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RESUMO

A cicatrizacido de feridas na pele € um processo complexo de eventos
bioldgicos que envolvem reagdes cruzadas entre as células da epiderme e da
derme, com a participacédo de citocinas, fatores de crescimento e modulacéo
da matriz extracelular. Neste contexto, o horménio do crescimento (GH) tem
sido apontado como um agente modulador capaz de influenciar aspectos
moleculares e celulares da cicatrizagdo de feridas, como visto em pacientes
que sofreram queimaduras graves e em animais transgénicos para o GH. Por
outro lado, é sabido que altos niveis de GH na circulagdo podem provocar
alteragdes em varios 6rgaos do corpo, podendo, inclusive, ter implicagbes em
neoplasias. Dessa forma, tornou-se interessante analisar o efeito do
tratamento topico com GH em feridas cutdneas de camundongos. Para este
estudo, camundongos da linhagem Swiss, machos e com 6 meses de idade,
sofreram injuria na pele, apés administragdo de anestésico, onde nove
animais receberam GH na concentracdo de 10~® M, nove animais receberam
GH na concentracdo de 10”7 M, nove animais receberam PBS e outros nove
animais foram tratados com bepantol. Observagdes macroscopicas foram
realizadas diariamente. Os animais foram eutanasiados no 3°, 7° ou 14° dia
apo6s o tratamento. Fragmentos da pele foram obtidos e submetidos a
coloracao HE e tricromico de Masson para analise dos aspectos morfologicos.
A imunofluorescéncia foi realizada para detecgdo da produgao de colageno
tipo I. Os vasos sanguineos foram evidenciados a partir da imunoperoxidase
para a marcagdao da molécula CD31. Os resultados mostraram que o
tratamento tépico com GH, independente da concentragdo usada, acelerou,
em todos os tempos analisados, o fechamento da area do ferimento quando
comparado ao grupo que recebeu PBS. A analise histolégica da area da ferida
apos 3 dias de tratamento revelou a formagado de um infiltrado inflamatério
mais difuso, no grupo tratado com GH. Apos o 7° dia de tratamento observou-
se a formacgao de tecido de granulagdo em todos os grupos, no entanto, nos
animais tratados com GH o infiltrado celular foi aumentado e difuso enquanto
que no grupo controle o infiltrado encontrou-se ainda nas regides periféricas
da injuria. A coloragdo por Masson mostrou aumento na producédo de
colageno total nos animais tratados com GH quando comparado com o
controle, em todos os tempos analisados. Este efeito foi confirmado pela
expressao de colageno tipo I. Em relacdo aos aspectos vasculares, o GH
aumentou significativamente o niumero de vasos sanguineos na area da
injuria quando comparado ao grupo controle. Em conjunto, os resultados
mostraram que o GH antecipou o recrutamento de células inflamatérias, a
deposigao de colageno e a formagao de vasos sanguineos, contribuindo para
aceleracao da cicatrizacao tecidual.

Palavras-chaves: Horménio do crescimento; cicatrizacdo de feridas; pele;
colageno; angiogénese.



ABSTRACT

The healing of skin wounds is a complex process involving biological events cross-
reactions between the cells of the epidermis and dermis involving cytokines, growth
and modulation of extracellular matrix factors. In this context, the growth hormone
( GH ) has been appointed as an agent able of influencing molecular modulation and
cellular aspects of wound healing, as seen in patients which have suffered severe
burns and in transgenic animals to GH. On the other hand, it is known that high
levels of GH in the circulation can cause changes in various organs of the body, and
may also have implications in cancer. Thus, it is interesting to analyze the effect of
topical treatment with GH in skin wounds in mice. For this study, Swiss mice, male
and 6 months age, suffered injury in the skin after administration of anesthetic, where
nine animals received GH at a concentration of 10® M, nine animals received GH at a
concentration of 107 M, nine animals received PBS and nine others were treated with
Bepantol. Macroscopic observations were made daily. The animals were euthanized
on the 3rd, 7th and 14th day after treatment. Skin fragments were obtained and
subjected to HE staining and Masson's trichrome for analysis of morphological
aspects. Immunofluorescence was performed to detect the production of type |
collagen. The blood vessels were detected from the immunoperoxidase labeling for
the CD31 molecule. The results showed that topical treatment with GH, independent
of the concentration used, accelerated in all periods analyzed, the closure of the
wound area when compared to the group that received PBS. Histological analysis of
the wound area after 3 days of treatment revealed the formation of a more diffuse
inflammatory infiltration in the group treated with GH. After the 7th day of treatment
we observed the formation of granulation tissue in all groups. However, in animals
treated with GH the cell infiltrate was increased and diffuse while in the control group
the infiltrate was also observed in the peripheral regions of injury. The Masson
staining showed increased production of total collagen in animals treated with GH
compared to control in all periods analyzed. This effect was corroborated by the
expression of collagen type I. About vascular aspects, GH significantly increased the
number of blood vessels in the area of injury when compared to the control group.
Together, these results demonstrated that GH anticipated recruitment of inflammatory
cells, deposition of collagen and the formation of blood vessels, contributing to the
acceleration of tissue healing .

Keywords: Growth hormone; wound healing; skin; collagen; angiogenesis.
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1 INTRODUCAO

A cicatrizacdo de feridas na pele € um processo complexo de eventos
bioldgicos, que requer a participagdo e integracdo de varias células do corpo. O
objetivo imediato no reparo de feridas é conseguir a integridade do tecido e a
homeostase. A sobrevivéncia de cada tipo celular durante as fases que contribuem
para a proliferacdo, migracao, producéo de proteinas de matriz extracelular (MEC) e
contracao da ferida sdo altamente coordenados (EMING et al., 2007). Qualquer falha
ou prolongamento do reparo tecidual pode resultar em retardo da cicatrizagéo ou o
nao fechamento da ferida. As falhas na cicatrizagdo das feridas séo, ainda hoje, um
problema clinico significativo, com grande impacto sobre os custos da assisténcia a
saude.

Nos ultimos anos, varios estudos mostraram a acado de produtos soluveis,
como citocinas e fatores de crescimentos, modulando a comunicagao entre as
células e regulando o processo de cicatrizagdo de feridas cutédneas (BLOCH et al.,
2000; CHRISTOPHERSON, HRONMAS, 2001; EMING et al., 2007). Ainda, sao
crescentes as evidéncias mostrando que a pele apresenta alta capacidade
metabdlica e endécrina (MILTONE, 1988; HOLICK, 1995; BRINCAT et al., 2005), e
trabalhos mostram que além de manter a homeostase deste 6rgao, horménios e/ou
fatores de crescimento apresentam atividade moduladora na cicatrizacdo de feridas
(DUNAISKI, BELFORD, 2002; LEE et al., 2010).

A atividade enddcrina neste processo e, particularmente, o horménio do
crescimento (GH) tem sido implicado como um modulador que pode influenciar na
biologia da cicatrizagdo de feridas. Seguindo esta linha de raciocinio, a terapia
sistémica com GH tem sido utilizada em estudos para investigar seus efeitos na
cicatrizacido de lesdes cutdneas. O tratamento com GH tem sido usado em
pacientes com severas queimaduras, € na maioria dos casos, foram observadas
melhoras na cicatrizagcado e sobrevida dos pacientes (LAL et al., 2000; FALABELA et
al., 2001). Em camundongos transgénicos para GH, foi observado um aumento na
vascularizagao e tecido de granulagao na area afetada (THOREY et al., 2004).

Embora o GH tenha apresentado efeitos positivos na cicatrizagao de feridas,
como mencionado acima, ja tem sido relatado que altos niveis de GH na circulagéo

podem provocar alteragdes em varios 6rgaos do corpo, como visto em individuos
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acromegalicos (BREVETTI et al., 2002), podendo, inclusive, ter implicagbes em
neoplasias, aumentando a agressividade do tumor (EZZAT, MELMED, 1991).

Nesse sentido, por apresentar efeitos colaterais adversos quando
administrado sistemicamente, decidiu-se avaliar a aplicagdo topica do GH nos
processos de reparo tecidual cutaneo, vislumbrando a possibilidade do uso topico
desse horménio como estratégia terapéutica adicional em injurias traumaticas,

cirurgicas ou doengas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o efeito do tratamento topico com hormdnio do crescimento na

cicatrizacao de feridas cutdneas em camundongos.

2.2 Especificos

a) Avaliar o fechamento de feridas cutaneas em camundongos;

b) Analisar os aspectos morfolégicos dos tecidos cutaneos nos diferentes estagios
de cicatrizagao;

c) Analisar a deposigdo de colageno no progresso da cicatrizagdo de feridas
cutaneas em camundongos;

d) Avaliar a formagao de novos vasos sanguineos na regido de injuria tecidual.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A pele

A pele constitui uma barreira eficaz entre o organismo e o ambiente externo
proporcionando mecanismos que sao cruciais para a homeostasia. Compreende o
maior orgao do corpo humano, € composta pela epiderme e pela derme, e
dependendo de sua localizagdo anatdomica e influéncias ambientais, mostra notavel
diversidade estrutural e funcional (BICKERS, ATHAR, 2006; SLOMINSKI et al.,
2000).

3.1.1 Embriologia e histologia da pele

O desenvolvimento da pele surge a partir da justaposicdo de dois folhetos
germinativos embrionarios, o ectoderma e o mesoderma. A maioria das estruturas
epidérmicas, como os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas, as glandulas
sudoriparas apdcrinas e écrinas, originam-se a partir da diferenciagéo do ectoderma,
enquanto que o mesoderma é responsavel pela formacdo das células de
Langerhans, uma pequena populagdo de linfécitos T e todos os constituintes
dérmicos, com excec¢ao dos nervos e receptores sensoriais que desenvolvem-se do
neuroectoderma (BRIGGAMAN, 1982; SLOMINSKI et al., 2000).

Anatomicamente, a pele é dividida em duas regides: a epiderme, constituida
basicamente por células epiteliais, e a derme, que é composta essencialmente por
tecido conjuntivo (Figura 1A) (ALBERTS et al., 2010). Conforme representado na
Figura 1B, a epiderme €& composta por um epitélio estratificado pavimentoso
gueratinizado em que as células epiteliais assumem diferentes aspectos
morfologicos em toda a sua extensdo. A principal célula, tornando-se 95% do total, é
0 queratindcito, que move-se progressivamente, a partir da sua aderéncia a lamina
basal, para a superficie da pele, formando varias camadas bem definidas durante o
seu trajeto. A epiderme pode ser dividida em cinco camadas distintas: a camada
basal, que é constituida por células cilindricas ou cuboides, repousando sobre a
membrana basal que separa a epiderme da derme; a camada espinhosa, constituida

por células ligeiramente achatadas, de nucleo central e citoplasma com curtas
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expansodes de filamentos de queratina; a camada granulosa, a mais delgada, onde
as células sao achatadas, apresentam o nucleo central e citoplasma carregado de
granulos basofilos (chamados de granulos de querato-hialina); a camada lucida, que
consiste em uma camada delgada de células achatadas e translucidas, cujos
nucleos e organelas foram digeridos por enzimas lisossomais; e, finalmente, a
camada cornea, que apresenta espessura variavel e € constituida por células
achatadas, mortas e sem nucleo (MADISON, 2003; GARTNER, HIATT, 2007). Além
dos queratindcitos, a epiderme contém trés outros tipos celulares: os melandcitos,
que produzem melanina e apresentam citoplasma globoso, de onde partem
prolongamentos que se estendem até a camada basal; as células de Langerhans,
que se distribuem em toda a epiderme, mas encontra-se em maior densidade na
camada espinhosa, participando do processo de apresentagdo de antigenos e as
células de Merkel, em que sao atribuidas as fungées mecanorreceptoras da pele
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2013).

A epiderme e a derme apresentam uma intima e firme interface na jungéo
dermo-epidérmica, onde a membrana basal e os hemidesmossomas estao
presentes. A membrana basal da epiderme separa as estruturas epiteliais da derme.
Abaixo desta membrana encontra-se um tecido que apresenta abundante matriz
extracelular, vasos sanguineos, diversos tipos celulares, nervos e receptores
sensitivos. Observa-se, ainda, uma regido delgada, que compreende a derme
papilar, e outra regido mais espessa, a derme reticular (GARTNER, HIATT, 2007;
JENSEN, PROKSCH, 2009).

A derme papilar e reticular constituem-se de tecido conjuntivo e apresentam
caracteristicas morfolégicas proprias (figura 1C). A derme papilar € constituida por
tecido conjuntivo frouxo, caracterizada por feixes de fibras colagenas tipo | e Il
extremamente finas intercaladas com fibras elasticas, uma rica rede vascular
composta predominantemente de capilares e por células tais como: fibroblastos,
macréfagos, plasmécitos e mastocitos. Enquanto que a derme reticular é constituida
por tecido conjuntivo denso, apresentando espessos feixes de fibras colagenas
entremeadas em redes espessas de fibras elasticas. A derme reticular também
contém os vasos sanguineos e nervos, e 0s anexos cutaneos. As células sdo menos

abundantes nesta camada, elas incluem fibroblastos, linfécitos, macrofagos,
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plasmécitos, mastoécitos, e, frequentemente, adipécitos na parte mais profunda da
derme reticular (SLOMINSKI et al., 2000; GARTNER, HIATT, 2007).

Os constituintes do sistema imune presentes na pele sdo compostos por
células residentes, células de recirculagdo e células recrutadas. A populagdo de
células residentes é expressa sob circunstancias fisioldégicas e € representada por
queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais, mastécitos, macréfagos, linfécitos T
e células dentriticas. A populacdo recrutada compreende mondcitos, basofilos,
neutrofilos, eosindfilo, bem como, mastdcitos e linfécitos T e B. Enquanto que a
populacdo de células recirculantes € representado por células dentriticas, células
Natural Killer e linfécitos T (BOS, LUITEN, 2009). Independente da sua
classificagdo, estas células chegam na pele através de um circuito de vasos
sanguineos que adentram neste orgao e, entdo, estabelecem um circuito de
comunicacao fisiolégica que garante a homeostase. Nesse sentido, a rede vascular
fornece um rico suprimento sanguineo para a derme e a epiderme. Uma rede
linfatica acompanha o leito sanguineo, embora seja separada funcionalmente
(SLOMINSKI et al., 2000).
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Figura 1 - Aspectos histolégicos da pele humana

Fotomicrografias da pele humana. Em A, mostra a duas camadas componentes, a epiderme
e a derme, bem como os anexos cutaneos. Em B, mostra a espessura da epiderme
constituida por varias camadas de queratinécitos. Em C, mostra a derme papila (DP)
formada por tecido conjuntivo frouxo e derme reticular (DR) constituida por tecido conjuntivo
denso. (E) Epiderme; (D) Derme; (FP) Foliculo Piloso; (GSE) Glandula Sebacea; (GSU)
Glandula Sudoripara; (CC) Camada Codrnea; (CL) Camada Lucida; (CG) Camada
Granulosa; (CE) Camada Espinhosa; (CB) Camada Basal; (DP) Derme Papilar; (DR) Derme
Reticular. Aumento de 100, 400 e 200 x. Fotomicrografias produzidas no Laboratério de
Biologia Celular da UFAL (do autor).
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3.2 Cicatrizagao de feridas na pele

A principal funcédo da pele é a de servir com uma barreira protetora contra o
ambiente. A perda da integridade de alguma porgao da pele, como resultado de uma
injuria ou doenga, pode levar a deficiéncia grave ou até mesmo a morte. A cura ou
reparacao de feridas corresponde a um processo bastante complexo e dindmico o
qual envolve fendmenos bioquimicos ainda n&o totalmente esclarecidos (SINGER,
CLARK,1999; RUSTHON, 2007).

A cicatrizacado de feridas agudas € um processo bem organizado que leva ao
reparo tecidual em que as plaquetas, queratindcitos, células da vigilancia
imunoldgica, células endoteliais, MEC e fibroblastos desempenham um papel chave
na restauracdo e integridade do tecido. A cicatrizagdo é dividida em trés fases —
coagulagaol/inflamacao, formagao de tecido de granulagdo e remodelamento - que
se sobrepde no tempo (SINGER, CLARK,1999).

3.2.1 Fase de Coagulagaol/inflamatoéria

Uma injuria na pele fara com que ocorra extravasamento de sangue a partir
dos vasos sanguineos danificados. Este evento leva a formagao de um coagulo que
serve como escudo temporario, protegendo os tecidos expostos e, além disso,
fornece uma matriz provisoria sobre e através da qual as células podem migrar
durante o processo de reparacao (Figura 2) (SINGER, CLARK,1999). O coagulo
sanguineo € formado por plaguetas imersas em uma rede fibrosa de moléculas de
fibrina e de pequenas quantidades de fibronectina e vitronectina (MARTIN, 1997). As
plaquetas liberam fatores de crescimento tais como o fator de crescimento derivado
de plaqueta (PDGF) e o fator de crescimento transformante (TGF) que recrutam
células inflamatérias como os neutréfilos, macréfagos e linfocitos para o local da
ferida (SINGER, CLARK,1999; DEMIDOVA-RICE et al., 2012).

Minutos apos a lesdo, os neutréfilos comegcam a transmigrar através da
parede das células endoteliais dos capilares, e liberam citocinas pré-inflamatérias
tais como IL-1beta, factor de necrose tumoral alfa - (TNF-a), e interferon gama (IFN-
g) no local da ferida que ativam os fibroblastos da derme e os queratindcitos da

epiderme (KULIDJIAN et al., 1999). Os mondcitos sao os proximos a serem
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recrutados e tornam-se macréfagos que permanecem no local da ferida, pelo menos
até o décimo dia, fagocitando bactérias e iniciam a producéo e liberagcédo de fatores
de crescimento como o TGF-b, PDGF, IGF-1 e FGF que regulam a produgao e
organizagao da MEC por fibroblastos e ainda, participam da proliferacdo e migragéao
de células endoteliais para o local da ferida, permitindo a angiogénese e

direcionando o desenvolvimento do tecido de granulagéo (BEANES et al., 2003).

Figura 2 - Esquema representativo da fase inflamatéria da cicatrizagao de

feridas na pele.
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Esquema representativo da cicatrizagéo de feridas evidenciando a interagdo, por meio de fatores de
crescimento, de células do sistema imune com células residentes da pele. Adaptado de DEMIDOVA-
RICE et al., 2012.

3.2.2 Formacgao de tecido de granulacao

A medida que a fase inflamatéria é atenuada, iniciam-se a formacao do tecido
de granulacdo e a contragdo das bordas da ferida (Figura 3). Nesta fase, a sintese
de proteinas de MEC, a formagao de uma rede capilar € a migracao de células sao
fendbmenos essenciais para a homeostase (FALANGA, 2005).

Os fibroblastos desempenham um papel crucial no reparo tecidual (MARTIN,
1997). Estas células sao atraidas para a area de injuria em resposta a fatores de
crescimento/citocinas, como o PDGF (PIERCE et al., 1991) e, em resposta a outros
fatores soluveis, se diferenciam em miofibroblastos (ROCKEY et al.,, 2013).

Enquanto os fibroblastos estao sintetizando proteinas de MEC (principalmente
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colageno), os queratinécitos e as células endoteliais proliferam-se intensamente e
migram para o sitio de injuria com o objetivo de garantir o fechamento do epitélio e

formar novos vasos sanguineos, respectivamente (DEMIDOVA-RICE et al., 2012).

Figura 3 - Esquema representativo da fase de formacao de tecido de

granulagao na pele.
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Esquema representativo da cicatrizacdo de feridas, evidenciando a proliferacdo e migracdo de
queratinécitos, de fibroblastos e a sintese de fatores de crescimento. A angiogénese/
neovascularizagdo ocorrem nesta fase. Adaptado de DEMIDOVA-RICE et al., 2012.

A formagéo de novos vasos sanguineos é necessario para sustentar o
tecido de granulagéo formado (THOREY et al., 2004). Este processo, chamado de
angiogénese, é complexo e dependente da sintese de MEC e da interagdo, destas
proteinas, com a migragéo de células endotelias (RISAU,1997). Dados da literatura
mostraram que uma série de fatores, produzidos por fibroblastos, células endoteliais
ou até mesmo por células do sistema imunoldgico, podem estimular a angiogénese
(FERRARA, 2001; FERRARA et al., 2003). Além disso, Clarck e colaboradores
(1982) demonstraram que a fibronectina, um importante constituinte de MEC, é
requerida para a formagao de novos vasos no reparo de tecido sendo sua produgao
realizada in situ, pelas préprias células vasculares, indicando que esta proteina
serve como um condutor para o movimento das células endotelias na injuria
(PINTUCCI et al., 1996).
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Além do papel de sustentar o tecido de granulagdo, a formagao de novos
vasos sanguineos proporciona uma via para a entrega de oxigénio e de nutrientes,
bem como estruturas eficazes para a chegada dos componentes da resposta
inflamatdria durante a cicatrizagdo de feridas. Tratamentos pro-angiogénicos tem se
mostrado capazes de modular o processo de cicatrizacdo de feridas em condicdes
patoldgicas. Por exemplo, Kirchner e colaboradores (2003) relataram que o uso
topico do fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) reduziu 50% o tempo
de cicatrizagdo de feridas em camundongos diabéticos. Além disso, um estudo in
vitro mostrou que células endotelias, apos tratamento com GH, aumentou a prépria
habilidade em formar estruturas semelhantes a capilares, através do aumento da
expressdo de VEGF-A (BRUNET-DUNAND et al., 2009).

Uma vez que a matriz de colageno foi depositada na ferida, os fibroblastos
param de produzir colageno, e o tecido de granulagao € substituido por uma cicatriz
relativamente acelular (DESMOULIERE et al.,, 1995). A morte celular e,
particularmente, a apoptose desempenham um papel chave no controle normal e

patolégico do crescimento de tecidos (COHEN, 1993).

3.2.3 Fase de remodelamento

A fase final do processo de cicatrizagdo (Figura 4) envolve diminuigdo da
atividade celular e etapas sucessivas de produgao, digestdo e orientagdo das fibras
colagenas (SINGER, CLARCK,1999). A revisdao de Witte & Barbul (1997) faz um
compilado de informacdes a cerca das alteragdes na composi¢cao de MEC ao longo
do processo de cicatrizagéo de feridas. Inicialmente a MEC é composta por fibrina e
fibronectina, proveniente da reposta causada pela chegada dos macrofagos. Em
seguida, ocorre um aumento na deposi¢cao de proteoglicanos e glicosaminoglicanos.
Posteriormente, o colageno torna-se a proteina mais abundante (Figura 5). Na
derme, enquanto a MEC é moldada, os vasos sanguineos, que estao localizados no
interior da cicatriz, sdo re-organizados e sofrem maturagao para formar uma rede de
capilares funcionais (SHAW, MARTIN, 2009). Esta fase é essencial para a
restauracdo da funcionalidade completa e uma aparéncia normal para o tecido

lesado.
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Figura 4 - Esquema representativo da fase de remodelamento.

C Completa Re-epitelizagdo

Esquema representativo da cicatrizagdo de feridas, evidenciando a remodelagdo da MEC seguida
pela apoptose de células residentes, levando a formagao de um tecido de cicatrizagdo acelular.
Adaptado de DEMIDOVA-RICE et al., 2012.

Figura 5 - Grafico representativo da deposi¢cdao dos constituintes de MEC

durante a cicatrizacao de feridas na pele.
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forca do tecido. Dados compilados a partir de uma revisdo da literatura. Adaptado de (WITTE,
BARBUL, 1997).
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3.3 Interagoes entre a pele e horménios

A pele é considerada classicamente como alvo de varios horménios cujos
efeitos tém sido reconhecidos e também caracterizados. Por exemplo, o hormdnio
liberador de corticotropina (CRH) mostrou ser um potente estimulador da lipogénese
em células de glandulas sebaceas (ZOUBOULIS et al., 2002). A sua sintese, bem
como, a producdo de RNAm foi confirmada em um outro ensaio experimental
utilizando células da pele humana e indicando uma possivel relacdo deste horménio
com processos fisioldgicos e/ou patolégicos da pele (SLOMINSKI et al., 1998).

Outro hormdnio que apresenta atividade comprovada em células da pele € a
leptina. Em estudos utilizando linhagem de células murina, foi demonstrado que este
horménio atua como mitégeno para queratindcitos (dependente da ativagéo do fator
transcricdo STAT-3), também, apresentou um papel importante no reparo tecidual,
quando formam utilizados camundongos obesos e deficientes para leptina (GOREN
et al., 2003). Além disso, este horménio atua como protetor da morte celular e
indugdo de angiogénese em ceélulas endoteliais da veia umbilical humana
confirmando a hipdtese de que possa ser um importante regulador em diferentes
processos celulares (ARTWOHL et al., 2002).

A atividade estrogénica também tem sido relatada, evidenciando aspectos
fisiologicos pertinentes na pele. Alteragbes significativas neste 6rgdo, durante a
menopausa, sdo devido ao efeito sustentado sobre os componentes individuais da
pele. O receptor de estrogeno tem sido detectado nos componentes celulares da
pele, sugerindo que o metabolismo celular dos componentes epidérmicos e
dérmicos sao influenciados pelo estado hipoestrogénico da menopausa levando a
mudancas nas fibras colagenas. Além disso, estudos fisioldgicos sobre o estrégeno
e a cicatrizagao de feridas sugerem que a terapia de reposicdo hormonal pode
desempenhar um papel benéfico na reparagdo da lesdo cutédnea (BRINCAT et al.,
2005; RAINE-FENNING et al., 2003).

Dados da literatura mostraram que o GH também apresenta atividade
biolégica na pele (DUNAISKI, BERLFORD, 2002). Foi detectado o receptor do GH
(rGH) na epiderme da pele humana e de roedores, e em fibroblastos, adipdcitos,
glandulas sebaceas e foliculos capilares (OAKES et al; 1992; LOBIE et al., 1992;
TAVAKKOL et al., 1992). Estudos com humanos suportam
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a concepgao que o GH é um importante regulador da pele em individuos
acromegalicos (MATSUOKA et al., 1982; THIBOUTOT, 1995). Em um estudo
histolégico foi verificado que os individuos com altos niveis de GH circulante
apresentavam espessamento da epiderme, e elevado numero de fibroblastos e
aumento na deposicao de glicosaminoglicanos na derme (MATSUOKA et al., 1982).
Embora o GH possa apresentar seus efeitos fenotipicos diretamente em sua célula-
alvo, foram encontradas evidéncias de que este hormonio também pode agir a partir
de um efeito indireto, estimulando células cutaneas a produzir o fator-1 de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) agindo, em muitos casos, na
diferenciacdo e proliferagdo de queratinécitos e fibroblastos, e também, um
importante modulador do foliculo capilar (RUDMAN et al., 1997; LEE et al., 2010).

3.3.1 Hormonio do crescimento

O GH é um polipeptidio de 22 kDa constituido por 191 aminoacidos e é
sintetizado pelas células somatotroficas da hipofise anterior. A secre¢ao do GH é
pulsatil, principalmente noturna, e é regulada através de um complexo sistema de
controle neuroenddcrino que compreende dois principais reguladores hipotalamicos:
o hormonio liberador do horménio do crescimento (GHRH) e a somatostatina (SS),
exercendo influéncias estimulatérias e inibitérias, respectivamente, na secre¢ao do
GH (MULLER et al. 1999). A secrecdo do GH também pode ser estimulada por
outros peptideos denominados de secretagogos de GH (GHS), os quais interagem
com receptores presentes nas células somatotroficas na hipodfise conhecidos como
GHSR e dentre os quais se destaca a grelina (HATTORI, 2009). Outros fatores e
substancias sdo capazes de alterar a secregdo de GH, através da alga de
retroalimentacdo ou por alteragbes na glicemia (hipoglicemia), aumento de
aminoacidos (arginina), desnutricdo, estresse, exercicio fisico e o sono (KOPCHICK,
ANDRY, 2000).

Os efeitos do GH s&o iniciados a partir da sua ligagao ao seu receptor (GHr)
presente na membrana plasmatica das células-alvo. O GHr é um membro da
superfamilia de receptores citocinas/hemopoietina que nao possuem atividade
tirosina-cinase intrinseca. Assim, quando o GH se liga ao seu receptor, dominios

citoplasmaticos proximos a membrana celular interagem com tirosinas cinases do
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citoplasma (JAK), que ativam a via de sinalizacdao JAK-STAT. A ativagao de JAK-2
pode acionar outra via de sinalizacéo, através da fosforilagcido de proteinas como as
FAK-cinases, Ras e Raf, e a proteina MAP-cinase (JEAY et al., 2002; ROSENFELD,
HWA, 2009).

Varias investigacdes sobre disturbios de crescimento, em animais de
experimentagcdo e em humanos, foram fundamentais para identificacdo e
caracterizagdo do GH como a substancia responsavel pelo crescimento e
desenvolvimento dos tecidos (KOPCHICK, ANDRY, 2000). Atualmente, ja esta bem
estabelecido que o GH atua de maneira direta sobre as células-alvo ou
indiretamente pela estimulagdo da producéao de fatores de crescimento semelhante a
insulina (IGF’s) e em particular o IGF-1. Tanto o GH quanto IGF-1 estimulam a
sintese protéica e de acidos nucléicos que promovem a proliferagcdo e o
consequente crescimento tissular (JEAY et al., 2002).

O GH também pode ser produzido em outros locais, como evidenciado por
estudos anteriores mostrando a expressao do gene para a produgdo do GH em
células da pele (SLOMINSKI et al.,, 2000), e de modo semelhante também foi
demonstrado em células do sistema imunoldgico, por exemplo os linfécitos (WU et
al., 1996). Ainda, na pele de humanos, a imunoreatividade para o GHr foi encontrada
em camadas epidérmicas e na derme, sugerindo que este horménio apresenta um
papel na modulagcdo de queratinécitos e fibroblastos de forma paracrina e/ou
autocrina (OAKES et al., 1992).

Sobre o sistema imunologico, o GH tem sido demonstrado como um
importante modulador da biologia de érgéos e células imunoldgicas exercendo
efeitos pleiotropicos nesse sistema (SAVINO et al., 2012; WELNIAK et al., 2002). Por
exemplo, camundongos transgénicos para o GH, bem como tratados com GH,
exibem celularidade aumentada no timo. E, além disso, o GH também estimula o
microambiente do timo, aumentando a producéo de proteinas de MEC (SMANIOTTO
et al., 2005). Ainda sobre o sistema imunoldgico, tem sido descrito que o GH, pelo
menos quando administrado por um longo periodo de tempo, aumenta a timopoiese
estimulando o timo a produzir linfécitos T CD4 (+) em adultos infectados com HIV-1
(NAPOLITANO et al.,2008). Golde e colaboradores (1997), mostraram in vitro que o
GH foi capaz de estimular a eritropoiese em células da medula 6ssea de

camundongos e, alguns anos depois, Merchav e colaboradores (1988)
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demonstraram que o GH foi capaz de induzir um aumento na produgdo de
granulécitos.

Dados da literatura tem mostrado que o GH influencia na biologia da célula
endotelial (RYMASZEKI et al., 1991; SILHA et al., 2005; RAMOS, 2008; MILJIC et
al., 2013). Influéncias deste horménio sobre a angiogénese foram observadas por
THOREY e colaboradores (2004), em experimentos com animais transgénicos onde
se observou que altos niveis circulantes de GH favorece o aumento no numero de
vasos sanguineos em regides de injuria de tecido.

Os dados publicados até aqui, sugerem que o GH apresenta uma intima
relagdo com varias células do organismo, participando de inumeros processos
fisiologicos, e em muitos casos, apresentando-se como um potente imunomodulador
que pode ser visto como uma ferramenta terapéutica adicional (THOREY et al.,
2004; SMANIOTTO et al., 2005, 2010, 2011; SAVINO et al., 2012; DEMIDOVA-RICE
et al., 2012).
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais e Ensaio de Cicatrizagcao de Feridas

Foram utilizados camundongos, com 6 meses de idade, machos, da linhagem
Swiss e peso variando entre 38/40 gramas, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Estes animais foram mantidos com acesso
livre a racdo e agua, iluminacado artificial 12 horas claro e 12 horas escuro em
gabinete refrigerado. A indugdo da ferida foi realizado apds a administracido do
anestésico (100 mg/Kg de Ketamina e 10 mg/Kg de Xilasina diluido em PBS). Os
camundongos foram depilados dorsalmente e esta area higienizada com alcool
etilico a 70%. Uma ferida, por animal, foi realizada com auxilio de um anel metalico,
de 1cm de didmetro, removendo-se toda a pele até o rebordo da hipoderme (Figura
6). Apos estes procedimentos, os roedores foram divididos aleatoriamente em 4
grupos, sendo cada grupo constituido por 9 animais individualizados. O tratamento
tépico com GH (1078 ou 10”’M), Bepantol e a administracéo do veiculo (PBS, como
controle) foi realizado diariamente, uma unica vez ao dia (periodo de 24 horas), em
um volume de aproximadamente 200 ul. O tratamento foi realizado no periodo das
15 "as 17 horas. Os animais foram fotografados diariamente para analise do
fechamento da ferida e foram sacrificados apds 3, 7 ou 14 dias de tratamento tdpico.
Pelo menos trés feridas para cada um dos controles (PBS e Bepantol) e GH foram
observadas. Para as medi¢des da area da ferida, imagens digitais foram analisadas
pelo software Imaged (NIH).

Neste estudo, utilizou-se como controle positivo o Bepantol. Animais tratados
com este composto foram utilizados para comparagao diaria do fechamento da
ferida, por observacdo macroscopica. Segundo informag¢des do proprio fabricante
(Bayer), o dexpantenol, apds a aplicagao tépica, penetra rapidamente nas camadas

internas da pele e é transformado em vitamina Bg, indispensavel para a formacéo e

regeneragao natural da pele.

As concentragdes utilizadas para o tratamento topico com GH foram
escolhidas devido ao fato de que, em trabalho anterior, produzido pelo préprio grupo
de estudo revelaram atividades moduladoras em 6rgéos linféides, células do sistema

imune e células endoteliais.
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O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da
UFAL (Licenga n°® 028370/2010-07).

4.2 Processamento histolégico

Para analise histolégica, 3 feridas por grupo, foram analisadas. Apds os
tratamentos, as feridas cicatrizadas foram removidos, sendo alguns espécimes
congelados em tissue TEK (que foram reservados para a imunofluorescéncia) e
outras fixadas, em liquido de Bouin, por no maximo 36 horas para as analises
histolégicas. Apoés fixagao, ocorrida em temperatura ambiente, os espécimes foram
conservados e clarificados em sucessivos banhos em alcool 70% para retirar o
excesso de fixador. Seguidamente, os fragmentos de pele foram desidratados em
concentragdes crescentes de alcool etilico, diafanizados pelo xilol, impregnados e
incluidos em parafina. Posteriormente, cortes de 5 ym foram obtidos a partir de uma
navalha de ago no microtomo. Os cortes foram distendidos em agua previamente
aquecida, aderidos em lamina histolégica untada com albumina de Mayer em chapa

quente a 30° C.

Figura 6 - Modelo da area de ferimento no dorso de camundongo.

Camundongo Swiss apresentando a area de ferimento logo apds a injuria, onde observa-se a
exposicao da fascia muscular dorsal. Procedimento realizado com auxilio de um anel circular metalico
com 1cm de didametro.

4.3 Técnicas de coloragao

Os fragmentos de pele apresentam-se incolores apds a microtomia, assim a

coloracgao visa contrastar as estruturas teciduais. Para este propdsito utilizou-se a
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coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) para evidenciar os aspectos histo-
morfologicos da pele em diferentes estagios de cicatrizagao de ferida.

Em sintese, os cortes foram desparafinados em trés banhos sucessivos de
xilol, hidratados em concentragbes decrescentes de alcool etilico e agua destilada.
Apds, as laminas foram imersas em solu¢cdo de hematoxilina, o excesso retirado em
agua corrente e, em seguida colocadas em uma solugédo acida de eosina.
Posteriormente os cortes foram desidratados em concentracbes crescentes de
alcool etilico e diafanizados pelo xilol para posterior montagem.

Para analisar a expressao de colageno total na area da cicatrizagao utilizou-
se o kit de coloragdo tricrobmico de Masson. Resumidamente, os cortes foram
desparafinados em trés banhos sucessivos de xilol, hidratados em concentracbes
decrescentes de alcool etilico e agua destilada. Apds, as laminas foram imersas em
solucdo de hematoxilina, coradas em uma solugdo acida de Biebrich-fucsina,
tratadas em acido fosfotungstico e coradas em azul de anilina. Em seguida, os
cortes foram desidratados em alcool etilico, diafanizados em xilol para posterior

montagem. Os espécimes foram analisados utilizando o microscépio de luz.

4.4 Imunohistoquimica

Os imunoensaios foram realizados em cortes histolégicos congelados de 5

Mm de espessura, distendidos em laminas de vidro.

4.4.1 Imunoperoxidase

O ensaio foi utilizado para evidenciar a molécula de adesdo CD31/
PECAM-1presente em células endoteliais nos cortes histologicos. Para isso, foi
utilizado o protocolo padrdo de estreptavidina-biotina-peroxidase, sugerido pelo
fabricante (BD Biosciences). Resumidamente, os cortes foram fixados em acetona
(P.A.), re-hidratados em PBS, e a atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada
em solu¢cdo de H,0, a 0,3% (diluida em PBS) por 10 minutos. Os cortes foram
lavados e entdo expostos a uma solugéo, contendo 10% de SBF, para bloqueio das
ligacbes nao especificas durante 40 minutos. Apds lavagem, as espécimes foram

cuidadosamente expostas ao anticorpo primario monoclonal CD31, na proporc¢éo de

35



1:100, por 60 minutos. Apds esse tempo, os espécimes foram lavados e,
entdo, expostos ao anticorpo secundario biotinilado, na concentragao de 10 ug/mL
por 30 minutos. Seguidamente, uma solugcdo de peroxidase-estreptavidina foi
aplicada junto aos cortes e incubadas por 30 minutos. Apds lavagem, a marcagéao foi
revelada com o cromégeno diaminobenzidina (DAB), por 7 a 10 minutos, tendo
como substrato o peréxido de hidrogénio. Apds a revelagado, as laminas foram
contra-coradas com hematoxilina, por 60 segundos, desidratadas em concentragcoes
crescentes de alcool etilico, diafanizadas em xilol e montadas. Como controle
negativo, foi omitido o anticorpo primario para avaliar a presenca de possivel reagao
de interferéncia entre as células e o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase.

Apds a coloragdo, os vasos sanguineos foram evidenciados pela cor

acastanhada em contraste com um fundo discretamente azulado.

4.4.2 Imunofluorescéncia

O método foi utilizado para avaliar a deposi¢gdo do colageno tipo I. Os
espécimes congelados foram submetidos ao ensaio de imunofluorescéncia indireta
como descrito previamente (SMANIOTTO et al., 2005). Resumidamente, os
espécimes foram lavados com PBS seguido da incubagdo com BSA a 0,1%. Os
tecidos foram incubados com anticorpo primario para a cadeia alfa do colageno tipo |
por 60 minutos, em temperatura ambiente, lavados com PBS, e expostos ao
anticorpo secundario GAR-FITC por 30 minutos. As laminas foram analisadas com

microscopio de fluorescéncia.

4.5 Captura de imagem e quantificagao do CD31 e colageno tipo |

Imagens digitais das imunoperoxidases foram capturadas de forma
padronizada, utilizando-se, para tanto, um microscépio de luz equipado com uma
camera digital (10.1 megapixels). O procedimento compreendeu, inicialmente, uma
varredura por toda a area da pele para posterior captura de imagem utilizando a
objetiva de 20X. Foram escolhidos, pelo menos, 10 campos por animal.

Apos obtencao das fotomicrografias, a analise quantitativa da reatividade do
CD31 foi realizada através do Image J 1.45 para Mac OS X (NIH, USA). Apés ajustar
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0 programa para o reconhecimento da cor relativa as estruturas de interesse (os
vasos sanguineos) o programa realizou a determinagao do percentual de superficie
do campo analisado. Para tanto, realizou o calculo da densidade de area, que era
definida pelo quociente entre a area ocupada pela microvasculatura e a area total do
campo analisado.

Para a analise quantitativa da intensidade de fluorescéncia do colageno tipo I,
foram obtidas fotomicrografias e quantificadas pelo Image J, transformando a
coloracao especifica em pixels e dividindo o numero total de pixels pela area

analisada, obtendo o numero de pixels/um?2.

4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o teste t de Student para
determinar a significancia estatistica entre os grupos de tratamento e o controle.
Além disso, foi utilizado o ANOVA seguido do pos-teste de Dunnet’s. Os valores
foram apresentados pela média + erro padrdo da média (EPM) e considerados
significativos quando p < 0,05. Para tabulagdo dos resultados foi utilizado o
programa Numbers® (Apple Inc., California, CA, USA) e analise estatistica o Graph
Pad Prism® 5.0 (San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 O hormoénio do crescimento acelerou o fechamento de feridas cutaneas em

camundongos.

Inicialmente foi avaliada macroscopicamente a progressao do fechamento de
feridas em camundongos adultos tratados topicamente com GH, durante 14 dias
ininterruptos. Animais tratados com bepantol ou somente com PBS serviram como
controles.

Na avaliagdo macroscopica das feridas observou-se edema, hiperemia e
formagdo de uma crosta, em todos os grupos, que persistiu durante a primeira
semana de tratamento. Os animais mantiveram-se saudaveis e apresentaram
caracteristicas de cicatrizagao sem evidéncias macroscoépicas de infecgao.

As analises das fotografias (Figura 7A) mostraram que os animais tratados
topicamente com GH, independente da concentragdo utilizada, sofreram uma
aceleracao no processo de reparo tecidual, em todos os tempos analisados. Quando
foi avaliado o percentual de contragao das feridas ao longo do tempo constatou-se
um efeito estatisticamente significativo quando comparados ao controle PBS, sendo
o tratamento com GH 10™7 M mais eficaz que o GH 107® M (Figura 7B).

Além disso, verificou-se que o tratamento com GH teve um resultado similar
ao grupo dos animais que foram tratados com bepantol. No entanto, observou-se
que o tratamento com bepantol acelerou o processo de cicatrizagdo, em relagao ao
grupo que recebeu PBS, apenas nos primeiros dias apos a injuria, ndo sendo mais
observado este efeito apds a primeira semana de tratamento.

Essa avaliacado preliminar permitiu concluir que o tratamento topico com GH
demonstrou um melhor desempenho, quando comparado aos controles, por ter
apresentado maior percentual de contracdo da area das feridas durante todas as

fases do processo de cicatrizagao.
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Figura 7 - Efeito téopico do GH no fechamento de feridas na pele de
camundongos
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Cicatrizagao de feridas cutaneas com 1cm de diametro em camundongos expostos ao GH, bepantol
ou PBS, durante 14 dias de tratamento. Uma ferida foi gerada em cada camundongo. (A) Fotografias
representativas dos grupos controle (PBS), GH10® M, GH 107’M e bepantol, nos dias 1, 3, 7 e 14
apos incisdes e tratamento topico. Area da ferida em processo de cicatrizagao tecidual € mostrada no
grafico (B). Os dados sdo expressos como média + EPM em relagdo a area ferida no dia 1. As
diferencas estatisticas foram detectadas por meio do ANOVA seguido do Dunnet’s test. (a) = PBS vs.
GH 1078 M; (b)=PBS vs. GH 107’M; (c)= PBS vs. Bepantol; (a,b,c) equivalem ao valor de p<0,05.
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5.2. O horménio do crescimento antecipou o recrutamento de células
inflamatérias em feridas cutaneas de camundongos apés o terceiro dia de

tratamento topico.

Considerando que o tratamento com GH acelerou o o fechamento da lesao
cutanea, tornou-se interessante analisar, microscopicamente, o seu efeito durante as
trés fases da cicatrizacao.

Os eventos iniciais do reparo tecidual em camundongos durante a fase
inflamatoria, ap6s o terceiro dia de injuria (Figura 8), observou-se a destruigao
tecidual com infiltrado inflamatério moderado e a presenca de um tecido de
consisténcia muito frouxa. Notou-se ainda, a presenca de uma crosta na superficie
da injuria no tecido de granulagao.

Como observado na figura 8B (do grupo PBS), na area correspondente ao
tecido de granulagdo, foi evidenciada a presenga de células inflamatérias,
caracterizadas por um perfil celular mais arredondado, e de fibroblastos, constituido
por um padrao celular mais fusiforme.

No que se refere aos grupos de tratamento, observou-se que os animais
tratados com GH, independente da concentragdo administrada, obtiveram resultados
similares. Fotomicrografias representativas desses tratamentos sdo mostradas nas
figuras 8 C e D. Na andlise, observou-se qualitativamente que o tratamento com GH
acelerou a chegada de células inflamatoérias apds o terceiro dia, quando comparado
ao grupo que recebeu PBS (Figura 8 B). Além disso, foi verificada a presencga de
vasos sanguineos, de fibroblastos e de uma crosta marcadamente corada na
superficie da injuria.

Nao foram realizadas analises histolégicas do grupo tratado com bepantol,
uma vez que estes animais foram utilizados somente para as avaliagdes
macroscopicas, e assim verificar a eficiéncia do tratamento com GH no fechamento

de feridas cutaneas.
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Figura 8 - Efeito do horménio do crescimento no recrutamento inflamatério em
feridas cutaneas.

PBS

GH

Fotomicrografias de cortes parafinados do tecido de reparacdo da pele provenientes de animal do
grupo controle e tratado com GH, apds o terceiro dia da injuria e tratamento. Nota-se a presenca de
células inflamatdrias e de fibroblastos em todos os grupos analisados. No que se refere ao grupo de
tratamento, nota-se que o tratamento com GH acelerou a chegada de células inflamatdrias apés o
terceiro dia de tratamento quando comparado ao grupo controle. A e C, aumento de 200x e B e D,
aumento de 400x. Coloragdo H&E. Fotomicrografias representativas dos cortes seriados. C=crosta;
*= Infiltrado; V= vaso sanguineo.

41



5.3. O recrutamento celular e a deposi¢cao de colageno foram acelerados em

reposta ao GH na formacgao de tecido de granulagao

Apods o sétimo dia de injuria, foi observado uma série de eventos celulares
que foram desencadeados desde o inicio da injuria. Durante este tempo, notou-se a
presencga de queratindcitos em intensa atividade mitotica e migragao, bem como, a
formagao de um tecido de consisténcia granulosa, constituido por células e MEC.

No que se refere a epiderme (Figura 9), o grupo controle apresentou uma
estreita camada de células epiteliais na regido de lesdo. Os grupos que receberam
tratamentos com GH apresentaram uma epiderme um pouco mais estratificada
quando comparado com o grupo controle, sendo esse fendbmeno observado em
maior evidéncia, no grupo tratado com GH na concentracdo de 10"® M. Acima da
epiderme foi possivel ainda notar a presenga da crosta, formada na fase
inflamatadria, em todos os grupos analisados.

Na regiao da derme foram observadas as caracteristicas do tecido de
granulacao formado nos trés grupos (Figura 9). Quando comparados os grupos que
receberam tratamento topico com GH ao grupo controle que recebeu apenas PBS,
verificou-se a presenca de um infiltrado celular, constituido por células inflamatdrias
e fibroblastos difusos em toda a regido de granulagdo. Entretanto, no grupo controle,
esse infiltrado encontrou-se concentrado na regido periférica da injuria. Diante
desses dados, percebeu-se que o GH acelerou a migracao e proliferacdo destas
células na primeira semana de tratamento.

Durante a formagdo do tecido de granulagdo, os fibroblastos sintetizam
proteinas de MEC, principalmente colageno, que sustenta as células recrutadas e
forma a base de construcdo deste novo tecido. O tratamento com GH aumentou a
deposigao de colageno total durante a formagéo do tecido de granulagdo conforme
mostrado na figura 10. Sobre a deposicdo desta proteina nos grupos analisados,
verificou-se uma maior deposi¢ao no grupo que recebeu GH na concentracédo de
10~® M seguido do tratamento com GH 10”7 M. Notou-se, ainda, que a organizac&o
do colageno segue o mesmo padrdo visto no recrutamento celular: difuso nos
grupos que foram tratados com GH, enquanto que no grupo controle a deposigéo foi

restrita na regiao periférica.
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O ensaio de imunofluorescéncia foi utilizado para evidenciar a expressédo do
colageno tipo I. Foi constatado, pela analise qualitativa, que o tratamento tépico com
GH aumentou a deposicao de colageno tipo | em feridas cutdneas de camundongos,
na primeira semana de tratamento (Figura 11A). A quantificagdo da intensidade de
fluorescéncia, conforme observado na figura 11B, confirmou que os tratamentos com
GH, em ambas as concentracdes, foi capaz de aumentar de forma significativa a
deposig¢ao de colageno tipo I. Ainda, esse efeito foi mais evidente na concentragéo

de 1078M.
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Figura 9 - Efeitos do GH na formagao de tecido de granulagao na pele de
camundongos.

Fotomicrografias representativas dos cortes seriados do tecido de reparagéo da pele provenientes de
animal tratados topicamente com PBS (A, B), GH 108 M (C, D) ou GH 1077 M (E,F) apds o sétimo
dia da injuria e tratamento. Observa-se, em todos os grupos analisados, um infiltrado celular na area
do tecido de granulagéo e o processo de re-epitelizagdo das feridas. No grupo controle, nota-se que o
infiltrado é restrito nas bordas das feridas, enquanto que nos grupos de tratamento com GH o
infiltrado € intenso e difuso em todo o tecido formado. As fotomicrografias A, C e E apresentam
aumento de 100x e as fotomicrografias B, D e F apresentam aumento de 200x. Coloragao H&E. TG =
Tecido de Granulacao; E = Epiderme; * = Crosta.
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Figura 10 - Efeito do tratamento téopico com GH na deposi¢cao de colageno na
fase de granulagao.

A

Fotomicrografias representativas dos cortes seriados do tecido de reparagéo da pele provenientes de
animais tratados topicamente com PBS (A), GH 107’M (B) e GH 108 M (C), ap6s o sétimo dia da
injuria e tratamento, evidenciando a deposicéo de colageno total na ferida. A presenca desta proteina
€ visualizada pela coloragdo azulada. Nota-se uma maior deposicao de colageno nos grupos de
tratamento com GH quando comparado ao grupo controle. As fotomicrografias sdo visualizadas no
aumento de 200x. Coloragao tricromico de Masson.
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Figura 11 - Efeito do GH na deposig¢ao de Colageno tipo | na fase de tecido de
granulagao.
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Fotomicrografias de cortes congelados do tecido de reparagcédo provenientes dos animais tratados
topicamente com PBS (A), GH 108 M (B) e GH 10”7 M (C), apds o sétimo dia de injuria e tratamento
que foram submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia. As fotomicrografias s&o visualizadas no
aumento de 200 vezes. (D) Grafico obtido da quantificacdo dos pixels dos grupos analisados.
Observa-se que o tratamento com GH, independentemente da concentracédo utilizada, aumenta a
expresséo de colageno I. As barras representam a média + EPM da intensidade de fluorescéncia. A
anélise estatistica foi feita com o teste t. *= p < 0,05 (GH 10”’"M e GH 10® M Vs. PBS).
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5.4 O GH acelerou a remodelagao do tecido de granulagao e a re-epitelizagao.

Para avaliar o efeito do tratamento tépico do GH no remodelamento dos
tecidos que sofrem injuria, camundongos foram tratados durante 14 dias
ininterruptos.

Apds o 14° dia de tratamento todos os animais analisados apresentaram a
epiderme regenerada. Histologicamente, foi constatado diferengcas nas regides de
epiderme e derme em todos os animais tratados com GH quando comparados ao
grupo controle PBS.

Como observado na figura 12, as fotomicrografias do grupo controle
mostraram que a epiderme encontrou-se totalmente regenerada e constituida por
um epitélio espesso e estratificado (Figura 12 A), consistindo de células epiteliais
notavelmente ativas, caracteristica observada pela forte coloragao de seus nucleos.
Ainda na epiderme, notou-se uma fina camada cérnea (Figura 12 B). A derme
encontrou-se constituida por um infiltrado celular difuso e denso indicando uma
atividade inflamatdria e/ou remodeladora na area recém formada (Figura 12 A/B).
Um ponto importante que merece destaque na epiderme sado as estratificagdes de
camadas epiteliais. Notou-se uma diferenca entre a area recém reepitelizada em
relacdo a area que nao sofreu injuria: o numero de camadas epiteliais aumentou e
seu ponto mais alto correlacionou-se com o centro da area injuriada. Nao foi
observado, no tempo analisado, uma diferenciagdo das regides de derme papilar e
reticular, conforme a maturagcado e a espessura das fibras colagenas. Além disso,
uma desorganizagao das fibras de MEC e presenca elevada de vasos sanguineos
também foi evidente.

Resultados similares foram observados entre os animais tratados com GH.
Nas figuras 13 e 14, referentes aos tratamentos com GH nas concentragdes de 1078
e 1077 M respectivamente, observou-se uma epiderme totalmente regenerada e
constituida por um epitélio com poucas estratificacdes e muito semelhante ao
verificado na regido da pele que nao foi afetada (13 e 14A - regides laterais da
imagem). Foi observado a presenga de uma camada cornea na regidao da area

recém cicatrizada. A derme encontrou-se constituida por um infiltrado celular difuso
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muito leve, indicando que o processo inflamatdrio ja foi atenuado. Pode-se notar
uma deposicado de MEC muito proximo do estado da pele normal, pois evidenciou
uma disposicao regular e mais uniforme do colageno.

No 14° dias apds a injuria, também foi avaliado a deposi¢ao de colageno nos
diferentes grupos estudados. Para isso, cortes micrométricos foram obtidos e
corados com tricromico de Masson.

Conforme mostrado na figura 15, o colageno, principal componente de MEC
no tecido de granulagéo, apresentou-se difuso em todas as regides analisadas, no
entanto, a sua presenca foi evidente nas regides laterais do tecido de granulacgao.
Além disso, as fibras mais espessas, ou maduras, também foram localizadas nestas
regides laterais, indicando o direcionamento e dindmica do processo de cicatrizagao
de feridas. As diferengcas na deposigdo do colageno pode ser observado na figura
15B, comparando a regiao nao afetada (a esquerda, fracamente corada em azul)
com a area afetada (a direita, fortemente corada em azul). Como demonstrado na
figura 15C, o colageno foi pouco visualizado na regido central do tecido, apesar de,
nesta regido, encontrou-se uma grande populagao de células imunitarias e proprias
do tecido conjuntivo.

As fotomicrografias representativas dos grupos tratados com GH nas
concentragbes de 10™® M (Figura 16) e 1077 M (Figura 17) mostram as fibras
colagenas difusas em toda a regido do tecido de granulagéo (Figuras 16A e 17A),
mas, foi predominantemente expressa nas regides laterais da area cicatrizada no
grupo tratado com 10~® M (Figuras 16 B/C), enquanto que no grupo tratado com 107’
M a deposi¢cdo do colageno encontrou-se mais homogénea (Figuras 17 B/C). A
analise destes espécimes, permitiu demonstrar o amadurecimento do colageno de
acordo com as diferentes tonalidades do azul. Neste sentido, notou-se que o GH
aumentou a expressao e acelerou a deposigao de colageno durante o processo de
reparo tecidual em até 14 dias. A figura 17C, evidenciou, com bastante clareza, que
estas fibras foram fortemente coradas indicando um alto amadurecimento do
colageno que fortalece a nova regiao cicatrizada.

Através da técnica de imunoflourescéncia com anticorpo especifico para o
colageno tipo I, conforme representado na figura 18A, observou-se uma maior
deposigao do colageno nos grupos tratados com GH quando comparado ao grupo

controle PBS. A quantificagdo da intensidade de fluorescéncia, conforme observado

48



na figura 18B, confirmou que os tratamentos com GH, em ambas as concentragdes,

foi capaz de aumentar de forma significativa a deposigéao de colageno tipo I.
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Figura 12. Aspectos morfolégicos da fase de remodelamento na pele de
camundongos que recebeu PBS.

Fotomicrografias representativas dos cortes seriados do tecido de reparagéo da pele provenientes de
animal que recebeu PBS apds o 14° dia da injuria e tratamento. As fotomicrografias evidenciam os
aspectos gerais da fase de remodelamento. Nota-se, um infiltrado celular intenso na derme e a
epiderme apresentando varias estratificagcdes. As fotomicrografias apresentam aumento de 40x, 200x
e 400x respectivamente. Coloragdo H&E. D = derme; E = epiderme
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Figura 13 - Efeitos do tratamento tépico com GH 10" M na remodelagio do
reparo tecidual na pele de camundongo.

A

Fotomicrografias representativas dos cortes seriados do tecido de reparagéo da pele provenientes de
animal tratado topicamente com GH na concentragdo de 108 M, apés o 14° dia de tratamento. As
fotomicrografias evidenciam os aspectos gerais da fase de remodelamento. Nota-se, um infiltrado
celular muito discreto com algumas figuras de foliolos pilosos na derme. A epiderme é formada por
um epitélio estratificado muito semelhante ao da epiderme que nao sofreu injuria (asterisco). As
fotomicrografias apresentam aumento de 40x, 200x e 400x, respectivamente. Coloragdo H&E. E =
epiderme; D = derme.
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Figura 14. Efeitos do tratamento tépico com GH 10”7 M na remodelamento do
reparo tecidual na pele de camundongos.

Fotomicrografias representativas dos cortes seriados do tecido de reparagéo da pele provenientes de
animal tratado topicamente com GH na concentracdo de 10™’M, ap6s o 14° dia de tratamento. As
fotomicrografias evidenciam os aspectos gerais da fase de remodelamento. Nota-se, um infiltrado
celular moderado na derme. A epiderme é formada por um epitélio um pouco mais estratificado em
relacdo a epiderme que nao sofreu injuria. As fotomicrografias apresentam aumento de 40x, 200x e
400x, respectivamente. Coloragdo H&E. E = epiderme; D = derme.
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Figura 15 - Aspectos da deposicao de colageno na fase de remodelamento na
pele de camundongos que recebeu PBS.

Fotomicrografias representativas dos cortes seriados do tecido de reparagéo da pele provenientes de
animal do grupo que recebeu PBS apds o 14° dia depois da injuria. As fotomicrografias evidenciam a
deposicao de colageno total no tecido de granulacéo. Nota-se, uma deposi¢cao de coldgeno discreta e
restrita apenas as bordas do tecido de reparagado. *= fragmento de pele que nao sofreu injuria. As
fotomicrografias apresentam aumento de 40x, 200x e 400x, respectivamente. Coloragao tricrémico de

Masson.
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Figura 16 - Efeitos do tratamento tépico com GH 10™3M na deposigio de
colageno na fase de remodelamento.

A

Fotomicrografias representativas dos cortes seriados do tecido de reparagéo da pele provenientes de
animal tratado topicamente com GH na concentracdo de 10™® M apds o 14° dia da injuria e
tratamento. As fotomicrografias evidenciam a deposi¢cao de colageno total no tecido de granulagéo.
Nota-se, uma deposigcdo de colageno intensa e difusa por tecido de granulagédo. As fotomicrografias
apresentam aumento de 40x, 200x e 400x, respectivamente. Coloragao tricromo de Masson.
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Figura 17 - Efeitos do tratamento tépico com GH 10~ ’M na deposigdo de
colageno na fase de remodelamento.

A

Fotomicrografias representativas dos cortes seriados do tecido de reparagéo da pele provenientes de
animal tratado topicamente com GH na concentracdo de 10”’M apéds o 14° dia da injuria e tratamento.
As fotomicrografias evidenciam a deposigao de colageno total no tecido de granulagéo. Nota-se, uma
deposicdo de colageno moderada e difusa no tecido de granulagdo. * = fragmento de pele que nao
sofreu injuria. As fotomicrografias apresentam aumento de 40x, 200x e 400x, respectivamente.

Coloragao tricromico de Masson.
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Figura 18 - Efeitos do tratamento téopico com GH na deposi¢ao de colageno
tipo | na fase de remodelagao.
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Fotomicrografias de cortes congelados do tecido de reparacdo da pele provenientes de animal
tratados topicamente com PBS (A), GH 1078 M (B) e GH 107 M (C), apds o 14° dia da injuria e
tratamento que foram submetidos ao ensaio de imunofluorescéncia. Observa-se que o tratamento
com GH aumenta a expressao de colageno tipo I. As fotomicrografias sdo visualizadas no aumento
de 200x. (D) Grafico obtido da quantificagcdo em pixels da intensidade de fluorescéncia dos grupos
analisados. Barras representam a média + EPM da intensidade de fluorescéncia. A analise estatistica
foi feita com o teste t. *=p < 0,05 (GH 10® e 107’M vs. PBS).
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5.5 O GH promoveu a angiogénese durante a fase de tecido de granulagao e
remodelamento.

A formacdo de novos vasos sanguineos € um processo necessario para
manter o ambiente de cicatrizagao de feridas. Sdo através destas estruturas, que as
células e produtos soluveis, chegam até o local da ferida interferindo em suas fases.
Neste estudo foi observado que o GH acelerou o recrutamento de células
inflamatdrias no reparo tissular, bem como, na biologia do fibroblasto (uma célula
importante para formacao do tecido de granulagédo). Sabendo-se que estes eventos
estao relacionados ao suprimento sanguineo derivado da rede vascular, analisou-se
o efeito topico do GH na angiogénese no 7° e 14° dia apds o tratamento.

Para este propédsito, espécimes foram obtidos a partir de amostras
congeladas da pele. Fragmentos micrométricos foram expostos ao anticorpo
primario especifico para a molécula CD31. Um fragmento da pele de um animal que
ndo sofreu injuria, demonstrado na figura 19, foram visualizados os vasos
sanguineos, com coloragdo acastanhada sobre um fundo discretamente palido,
dispersos por toda a regido da derme.

Conforme observado na figura 20, o GH na concentragéo de 10~’M, apds o
sétimo dia de tratamento, promoveu um aumento no numero de vasos sanguineos,
na regidao de tecido de granulagdo quando comparado ao grupo controle. No
entanto, neste mesmo periodo de tratamento, o GH na concentragéo de 10"*M nao
foi capaz de alterar o numero de vasos quando comparado ao grupo controle.

Além disso, ao final do processo de reparo tecidual, o GH manteve o seu
efeito pro-angiogénico, preservando os vasos sanguineos da regido remodelada.
Notou-se, portanto, que o tratamento com GH, independente da concentragao
utilizada, apresentou aumento estatisticamente significante no numero de vasos na

derme quando comparado ao grupo controle.
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Figura 19 - Aspectos vasculares da pele normal de camundongo.

Fotomicrografia obtida apds a imunohistoquimica para marcagdo da molécula CD31 presente no
endotélio vascular. Os vasos sanguineos podem ser visualizados na derme com coloragao
acastanhada. Aumento de 200x.
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Figura 20 - Efeitos do tratamento tépico com GH na vascularizagdo no

processo de cicatrizagao de feridas.
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Em A, fotomicrografias representativas do grupo controle e dos animais que foram tratados com GH
nas concentragdes de 10"*M e 107’M. Foram utilizados espécimes congelados do 7° e 14° dia apds a
injuria e tratamentos. A imunoperoxidase foi realizada segundo protocolo preconizado pelo proprio
fabricante, utilizando o anticorpo primario CD31. Em B, grafico obtido da quantificagdo em pixels das
areas que sofreram reatividade com o anticorpo. As barras representam a média + EPM. A analise
estatistica foi feita com o teste t. *; # equivalem ao valor de p < 0,05. Cada grupo de tratamento foi
comparado com o grupo controle (PBS) do periodo correspondente.
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6.0 DISCUSSAO

O presente estudo evidenciou efeitos positivos do tratamento tépico com GH
na cicatrizacdo de feridas cutdneas em camundongos adultos. A cicatrizagdo é
dependente de eventos celulares e moleculares complexos: como proliferagao e
migracg&o celular, apoptose e angiogénese. Estes eventos, dirigidos em grande parte
por citocinas e/ou fatores de crescimento levam as células residentes na derme a
sofrerem proliferacédo e a interagirem com outras células da area afetada, resultando
na cicatrizagao tecidual da pele (DORSET - MARTIN, 2004; BEANES et al., 2003).

Inicialmente, mostrou-se que o GH, pelo menos quando administrado por um
periodo de 14 dias, acelerou o processo de fechamento de feridas cutaneas em
camundongos. Foi observado, inclusive, que os animais que receberam GH, a partir
do 12° dia de tratamento ja apresentavam reparo tecidual completo. Esse resultado
apontou para um papel fisioldgico do GH, colocando-o como um forte candidato no
grupo das moléculas que apresentam agdes pleiotropicas em ceélulas da pele. Este
achado corrobora com investigagdes anteriores, onde foi demonstrado, apds injuria
na pele, o processo de cicatrizagao de feridas utilizando camundongos transgénicos
para o GH. Nestes animais, independente do sexo, altos niveis de GH circulante
estimulou a reepitelializagdo e a formacgao de granulagao tecidual (THOREY et al.,
2004). Além disso, outro estudo mostrou que a aplicagao sistémica do GH estimulou
a formacao de tecido de granulacdo em feridas de ratos mal-nutridos contribuindo
para o reparo tecidual (ZAIZEN et al., 1995).

Esta bem estabelecido que o GH tem acdo anabdlica, ao estimular o
crescimento tecidual; e metabdlica, alterando o fluxo, a oxidacdo e o metabolismo
dos nutrientes na circulagdo (STROBL & THOMAS, 1994). Sabe-se que o GH é
produzido, principalmente, pelas células somatotréficas da adeno-hipofise e na
circulacdo apresenta-se ligado a proteinas transportadoras especificas,
denominadas de GHPB (do inglés growth hormone binding proteins), e age nas
células-alvo através da ligagao com seu receptor transmembrana, que é responsavel
pela ativacdo quinases intracelulares (MULLER et al., 1999; BAUMANN, 1991). O
estudo de Oakes e colaboradores (1992) caracterizou e demonstrou o GHr em
fibroblastos e queratinécitos da pele humana. Além deste estudo, outro trabalho tem

evidenciado a presenca deste receptor em células adiposas, no foliculo piloso, em
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glandulas sudoriparas e na musculatura esquelética (LOBIE et al., 1990).
Baseados nestas evidéncias cientificas, foi sugerindo neste estudo que o GH
apresentou um papel direto na fungcdo de células da pele, principalmente em

fibroblastos e células epidérmicas.

O tratamento topico com GH acelerou positivamente o recrutamento de
células inflamatérias na primeira fase do processo de cicatrizacao de feridas. Foi
visto que no terceiro dia de tratamento, o infiltrado celular imunitario foi mais
evidente nos animais tratados com GH quando comparado ao grupo controle.
Segundo Inoue e colaboradores (1998) o pré-tratamento dos animais com GH
recombinante humano, em um modelo de peritonite, reduziu a contagem de
bactérias no leito peritoneal e aumentou o numero de neutréfilos exsudativos. Ainda,
NAPOLITANO e colaboradores (2002), demonstraram aumento do tecido timico em
todos os pacientes apos seis meses de tratamento com GH, e que esta mudanca no
padrao de atrofia timica foi acompanhada de um aumento no numero de linfécitos T
CD4 positivo. Nestes casos, o GH apresentou-se como um imunomodulador capaz
de restaurar e/ou estimular a fungado imunoldgica. Alteragdes no sistema imunolégico
de pacientes com deficiéncia em GH também foram descritas. Estas alteracdes
incluem reducdo da atividade das células natural killer, da sintese de anticorpos,
diminuicao do tecido timico e atraso significativo na rejeicdo de enxertos de pele
(PIERPAOLI et al., 1969; SERRI et al., 1999).

Em conjunto, os resultados listados acima, suportam a hipétese de que o
tratamento topico com GH modula o recrutamento inflamatério e a reorganizagao da
area da ferida, possibilitando assim uma aceleragao na fase de limpeza no tecido em

formacao.

O efeito do GH no recrutamento celular apés o 7° dia de tratamento, mostrou
que houve um aumento da infiltracdo celular nos animais tratados com GH em
comparagao ao grupo controle. Nestes animais, na regido de injuria, as células
inflamatorias, os fibroblastos e os miofibroblastos ocupam a area da ferida de forma
difusa, enquanto que no grupo controle, apenas foi observado essa infiltragcdo nas
bordas das feridas analisadas. Este resultado encontrado indica que o GH, direta ou
indiretamente, acelerou a migragao e o recrutamento de células, como por exemplo,

os fibroblastos.

61



Como ja foi mencionado neste estudo, o GH exerce efeitos diversos,
diretamente ou através do IGF-1, que é produzido principalmente no figado em
reposta ao GH (GREEN et al., 1985). O IGF- | € mitégeno para os queratindcitos da
epiderme (EMING et al., 1996), e além disso, este peptideo € um importante
estimulador da sintese de proteinas de MEC por fibroblastos da derme (KURODA et
al., 2001), além de estimular a proliferagcao destas células (TAVAKKOL et al., 1992).
Este compilado de informagdes, juntamente com os resultados obtidos
experimentalmente, admitiu-se que este também pode ser um mecanismo de agao

do GH na pele.

No presente estudo, avaliou-se também o efeito do GH na deposicdo de
colageno durante o processo de reparo tecidual. Este parametro foi analisado
através da coloragdo por tricrdbmico de Masson e por imunofluorescéncia para
expressao de colageno tipo |. A analise dos espécimes mostrou que o tratamento
tépico com GH, independente da concentracdo utilizada, aumenta a deposi¢ao de
colageno total no 7° e 14° apds de tratamento.Dados da literatura tem mostrado que
a produgdo de colageno, na area da ferida, representa um dos fatores mais
significativos para a recuperagdo da derme (FALANGA, 2005; MARTIN, 1997). O
colageno constitui um grupo de proteinas fibrosas encontradas em todos os animais.
Estas proteinas sdo produzidas por células do tecido conjuntivo, bem como por uma
variedade de outros tipos celulares. Cada molécula de colageno é composta por trés
cadeias polipeptidicas dispostas em tripla hélice, sendo o principal componente da
MEC perfazendo aproximadamente 25% da massa proteica total do organismo e de
modo geral, estas proteinas se dispdem num padrdo ondulado e exibem extensao
bastante variada, e tém papel fundamental na arquitetura tecidual (ALBERTS et al.,
2010; GARTNER & HIATT, 2007).

A derme intacta € composta predominantemente por colageno tipo | (80 -
90%) e por colageno tipo Il (10 - 20%). No tecido de granulagéo, o colageno tipo Il
€ aumentado 30%, enquanto que no tecido de cicatrizacdo maduro ele é reduzido a
10%. Durante o reparo tissular, a deposi¢ao de colageno tem inicio por volta do 3°
dia, atinge o maximo de deposicdo em trés a seis semanas e entra em fase de
remodelagdo. O colageno tipo Ill é inicialmente depositado, sendo substituido por
colageno tipo | a medida que ocorre maturagao do tecido cicatricial (WITTE &
BARBUL, 1997).
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Dados da literatura mostraram que roedores tratados com GH, aumentaram o
tecido de granulagdo, em modelo de injuria na pela (RASMUSSEN et al., 1995). Em
outro estudo, foi observado que o GHRH, além de sua agao hipofisaria em estimular
a secrecao do GH apresentou um papel importante na fisiologia do reparo tecidual.
Foi demonstrado in vivo, que o tratamento tépico com este peptideo estimulou a
proliferacdo de fibroblastos, elevando o numero destas células em até 80% quando
comparado ao grupo controle. Além disso, foi observado que o tratamento com
GHRH acelerou o fechamento da epiderme, estimou a diferenciacao de fibroblastos
em miofibroblastos e modulou positivamente a deposi¢cao de colageno (DIOUFA et
al., 2010).

Uma caracteristica notavel que surge com o tecido de granulagdo é a
formagao de novos vasos sanguineos. Foi observado que em 7 dias de tratamento,
o GH estimulou a formacdo de capilares e este efeito persistiu até a segunda
semana de tratamento. Este pode ser um efeito direto do GH, pois foi descrito que

este horménio € um indutor da angiogénese (THOREY et al., 2004).

A migragao celular é essencial em muitos processos fisioldgicos, tais como na
angiogenese e na cicatrizagao de feridas. Em particular, a angiogénese que envolve
uma complexa interagao entre células endoteliais e o microambiente. Sob a acao
dos estimulos angiogénicos, as células endoteliais a partir de vasos pré-existentes,
migram e proliferam para iniciarem o brotamento capilar, posteriormente se
diferenciam, assumem a forma tubular e durante o estado de maturagdo formam
uma nova lamina basal. Os tubos microvasculares se unem por anastomose e
originam a cadeia circulatoria funcional (MENDONCA et al., 2009; RISAU, 1997).

As células entoleliais expressam o receptor para o GH (THUM et al., 2007), e
Silha e colaboradores (2005) demonstraram o envolvimento deste horménio na
funcdo endotelial, principalmente no que se refere a produgdo de moduladores do
crescimento tecidual, fatores de crescimento angiogénico e mudangas na morfologia
dos vasos sanguineos. Além disso, Corbacho e colaboradores (2002) mostraram
que o GH pode estimular ou inibir varios estagios da formagao ou remodelagao de
NOvVOos vasos sanguineos, incluindo a proliferacdo de células endoteliais, a migragao
celular, a producdo de proteases e apoptose. Animais transgénicos para o GH

apresentaram aumento de vasos sanguineos no reparo tecidual (THOREY et al.,
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2004). Dessa forma, pode-se sugerir que neste estudo o tratamento tépico

com GH modulou a atividade das células endoteliais, estimulando a angiogénese.

Os resultados apresentados neste estudo, representados na figura 21,
permitem considerar que o GH atuou no mecanismo fisiolégico do reparo tecidual.
Em sintese, foi visto que o GH acelera o recrutamento inflamatério na area da
injuria. Este efeito foi importante, pois contribuiu para antecipar a deposi¢gao de MEC
no tecido de granulagao. Além disso, foi observado que nos animais tratados com o
horménio ocorreu um aumento no numero de vasos sanguineos. Esses efeitos,
imprescindiveis para que ocorra a cicatrizagao de feridas, foram observados apés o

tratamento tépico.

No que se refere ao método de administracdo do GH para se avaliar a
dinamica do reparo tissular, os estudos referem sua utilizagcdo de maneira sistémica
(STEENFOS & JANSSON, 1992; GILPIN et al., 1994; LAL et al., 2000), ou através
de animais transgénicos, ou ainda, em um modelo que simula a acromegalia
(THOREY et al., 2004). Ha quase trés décadas, varios trabalhos vém relatando os
diversos efeitos colaterais em consequéncia dos elevados niveis circulante de GH/
IGF-1 (ITUARTE et al., 1984; BRUNNER et al., 1990). Foi relatado, inclusive, que
pacientes com acromegalia, situagdo em que o IGF-1 permanece elevado, deve ser
considerada como um risco, particularmente elevado, para o desenvolvimento de
neoplasia (JENKINS et al., 2000). Além disso, foi demonstrado que a agao
estrogénica na progressao do cancer de mama esta intimamente ligado ao eixo GH/
IGF-1 (FELICE et al., 2013). Os autores demonstram que o GH pode ter efeito
importante em células cancerosas, no que se refere a proliferagao celular, e que este
efeito ndo parece esta relacionado a mudancgas nos niveis de IGF-1 e de seu
receptor. Até o momento, ndo foram encontradas evidéncias de estudos que
utilizaram o GH com este método de aplicagdo. Dessa forma, demonstrou-se, aqui,
pela primeira vez, que o GH quando administrado topicamente acelera a cicatrizagao

de feridas na pele de camundongos.
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Figura 21 - Representagao esquematica do efeito do tratamento tépico com
horménio do crescimento.
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Representagdo esquematica gerada com os resultados obtidos a partir de um estudo experimental
utilizando camundongos tratados topicamente com GH. Resumidamente, os animais sofreram uma
injuria na pele e foram tratados diariamente com GH ou veiculo (PBS) por até 14 dias. Foi observado
que o GH, quando administrado topicamente, antecipou o recrutamento inflamatério nos primeiros
dias do processo de cicatrizacdo. Esse efeito, influenciou no adiantamento da deposi¢ao de colageno,
no leito da ferida. Além disso, também foi observado que o GH aumenta o nimero de vasos
sanguineos na regiao de injuria em todos os tempos analisados, contribuindo para uma melhor troca
de gases e entrega de nutrientes, fatores de crescimento e citocinas.
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7.0 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho sustentam a hipotese de que o
tratamento com GH possui efeitos importantes na fisiologia da pele. Em concluséo,

os achados demonstram que o tratamento topico com GH:

A) Acelera o fechamento de feridas cutdneas em camundongos;

B) Atua no recrutamento inflamatorio, antecipando a fase inflamatoria do
reparo tecidual;

C) Atua em queratindcitos e fibroblastos, acelerando a reepitelializagdo e a
deposigao de colageno ;

D) Estimula a angiogénese durante a formag¢do do tecido de granulacdo e

remodelacao tecidual.

Para maior compreensao dos resultados aqui apresentados e buscando
aprofundar o conhecimento sobre os efeitos tépicos do GH no reparo tecidual,
pretende-se dar continuidade a este estudo com a avaliagdo dos mecanismos

moleculares sob influéncia deste hormonio.
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