neutrofilos infiltram primeiro,
devido a sua maior motilidade e, dentro de alguns minutos apresentam caracteristicas

apoptéticas, como a condensagédo da cromatina e fragmentacdo nuclear. Essas
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células sao, entdo, removidas pelos macrofagos recém-recrutados. Os macréfagos,
por sua vez, por apresentarem caracteristicas de fagocitose profissional, s&o
responsaveis pela remogao de debris celulares e de neutréfilos a partir de 6 hpa,
levando a diminuigdo gradual no numero de neutréfilos (LI; YAN; SHI; ZHANG et al.,
2012), correspondendo com a redug¢ao encontrada no infiltrado de 7 para 24 hpa no
presente estudo em animais lyz*/mpx*. Adicionalmente, na fase de regeneracéo, entre
os dias 4 e 5 pds-amputagao, os macrofagos ainda sao encontrados na borda da lesao
no estudo anteriormente citado, o que sugeriu a participagdo dessas células no
remodelamento e crescimento da nadadeira caudal em larvas de zebrafish, conforme
depois demonstrado utilizando-se zebrafish mutantes para o gene irf8, que leva a
deplecédo de macrofagos.

Os neutréfilos sdo os leucécitos mais abundantes e terminalmente
diferenciados com diversos aparatos para eliminacdo de patégenos (MANTOVANI;
CASSATELLA; COSTANTINI; JAILLON, 2011). Tradicionalmente essas células eram
consideradas transcricionalmente inativas, mas estudos recentes na area tém levado
a uma troca de paradigmas na biologia de neutrdfilos, revelando subpopulagbes
heterogéneas, com funcdes relevantes para a inflamagao e imunidade (KUMAR;
DIKSHIT, 2019). Dentre as fungdes apresentadas estao a fagocitose, o burst oxidativo
e as armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) (BRINKMANN; REICHARD;
GOOSMANN; FAULER et al., 2004; NATHAN, 2006; SEGAL, 2005). E importante
ressaltar que o metabolismo celular tem um papel decisivo na fungao e plasticidade
de diversas células imunes, incluindo de células T e macréfagos (GABER; STREHL,;
BUTTGEREIT, 2017; O'NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016). Regulagbes
metabdlicas presentes em neutrofilos vém sendo estudadas, tendo sido reconhecidas
em estudos mais recentes rotas metabdlicas distintas da glicélise, como o ciclo do
acido citrico, fosforilacdo oxidativa, via das pentose-fosfato, oxidacdo de acidos
graxos, que preenchem as necessidades energéticas, biosintéticas e funcionais dos
neutrofilos (AZEVEDO; ROCHAEL; GUIMARAES-COSTA; DE SOUZA-VIEIRA et al.,
2015; JONES; LUO; ARDITA; RICHARDSON et al., 2013; RICHER; SALEI; LASKAY;
SEEGER, 2018; RIFFELMACHER; CLARKE; RICHTER; STRANKS et al., 2017,
RODRIGUEZ-ESPINOSA; ROJAS-ESPINOSA; MORENO-ALTAMIRANO; LOPEZ-
VILLEGAS et al., 2015; SIX; LAGRESLE-PEYROU; SUSINI; DE CHAPPEDELAINE
et al., 2015). Além disso, essas células utilizam carboidratos, lipidicos, proteinas e

aminoacidos para producéo de energia e obtém essas moléculas através de diversos
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transportadores (FUTOSI; FODOR; MOCSAI, 2013). Em resposta a estimulos
variados, os neutrofilos aumentam a captura de glicose, sugerindo também um papel
funcional do metabolismo da glicose na modulagdo das fungdes dos neutréfilos
(MARATOU; DIMITRIADIS; KOLLIAS; BOUTATI et al., 2007). O conhecimento acerca
de receptores de superficie e transportadores que, atuam, em adaptagdes
metabdlicas dos neutréfilos continua limitado e s&o necessarios mais estudos na area
em relagdo a metabolédmica para um melhor entendimento da dindmica de infiltragao
dos neutréfilos e seus papéis desempenhados de acordo com o metabolismo ativado
em cada etapa da regeneracdo, como também em contextos patoldgicos, como na
fibrose.

Como no periodo entre 0 e 2 dpa foram encontrados maiores numeros de
macréfagos M1 e no dia 5 foi visualizado um maior numero de células M2, os tempos
de 1 e 5 dpa foram eleitos para as analises de expressao génica, de atividade
enzimatica e de respiragdo mitocondrial. No caso das analises de expressao génica,
nao foram demonstradas diferencas estatisticamente significativas entre os dois
tempos de regeneracédo para os genes inflamatérios IL18 e TNFa, bem como para os
genes relacionados ao metabolismo de macrofagos, iINOS e ARG1. Como a leséo
provocada na nadadeira caudal das larvas leva a uma inflamagao local, sugere-se que
esse é o motivo pelo qual ndo conseguiram-se detectar maiores ou menores niveis
das citocinas inflamatédrias pela técnica de RT-PCR em 1 dpa e de maiores niveis de
iINOS e ARG1 nos tempos de 1 e 5 dpa, respectivamente, que sado os tempos que
predominariam macrofagos M1 e M2. Estudos de expressdo génica nesse modelo
costumam utilizar a técnica de hibridizac&o in situ para revelar a expressao espaco-
temporal de moléculas de interesse ou a técnica de RT-PCR para células isoladas da
nadadeira caudal (HASEGAWA; HALL; CROSIER; ABE et al., 2017; NGUYEN-CHI;
LAPLACE-BUILHE; TRAVNICKOVA; LUZ-CRAWFORD et al., 2017). Como as larvas
foram empregadas em sua totalidade nas analises, isso pode ter influenciado de forma
a mascarar os resultados por esses apresentarem uma diferenca especifica em
relagdo a expressao da larva como um todo.

Apos lesdes teciduais, as células lesionadas geram peroxido de hidrogénio,
que, por sua vez, tem relevancia na sinalizacdo redox por ser uma molécula reativa e
de facil difusdo, que participa, como ja reportado previamente, ativamente na
migracao de neutrodfilos para o local da lesdo (NIETHAMMER; GRABHER; LOOK;

MITCHISON, 2009). De forma complementar, outro estudo demonstrou, a partir do
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mesmo modelo de amputacido da nadadeira caudal, que a mieloperoxidase derivada
de neutrofilos regula negativamente o burst de peroxido de hidrogénio caracteristico
da lesdo (PASE; NOWELL,; LIESCHKE, 2012). Apesar disso, nas analises para as
atividades das enzimas antioxidantes foram encontradas diferengas significativas para
a superoxido dismutase, enzima que converte o ion superéxido gerado na cadeia de
fosforilagdo oxidativa em peroxido de hidrogénio. A atividade dessa enzima é
aumentada em 1 dpa, quando comparada com larvas ndo-amputadas, o que
demonstra um aumento sustentado de perdxido de hidrogénio, que pode ser
responsavel pela infiltracdo de neutrdéfilos que persiste até, pelo menos, 24 horas pos-
amputacao.

Sabe-se que o metabolismo energético e o estado redox estao intimamente
relacionados. Para se obter uma resposta imune adequada, as células devem possuir
uma fonte energética rapidamente disponivel para migracao até o local da inflamacéao,
gerar espécies reativas de oxigénio utilizando NADPH como cofator e engolfar
microrganismos ou tecido danificado. Durante o inicio da inflamagéao, a polarizagao de
macrofagos para um perfil M1 € dependente de ativagdo da NOX2, que, através da
oxidagao da proteina tirosina-fosfatase e ativagao da AKT, aumenta o trafego de
transportadores de glicose para a membrana celular, acarretando no aumento da
obtencao de glicose para a glicélise (CASBON; LONG; DUNN; ALLEN et al., 2012). A
resolucdo da inflamacgao é iniciada pelo contato com membranas apoptéticas, que
expde a fosfatidilserina oxidada que interage com o receptor sequestrador
(scavenger), CD36. Downstream de CD36, a ativagdo de AMPK e PPARYy provoca
biogénese mitocondrial, expressdo de arginase e mudanga para a fosforilagéo
oxidativa em macrofagos M2 (OLEFSKY; GLASS, 2010). A sintese de citocinas pro-
inflamatadrias pelas células M2 diminui, mas a producao de fatores de crescimento que
promovem a cicatrizacao e de citocinas anti-inflamatdérias sdo mantidas para apoiar a
restauracao da funcdo normal. Além disso, no inicio da inflamagao, a eficiéncia
mitocondrial também & comprometida via nitrosilagdo da cadeia transportadora de
elétrons (GRIFFITHS; GAO; PARARASA, 2017), o que pode sugerir um maior
vazamento de elétrons para o oxigénio molecular, levando a uma maior sintese de ion
superoxido, o que responderia 0 aumento na atividade da superéxido dismutase em 1
dia pés-amputacéo.

O estresse oxidativo € um fendbmeno ou condi¢ao bioldgica que ocorre como

resultado de um desequilibrio fisioldgico entre os niveis de antioxidantes e oxidantes
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em favor dos oxidantes. Dentro das categorias de a¢ao de antioxidantes, as enzimas
superoxido dismutase e catalase sao consideradas antioxidantes de primeira linha de
defesa, por apresentarem agado supressora ou preventiva na formagao dos radicais
livres ou EROs. A primeira enzima citada catalisa a dismutagao do ion superéxido em
oxigénio e peroxido de hidrogénio, e esse ultimo, por sua vez, € decomposto pela
catalase em agua e oxigénio. Apesar da possibilidade de geracdo de estresse
oxidativo, tem-se relatado que o peroxido de hidrogénio e o ion superdxido podem agir
a favor da mitose, promovendo a replicacao de DNA e a proliferagao celular em uma
variedade de cultivos celulares (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; VALKO;
LEIBFRITZ; MONCOL; CRONIN et al., 2007).

Diversos fatores podem levar a geragdo de estresse oxidativo durante a
regeneracao na nadadeira caudal do zebrafish. O ion superdxido é constantemente
produzido através de diferentes processos e fontes, e pode, por variadas vias e
reacoes, formar outras espécies reativas mais reativas (TURRENS, 2003). Esse ion
pode produzir diretamente o radical hidroxil (*OH; *O2 + 2e~ — *OH) ou indiretamente
pelo peroxido de hidrogénio na reagdo de Fenton, que ocorre na presenca de Fe?*.
Tanto ‘02, quanto ‘'OH podem atuar nas membranas lipidicos para promover a
formacg&o do radical lipidico ('L), que na presencga de oxigénio é capaz de gerar o
radical peroxil lipidico ((LOO) (LOBO; PATIL; PHATAK; CHANDRA, 2010). Esses
radicais atacam membranas lipidicas, iniciando a lipoperoxidagdo de membranas,
uma vez no contexto do estresse oxidativo. Além disso, o peroxinitrato (ONOO") pode
ser produzido quando o ion superdxido reage com o radical éxido nitrico ('NO), na
presenca de arginina e da enzima NADPH-oxidase. Esse oxidante também pode
causar peroxidacao lipidica, além de oxidagao proteica e inativagao enzimatica
(PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). Esses mecanismos sugerem explicar a
peroxidacgao lipidica observada apos a amputacdo da nadadeira caudal das larvas de
zebrafish, nos tempos de 1 e 5 dpa, com aumento de atividade da SOD em um
primeiro momento, indicando uma resposta a produgéo de ion superoxido, seguida de
uma maior atividade da CAT em 5 dpa, que coincide com a fase em que o estresse
oxidativo esta menos pronunciado, sugerindo uma recuperagao do tecido frente aos
danos causados pela amputacgao.

Vale mencionar também que o estresse oxidativo pode ser responsavel pela
visualizagao do que seria uma segunda onda de macrofagos M1, observada entre os

tempos de 6 e 7 dpa. Relata-se que as células desenvolveram mecanismos para
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controlar os niveis de EROs através de vias metabdlicas muito bem reguladas, como,
por exemplo, utilizar a glicolise ao invés da fosforilagdo oxidativa, com o intuito de
minimizar o estresse oxidativo (USHIO-FUKAI; REHMAN, 2014). Uma alternativa para
isso seria a polarizagao dos macréfagos para um fendétipo pré-inflamatério ou M1, uma
vez que essas células possuem como caracteristica metabdlica o uso da glicélise

como fonte de energia.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Por meio desse estudo € possivel concluir que a regeneragdo no modelo de
amputagcao da nadadeira caudal de larvas de zebrafish € completa em 7 dias, quando
avaliado o crescimento da cauda, e que neutrdfilos sdo recrutados imediatamente
para a margem da lesdo com uma infiltragdo mais evidente 7 horas apos a transecgao,
apresentando a resolucéo da inflamagao promovida por essas células em 168 horas.
Concomitantemente, macréfagos de perfil M1 alcangam a borda da lesdo em 0 dias
pos-amputagdo, com um aumento mais pronunciado no infiltrado em 48 horas,
periodo no qual a enzima superoxido dismutase apresenta maior atividade, levando a
geragdo de peroxido de hidrogénio, molécula que participa indiretamente no
recrutamento de mais células do sistema imune em direcdo a lesdo. Entao,
macrofagos de fendtipo anti-inflamatério ou pré-resolutivo sdo encontrados na regiao
regenerativa em 5 dias apos a amputagdo, momento no qual a enzima antioxidante
catalase também possui atividade aumentada. Por fim, sdo demonstrados indicios de
estresse oxidativo durante o processo regenerativo, pelo aumento da peroxidagao de
membranas lipidicas em animais submetidos a amputagao, estresse que demonstra
uma tendéncia de diminuigao ao longo da regeneracao.

O modelo de amputagdao da nadadeira caudal em larvas de zebrafish
desenvolvido no presente estudo podera servir como base a outros estudos de
inflamacéo e fibrose, além de ser empregado em outros contextos patolégicos. Em
relacdo ao imunometabolismo, ainda existem questdes a serem elucidadas, como, por
exemplo, a identificacdo das vias metabdlicas fundamentais ao longo do processo
regenerativo, questao que pode ser respondida ao utilizar-se do modelo de amputacao
em animais adultos. Para finalizar, também sao necessarias adaptagdes em relagao
a deteccao de espécies reativas de oxigénio e da visualizagado de mitocéndrias in vivo,
sendo esse ultimo inovador ao criar-se um zebrafish reporter para algum gene

especifico da cadeia de fosforilagdo oxidativa.
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Understanding the Metabolic Profile
of Macrophages During the
Regenerative Process in Zebrafish
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In contrast fo mammals, lower vertebrates, including zebrafish {Danio rera), have the
abifity to regenarate damaged or lost tissues, such as the caudal fin, which makes
them an ideal modal for fissue and organ regeneration studies. Since several diseases
invohve the process of transition betwean fibrosis and tissue regenaration, it is necessary
to attain a bettar undarstanding of these processes. It B known that the cells of
the immune systom, especially macrophages, play essontial roles in reganeoration by
parficipating in the removal of cellular debris, release of pro- and anti-inflammatory
factors, remodeling of components of the exdracellular matrix and alterafion of cxidative
pattemns during proliferation and angiogenesis. Immune cells undergo phenotypical
and functional alterations throughout the healing process due fo growth factors and
of the molecular mechanisms through which macrophages orchestrate the formation
and regencration of the blastema remain unclear. In the present roview, we cutine
how macrophages orchesirate the regenerative process in zebrafish and give spacial
attention to the redox balance in the contaxt of tal regeneration.
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ZEBRAFISH AND TAIL FIN REGENERATION

Zebrafish is a teleost fish that has been studied and increasingly utilized over the last three decades
a5 an experimental animal model in several areas of science (Renninger et al, 2011; Weyand
and Shavit, 2014). The species I). rerip belongs to the Animalia kingdom, Chordata phylum,
Actinopterygii class (Teleostei infraclass), Cypriniformes order and Cyprinidae family. It is 2 species
of small size that measures approximately 3 cm in adulthood and lives in freshwater rivers and lakes,
and it is native to the Himalayan region. Males and females can be anatomically distinguished in
a relatively simple way; the males have a thinner body, more prominent black bands throwghout
the body (which is the origin of the name zebrafish), and a notable golden coloration on the belly
and fins. Females, on the other hand, tend to have a more prominent abdominal region, especially
during the period of oviposition, and have bess gold coloration on the body (Wixon, 2000).
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