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RESUMO

A busca por novos produtos que possam otimizar o processo de reparo, ou mesmo Suprir
deficiéncias cicatriciais inerentes de certos individuos, vem motivando diversos estudos e a
criacdo de protocolos para tratar os diferentes tipos de ferimentos. No presente trabalho, a rP21
foi testada, pois possui perfil pré-inflamatério atuando no recrutamento de células do sistema
imune, no citoesqueleto celular induzindo a polimerizagdo, além de atuar na angiogénese. Com
0 objetivo de verificar a atuacdo dessa proteina no reparo tecidual, foram utilizados 48
camundongos machos, da linhagem Balb/C, divididos em quatro grupos de tratamento e dois
grupos controle, apds foi utilizado rP21 purificada e incorporada a gel de carbopol, de modo
que cada lesdo fosse tratada com 1 e 50 pg da proteina durante trés e sete dias. Em seguida, os
animais foram eutanasiados e as regides de lesdes cutineas coletadas para andlises histoldgicas
e bioquimicas. Nossos resultados demonstraram que a rP21 foi capaz de melhorar o
recrutamento de mastocitos e macrofagos, melhorou também o recrutamento de neutrofilos
apos trés dias de tratamento e apds sete dias as atividades dessa dltima célula foram diminuidas.
Com relacdo a angiogénese, foi observado perfil anti angiogenico da protefna. Os resultados
demonstram ainda uma maior deposi¢do de coldgenos dos tipos I e III. O aumento de coldgeno
reforca a resisténcia da matriz, promove a migracdo e proliferacdo de células, essenciais para a
resolucdo da ferida. A rP21 se mostrou eficaz no reparo em feridas cutdneas, reduzindo a
atividade de neutréfilo apresentando efeito anti-inflamatério, além de aumentar a deposicao de
coldgeno total. A maior deposicio de coldgeno reforca e confere resisténcia a matriz, além de
promover a migra¢do e proliferacio de células essenciais para a resolugdo da ferida. O
fechamento de ferida foi avaliado por meio de medidas didrias do local, verificando-se que ela
promoveu melhora no fechamento da drea lesionada. Incluimos a partir dos dados obtidos que
a proteina rP21 tem potencial terapéutico no reparo tecidual, merecendo estudos direcionados.

Palavras-Chaves: Reparo. Pele. P21 recombinante.



ABSTRACT

The search for new products that can optimize the repair process, or even address the inherent
scar deficiencies of certain individuals, has motivated several studies and the creation of
protocols to treat different types of injuries. In the present study, rP21 was tested because it has
a proinflammatory profile acting in the recruitment of cells of the immune system, in the cellular
cytoskeleton inducing polymerization, besides acting in angiogenesis. In order to verify the role
of this protein in tissue repair, 48 male Balb / C mice were divided into four treatment groups
and two control groups, after which purified rP21 was incorporated and carbopol gel was
incorporated. Each lesion was treated with 1 and 50 pg of the protein for three and seven days.
Then, the animals were euthanized and the skin lesion regions collected for histological and
biochemical analysis. Our results demonstrated that rP21 was able to improve mast cell and
macrophage recruitment improved neutrophil recruitment after three days of treatment and
after seven days the activities of this last cell were decreased. Regarding angiogenesis, anti-
angiogenic protein profile was observed. The results also show a greater deposition of collagen
types I and III. Collagen augmentation enhances matrix resistance, promotes cell migration and
proliferation, essential for wound resolution. RP21 was effective in repairing skin wounds,
reducing neutrophil activity with anti-inflammatory effect and increasing total collagen
deposition. Increased collagen deposition strengthens and confers matrix resistance, and
promotes migration and proliferation of cells essential for wound resolution. Wound closure
was assessed by daily site measurements, and it was found to improve wound closure. We
include from the data obtained that the rP21 protein has therapeutic potential in tissue repair,
deserving targeted studies.

Keywords: Repair. Skin. P21 recombinant



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Anatomia da PELE ....cceeuiiiueeieeieiie ettt et sttt et et et sb et et e e ea 16
Figura 2 - Camadas da ePiderme ...........cocuovuieiiiniiaiiienieteet ettt et eie et sat et et e e ebe e 18
Figura 3 - CElulas da ePidermme. .......couiruiiiieiieiieie ettt et sttt et et sbt e b et 19
Figura 4 - Componentes celulares d€rmiCos .........eeuerieriernierieeiieiieniteniee et eie et seee e 22
Figura 5 - Fases do processo de cicatrizagdo: Inflamacdo, proliferacdo e remodelacio ......... 23

Figura 6 - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis utilizando como detergente Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS Page) demonstrando a presenca de proteina com peso molecular de 18 kDa.l..31

Figura 7 - Imagem ilustrativa da inducdo das feridas no dorso de camundongo .................... 32
Figura 8 - Foto do animal no dia do sacrificio demonstrando a ferida destinada a histologia. 34
Figura 9 - Acompanhamento do fechamento de ferida ...........ocoeveniininniniinnienieiee e 39

Figura 10 - Gréifico demonstrando o fechamento de ferida durante os sete dias de tratamento
para o controle e nas concentragdes de TUE € SOUG...ccciiiriiiiiiiiiieiieiiecie et eeeieesrae e eeeans 40

Figura 11 - Gréfico demostrando a média de mastdcitos corados com Azul de Toluidina por
drea nos tempos de trés e sete dias no grupo controle e os tratamentos com a proteina rP21 nas
CONCENtraCOES A€ TG € SOLLE . .vvieiiiiiieiieetie et et et etteete et et e e stbestbessbeaesbaessaessbessssanssaensaensns 40

Figura 12 - Fotomicrografias demonstrando as 4reas de lesGes cutines coradas ................... 41

Figura 13 - Grifico demonstrando a atividade de macréfagos encontrados nos tempos trés e
sete dias para o grupo controle e as concentragdes, 1UE € SOUE .vvevveeviieiieniienieeieeeeeereeene 42

Figura 14 - Gréfico demonstrando a atividade de neutréfilos nos tempos 3 e 7 dias para o
controle e as concentragcdes de TG € SOUE ..eovviiiiiiiiieiiieciiecie et et e stteebe et eeeveestaeebsaessaens 43

Figura 15 - Gréfico demonstrando a quantidade de hemoglobina nos tempos trés e sete dias para
controle e concentragdes de TS € SOUE .oooviiiiiiiiiiiieeiieiiecie e et eeettestteete e b eeeveestaessbsassans 44

Figura 16 - Grifico demonstrando a quantidade de vasos nos tempos trés e sete dias para
controle e nas concentragdes de 1HE € SOUZ ..vviviiiiiiiiiieiiiecie et eeteeeitecie e et eeereestaeebeeesnans 44

Figura 17 - Fotomicrografias de amostras de tecido cutaneo ferido coradas com Tricomico de
GOIMOTT ottt ettt sttt et et sa e sttt et et sate st e st et e seeabesabesbtsstee st anseeune 45

Figura 18 - Gréfico demonstrando a quantidade de coldgeno soldvel nos tempos trés e sete dias
para controle € nas concentragdes delg € SOUG...ccouiiiiieriieiieeiiieeiieeiieeie e et eeereestaeeaeeesnans 46



Figura 19 - Grafico demonstrando a deposicdo de coldgeno total nos tempos trés e sete dias,
para controle € nas concentragdes de 1HE € SOUG..ccuiiiiiiiiiiiieiiiieciieeitecie e eeereestaeeireeeans 47

Figura 20 - Imagens de laminas de tecido cutaneo coradas com picrocilius red P.C visualizadas
em microscopio sem polarizacdo aumento de 20x ilustrando a deposi¢cdo de coldgeno total. .47

Figura 21 - Grafico demonstrando a deposicdo de coldgeno tipo I nos tempos trés e sete dias
para controle € nas concentragdes de 1HE € SOUG..ccuiiiiiiiiiiiieiiiieciieeitecie e eeereestaeeireeeans 48

Figura 22 - Gréfico demonstrando a deposi¢cdo de coldgeno tipo III nos tempos trés e sete dias
para controle € nas concentragdes de 1HE € SOUG..ccuiiiiiiiiiiiieiiiieciieeitecie e eeereestaeeireeeans 49

Figura 23 - Imagens de 1aminas de tecido cutdneo coradas com picrocilius red P.C visualizadas
em microscopio de polarizacdo com aumento de 20X .....cc.cccueevieeiiieniienieeiireeieenriesaeeeiseenaens 49

Tabela 1 - Desenho experimental do tratamento nas diferentes concentracdes e tempo............ 33



%
ng

CXCR4
AT
EGF
FGF
GAGs
H.E
KGF
MEC
MMPs
MPO
NAG
p.C
PDGF
PGC
PMN
RDC
T.G
TFG-f
uv
VCAM-1
VEGF
P21
P21

LISTA DE ABREVIATURAS

porcentagem

micrograma

microlitro

receptor de quimiocina CXC tipo 4
azul de Toluidina

fator de crescimento epidérmico

fator de crescimento dos fibroblastos
glicosaminoglicanas

Hematoxilina e Eosina

fator de proliferacdo de queratindcitos
matriz extracelular

metaloproteinases

mieloperoxidase

N-acetil-pB-D glicosaminidase
picrosirius red

fator de crescimento derivado de plaqueta
proteoglicanos

polimorfonucleadas

resolucdo da Diretoria Colegiada
Tricomico de Gomori

fator transformador do crescimento beta
ultravioleta

molécula de adesdo de células vascular
fator de crescimento endotelial vascular
proteina P21

proteina P21 recombinante



3.1

3.2

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.6.1

4.6.2

4.6.3

4.6.4

4.7

5.1

5.2

53

54

5.5

5.6

5.7

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt ettt sttt sa et et es et s s ssans 12
JUSTIFICATIVA ..ttt ettt ettt et et sttt et beeabe bt e st et e aeanee 14
OBJETIVOS .ttt ettt et ettt ettt et ebeeab e st e et ee st e e eabeeabessaenean 15
ODBJETIVO GOTAL ....oiiiiiiiiiiieiieiteeie ettt e ette e et e et estbestbs s st aeebbessseasbeassaessaesssessseas 15
ODbJetivVOS ESPECTIICOS . vviiiiiiieitieetie ettt et e et e s tteebe et eeettesbbeesbesessaessesssesnsnas 15
REFERENCIAL TEORICO.........cooieuueieaneseeseeiesesesesessssse s sssess s sssseessssesssssssssssss s 16
PEILE ..ttt ettt et et et e et e bbbt et e e naeeeeae 16
EPIARIMIC. ....oieiieiiiecit ettt ettt ete et et e e staesabe st ae b aesbbessssanssaesseesssssssssssaensaenses 16
DIEITIIC ...ttt ettt et ettt e st te et et e et e e sbbeeabe et ee bt e esbeeabe et eeaeeenee 19
Componentes Celulares dETMICOS .....ccvieuieriiieriieniieeiieeeieestteeiieeieeereeereessaeebseesaesseessns 20
HIPOUETINIE ...ttt ettt ettt ettt e ttesete st ae b aesbbesabe s sbaesbaesssessssanssaensaenses 22
CicatrizaCao de FRTIAAS....ccuviiiiiiieeiieetie ettt cte ettt e stbe e st e e eteesbaeesbe s s aesaeesns 22

HOMICOSIASC ..ottt ettt ettt ettt e stte e ite e e stte e stbesebba s bbe s sbbesessaesnssaen 24
TOSLAIIACAO ....veaeeiaeeeie ettt et e e ctte e e e e ette e e e e et ae s e e baeaesenbbaaesessssaeaesansanaean 24
PFOLIOTACAO ..ottt e e et ae s e e etae s e e tas s e seesssaeaeeasaaae s 25
REOMOACIACAO oot ettt et ectt e e tae e ete s e e tas s e etbeseetbeseebaeaensasaans 27
ProtelNa P21 ...ttt st ettt sebe e et e se e e 28
MATERIAL E METODOS .......oorutuieumeriteeesseeiseesesssssseesssssessss st ssssss st ssssss s sesssnss s 30
ATIITIALS .ttt ettt te et et et e et esbteeube et ee b e e sbbeeabe et ee bt e esbeeube et eeeeeenee 30
PUrificag@o da TP21....c..oiiiiiiiiciiiiieie ettt ettt e te sttt tbesabs et s e baeeeae 30
Obtenco dO ZE1 COM P21 .uuiiiiiiciiiciieiieiteeie ettt et eie et eeebbesbbe et be s s aessaessbeassnas 31
Procedimento CirlirZiCo € tratamentO......c.cecveeriieeueeiieeeeeenriestieerieeeseesseesssesssssssesseensns 32
TTATAMEITO ¢ttt ettt ettt ettt e stte et et e et e e sbbeeabe et ee bt e esbeease et eeeeeeees 33
Fechamento da ferida..... ..ottt ettt 33
COlEta dAS AMOSITAS ...euiiiieieeieettent et et ettt ett et ee e et eabeeabesute st e et e aeeabeeabeebtessee st aseanee 34



5.8  AvaliacOes histol0gicas € biOQUIMICAS ......eevvieriieeiiieiieeiieciieeie et et e e eteeseveeie e reesaeeens 35

5.8.1 AVALIACAO MOFFOIOQICA «.voeeveeaeneeeaeieeeieeeieieeieeeeceeeece e eir e e te e etae s e ette s eestesebbesensaeanses 35
5.8.2 Contetddo de ReMOGIODIN ..........cccuueecueeeeeeieeiiiecieeeeieeeeie e ece e eie e e ette e ette e etbeeeesaeanras 35
5.8.3 Avaliacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) .........cccueeueevieeceeecieecrienieeineeianens 36
5.8.4 Atividade da N- Acetil- - D- Glicosaminidase (NAG) ........oceeveecoeeeceneciencueeinaenenens 36
5.8.5 Dosagem de COIAZENO SOIAVEL ..........cccueeeeceeeeciereeiereeiieeeeiieeeeieeeeieeeeaeseesteaeesteeeesassenses 37
5.9 ADALISE ESTASTICA ..eeetieeeieeie ettt et ettt ettt ea et e et eate et et e e e e eaee 38
6 RESULTADOS ..ottt ettt ettt et et e e be bt e st e st et e e eabesbbesbaenean 39
6.1  Fechamento de ferida..... ..ottt et n 39
6.2 Quantificagdo de MASTOCILOS ...uuieiieeiieeiieeeieeitieetieeieeereesteesttestbeebsaesseessaesssessssanssaenseensns 40
6.3 Atividade de macréfagos pela dosagem de NAG.........cooveiiiiiiiiiicciieniiecie e 42
6.4  Avaliacdo da atividade de NeULIOfiloS .....c.eeevieeiiiiiiiiiieeiieciie ettt e 42
6.5 Dosagem de hemOZIODING ....cc.eiiiiiiiiiiiiiiieiiecie ettt ettt sebe s e b e bae e 43
6.6  Quantidade de VasOS SANZUINIEOS ...ccueeueiiieeiiieeiieeieeiieeiteesttesteesseeseesseesssessssasssassssenses 44
6.8 COLAZEN0 TOLAL...uiiiiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt e et e e s teeestbeaestbeaessbaaesbbasessesnssaesnssaean 46
6.9 COlAZENO tIPO T € IIL cnuviiiiiiiiiie ettt ettt e e site e e stbe e e stbeeesbbasesbbe s baasnbaa s 48
T DISCUSSAOD ...ttt ettt st ss ettt ettt et 50
8 CONCLUSAO ...ttt ettt bt et es s bt et es et sa st st s st sasassenasaans 55

REFERENCTAS ...ttt ettt sttt st sat e sa et et e sabesbtess e s 56



12

1 INTRODUCAO

A integridade da pele bem como a manutencao da homeostase, sdo vitais ao organismo,
por isso a importancia da restauragdo dos mesmos apds uma injuria (LUCAS et al., 2010). A
Pele Possui funcdo de barreira protetora contra danos acidentais e intencionais que poderiam
comprometer as funcdes do organismo (BUENO et al., 2016).

O processo de restabelecimento da integridade do tecido ocorre por meio do processo
de cicatrizagdo, logo apds o dano (GUQO; DIPIETRO, 2010). Este processo estd subdividido em
quatro fases integradas que se sobrepdem: homeostase, inflamacio, proliferacio e remodelacdo
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; GREAVES et al., 2013).

Durante as etapas deste processo € observado constricdo vascular, formacdo de um
codgulo e uma matriz tempordria no local da ferida. Ocorre também, migracio de células
inflamatdrias, fibroblastos e queratindcitos, liberacio de mediadores tais como as citocinas e
produgcdo de componentes da matriz extracelular como coldgeno I e III, proteoglicanos e
glicoproteinas (JUHASZ et al.,, 1993; MACKIE; HALFTER; LIVERANI, 1988;
RASMUSSEN et al., 1992; SINGH et al., 2004 ).

Os diversos tratamentos t€m como intuito otimizar a cicatrizagdo promovendo o reparo,
atuando nos diversos componentes envolvidos neste processo (FERREIRA et al., 2008;
KUMAR et al., 2007).

Pesquisando a invasdo celular por Trypanosoma cruzi, descobriu-se uma proteina
ubiquitinada secretada e expressa em todas as fases do desenvolvimento do Trypanosoma cruzi
(SILVA et al., 2009). Em estudos posteriores utilizando a forma recombinante, P21, verificou-
se que a mesma aumenta a fagocitose de particulas de zymosan e de parasitas intracelulares,
por macrofagos peritoneais inflamatorios, devido a inducdo da via da PI3-kinase por esta
proteina e, consequentemente, atua na polimerizacdo de actina (RODRIGUES et al., 2012). Um
estudo recente mostrou que a rP21 promoveu maior recrutamento de granuldcitos, linfécitos e
mondcitos, atuando também na diminui¢cdo da angiogénese (TEIXEIRA et al., 2015).

Experimentos in vivo utilizando modelo de implantacdo de esponja demonstraram
quantidade de hemoglobina significativamente reduzida em grupo tratado, sugerindo agdo
antiangiogénica, reduzindo a formacdo de vasos sanguineos (TEIXEIRA et al., 2015).
Verificou-se também maior recrutamento de células do sistema imunoldgico como neutréfilos

e macréfagos, por meio da dosagem das enzimas mieloperoxidase (MPO) e
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Nacetilglicosamina (NAG), que se mostraram mais ativas nos grupos tratados com a rP21
(TEIXEIRA et al., 2015).

Mediante o conhecimento do processo de reparo e os resultados obtidos em pesquisa
anteriores sobre a atuacdo da rP21 nos diversos mediadores que atuam no reparo tecidual, o
objetivo do presente trabalho € esclarecer como esta protefna atua no reparo, analisando o efeito

da rP21 no comportamento de alguns de seus mediadores durante o processo.
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2 JUSTIFICATIVA

A capacidade funcional de cada individuo € definida como a auséncia de dificuldades
no desempenho das atividades cotidianas. Pacientes com lesdes cutineas apresentam
comprometimento da capacidade funcional devido o surgimento de lesdes que também
acarretam prejuizo laboral, repercutindo negativamente também no financeiro (NEWBERN,
2018).

Patologias relacionadas as deficiéncias na cicatrizacdo constituem grave problema
mundial, sendo o tratamento de feridas um desafio que ocorre desde a antiguidade.
(BUSILACCHI et al., 2013). Atualmente existem vdrios protocolos que foram estabelecidos
visando acelerar esse processo que sofre a interferéncia de uma série de fatores como:
coagulacdo do sangue, inflamacdo, fibroplasia, deposicdo de coldgeno e contracio da ferida
(BUSILACCHI et al., 2013).

Apesar dos esforcos e anseios coletivos, terapias profildticas definitivas no tratamento
das injdrias cutineas sdo inexistentes, carecendo de um tratamento rdpido, sem contaminacio e
livre de complicacdes (GONCALVES; PARIZOTTO, 1998; MOREIRA et al., 2009).

Os protocolos convencionais sdo feitos com tratamentos demorados e custos elevados,
0 que torna necessdrio a demanda por novos tratamentos capazes de interagir com o tecido
lesado, acelerando o processo de cicatrizacio (MENDONCA; NETO, 2009).

Diversos grupos de pesquisa dedicam-se ao estudo do reparo das injurias cutdneas,
tentando otimizar as diversas fases deste processo, obtendo assim uma diminui¢do no tempo de
tratamento e rdpida melhora das feridas. Dessa forma, busca-se novos compostos que possam
de alguma maneira otimizar e promover uma melhora na cicatrizagio.

Trabalhos utilizando a proteina recombinante P21, oriunda de T.cruzi, mostrou que a
mesma promove o recrutamento de macréfagos e ativa a polimerizacdo de actina, utilizando a
via de sinalizacdo PI3-quinase (RODRIGUES et al., 2012). A rP21 promove maior
recrutamento de granuldcitos, linfécitos e mondcitos, € atua na diminui¢do da angiogénese
(TEIXEIRA et al., 2015). Todos os elementos estdo relacionados a etapas cruciais para o reparo
tecidual. Portanto, este trabalho possibilitard avaliar e elucidar a atuagdo da rP21no tratamento
de feridas cutineas, avaliando também seu possivel potencial terapéutico, tornando o processo

de reparo cutaneo mais eficiente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar possivel potencial terapéutico na cicatrizagdo de feridas cutdneas através de

métodos morfolégicos e bioquimicos;

3.2 Objetivos especificos

(i) Verificar as fases do reparo tecidual através de andlises histologicas;

(i) Avaliar a acdo da rP21 na formagdo de novos vasos (angiogénese);

(iii) Quantificar o infiltrado celular (inflamacio) e a presenca de neutréfilos e macréfagos no
local da ferida;

(iv) Verificar a organizacio de coldgeno na matriz extracelular.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 Pele

A pele € um 6rgdo que possui importantes funcdes, dentre as quais estdo as sensoriais,
metabdlicas e termorreguladora, protecio contra radiacdo ultravioleta, reservatorio para eletrolitos,
dgua, lipidios, carboidratos e proteinas. Atua na excrecdo de substincias através de glandulas
sudoriparas € na protecdo do corpo contra meios adversos, criando uma barreira fisica contra
traumas, invasdo de bactérias e outros patégenos (TOFETTI; OLIVEIRA, 2006).

Esta estrutura é formada por duas camadas distintas, a epiderme e a derme, que se encontram
unidas entre si e sustentadas pela hipoderme ou tecido subcutaneo (Figura 1) (GUIRRO, 2002). A
epiderme € a camada mais externa onde podem ser encontrados diversos tipos celulares, dentre
eles os queratindcitos, melandcitos, células de Langerhans e de Merkel (SOUTO et al., 2006;
KHAN et al., 2012).

Pelo

Epiderme

Gléndula sebacea

Derme
Musculo eretor do pelo

Glandula sudoripara — |

Hipoderme {

Figura 1 - Anatomia da pele. Fonte: Adaptada (Acervo digital da plataforma tes teach: structures of the
integumentary system, 2018).

Capilares sanguineos

4.2 Epiderme

A epiderme € constituida por um epitélio estratificado, pavimentoso e queratinizado que
se subdivide em cinco camadas distintas. Apresenta estratos que recebem o nome de acordo
com o formato de suas células, sendo classificados da derme em direcdo a0 meio externo

(epiderme) como estratos basal, espinhoso, granuloso e cérneo (LUCAS, 2004).



17

A camada basal ou germinativa € rica em células tronco da epiderme e por isso a
denominacdo germinativa. As células sdo pouco diferenciadas e com intensa atividade mitética,
dando origem as demais células epidérmicas formando os estratos subsequentes. A medidas
que estas células sdo produzidas elas ocupam o lugar das pré-existentes (SAMUELSON, 2011).

A camada espinhosa € formada por um nimero varidvel de camadas com células
cubicas, ou ligeiramente achatadas, com expansdes citoplasmdticas contendo feixes de
filamentos de queratina. O aspecto espinhoso observado nessa camada € devido as expansdes
dos citoplasmas que se aproximam, unindo as células vizinhas por meio de desmossomos. Os
filamentos de queratina e os desmossomos sdo responsdveis pela coesdo das células da
epiderme e a resisténcia ao atrito (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

A Camada granulosa € formada por células poligonais achatadas, que possuem
granulos, os quais se desenvolveram no estrato espinhoso e foram eliminados para o interior
das células do estrato granuloso. Nesse estrato encontram-se granulos lamelares, que sdo discos
lamelares formados por bicamada lipidica e revestidos por membranas. Ao se fundirem com a
membrana plasmadtica, o conteddo dos granulos € liberado para o espaco intercelular da camada
granulosa, onde o lipidio se deposita conferindo impermeabilidade a pele (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2012).

A camada licida € observada apenas nas regides palmares e plantares, € formada por
uma delgada camada de células achatadas eosindfilas e translicidas que perderam as organelas
e o nucleo, que foram digeridos por enzimas lisossOmicas. No citoplasma dessas células
encontram-se numerosos filamentos de queratina e entre as células ainda se pode observar
desmossomos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

Camada cérnea € a camada mais externa, composta por células achatadas, mortas e

anucleadas. O citoplasma destas células estd repleto de queratina (ALVES, 2015).
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Figura 2 - Camadas da epiderme. Fonte: Adaptada (Acervo digital da plataforma hairtransplantmentor: what is the
epidermis, 2018).

A epiderme é camada mais externa da pele, ndo € vascularizada, o oxigénio e o0s
nutrientes chegam até ela por difusdo a partir dos vasos sanguineos da derme (IRION, 2005). E
constituida por quatro tipos celulares, queratindcitos, melandcitos, células de Langerhans e
células de Merkel (Figura 3). A quantidade de cada uma dessas células é varidvel, a mais
abundante sdo os queratindcitos, que chegam a aproximadamente 85% (BANKS, 1992). Os
queratindcitos tem origem das células tronco da camada basal e apds diferenciacdo se
transformam nos cornedcitos da camada cornea. Estas células sdo responsdveis pela producdo
de proteinas, dentre elas a queratina, principal proteina da camada cérnea. Os melandcitos sdo
responsdveis pela producdo de pigmento da pele e sdo encontrados na camada basal da
epiderme. Seu citoplasma contém vdrios granulos de pigmentos denominados melanossomas,
que contém melanina. Os melanossomas sdo transferidos aos queratinécitos da epiderme,
conferindo ao nicleo dessas células protecdo contra a luz ultravioleta e coloracdo a pele. Esse
processo de transferéncia de melanina corre continuamente com a renovacgio da epiderme, mas
pode ser acelerado com a exposicdo a luz ultravioleta. As células de Langerhans sdo células
dendriticas que fazem parte do sistema imune, sdo a célula apresentadora de antigeno da pele
(VICKETT; VISSCHER, 2006).
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As células de Merkel sdo encontradas em maior quantidade na pele espessa da palma da
mao e planta dos pés, principalmente na ponta dos dedos. Essas células sdo mecanorreceptores,
estdo em contato com as fibras nervosas do sistema nervoso que conduzem os impulsos

nervosos para o sistema nervoso central JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).
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Figura 3 - Células da epiderme. Fonte: Adaptada (Acervo digital da plataforma slideplayer: Cell Types and Layers
of the of the Epidermis, 2018).

4.3 Derme

A derme tem origem no folheto mesodérmico, € formada por tecido conjuntivo sobre
qual a epiderme se apoia, unindo-a a hipoderme. Sua espessura € varidvel e atinge um maximo
de 3 mm na planta dos pés (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

Ao contrdrio do que ocorre na epiderme, a derme € vascularizada, estando presente
vasos sanguineos, vasos linfdticos, nervos e musculos (musculo eretor do pelo) (BANKS,
1992).

A derme estd separada da epiderme pela membrana basal e nos animais pode ser dividida
em camada papilar (ou superficial) e camada reticular (ou profunda) (BANKS, 1992). A

camada papilar € delgada, constituida por tecido conjuntivo frouxo que forma as papilas
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dérmicas, que sdo saliéncias que acompanham reentrancias presentes na epiderme. Nesta
camada fibrilas de coldgeno estdo em contato de um lado com a membrana basal e do outro
com a derme, prendendo 4s firmemente. A camada reticular é formada por tecido conjuntivo
denso, € mais espessa e também contém fibras eldsticas. Essas fibras da derme contribuem para
a elasticidade da pele JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

Diferente da epiderme, a derme ndo possui uma organizacao regular, sendo constituida
por componentes celulares dérmicos e componentes intersticiais, contendo material
transparente e amorfo com proteoglicanas, glicosaminoglicanas, glicoproteinas adesivas e
fibras coldgenas e eldsticas (SHIMIZU, 2017). As fibras coldgenas sdo sintetizadas pelos
fibroblastos e sdo o componente principal da derme. O coldgeno representa 30% do total das
proteinas existentes, sendo a proteina mais abundante do corpo humano (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2012).

4.4 Componentes celulares dérmicos

Os principais elementos celulares encontrados na derme sdo os fibroblastos e fibrocitos.
Na derme também podem ser encontradas outras células como macréfagos, mastocitos e células
imuno competentes, como por exemplo, os neutrofilos, que normalmente ndo sao encontrados
na pele normal (SHIMIZU, 2017).

OS fibroblastos sdo células de origem mesenquimal versiteis, podem sintetizar diversos
componentes fibrilares como coldgeno e elastina e ndo fibrilares como glicoproteinas e
proteoglicanos, podem também na sua forma imatura, se diferenciar em diversos tipos celulares,
formando diversos tipos de tecido (ALBERTS et al., 2017).

Os fibroblastos possuem diversas fungdes e atuam de diversas formas. Eles atuam na
modulagio da matriz que por sua vez, ird atua nos tecidos (SAPPINO; SCHURCH; GABIANI,
1990).

Essas células sdo esséncias no processo de formacdo e remodelamento dos tecidos,
participando ativamente no processo de cicatrizacdo (KOUMAS et al., 2001).

Quando as fibras da matriz extracelular ji4 foram sintetizadas e a derme estd
completamente formada, os fibroblastos cessam suas atividades diferenciando-se em fibrécitos.
Nesse processo ocorre uma reducdo no tamanho do nicleo e na quantidade de reticulo
endoplasmdtico (SHIMIZU, 2017). A diferenciacio de células mesenquimais em fibroblastos

ou fibrdcitos e sua deposicdo ou degradacdo da matriz extracelular € regulada por citocinas e
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fatores de crescimento. O equilibrio desse mecanismo de regulacdo € importante para a
manuten¢do da organizacio funcional dos tecidos (CARVALHO; BUZATO, 2005).

Os macrofagos sdo células derivadas da medula Ossea, se desenvolvem através de um
processo de diferenciacdo das células-tronco hematopoiéticas que ddo origem a linhagem de
células sanguineas do tipo miéloide (fagécito mononucleares). Apds a sua diferenciacio, essas
células circulam pela corrente sanguinea onde recebem a denominacio de mondcitos. Quando
vao para os tecidos recebem nomes especificos de acordo com a sua localizacdo. Na pele e no
tecido conjuntivo (derme), sdo também denominados histiécitos (CARVALHO; BUZATO,
2005).

Os histidécitos possuem uma intensa atividade fagocitica, sendo considerados fagocitos
profissionais. Desempenham importantes funcdes na reacio inflamatéria, como a proliferagcdo
e migracdo para os locais da inflamacdo e secrecio de moléculas (citocinas) que irdo auxiliar
na resposta imunoldgica. Essas células também tém a capacidade de expor em suas superficies
fragmentos de moléculas derivadas de sua acio fagocitdria, apresentando-as aos linfécitos T.
Devido a esta funcdo os macrofagos recebem também o nome de células apresentadoras de
antigenos (SHIMIZU, 2017).

Os mastdcitos também sdo originados de células-tronco hematopoiéticas, do tipo
miéloide, mas diferentes das outras células, ndo completa sua maturacio na medula. A célula
precursora de masticito deixa a medula e completa sua maturacio nos tecidos (CARVALHO;
BUZATO, 2005). Este tipo celular € encontrado na derme em torno dos capilares e na periferia
dos tecidos subcutineos. Possuem granulos no citoplasma contendo principalmente histamina
e heparina, que sdo liberados apds vdrios estimulos, como em reacdes alérgicas. Os granulos
dos mastdcitos também liberam outras substdncias, como enzimas, fatores quimiotdticos de
neutrofilos, fator de necrose tumoral e substancias envolvidas no processo inflamatério como
prostaglandinas, leucotrienos e fatores de ativacdo das plaquetas (SHIMIZU, 2017). O papel
dos mastdcitos na reacio alérgica € muito conhecido, mas estd célula também estd envolvida
em outros processos patoldgicos e fisioldgicos, como a cicatrizagdo de feridas (CARVALHO;
BUZATO, 2005).
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Figura 4 - Componentes celulares dérmicos. Fonte: adaptada (Isaac et al., 2010).

4.5 Hipoderme

A hipoderme ou tecido subcutineo é formado por tecido conjuntivo frouxo, ele estd
entre a derme e os 6rgdos subjacentes. Sua espessura € varidvel e composta de células adiposas e

atua como isolante térmico, protetor mecanico contra traumas (SHIMIZU, 2017).

4.6 Cicatrizacao de feridas

Todos os organismos vivos tém capacidade autorregenerativa. Nos organismos
unicelulares e pluricelulares, a renovacdo de estruturas como citoesqueleto, membranas,
paredes celulares e até moléculas complexas como RNAs e DNA se d4 por meio de enzimas
especializadas. Em organismos superiores, também encontramos a reparacao tecidual, que pode
ocorrer através da regeneracdo ou pela cicatrizacio do tecido lesionado (BALBINO; PEREIRA;

CURI, 2005). A regeneracdo € o tipo ideal de cicatrizacido, onde ocorre uma perfeita restauracao
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da arquitetura do tecido pré-existente e nao hd formacao de cicatriz. Mas, ela é observada apenas
no desenvolvimento embriondrio, em organismos inferiores € em determinados tecidos como
o0ssos e figado. Na cicatrizagdo de feridas a perfeicao da regeneracdo € trocada pelo reparo, um
esforco dos tecidos para restaurar a estrutura e funcdo da pele lesionada (TAZIMA; VICENTE;
MORIYA, 2008).

Tazima e outros (2008), conceituou ferida como qualquer lesio que leve a uma
descontinuidade cutinea, que pode decorrer de uma lesdo por agentes mecanicos, térmicos,
quimicos e bacterianos. Apos o rompimento do tecido se inicia o processo de reparo ou
cicatrizacdo, que envolve uma sequéncia de eventos moleculares e celulares que interagem para
que ocorra a restauracido do tecido lesado. Este processo € bastante complexo e envolve a
quimiotaxia, neovascularizacdo, depdsito e remodelamento da matriz extracelular com o
objetivo de reparar o tecido lesionado (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

Devido a sua complexidade, o processo de cicatrizacdo costuma ser didaticamente
dividido em fazes que se sobrepdem de forma continua: homeostase, inflamacao, proliferacdo

e remodelacio (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

PROLIFERACAO

4 INFLAMAGAO . .. . REMODELAGCAO

celular relative
-

Figura 5 - Fases do processo de cicatrizagdo: Inflamacio, proliferacdo e remodelacdo. Fonte: Acervo digital da
plataforma plasticaplexus: Cicatrizagdo, 2018.
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4.6.1 Homeostase

Esta fase inicia-se apds a ocorréncia do ferimento, onde o extravasamento sanguineo
provocado pela lesdo dos vasos ativa as plaquetas, dando inicio a agregagdo plaquetdria.

A cascata de coagulacdo resulta em um codgulo, que forma um tampdo homeostitico,
impedindo a perda de sangue (ISAAC et al., 2010). O codgulo formado serve para selar as
bordas das feridas e também para cruzar a fibronectina, formando uma matriz provisdria, que
fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos utilizam para entrar na ferida
(MANDELBAUM; DI-SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Essa matriz ainda funciona como
reservatorio de citocinas e fatores de crescimento que serdo liberados durante as fases seguintes
da cicatrizacdo (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

4.6.2 Inflamagdo

A lesdo dos tecidos acarreta a liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina que levam
ao aparecimento de sinais inflamatdérios, como calor e rubor, que sdo provenientes da
vasodilatacdo e do aumento sanguineo no local. No local da lesdo observa-se também um
edema, que é provocado pelo aumento da permeabilidade capilar e extravasamento de liquidos
para o espacgo extracelular. A resposta inflamatoria dura aproximadamente 3 dias, onde ha
migracdo de células para o local ferida, facilitadas por mediadores bioquimicos que aumentam
a permeabilidade vascular. A histamina e a serotonina sdo mediadores de agdo curta, ja a
leucotaxina, bradicinina e prostaglandina tem acdo duradoura. A prostaglandina favorece a
exsudagdo vascular, estimula a mitose celular e a quimiotaxia de leucdcitos, sendo um dos
mediadores mais importantes no processo de cicatrizacdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA,
2008).

Além de indmeros mediadores quimicos, a inflamacdo € marcada pela acdo de células
inflamatorias, como o0s macrofagos, linfocitos e leucdcitos  polimorfonucleares
(MANDELBAUM; DI-SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Os neutréfilos e os mondcitos sdo
os primeiros elementos celulares a alcancar o local da ferida, eles t€ém a funcdo de desbridar as
superficies da ferida e fagocitar as particulas antigénicas e corpos estranhos (TAZIMA;
VICENTE; MORIYA, 2008). Os macrofagos sdo as c€lulas inflamatorias mais importantes
dessa fase, podendo ser encontradas do terceiro ao décimo dia (MANDELBAUM; DI-SANTIS;
MANDELBAUM, 2003), onde atuam degradando e removendo componentes do tecido

conjuntivo danificado, como coldgeno, elastina e proteoglicanas. Os macréfagos secretam
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fatores quimiotdticos, responsdveis pela atracdo de outras células inflamatdrias ao local da
ferida e produzem prostaglandinas, que funcionam como potentes vasodilatadores, agindo na
permeabilidade dos microvasos. Os macréfagos ainda produzem vdrios fatores de crescimento,
como PDGF, o TGF-B, o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e VEGF, principais
citocinas envolvidas na formagdo do tecido de granulacio (MENDONCA; COUTINHO-
NETTO, 2009), e células endoteliais, que sdo elementos celulares importantes para a proxima
etapa da cicatrizacdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais sintetizam a fibronectina, que também
tem papel importante na fase inflamatéria. Ela se associa simultaneamente 4 fibrina, ao
coldgeno e outros elementos celulares, aderindo a matriz extracelular. Essa estrutura formada
pela fibronectina, o codgulo de fibrina e as células formam uma base para a matriz extracelular,
e ainda possuem atividades quimiotdticas, levando a opsonizagdo e a fagocitose de corpos
estranhos e bactérias (MANDELBAUM; DI-SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

4.6.3 Proliferacdo

A proliferacio € a fase que sucede o periodo inflamatério e € composta por trés eventos
importantes: fibroplasia, angiogénese e reepitelizacdo. A fibroplasia € marcada pela migragdo
e proliferacdo de fibroblastos e sintese de novos componentes da matriz extracelular (ISAAC
et al., 2010).

A migracdo e ativacdo dos fibroblastos nesta fase se deve principalmente a presenca de
macrofagos no local que liberam mediadores quimicos. Os fibroblastos ativados, orientados
pelo gradiente quimico, migram das margens da ferida, através da matriz provisoria. Estas
células produzem coldgeno, que altera a matriz extracelular para um tecido conjuntivo mais
forte e eldstico. Este tecido se forma por volta do quarto dia, € denominado tecido de granulacdo
e compdem —se de macréfagos, fibroblastos e vasos neoformados, que estdo suportados por
uma matriz frouxa de fibronectina, dcido hialurdnico e coldgeno (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005).

A deposicio de coldgeno na ferida € realizada também por fibroblastos diferenciados
em miofibroblastos, os quais tem capacidade de contracdo e expansdo, movimentam-se dessa
forma pela ferida (BAGALAD; KUMAR; PUNEETH, 2017). Ao se movimentar, 0s
miofibroblastos depositam a fibronectina sobre a fibrina, formando uma nova estrutura

denominada fibronexus. A deposi¢do do coldgeno ocorre com a sua ligacdo a fibronectina em
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um sitio diferente da fibrina. Na matriz dérmica sdo encontrados os coldgenos do tipo L e IIL, o
primeiro € constituido por duas cadeias ol e uma cadeia a2 e apresenta um diametro total 1 a
20 um. J4 o segundo, constitui-se de trés cadeias al e o seu didmetro € de 0,5 a 2 um. A
propor¢cdo de coldgeno na ferida € diferente da encontrada na pele integra, onde os
miofribroblastos estdo ligados e alinhados as fibras de coldgeno de maior espessura, o que leva
a contragdo da ferida (ISAAC et al., 2010).

Além de produzir coldgeno, o fibroblasto também produz elastina, fibronectina,
glicosaminoglicana e proteases, estas responsdveis pelo desbridamento e remodelamento
fisiologico (MANDELBAUM; DI-SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Paralelamente aos
fendmenos citados acima, haverd a formacio de novos vasos sanguineos e vascularizacdo do
local. Esse processo, denominado angiogénese, € fundamental para processo de cicatrizacao.
Os novos vasos participardo da formagdo do tecido de granulagcdo provisério e levario
nutrientes e oxigénio para o tecido em crescimento. Novos vasos sanguineos sdo formados a
partir dos adjacentes a ferida (MENDONCA ; COUTINHO-NETTO, 2009).

Macréfagos ativados liberam bradicinina, prostaglandina e outros mediadores quimicos,
que estimulam a migracdo e a mitose das células endoteliais (TAZIMA; VICENTE; MORIYA,
2008). A angiogénese € estimulada pelos fatores de crescimento FGF, o VEGF e o TGF-j
(ISAAC et al., 2010) e também pela baixa tensdo de oxigénio no centro da ferida (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

Estimuladas por fatores de crescimento e outros mediadores, as células endoteliais
secretam colagenases e ativador do plasminogénio, que proporcionam aberturas na membrana
basal dessas células. Assim, elas podem atravessar a parede do vaso e utilizando a matriz
extracelular proviséria como substrato, chegam até o local lesionado. Quando essas cé€lulas
chegam na extremidade vaso passam por um processo de diferenciacdo, onde sdo capazes de
formar novos capilares. Essas células migratérias formam um broto no exterior do capilar que
tem a capacidade de se unir ao capilar de origem, restabelecendo o fluxo sanguineo (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

Esses novos vasos sdo caracteristicos do tecido de granulacdo e sua funcdo € levar
nutrientes e oxigénio para o tecido em crescimento (ISAAC et al., 2010). Além de ser
responsdvel pela nutricio do tecido em crescimento, a angiogénese também garante o0 acesso
de células, como macréfagos e fibroblastos, até o local da ferida (TAZIMA; VICENTE;
MORIYA, 2008).

A reepitelizacdo tem inicio logo apds a lesdo, quando as células da epiderme saem do

estado de laténcia. Células primitivas da camada basal t€m um potencial mitético latente, que
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em tecidos normais € inibido pelo contato que existe entre as células adjacentes, esse
mecanismo ¢ denominado “inibi¢do por contato”. A les@o desfaz esse mecanismo, fazendo
com que as c€lulas entrem imediatamente em mitose. Devido a inexisténcia de um substrato
adequado para o crescimento celular na regido da ferida, dificilmente se observa o processo
mitético nas etapas inicias da cicatrizacdo. Isso apenas € possivel quando o tecido de granulacdo
alcanca o nivel da epiderme (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

A fun¢do da reepitelizacdo € recompor as funcdes da epiderme perdidas com a lesio.
Para isto ela precisa reorganizar o epitélio, com suas camadas: basal, espinhosa, licida e cornea
(ISAAC et al., 2010).

Quando as células da epiderme sdo ativadas, ocorre a dissolucdo dos desmossomas
intercelulares e filamentos de actina se formam na regido periférica intracelular. Esse processo
proporciona o seu desprendimento da membrana basal e das células epiteliais adjacentes,
permitindo sua movimentacdo em direcdo ao centro da ferida (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005).

Os queratindcitos, da camada basal da epiderme ou de apéndices dérmicos profundos,
migram para recobrir a ferida. As células epiteliais movimentam-se, saltando
desordenadamente, até as bordas, unindo-as. A epitelizacdo compreende uma sequéncia de
alteragdes nos queratindcitos da ferida: separacdo, migracdo, proliferacdo, diferenciacido e
estratificacdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

A medida que a lesdo vai sendo recoberta pelas células da epiderme o potencial de
laténcia mitética é acionado, a membrana basal é refeita e os hemidesmossomos e desmossomos
sdo reconstituidos. Apds essa etapa a lesio estd totalmente coberta pelo tecido de granulacdo, a
circulacdo € restabelecida através da angiogénese e a rede linfética estd se regenerando. Aos
poucos o tecido de granulacdo € preenchido com mais fibras coldgenas, dando ao local da lesdo
a aparéncia de cicatriz, em consequéncia do aciimulo de massa fibrosa (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005).

4.6.4 Remodelacdo

A fase de remodelacdo tem como objetivo a recuperacdo da estrutura tecidual normal,
ocorre a maturacdo dos elementos, alteracdes na matriz extracelular e depdsito de

proteoglicanas e coldgeno (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).



28

Um dos principais eventos dessa etapa se refere ao coldgeno, principal componente da
derme, este sofre modificacdo na sua composicdo e disposicdo. Inicialmente, predomina o
coldgeno tipo III, mas com o decorrer do tempo ele serd degradado e substituido pelo coldgeno
tipo I, que terd sua producdo aumentada pelos fibroblastos. O coldgeno também altera sua
organizacdo, passando de fibras paralelas dispostas aleatoriamente, para entrelacadas e
organizadas (IZAAC et al., 2010).

Mais adiante, os fibroblastos do tecido de granulacdo se diferenciam em
miofibroblastos, assumindo uma caracteristica contrdtil a regido. Paralelamente, ocorre
reorganizacdo da matriz extracelular, que se transforma de provisoria em definitiva
(MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

Durante o processo de maturacdo e remodelagem, a maioria dos vasos, fibroblastos e
células inflamatorias desaparecem do local da ferida, através de processos de emigracdo,
apoptose ou outros mecanismos de morte celular. Esses eventos levam a formacio de cicatriz
com reduzido nimero de células, mas se as mesmas persistirem no local, ocorrerd a formagao
de cicatrizes hipertréficas ou queloides (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

Nas dltimas décadas, vérios estudos t€m sido realizados na tentativa de se identificar
substancias capazes de favorecer o processo de reparo de injurias cutdneas. A identificacdo de
substancias que possam otimizar as etapas do processo de cicatrizacdo € escassa ou ineficientes.
A descoberta de novos compostos que atuem como potencializadores de migracdo de
neutréfilos, da atividade angiogénica ou nos demais eventos do processo de reparo tecidual

teriam grande aplicacdo clinica.

4.7 Proteina P21

A P21 é uma proteina secretada pelo Tripanossoma cruzi,um protozodrio flagelado, que
devido ao fato de ser o agente etiologico da Doenca de Chagas € alvo de diversas pesquisas em
vdrias partes do mundo. Ela foi descoberta por Silva e colaboradores, que investigavam
componentes da superficie desse parasita envolvido na invasdo de células hospedeiras.
Descobriram que a P21 € uma proteina ubiqua de 21kDa que estd envolvida na entrada das
amastigotas e tripomastigotas metaciclicos nas células (SILVA et al., 2009).

As formas tripomastigotas possuem uma interacdo com 0s macréfagos e outros tipos
celulares, nos quais o 7.cruzi se multiplica. As amastigotas sdo originadas da diferenciacio de

tripomastigotas e normalmente sdo encontradas no interior de células infectadas (BRENER,
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1997). Mas também podem ser provenientes de tripomastigotas extracelulares, sendo capazes
de invadir efetivamente células de mamiferos (FERNANDES et al., 2013).

Em experimentos, a forma recombinante (P21-His6) aderiu as células HelL.a de maneira
dependente da dose. O pré-tratamento de células hospedeiras com P21-His6inibiu a invasio
celular por amastigotas extracelulares de cepas G e CL (SILVA et al., 2009).

Pesquisas demonstraram que macréfagos peritoneais inflamatdrios, tem sua capacidade
fagocitica aumentada (RODRIGUES et al., 2012). Resultado da polimerizacdo de actina
mediante inducdo da via da PI3-kinase pela proteina. (RODRIGUES et al., 2012). Outros
estudos conduzidos em laboratério indicaram o receptor de quimiocina CXCR4 como receptor
da rP21 na célula hospedeira (RODRIGUES et al., 2012). Verificou-se também que a
rP21soldvel possui as mesmas caracteristicas e fungdes bioldgicas que a rP21 na sua forma
insoldvel (SANTOS et al., 2014).

Em outros estudos, infectando camundongos Balb/C com Leishmania Amazonensise
tratando localmente com rP21, verificou-se aumento da carga parasitdria e inflamacgdo local,
presumidamente devido ao recrutamento de células fagociticas (TEIXEIRA et al., 2015).

Em experimentos com a utilizacdo de implante de espoja, foi detectada quantidade de
hemoglobina reduzida no grupo onde foi administrada rP21, sugerindo funcio anti angiogénica,
pois a mesma estaria reduzindo a formacio de vasos sanguineos. Verificou-se também por meio
da dosagem das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglicosamina (NAG), que estas
enzimas estavam mais ativas no grupo tratado, indicando o recrutamento de células como
neutrofilos e macrofagos, pertencentes ao sistema imune (TEIXEIRA et al., 2015).

Portanto, temos evidencias da atuacdo da proteina no citoesqueleto de actina,
recrutamento de células do sistema imune, e funcio anti angiogénica. Todas essas atribui¢des

podem interferir de alguma maneira no reparo tecidual.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Animais

Os animais foram obtidos junto ao Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Uberlandia (CBEA), apds submissdo e aprovagdo no comité de €tica
com registro de ndmero 046/17 (Anexo 1). Quarenta e oito camundongos da linhagem
Balb/C.Apés foram transferidos e mantidos no depositdrio de Animais da Area de Ciéncias
Fisiologicas- UFU. Os animais foram submetidos a processo de adaptacdo até obterem peso de
aproximadamente 27 g e completarem 9 semanas.

Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno 30 x 19 x 12 ¢cm, contendo
quatro animais em cada caixa e mantidos em gabinetes com controle de temperatura, ciclo
claro/escuro de 12 h e livre acesso a dgua e racdo até o dia da cirurgia. Os animais foram
mantidos em caixas individuais nas mesmas dimensdes apOs o procedimento cirdrgico para
realizacdo das feridas, evitando interferéncias externas que pudessem comprometer oS

resultados.

5.2 Purificacio da rP21

A obtengdo da protefna foi realizada atravésda técnica de cromatografia de afinidade,
por meio de uma coluna de niquel e didlise contra PBS, procedimento descrito por Silva e outros
(2009). Depois da purificagdo, foi realizado corrida em gel de poliacrilamida com o intuito de
averiguar possiveis contaminacdes e identificacdo da proteina em questdo. Ressaltamos que foi
detectado banda correspondente a proteina de 21kDa.

A concentracio foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A
dosagem da proteina foi comparada a curva padrdo e assim determinada a concentracdo de

proteina presente ao fim das purificacoes.



31

Figura 6 - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis utilizando como detergente Sodium Dodecyl Sulfate (SDS Page)
demonstrando a presenca de proteina com peso molecular de 18 kDa.l. Fonte: Prépria, 2017.

5.3 Obtencao do gel com p21

Para veiculo da rP21 foi escolhido o gel de carbopol, bastante utilizado pela industria
farmacéutica (Acofarma), A escolha foi baseada em requisitos como formulagdo aquosa,
densidade e viscosidade.

No célculo do excipiente multiplicou-se a quantidade de dias de tratamento pela
quantidade de animais a serem tratados. Para o cdlculo de substdncia medicamentosa a ser
testada, foi utilizada a concentracdo da proteina obtida apés purificacdo e submetida a andlise
em nanodrop.

Apdés a homogeneizacio, o gel foi entdo acondicionado em seringas volumétricas para
facilitar a aplicacdo e mantido em geladeira garantindo assim a estabilidade da formulacio.

Avaliando a drea a ser tratada, foi definida que a quantidade necessdria de gel suficiente
para tratar a ferida seria de 250 pg. Assim temos 1ug de proteina rP21 em cada 250ug para a
concentragdo de 1ug e temos 50ug de proteina rP21 a cada 250ug na concentragdo de 50ug,

assegurando que cada ferida seria tratada com a concentracdo correta.
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5.4 Procedimento cirdrgico e tratamento

Os animais foram submetidos a anestesia utilizando solucido de 10mg/kg — xilazina e
100mg/kg — cetamina via intraperitoneal. Em seguida foram identificados e tricotomizados na
regido dorsal. A assepsia foi realizada com 4lcool 70% e em seguida induzida ferida utilizando

instrumento cirdrgico (punch 5 mm), obtendo quatro feridas no dorso dos animais (Figura 7).

Figura 7 - Imagem ilustrativa da indugdo das feridas no dorso de camundongo. Fonte: Prépria, 2017.

Ap6s a cirurgia foi administrado solucdo salina 0,9% nos olhos dos animais com a
finalidade de evitar o ressecamento. Os mesmos foram mantidos sob fonte de luz amarela para
aquece-los até que retomassem consciéncia, em seguida foram alojados em caixas individuais

e identificadas.
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5.5 Tratamento

Ap0s a cirurgia, as lesdes cutaneas foram tratadas com a rP21 no gel de carbopol. Cada
ferida recebeu 250ug, totalizando 1ml as 4 feridas. O gel foi administrado com o auxilio de
seringa volumétrica com o intuito de facilitar e assegurar a aplicagcdo correta da dose.

Os animais foram divididos em 6 grupos, conforme tabela abaixo:

Tabela 1 - Desenho experimental do tratamento nas diferentes concentracdes € tempo.

Grupo Concentracio Tel.npo Nl’m.lero. de
(ng/250pg) (dias) animais
1 0 (controle) 3 8
2 0 (controle) 7 8
3 1 3 8
4 1 7 8
5 50 3 8
6 50 7 8

Fonte: Propria, 2017.

5.6 Fechamento da ferida

O acompanhamento do fechamento da ferida foi realizado todos os dias e para a
mensuracdo da mesma, foi realizada medicdo com o uso de paquimetro e os animais foram
fotografados diariamente. A 4rea foi calculada da seguinte férmula:

(Diametro menor/2) * (Diametro maior/2) * valor de PI: 3,14

Apés a obtencdo do valor da drea nos dias de tratamento, a porcentagem de fechamento foi

calculada a partir da seguinte formula:

Medida da area em %: drea da ferida no dia atua/ drea da ferida no dia 0 X 100.
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5.7 Coleta das amostras

Ap06s tratamento, os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico com
Tiopental (100 mg/ Kg). A pele da regido onde se localizavam as feridas foram retiradas com
o0 auxilio de instrumento cirdrgico (punch) de Smm e de 8 mm.

A lesdo referente a parte posterior do lado direito do animal, foi removida com punch
de 8 mm (Figura 8), e destinada a histologia, enquanto que as demais destinadas a bioquimica
foram retiradas com a utilizacdo do punch de Smm. O processamento histoldgico seguiu

imediatamente com a fixacao em solugdo de metacar preparada no dia e demais procedimentos.

Ferida destinada a

histologia.

Figura 8 - Foto do animal no dia do sacrificio demonstrando a ferida destinada a histologia. Fonte: Prépria, 2017.

As demais feridas destinadas a bioquimica, foram retiradas com punch de 5Smm de
congeladas em ultrafreezer e mantidas na temperatura de -80 aguardando as andlises

bioquimicas.
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5.8 Avaliacgoes histologicas e bioquimicas

5.8.1 Avaliacdo morfolégica

Apds o processo de fixacdo em metacar, utilizamos protocolo de fixagdo em parafina,
utilizado pelo setor de histologia da UFU. Foi utilizado micrétomo rotativo (MICROM/HM-
315) para obter cortes longitudinais de Smm de espessura. Os cortes foram corados com azul
de toluidina (AT) 0,025 % em tampdo Macllvaine pH 4,0 para quantificacdo dos mastocitos,
Picrocilius Red Macllvaine para coldgeno total e coldgeno I e 111, e Tricomico de Gomori (T.G)
para a quantificacdo de vasos sanguineos.

A avaliacdo, diferenciacdo e quantificacdo de coldgeno do tipo I e III foram realizadas
em 10 dreas aleatdrias utilizando-se uma objetiva de 20x, fotografadas ao microscopio Nikon
eclipse Ti, camera opticam com filtro de polarizacdo. Apds obtidas as imagens e quantificacdes,
as mesmas foram mensuradas e quantificadas através do programa Image J e as médias dos 10
campos avaliados foram utilizadas para a estatistica. Para as demais analises, foram obtidas10
imagens de 10 4reas aleatérias utilizando o aumento de 400x (objetiva 40x) em cdmera
acoplada, do tipo Leica Microsystems Inc., Wetzlar, Alemanha.Essas imagens foram avaliadas

e usadas para a andlise estatistica.

5.8.2 Conteiido de hemoglobina

A dosagem de hemoglobina nas amostras de ferida foi realizada utilizando o método de
Drabkin. Nesta avaliacdo, as amostras utilizadas correspondiam a metade de uma ferida,
inicialmente pesada em balanca de quatro casa decimais (Chimadzu AUY 220). Em seguida
procedeu-se a homogeneizacio com o auxilio do Ultra-turrax em 2,0mL de um reagente
cromogénico especifico para hemoglobina (reagente de Drabkin-kit de Dosagem de
Hemoglobina Labtest), durante 10 segundos em tubos de ensaio. Apds a homogeneizacao,
500uL das amostras foram centrifugadas por 40 minutos, a 10.000g a 4°C e filtrados em filtros
de 0,22 uym (Millipore). Uma aliquota de 200uL de cada amostra foi adicionada a uma placa de
96 pocos, em duplicata, para leitura em espectrofotométrica com comprimento de onda de
540nm (E max, Molecular devices, Sunnyvale, CA, USA). A concentracdo de hemoglobina de

cada amostra foi calculada a partir de uma curva padrdo conhecida (Labtest) e os resultados
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foram expressos em concentracdo de hemoglobina (microgramas) por miligrama de peso imido

da ferida.

5.8.3 Avaliacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da mieloprexidase pode ser detectada utilizando-se a enzima
mieloperoxidase (MPO) como um marcador quantitativo da atividade de neutréfilos e
macrofagos, células caracteristicas € importantes no processo inflamatorio. A andlise foi
realizada através da técnica de Bradley (BRADLEY; PRIEBAT; CHRISTENSEN, 1982).

Utilizando balangca de precisdo (Chimadzu AUY 220), uma ferida foi pesada e
homogeneizada em 2,0mL de tampao fosfato de sédio, 80 mM em pH=6 por 15 segundos. Foi
transferido 300ul. da amostra para eppendorf e ao mesmo foram acrescentados 600uL. de
HTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilamo6nio — Sigma) 0,75% p/v e diluido em tampao fosfato
pH 6. Seguiu-se com a sonicacdo das amostras por 10 segundos e, em seguida prosseguiu-se
com a centrifugacdo a 5000 rpm, por 10 minutos a 4°C. Retirou-se (200uL) do sobrenadante, e
este foi utilizado no ensaio enzimdtico. Seguimos a seguinte ordem: 100uL. de peroxido de
hidrogénio 0,003%; 100uL. de TMB (3,3, 5,5"- tetrametilbenzidine - Sigma) a 6,4 mM diluido
em DMSO (dimetil sulféxido — Merck) colocados a0 mesmo tempo e cronometrado por 1
minuto. Adicionamos 100uL. de H2S04 (4cido sulfurico — Merck) a 4M com o intuito de
interromper a reagdo. Seguiu-se adicionando 200uL a placa de 96 pogos e foi realizada leitura
espectrofotométrica em comprimento de onda de 450nm (E max, Molecular devices,
Sunnyvale, CA, USA). Os resultados foram expressos em indice de MPO (Absorbancia em

D.0O./g de peso umido da amostra).

5.8.4 Atividade da N- Acetil- - D- Glicosaminidase (NAG)

Utilizamos a técnica de Bailey, (1988), que se baseia na hidrdlise do p-nitofenilN-acetil-
B-D-glicosamina (substrato) pelo N-acetil-fB-D-glicosaminidase e liberacdo de p-nitrofenol. A
N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) € uma enzima lisossOmica produzida por macréfagos
ativados. A enzima NAG foi utilizada como um indice da atividade destas células no sitio
inflamatdrio, assim nds a usamos como um marcador da presenca de macrofagos ativados.

Utilizamos amostra correspondente a metade de uma ferida, que foi pesada em balancga

de precisdo (Chimadzu AUY 220), homogeneizada por 40 segundos em 2,0mL de solucdo
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salina 0,9% com Triton X-100 (Promega) a 0,1% (gelado). O homogeneizado foi centrifugado
2 3.000 rpm por 10 minutos a 4°C, coletamos o sobrenadante e adicionamos 150 pL. deste em
150 uL de tampdo citrato/fosfato. Neste ensaio, foram adicionados 100uL/pogo, das amostras
diluidas (em duplicata) a placa de ELISA de 96 pocos. Seguimos adicionando 100uL. do
substrato (p-nitrofenil-n-acetil-B-D-glicosaminidase-Sigma), diluido em tampio citrato/fosfato,
pH 4.5, incubadas a 37°C durante 30 minutos. Adicionamos 100uL. de tampao glicina 0,2M,
pH 10,6 nas amostras e na curva. Utilizamos espectrofotometria em leitor de Elisa para verificar
a absorbancia, em comprimento de onda de 400nm (E max, Molecular devices, Sunnyvale, CA,
USA). A atividade de NAG foi calculada a partir de uma curva padrdo de p-nitrofenol que foi
avaliada paralelamente. Os resultados das leituras foram expressos em nmol.mL-1/mg de peso

umido da amostra.

5.8.5 Dosagem de coldgeno soliivel

O coldgeno soltvel total nas amostras foi avaliado utilizando ensaio colorimétrico, pela
reacdo do Picrosirius Red (P.R). Utilizamos metade de uma ferida que foipesada em balanca de
precisdo (Chimadzu AUY 220), homogeneizada com tampao (salina 0.1% Triton X-100) (30
segundos) e posteriormente centrifugadas a 6000g, por 10 minutos, a uma temperatura de 4°C.
Utilizamos 50uL do sobrenadante e SOuL do reagente P.R.

Incubamos as amostras com P.R. por 30 minutos em temperatura ambiente (25°C). O
complexo formado, coldgeno-picrosirius red foi separado por meio de centrifugacdo a 10,000g,
durante 10 minutos a temperatura de 4°C. Em seguida descartamos o sobrenadante, vertendo o
tubo sobre papel absorvente, retirando o mdximo possivel de liquido. Lavamos o sedimento
com 500uldeetanol (PA) e livre de metanol, vertendo delicadamente na parede do tubo para ndo
remover o pellet, e entdo, todo etanol foi removido, vertendo-se com cuidado em papel
absorvente. Foi adicionado ao sedimento 1mL de reagente alcalino (NaOH 0,5 M).

A absorbancia foi quantificada a 540 nm em um leitor de microplacas (E max, molecular
devices, Sunnyvale, CA, USA) onde 200 puL. das amostras foram transferidos, e esse processo
foi realizado em duplicata. Foi utilizado uma curva padrdo de coldgeno (Merk) para determinar
a quantidade de colageno em cada amostra e os resultados expressos em pg de coldgeno por mg

de amostra.
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5.9 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média e desvio padrdo, seguido pelo teste estatistico
ANOVA- one-way e pOs-teste Bonferroni para multiplas comparagdes. Foi considerada
diferenca significativa p < 0,05. Os gréficos e avaliacOes estatisticas foram realizadas no

software GraphPad Prism 5.
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6 RESULTADOS

6.1 Fechamento de ferida

Para acompanhar o processo de cicatrizacio, as feridas dos animais foram medidas e
fotografadas todos os dias, para acompanhamento do fechamento de ferida (imagem 24). As
andlises do fechamento da ferida mostraram que a proteina rP21, na concentragdo de 50ug
diferiu significativamente em relacdo ao controle a partir do quarto dia de tratamento. Essa
diferenca aumentou, tornando-se mais expressiva no sexto e sétimo dia de tratamento. Na
concentragdo de 1pg, o tratamento com rP21 influenciou significativamente o fechamento da
ferida a partir do sexto dia, continuando no sétimo dia. Ambas as concentragdes quando
comparadas ao controle, mostraram-se eficazes no fechamento de feridas, otimizando o

processo (Figura 23).

co

Dia

Figura 9 - Acompanhamento do fechamento de ferida. Fonte: Prépria, 2017.
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Figura 10 - Grafico demonstrando o fechamento de ferida durante os sete dias de tratamento para o controle e nas
concentragdes de 1pg e S0pg. Fonte: Prépria, 2017.

6.2 Quantificacio de mastdcitos

A figura 11 demonstra as andlises quantitativas de mastocitos. Observa-se maior
nimero de mastocitos nos grupos tratados com a proteina rP21 em ambas as concentracdes e
nos dois intervalos tempo. A média de mastdcitos por campo nos dois intervalos de tempo, (3
e 7 dias) e em ambas as concentragdes, 1 e 5S0ug, diferiu significativa em relacdo ao grupo

controle. Essa diferenca foi mais acentuada no tratamento de sete dias (Figura 11).
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Figura 11 - Gréafico demostrando a média de mastécitos corados com Azul de Toluidina por drea nos tempos de
trés e sete dias no grupo controle e os tratamentos com a proteina rP21 nas concentragdes de lug e 50ug. (*)
representam diferenca estatistica em relagéo ao controle. P <0,05.
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3 dias | 7 dias

Figura 12 - Fotomicrografias demonstrando as 4reas de lesdes cutines coradas. A demostra visdo geral do tecido
ferido, B e C grupo controle. Tempos 3 e 7 respectivamente, D e E concentragdo de lpg, tempos 3¢ 7. Fe G
concentragio de 50ug nos tempos 3 ¢ 7.
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6.3 Atividade de macrofagos pela dosagem de NAG

A atividade de macrofagos foi avaliada através da atividade da enzima NAG, que

mostrou uma atividade significativa de macréfagos no local da lesio, nas duas concentracoes,

mas apenas no sétimo dia (Figura 13).
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Figura 13 - Gréfico demonstrando a atividade de macréfagos encontrados nos tempos trés e sete dias para o grupo
controle e as concentragdes, 1ug e S0ug. (*) representam diferenga estatistica em relagio ao controle. P <0,05.

6.4 Avaliacio da atividade de neutrofilos

A atividade de neutréfilos foi avaliada através da acdo enzimdtica de MPO, que no
tratamento de 3 dias, foi significativa apenas na concentragdo de 50ug de protefna. J4 no

tratamento de 7 dias, as duas concentracdes (1 e 50 pg) diferiram significativamente em relacao

ao controle, demonstrando menor atividade (Figura 14).
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Figura 14 - Grifico demonstrando a atividade de neutréfilos nos tempos 3 e 7 dias para o controle e as
concentragdes de 1ug e S0pg. (*) representam diferenga estatistica em relagdo ao controle. P <0,05.

6.5 Dosagem de hemoglobina

Nossas andlises mostraram que no tratamento de trés dias, houve um aumento
significativo de hemoglobina, na concentracio de 50 pg. A hemoglobina também foi
significativamente aumentada no tratamento de sete dias em relagdo ao controle na
concentragdo de SOug. Mas, quando comparamos os dois grupos de tratamentos, observou-se
que no tratamento de 7 dias, na concentragdo de S0 ug houve uma diminui¢do da hemoglobina

em relacio ao tratamento de 3 dias (Figura 15).
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Figura 15 - Gréfico demonstrando a quantidade de hemoglobina nos tempos trés e sete dias para controle e
concentragdes de lug e 50ug. (*) representam diferenca estatistica em relagdo ao controle. P <0,05.

6.6 Quantidade de vasos sanguineos

Para a quantificacdo de vasos sanguineos, utilizamos cortes histologicos, dispostos em laminas
e corados com T.G (Figura 17). Calculamos a média de vasos fotografados por campo nos dois
tratamentos (3 e 7 dias). O aumento do nimero de vasos sanguineos foi observado apds 3 dias
de tratamento em ambos os grupos tratados com a proteina Rp21 (1 pug e 50ug). Apds 7 dias de

tratamento, ndo foi observado diferenca estatistica entre os tratamentos (Figura 16).
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Figura 16 - Gréfico demonstrando a quantidade de vasos nos tempos trés e sete dias para controle e nas
concentragdes de 1ug e 50pg. (*) representam diferenca estatistica em relagio ao controle. P <0,05.
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3 dias 7 dias

Figura 17 - Fotomicrografias de amostras de tecido cutaneo ferido coradas com Tricdmico de Gomori. A imagem
superior demonstra visdo geral do tecido lesado (aumento de 20x). Demais imagens correspondem a fotos retiradas
do local onde se encontrava tecido lesionado do grupo controle e nas concentragdes de 1ug e 50ug nos tempos 3
e 7 dias (aumento de 40x).
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6.7 Colageno Solavel

A quantificacdo de coldgeno soluvel foi realizada através de andlises bioquimicas
utilizando ensaio colorimétrico, pela reacio do (P.R). Nos animais submetidos a tratamento de
trés dias, diferiram significativamente do controle na concentragdo de 50ug. Nos submetidos a

sete dias de tratamento, os resultados ndo apresentaram diferenca significativa (Figura 18).
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Figura 18 - Gréfico demonstrando a quantidade de colageno soldvel nos tempos trés e sete dias para controle e nas
concentracdes del pg e 50pg. (*) representam diferenca estatistica em relacéo ao controle. P <0,05.

6.8 Colageno total

Para a quantificacdo de coldgeno total, as laminas foram coradas com P.C. No
tratamento de trés dias, o coldgeno total apresentou aumentou significativo em relacdo ao
controle, em ambas as concentracdes. J4 no tratamento de sete dias, a deposicio de coldgeno

ndo foi significativa (Figuras 19 e 20).
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Figura 19 - Gréfico demonstrando a deposigdo de coldgeno total nos tempos trés e sete dias, para controle e nas
concentragdes de 1ug e S0pg. (*) representam diferenca estatistica em relagdo ao controle. P <0,05.
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Figura 20 - Imagens de 1aminas de tecido cutineo coradas com picrocilius red P.C visualizadas em microscépio
sem polarizacdo aumento de 20x ilustrando a deposicdo de coldgeno total.
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6.9 Colageno tipo I e 111

Para a quantificacio de coldgenos dos tipos I e 111, as 1aminas foram coradas com P.C e
avaliadas com filtro de polarizacdo. No tratamento com rP21 durante trés dias, o coldgeno tipo
I aumentou significativo em relagdo ao controle, apenas na concentragdo 1ug. J4 no tratamento
de sete dias, a deposicdo de coldgeno foi significativa, em ambas as concentracdes (1ug e S0ug)
(Figura 21).

Para o coldgeno do tipo III o grupo 1 ug teve a deposicao de coldgeno aumentada apds
3 de tratamento. Apds 7 dias foi observado aumento no grupo de animais tratados com rP21

nas concentra¢des de 1ug e S0ug (Figura 22).
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Figura 21 - Gréfico demonstrando a deposicdo de coldgeno tipo I nos tempos trés e sete dias para controle e nas
concentragdes de 1ug e 50ug. (*) representam diferenga estatistica em relagdo ao controle. P <0,05.
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Figura 22 - Gréafico demonstrando a deposi¢do de coldgeno tipo III nos tempos trés e sete dias para controle e nas
concentracdes de luge 50pug.. (*) representam diferenca estatistica em relacdo ao controle. P <0,05.

Figura 23 - Imagens de 1aminas de tecido cutineo coradas com picrocilius red P.C visualizadas em microscopio
de polarizacdo com aumento de 20x. Verde corresponde ao coldgeno do tipo Il e vermelho corresponde ao
coldgeno do tipo I. Amarelo € a sobreposicdo dos dois tipos.
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7 DISCUSSAO

Células, tecidos e 6rgdos apds passarem por traumas, tendem a voltar ao equilibrio,
recompondo-se e desempenhando as funcgdes fisiologicas outrora desempenhadas. Este
mecanismo eficiente de resposta a agressdes sofridas é desencadeado por meio do processo
inflamatorio (STRONCEK; REICHERT, 2008). Apds o organismo iniciar a inflamagdo, ele ird
recrutar diferentes tipos de células para atuarem na resposta inflamatéria (LIMA et al., 2007).

Durante este processo, mastocitos, neutrofilos e macréfagos assumem papel
fundamental na destruicdo e neutralizacdo de micro-organismos € outras particulas e
substancias estranhas. Também atuam na resolucdo do codgulo de fibrina e da matriz
extracelular provisoria, liberando intimeras citocinas e fatores de crescimento, e induzindo a
angiogénese e reepitelizacdo do tecido (SHAW; MARTIN, 2009).

A reepitalizacdo ou cura epidérmica € uma das maiores preocupacdes no que se refere
ao reparo de feridas, ela nada mais € que a renovacdo celular da pele danificada, restituindo a
integridade do tecido e fazendo com que o mesmo possa desenvolver suas atribuicdes outrora
desempenhas, voltando a atuar como barreira protetiva (RITTIE, 2016).

O fechamento da ferida € a parte final do processo de cicatrizacdo e ele reflete todo o
processo, este se faz necessdrio frente a necessidade de evitar exposi¢do do organismo a
invasdes e contaminacdes externas. Um fechamento otimizado demostra eficiéncia no processo,
assim individuos acometidos por lesdes cutineas ndo t€m sua capacidade laboral
comprometida.

Andlises do fechamento da ferida mostraram que a proteina rP21, na concentracio de
50ug, influenciou significativamente o fechamento da ferida. Essa influéncia foi observada a
partir do quarto dia, tornando se mais expressiva no sexto dia, permanecendo no sétimo dia.
Com a proteina na concentracdo de 1ug essa influéncia sé foi significativa a partir do sexto dia,
permanecendo no sétimo dia. Ambas as concentracdes quando comparadas ao controle,
mostraram-se eficazes no fechamento de feridas, otimizando o processo.

Quanto a escolha da melhor dosagem, ambas apresentaram desempenho parecido
quando avaliadas no sétimo dia, sendo que a concentragdo de 50ug apresenta melhor resultado,
porém a diferenca em relagdo a concentragdo de 1ug nio foi significativa.

Comparado os resultados obtidos no fechamento de ferida em outros trabalhos,
observou-se uma reducio de tempo quando utilizado a rP21, dessa forma, nota-se que o tempo
necessdrio para o fechamento da ferida foi otimizado (UPADHYAY et al., 2014; JIANG et al.,
2016).
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Diante dos primeiros resultados obtidos com rP21 no fechamento de feridas,
discutiremos os eventos sucedidos durante o processo de reparo tecidual, ocorridos em
camundongos Balb/C tratados com a proteina rP21, visando deslumbrar que efeitos da mesma
no organismo levaram a otimizagdo do processo de reparo.

Os neutrdfilos sdo a primeira linha de defesa do organismo, dando inicio ao processo
inflamatorio e impedindo que microrganismos invadam a area lesada, promovendo protegdo até
que ocorra o recrutamento de macrofagos. Entretanto estudos revelaram que essa presenga
somente € benéfica no inicio do processo inflamatoério, e que a eliminagdo destas células
provavelmente por macrédfagos € benéfica para a aceleragdo do processo de reparo (DOVI,
SZPADERSKA; DIPIETRO, 2004).

No reparo de tecido de camundongos Balb/c utilizando a proteina rP21, verificamos que
a mesma nas concentra¢des de50 ug aumentou significativamente a concentragdo de neutréfilos
no tratamento de trés dias. Entretanto, diminui a concentragdo de neutrofilos no tratamento de
sete dias em ambas as concentragdes. A causa da diminui¢do do nimero de neutrofilos é
provavelmente devido ao maior recrutamento de macréfagos, resultado também observado no
presente estudo. A avaliagdo da quantidade de macrofagos no reparo tecidual, demonstraram
que a proteina promoveu maior recrutamento do mesmo no intervalo de sete dias. No tratamento
de trés dias ndo se observou diferenca significativa, resultado esperado pois a literatura reporta
o recrutamento de macrofagos no local da ferida a partir do terceiro dia ap6s a injuria (REINKE;
SORG, 2012).

Estudos avaliando a atuacdo dos macrofagos no reparo tecidual, demonstraram
importante fun¢do no processo de degradacdo da matriz extracelular. Tais descobertas reportam
participacio dessas células no processo de degradacido e remodelagdo da matriz com efeitos
benéficos (JOLENE et al., 2009).

Macréfagos sdo também responsdveis por realizar fagocitose de células mortas e
bactérias, liberando fatores de crescimento, como PDGF e fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), que atuardo na promoc¢do da criacdo de tecido de granulacdo (SINGER;
CLARK, 1999).

Mastécitos atuam como parametro de avaliacdo no processo de reparo pois estas células
inflamatdrias atuam nas trés fases do mesmo, promovendo a liberacio de mediadores
vasoativos, e ao término do processo de reparacio tecidual atuam na remodelacdo do coldgeno
(AZEVEDO et al., 2009). Maior ativacao dos mastdcitos promove aumento de fibras coldgenas
(CHENG et al., 2017).
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Mastdcitos sdo importantes no processo de cicatrizacdo devido a liberacdo de granulos
contendo enzimas, histamina, quimases e outras aminas ativas responsdveis por sinalizar o local
danificado (ARNOLD; WEST, 1991). Quimases e as aminas ativas contribuem para o aumento
de neutrdfilos no sitio da lesdio (DIEGELMANN:; EVANS, 2004; OSKERITZIAN, 2012).
Aminas ativas tornam os vasos proximos ao local danificado mais permedvel a passagem de
células mononucleares, como os neutréfilos (DIEGELMANN; EVANS, 2004; NATHAN,
2006). As quimases, por sua vez, atuam no recrutamento de neutréfilos (OSKERITZIAN,
2012).

Teixeira e outros (2015) j4 haviam identificado o impacto da rP21 sobre a progressdao
do processo inflamatorio, envolvidas na invasdo de célula hospedeira utilizando modelo de
inflamacio induzida. Os Resultados indicaram que rP21possui perfil pré inflamatdrio, capaz de
recrutar células do sistema imunolégico (TEIXEIRA et al., 2015). Este processo € essencial
para o fornecimento de fatores de crescimento e sinais de citocina que sdo responsdveis pelo
recrutamento de células e movimento de tecidos, cruciais para o mecanismos de reparo,
havendo evidéncias de que a intensidade do processo inflamatdrio ird refletir na extensdo e
formacdo da cicatriz (REINKE; SORG, 2012).

Analisou-se a quantidade de mastécitos nos dois tratamentos (3 e 7 dias), nas duas
concentragdes de proteina rP21 (1pg e S0ug), e foi observado um recrutamento significativo
dessas células em relacdo ao controle, demonstrando que a proteina rP21 manteve seu perfil
pro- inflamatorio no reparo cutineo,

O processo no qual a P21 consegue recrutar celulas do sistema imune pode ser
elucidado pela reconhecida capacidade da rP21 em induzir a producdo da citocina IL-4,
intimamente associada aos processos de maturacdo, sobrevivéncia, proliferacdo e migracao de
mastocitos (KALESNIKOFF; GALLI, 2008; OLSSON; TAUB; NILSSON, 2004; TEIXEIRA
et al., 2018).

O tratamento com a P21 na concentragcdo de 50 pg foi capaz de aumentar o conteiido
de macrofagos junto ao tecido em todos os tempos analisados. O aumento desse tipo celular
pode ser em parte explicada pela ligacdo da rP21 ao receptor de quimiocina CXCR4, com
ativacdo da via PI3-quinase e consequente polimerizacdo do citoesqueleto de actina,
aumentando a migracdo celular e a fagocitose por este tipo de célula (RODRIGUES et al.,
2012). A capacidade da rP21 em promover o aumento de macréfagos locais também foi
observada no processo de inflamacdo cronica utilizando-se como modelo um implante

subcutaneo de esponjas (TEIXEIRA et al., 2015).
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A atividade reduzida de neutréfilos apos o tratamento com a rP21 pode estar associada
a uma maior fagocitose destas células pelos macréfagos recrutados para o sitio inflamatorio.
Por sua vez, a fagocitose dos corpos apoptoticos dos neutréfilos e dos debris teciduais sao
responsdveis por desencadear alteracOes fenotipicas essenciais para a transicdo entre
macrofagos classicamente ativados (M1) a macréfagos alternativamente ativados (M2)
(KRZYSZCZYK et al., 2018; KUMAR et al., 2007). Este fenOmeno € necessdrio para a
resolucdo do processo inflamatério, uma vez que os macréfagos M2 sio a principal fonte de
mediadores anti-inflamatérios envolvidos com o reparo (KRZYSZCZYK et al., 2018).

Apesar de sua reconhecida importancia no desenvolvimento de respostas alérgicas,
os mastdcitos também desempenham papel fundamental em diferentes processos
fisiopatoldgicos, incluindo o reparo tecidual. Os mastécitos sdo importante fonte de
mediadores liberados diretamente no meio extracelular ou estocados em seus granulos,
correspondem a cerca de 8% da populacdo celular encontrada na derme (KOMI et al., 2019;
MUKAI et al., 2018).

Nossos resultados demonstram um aumento do nimero de mastécitos em todos
tratamentos com a rP21 (3 e 7 dias). Isso pode ser explicado pela capacidade jd reconhecida da
rP21 em induzir a producdo da citocina IL-4, intimamente associada aos processos de
maturacdo, sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo de mastocitos (KALESNIKOFF; GALLI,
2008; OLSSON; TAUB; NILSSON, 2004; TEIXEIRA et al., 2018). Os mediadores produzidos
pelos mastdcitos estdo envolvidos em uma série de processos associados com as diferentes fases
do processo de reparo, atuando desde o recrutamento de células inflamatdrias, na promocao da
angiogénese e na sintese e deposi¢do de uma nova matriz (KOMI et al., 2019).

A angiogénese, processo em que novos vasos sdo formados a partir dos preexistentes,
constitui etapa crucial para o processo de reparo, pois 0s novos vasos irdo participar na
formag@o do tecido de granulagdo e irdo suprir o tecido em crescimento de oxigénio e nutrientes
(MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

Devido a esta funcio tdo importante, algumas pesquisas de reparo tecidual focam sua
atencdo no estudo da angiogénese, visando interferir positivamente com uso de fatores para
melhorar o processo em casos em que o individuo possui alguma deficiéncia (PHILIP et al.,
2008).

A formagdo de novos vasos nas feridas tratadas com rP21 foi identificada através da
quantificacdo da hemoglobina e da contagem de vasos sanguineos. Os resultados mostraram
uma diferenca significativa de hemoglobina nas lesdes tratadas com S0ug da proteina nos dois

intervalos de tratamento (3 e 7 dias). Mas o resultado encontrado no tratamento de 3 dias foi



54

oposto ao encontrado no de 7 dias, havendo um aumento no nimero de vaso sanguineos no
primeiro e um decréscimo dos mesmos no segundo.

Resultado semelhante foi observado por Rodrigues e outros (2012) avaliando o
potencial anti angiogénico da rP21, que com 9 dias de tratamento foi capaz de diminuir a
quantidade de vasos (RODRIGUES et al., 2012).

Como mencionado anteriormente, no inicio do processo de cicatrizacdo, se faz
necessario um aumento na vascularidade, evento observado nos tratamentos utilizando a
proteina rP21. Entretanto para melhor resolucido do processo de cicatrizacdo, se faz necessdria
a regressao da capilaridade (BAUM; ARPEY, 2005). Este resultado também foi observado na
utilizagdo da proteina rP21.

Outro parametro investigado foi a disposicdo de coldgeno. Estudos tém avaliado a
deposicdo de coldgeno e correlacionando a sua maior deposi¢do a uma melhora no reparo
tecidual (UPADHYAY et al., 2014). Uma maior dissociacdo de coldgeno também contribui
para uma melhora na migracao celular, que desempenha papel essencial nas fases proliferativa
e de remodelacdo (BAUM; ARPEY, 2005; GREENHALGH, 1998).

Os resultados de coldgeno solivel mostraram um aumento significativo no tratamento
de trés dias, com a proteina na concentragdo de S0ug.

O coldgeno tipo I e Il também tiveram um aumento significativo na sua deposicao. Esse
resultado foi observado no tratamento de trés dias, apenas quando tratados com rP21 na
concentragdo de 1ug.

Enquanto que no tratamento de sete dias, esse aumento foi observado para ambas as
concentragdes (1ug e S0ug). O coldgeno total também foi avaliado e este apresentou um
aumento significativo nas duas concentra¢des no tratamento de trés dias.

Trabalhos anteriores realizados com a proteina rP21 demostraram um aumento na
polimerizacdo do citoesqueleto de actina, através da via de sinalizacdo da PI3-quinase,
verificando também maior deposicdo de coldgeno (RODRIGUES et al., 2012).

O aumento na deposi¢cdo de coldgeno, € possivelmente fruto do aumento de mastocitos
também observado em nossas andlises. Estudos com mastécitos demonstraram que 0s mesmos
contribuem para a maior deposicdo de fibras coldgenas. A ativacdo de mastdcitos ocasiona sua

degranulacdo, resultando na liberacao de mediadores profibréticos (CHENG et al., 2017).
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8 CONCLUSAO

E possivel concluir que, a proteina rP21 quando utilizada como mediador no processo
de reparo tecidual, favorece o processo inflamatério recrutando células do sistema imunoldgico.
Apos alguns dias de tratamento, ela atua de forma anti angiogénica, e influencia na maior
deposicdo de coldgeno. Todos esses eventos resultam em uma melhora e aceleracdo do processo
de fechamento de ferida, fazendo com que o organismo fique menos exposto a agentes
infecciosos externos. Podemos incluir que a rP21 é um potencial alvo terapéutico, merecedor

de estudos direcionados.
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{We certify that the project enfiled “Atuagio da r P21 no reparo cutdneo”, protocol D467,
under the responsibidity of Tatiana Carla Tomiosso - involving the production, maintenance
andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Verebrata, for purposes of
scientific research - is in accordance with the provisions of Law n® 11.784, of October &th, 2008,
of Decree n® 6.889 of July 15th, 2009, and the rules issued by the Mational Council for Control
of Animal Experimentation (COMNCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON
ANIMAL USE (CEUA} from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLAMNDIA. in meeting of June
Ogth, 2017).

[Wigingia do Projeto Inlicio: 2B/DB/17 1 emino: 2B/08/19
Especie / Linhagem ! Grupos Taxonomicos Camundongos Balblc

Numero de animais B4

FPesa [ |dade 27 kg [ 8 semanas

Sexn Machos

Origem / Local Ceniro de Bioterismo e Experimentagan

Animal da UFU
Mimero da Autorizacio SISBIO -
Alividade(s) :

Uberandia, 24 de agosto de 2017.
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Prof. Dr. Licio Vilela Carneiro Girdo
Coordenador da CEUAMUIFU
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