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RESUMO

A pele € um 6rgdo complexo que recobre toda a superficie do corpo. Esse 6rgao
constitui um sistema sofisticado que envolve processos quimico-fisicos elaborados,
principalmente quando acometida por lesfes, originando um processo de cicatrizacao.
Neste contexto, os fibroblastos presentes na derme sdo células essenciais no reparo
tecidual. Existem evidéncias consideraveis sugerindo que o hormonio do crescimento
(GH) tem efeito positivo na cicatrizacdo de feridas. No presente estudo buscou-se
investigar os efeitos do GH em fibroblastos dérmicos de cultura primaria. Para isso,
foram utilizados camundongos machos com 6 meses da linhagem Swiss (CEUA/UFAL
No 51/2014). Foi realizado o isolamento dos fibroblastos a partir da derme de
camundongos, determinando suas condi¢cfes de cultivo. Realizou-se citometria de
fluxo para avaliar a presenca de contaminantes na cultura celular obtida. Observou-
se os aspectos morfolégicos e a proliferacao dos fibroblastos. A producgéo de colageno
tipo I, Ill e laminina foram analisados por imunofluorescéncia. Posteriormente, os
fibroblastos foram tratados ou ndo com GH na concentracdo de 100 ng/mL, por 24
horas. A proliferacéo e o ciclo celular foram avaliados utilizando a contagem de células
e marcacao com iodeto de propidio, respectivamente. Foi avaliado a producéo das
molécula de matriz extracelular laminina, fibronectina e colageno 1, por
imunofluorescéncia. Como resultados, constatou-se que a técnica do explante foi
eficaz para a obtencéo dos fibroblastos dérmicos e por citometria de fluxo foi possivel
determinar que as células cultivadas eram, em sua maioria, fibroblastos. As células
apresentaram heterogeneidade morfolégica e capacidade proliferativa. Ainda, os
fibroblastos produzem moléculas de matriz extracelular, colageno tipo | e laminina.
Entretanto, ndo foi observada a producdo de colageno tipo Il pelos fibroblastos
dérmicos. Quando as células foram tratadas com o hormdnio, verificou-se que o GH
aumentou significativamente o nimero de fibroblastos ap6s o tratamento por 24 horas
guando comparado ao controle, assim como manteve a sincronizacao do ciclo celular.
O GH foi capaz de aumentar a producéo de laminina pelos fibroblastos, porém, nédo
teve acdo significativa na producéo de fibronectina e colageno tipo |. Estes dados
mostram in vitro que o GH exerce um efeito sobre a resposta bioldgica dos fibroblastos,
fortalecendo a hipétese de que este hormdnio apresenta um efeito positivo na
cicatrizacéo de feridas.

Palavras-chaves: Fibroblastos; hormonio do crescimento; cicatrizacdo de feridas.
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1. INTRODUCAO

A pele é um 6rgdo complexo que recobre toda a superficie do corpo e é
responsavel por cerca de 15% do peso total do corpo do adulto. Este 6rgéo € dividido
em duas camadas, a epiderme e a derme. A epiderme € uma estrutura avascular,
constituida de epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. A derme é uma
camada bastante vascularizada e composta por tecido conjuntivo, apresentando
diversos tipos celulares, como macrofagos, leucocitos e os fibroblastos. Este 6rgéo
constitui um sistema complexo que envolve processos quimico-fisicos elaborados,
principalmente quando acometida por lesdes, originando um processo de
cicatrizacdo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017; CAMPOS et al, 2007;
GANTWERKER e HOM, 2011).

A cicatrizacdo da ferida é um processo altamente organizado que leva a
restauracdo da integridade e das funcgdes. A lesédo tecidual é o estimulo inicial para
gue ocorra 0 processo cicatricial. Este processo é comumente dividido em fases
sucessivas, mas sobrepostas, a fase inflamatéria, a fase proliferativa e fase de
remodelamento (BALBINO et al, 2005; YANG et al, 2019).

A fase inflamatoria inicia-se logo apds a ocorréncia da lesdo, com a liberacao
de substancias vasoconstritoras pelas membranas celulares. Nesta ocasido, o
endotélio lesado e as plaquetas estimulam uma cascata de coagulacdo, liberando
granulos que contém diversos fatores de crescimento, atraindo assim, neutréfilos
para o local da ferida. Outra célula importante nessa fase € o0 macrofago, que
contribui com a secrecéo de citocinas e fatores de crescimento, além de contribuirem
na angiogénese, e sintese de matriz extracelular. A fase proliferativa é constituida
por quatro etapas fundamentais: epitelizacdo, angiogénese, formacao de tecido de
granulacdo e deposicao de colageno. Nessa etapa, os fibroblastos e o endotélio
atuam de forma intensa. Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para o local da
ferida, séo ativados, comecam a produzir colageno tipo | e a diferenciarem-se em
miofibroblastos, promovendo assim a contracéo da ferida. A remodelacao € a ultima
e mais longa fase da cicatrizacdo. Nessa fase, ocorre uma degradacéo do colageno
depositado na fase proliferativa e um colageno mais espesso € produzido, sendo
este depositado de forma mais organizada (CAMPOS et al, 2007; BROUGHTON et
al., 2006; ROUSSELLE et al., 2018).
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Os fibroblastos sé@o células importantes durante a cicatrizagdo saudavel,
estando presente desde a fase inflamatoria tardia até a reepitelizagdo completa.
Essas células séo responsaveis pela producdo e deposicdo de matriz extracelular,
producdo de substancias sollveis e pelo remodelamento da matriz extracelular.
Outra caracteristica fundamental dos fibroblastos na cicatrizacdo € a sua capacidade
de se diferenciar em miofibroblasto, estes promovem a contracdo da ferida
(MEDEIROS et al, 2016; BAINBRIDGE, 2013).

Véarios fatores de crescimento Sao0 essenciais para 0S processos acima
mencionados. Dentre eles, o hormoénio do crescimento (GH) que promove a divisdo
celular, a regeneracao e o crescimento. Existem evidéncias consideraveis sugerindo
gue este horménio tem efeito positivo na cicatrizacao de feridas (KIM et al., 2009;
LEE et al., 2010; MESSIAS DE LIMA et al., 2017a).

Com base no efeito deste hormoénio sobre a cicatrizagdo de feridas e na
importancia dos fibroblastos neste processo, tem-se despertado o0 interesse no
estudo in vitro dos efeitos do GH na biologia de fibroblastos dérmicos.

11



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:
Avaliar os efeitos do hormdnio do crescimento em fibroblastos de cultura primaria

obtidos da derme de camundongos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
» lIsolar fibroblastos a partir da derme de camundongos;
» Determinar as condi¢cdes para o cultivo dos fibroblastos isolados da derme de
camundongos;
Avaliar a morfologia dos fibroblastos isolados da derme de camundongos;
Avaliar a capacidade funcional dos fibroblastos;

Avaliar a proliferacdo de fibroblastos ap6s o tratamento com GH;

YV V VYV V

Avaliar a producdo de moléculas de matriz extracelular por fibroblastos apos o

tratamento com GH.

12



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pele

A pele é um 6rgdo complexo que recobre toda a superficie corporal, sendo
continua com as mucosas que recobrem os orificios do corpo. Representa cerca de
15% do peso de um adulto, €, portanto, considerada o maior 6rgdo do corpo humano.
Tem aspecto, estrutura e fungdes variaveis, de acordo com a regido do corpo, sendo
um orgao multifuncional. A pele apresenta diversas funcfes importantes, como:
protecdo contra agressdes externos, perda de agua, invasao de microrganismos e
radiacao ultravioleta. Além disso, a pele exerce uma importante fungdo na percepgéo
sensorial (tato, pressédo, dor e calor), sintese de vitamina D, termorregulacdo e na
excrecao de ions e lipidios (ATIT, 2018; CESTARI, 2012; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2017; KANITAKIS, 2002).

Histologicamente, a pele € dividida em duas camadas: a epiderme e a derme,

conforme apresentado na figura 1 (KANITAKIS, 2002).

Figura 1. Fotomicrografia evidencia as duas camadas estruturais da pele, a epi-

derme e a derme.

GSE
‘Gsu

A epiderme (E) é constituida por um epitélio de revestimento estratificado pavimentoso
gueratinizado. A derme (D) é mostrada inferior a epiderme e subdividida em papilar, mais
superior, e a reticular, mais inferior e onde as fibras colagenas sao densas e ndo modeladas.
Glandulas sebaceas (GSE) e sudoriparas (GSU) sédo vistas repousando sobre a derme.
Adaptado de Lima, 2018.

A epiderme tem sua origem embrionaria no ectoderma, enquanto a derme,
possui origem no mesoderma, estes sao interconectados pela juncao

dermoepidérmica. Nesta juncdo, estdo presentes as membranas plasmaticas das
13



células basais com seus hemidesmossomos; a lamina basal; os filamentos de
ancoragem (fibras de colageno VII), conectando os hemidesmossomos com a lamina
densa (fibras de colageno V). Todos estas estruturas contribuem para uma forte
conexao entre epiderme e derme (ZAIDE e LANIGAN, 2010).

A epiderme é a camada mais superficial da pele, sendo constituida por tecido
epitelial estratificado pavimento queratinizado, tendo varias camadas de células
justapostas e achatadas. Essa camada ndo é vascularizada, sendo 0s pequenos
vasos sanguineos presentes na derme papilar os responsaveis pela nutricdo e
oxigenacado da epiderme. Diversas células constituem a epiderme, 95% destas sdo
queratindcitos e as outras células sdo melandcitos, células de Langerhans e células
de Merkel (ZAIDI e LANIGAN, 2010).

A principal funcdo dos queratindcios é produzir a queratina. Diferentes tipos
de queratinas sao encontrados nos diferente niveis da epiderme, dependendo do seu
estagio de diferenciacdo. A constante diferenciacdo dos queratinéticos proporciona a
formacdo de uma importante barreira epidermal. Durante essa diferenciacéo
gueratinécitos passam por diferentes estagios de desenvolvimento, formando assim,
cinco distintas camadas na epiderme: a camada basal (estrato germinativo), a camada
espinhosa, a camada granulosa, a camada licida e a camada cérnea, como
observado na figura 2 (HANEL et al, 2013; KANITAKIS, 2002; ZAIDI e LANIGAN,
2010).

Figura 2. Fotomicrografia mostrando as camadas da epiderme.

o ‘eG
cL 23
- CE
R Topn s, - -
" 2 DR

Epiderme constituida por vérias camadas de queratindcitos. Dados: (CC) Camada Coérnea;
(CL) Camada Lucida; (CG) Camada Granulosa; (CE) Camada Espinhosa; (CB) Camada Ba-
sal; (DP) Derme Papilar; (DR) Derme Reticular. Adaptado de Lima, 2018.
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A camada basal ou estrato germinativo sao as células mais internas, aderidas
a membrana basal, e as Unicas células da epiderme que conseguem se dividir. Essa
camada é composta por uma Unica fileira de células, apresentando forma colunar com
grandes nucleos de coloracdo mais escuro. O componente basico do seu citoplasma
séo os filamentos de queratina que se encontram perpendicular a superficie da pele
(HWA et al, 2011; ZAIDI e LANIGAN, 2010; WONG et al, 2016).

No momento em que as células da camada basal se dividem, elas originam
a proxima camada de células, o estrato espinhoso. Essa camada apresenta filamentos
de queratina irradiados em um padrao concéntrico ao redor do nucleo e inser¢cdes de
desmossomos periféricos, unindo uma célula a outra, dando o aspecto de “espinhos”.
O numero de camadas pode varias de 4 a 10. Suas células apresentam um nucleo
oval central e o citoplasma rico em tonofilamentos. As células também apresentam
diversas organelas, que auxiliam na formacéo de queratina e na adesao intracelular
do estrato corneo (HWA et al, 2011; ZAIDE e LANIGAN, 2010).

O estrato espinhoso € seguido pela camada granulosa. Essa camada é com-
posta de 3 a 4 fileiras de células, apresentando um aspecto achatado. Possuem o
citoplasma carregado de granulos baséfilos e o ndcleo central. Esses granulos
(granulos de querato-hialina) contém proteinas que ajudam na agregacdo dos
filamentos de queratina (ZAIDE e LANIGAN, 2010; HANEL, 2013). O estrato lucido €
formado por uma zona de células achatadas, sem nucleo e com aspecto homogéne e
translicido, eosinofilico. Em sua constituicdo apresenta a eleidina, que impede a
entrada ou saida de agua. Esse é um estrato bastante fino, podendo nédo existir em
algumas éareas (CESTARI, 2012; ZAIDE e LANIGAN, 2010). A ultima camada da
epiderme é o estrato corneo, sendo assim, a camada mais superficial da pele. As
células dessa camada correspondem ao estagio final da diferenciacao célular. Estas
sdo células eusinofilicas, achatadas e com citoplasma repleto de queratina,
anucleadas e mortas que se encontram empilhadas umas sobre as outras
descamando continuamente (CESTARI, 2012, ZAIDE e LANIGAN, 2010).

Além dessas células, também é possivel encontrar na epiderme os melané-
citos, células de Langerhans e as células de Merkel. Os melandcitos séo as células
produtoras de pigmentos da epiderme, sendo encontrados na epiderme basal e foli-
culos pilosos. Nos seres humanos, a pigmentacéo da pele serve como um filtro de

radiacdo para raios ultravioletas (UV), mecanismo pelo qual diminui-se a irradiacao
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UV para os nucleos celulares, evitando assim, dano ao DNA (ZAIDE e LANIGAN,
2010; GODWIN et al, 2014). Ainda dentro da epiderme, existe uma populacao celular
mononuclear, denominada células de Langerhans. Estéo localizadas na interface com
0 ambiente externo e, como tal, sdo sentinelas multifuncionais da epiderme. Estas
células apresentam antigenos para as células T, onde iniciam uma respota imune
(CHAMBERS e VUKMANOVIC-STEJIC, 2019). As células de Merkel estédo localiza-
das principalmente na pele espessa. Eles sao caracterizados por granulos secretores
de nucleo denso e estdo ligados aos queratindcitos vizinhos por desmossomos. Sao
células excitaveis em contato proximo com terminacdes nervosas sensoriais, apre-
sentando uma importante fungdo mecanorreceptora na pele (IRMAK, 2010).

A derme apresenta espessura variavel entre 2-4mm e fornece a maior parte
da forca mecanica da pele (WONG et al, 2016). Esta € uma rigida camada fibrosa que
consiste em fibras de colagenos, fibras elasticas, glicosaminoglicanos, proteoglicanos,
glicoproteinas, fibroblastos, células dendriticas, macrofagos, linfocitos, mastdécitos,
vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos (ZAIDE e LANIGAN, 2010). A derme tem
duas areas regionalmente distintas: a derme papilar (superficial) e derme reticular
(profunda), como observado na figura 3 (WONG et al, 2016).

Figura 3. Fotomicrografia da derme papilar e reticular.

=

Observa-se a derme papilar (DP) formada por tecido conjuntivo frouxo e derme reticular (DR)
constituida por tecido conjuntivo denso ndo-modelado. Fonte: Adaptado de Lima, 2018.

A derme papilar, chama assim por causa das papilas dérmicas, € constituida

principalmente por tecido conjuntivo frouxo. Entre seus componentes, pode-se encon-
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trar feixes delicados de fibras coldgenas (principalmente do tipo Ill) e elasticas, dis-
postas em uma rede frouxa, circundada por abundante gel de mucopolissacarideos.
A derme papilar acompanha a camada basal, € mais delgada e altamente vasculari-
zada. Com o envelhecimento, a derme papilar diminui de volume, fica mais fina e é
gradualmente substituido pela reticular (MINE et al, 2008).

A derme reticular representa 4/5 da espessura da derme, estando localizada
abaixo do nivel das cristas epidérmicas. E constituida de fibras colagenas espessas
(principalmente do tipo I) entrelacadas, misturadas com fibras elasticas, reunidas com
a substancia fundamental (CESTARI, 2012).

3.2 Fibroblastos dérmicos: origem embrionaria, caracteristicas e funcdes

Os fibroblastos sdo um grupo de células multifuncionais heterogéneas de
origem mesenquimal e s8o as ceélulas estromais mais abundantes da derme.
Convencionalmente, sdo definidos por sua forma de fuso, expressao de marcadores
mesenquimais que incluem a vimentina e o colageno |. Sabe-se que as populacbes
de fibroblastos mantém e sustentam a pele secretando os componentes de MEC,
sendo a principal caracteristica dos fibroblastos a capacidade de sintetizar o colageno
I. Acredita-se também, que os fibroblastos desempenham um papel importante em
quase todos os processos da pele ao longo da vida: no embrido, os fibroblastos
direcionam a morfogénese da pele; no organismo maduro eles contribuem para a
homeostase da pele; e seu envolvimento em varias condi¢cdes fisiopatoldgicas,
incluindo: cura, fibrose, envelhecimento, psoriase e cancer de pele (RIPPA et al, 2019;
SRIRAM et al, 2015; NAGALINGAM et al, 2019).

A heterogeneidade dos fibroblastos tem sido descrita em pele normal de
adulto e em outros 6rgaos. No entanto, somente nos ultimos anos, foram elucidadas
as populaces distintas de fibroblastos. Em 2013, Driskell et al. identificaram que os
fibroblastos dérmicos surgem de uma populacdo de progenitores multipotentes que
expressa PDGFRF, DIk1 e Lrigl; e por diferenciacdo da origem a todas as linhagens
dos fibroblastos da derme. Durante o desenvolvimento inicial, subpopula¢cbes que
expressam PDGFR, Lrigl e Blimpl dé&o origem a fibroblastos da derme papilar;
enquanto PDGFR, DIkl e Scal expressando a subpopulagcéo da origem a linhagens
de fibroblastos reticulares e hipodérmicas (Figura 8) (SRIRAM et al, 2015; ATIT et al,
2018; DRISKELL et al, 2013). RINKEVICH et al. (2015), identificaram duas linhagens
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distintas de fibroblastos embrionarios, positivos e negativos para Engrailed-1 (Enl). A
expressdo de Enl é responsavel pela maior deposicao de tecido conjuntivo dérmico
durante o desenvolvimento embrionario, cicatrizacao cutanea e fibrose associada a
radiacdo e estroma de cancer. Além disso, também foi possivel demonstrar atraves
deste estudo que a linhagem de fibroblasto fibrogénica pode ser identificada por sua
expressao de CD26/DPP4 (RINKEVICHET et al; 2015).

Figura 4. Linhagens de dermofibroblastos.
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Os precursores dos fibroblastos dérmicos atingem o destino dérmico através do sinal indutivo
regulado pela sinalizacao Wnt/B-catenina. Esses progenitores se diferenciam ainda mais em
fibroblastos papilares, reticulares, dérmicos condensados / e pre-adipécitos. Modificado de
ATIT et al, 2018.

Vérios estudos demonstraram que os fibroblastos dérmicos papilares e
reticulares séo distintos morfologicamente e fisiologicamente. Conforme mostrado na
figura.9, fibroblastos papilares exibem uma morfologia em forma de fuso, enquanto
fibroblastos reticulares sdo caracterizados por uma aparéncia mais achatada e ter
uma porcentagem maior de células com expressao de actina do musculo liso (a-SMA),
marcador de miofibroblasto (MINE et al, 2008). Além da diferenca nas caracteristicas
morfolégicas, a MEC produzida por esses fibroblastos também apresenta diferencas
em termos de composi¢cdo e organizacdo (SORRELL et al, 2004a, SRIRAM et al,
2015).
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Figura 5. Caracteristicas morfolégicas dos fibroblastos da pele.

Fotomicrografias demonstram as diferengas morfoldgicas dos fibroblastos da pele. Modificado
de MINE et al, 2008.

Estudos in vivo e in vitro demonstram as diferengas nos componentes da
derme papilar e derme retilcular. A derme papilar é composta de feixes finos e mal
organizados de fibras de colageno, enquanto feixes grossos e bem organizados de
colageno caracterizam a derme reticular. A derme papilar também apresenta uma
taxa mais alta de colageno tipo Ill e I, niveis mais altos de decorina e niveis mais
baixos do proteoglicano versican e condroitina, em comparacao com a derme reticular.
Os fibroblastos dérmicos papilares apresentam in vitro maior cinética de crescimento
e menores propriedades contrateis em comparagdo com os fibroblastos reticulares
correspondentes ao local. No geral, esses estudos indicam a contribuicdo dos
fibroblastos dérmicos papilares e reticulares para diferencas na composicdo da MEC
nos dois compartimentos da derme (AZZARONE e MACIEIRA-COELHO, 1982;
SORRELL e CAPLAN, 2004b; SORRELL et al., 2004a, SRIRAM et al, 2015).

As populacdes de fibroblastos dérmicos papilares e reticulares exibem
padrdes distintos de fator de crescimento e secrecao de citocinas que tém implicacdes
profundas na comunicac¢ao paracrina com queratindcitos vizinhos. In vitro fibroblastos
dérmicos papilares produzem uma maior proporcao de fator estimulador de colonias

de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) em comparagdo com os fibroblastos
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dérmicos reticulares. Além disso, os fibroblastos papilares dérmicos expressam in vitro
niveis mais altos de interleucina (IL) -6, tanto de forma constitutiva quanto apés a
exposicdo a IL-1 (SORRELL et al; 2004a).

O perfil global de expressdo génica revelou que os fibroblastos humanos
reticulares expressam genes envolvidos na motilidade celular, organizagdo de
citoesqueleto, via de contracado do musculo liso e desenvolvimento neuronal. Por outro
lado, os fibroblastos dérmicos papilares expressam altos niveis de genes relacionados
a via de ativacdo do complemento, implicando seu papel na resposta imune da pele
(JASON et al; 2012; SRIRAM et al, 2015).

Além dos fibroblastos papilares e reticulares, um terceiro nicho claramente
definido na pele é ocupado por uma subpopulacdo de fibroblastos dérmicos
associados a foliculos capilares. Os foliculos capilares sdo apéndices cutaneos
formados predominantemente por células de origem epidérmica. Os foliculos capilares
estdo associados a duas subpopulacbes de fibroblastos: fibroblastos FDP e
fibroblastos DS. As papilas dérmicas do foliculo piloso consistem em um pequeno
aglomerado de fibroblastos densamente compactados que séo alocados na regido do
bulbo do foliculo piloso. Esses fibroblastos da papila dérmica folicular (fibroblastos
FDP), por meio de interagcbes com as células epiteliais do foliculo piloso,
desempenham um papel primordial na determinagédo do tamanho do bulbo capilar,
comprimento e diametro da haste capilar e duracdo da fase anagena no ciclo capilar.
Os fibroblastos DS sédo os fibroblastos presentes na bainha frouxa do tecido
conjuntivo que rodeia todo o foliculo piloso (SRIRAM et al, 2015; CHUONG et al;
2007).

Em suma, os fibroblastos s&o caracterizados por apresentarem
subpopulacdes distintas, até mesmo dentro de um mesmo tecido, e talvez, também
por alguns estados intermediarios entre esses grupos distintos. Essa heterogeneidade
resulta de diferencas de origem embrionaria, local anatbmico e estado de
diferenciacéo, além de influéncias microambientais e processos fisioldgicos, como o
envelhecimento. Além disso, as diferencas nos perfis morfologicos, bioquimicos e
funcionais de varias populacbes de fibroblastos afetam o crescimento e a
diferenciacdo dos queratindcitos e, portanto, a homeostase da pele. Tais diferencas

na composicao e organizagdo da MEC desempenham um papel no controle do
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comportamento dos fibroblastos e sua resposta na cicatrizacao de feridas (SRIRAM
et al, 2015).

3.3. Cicatrizacao de feridas

A cicatrizacdo cutanea € um processo fisioldgico essencial que consiste na
colaboragéo de muitas linhagens celulares, na tentativa de restaurar a lesao induzida
por uma agressao local. Uma das principais razdes para a cicatrizacao de feridas na
pele parece ser a restauracdo da funcdo de barreira, a fim de evitar mais danos ou
infeccdes ao tecido (SORG et al, 2016; LANDEN et al, 2016). Os estimulos que
causam lesBes podem ser exdgenos ou enddgenos, além de fisicos, quimicos e
bioldgicos. A cicatrizagdo é caracterizada por um processo multifacetado, dividido em
fases seqguenciais, mas sobrepostas, incluindo hemostasia/fase de inflamacéao, fase
de proliferacdo e remodelacéo (Figura 4) (LINDLEY et al, 2016; MASON et al, 2002;
GONZALES et al, 2016).

Figura 6. llustracdo sequéncial dos estagios envolvidos no reparo tecidual.
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Modificado de GONZALEZ et al, 2016.

3.3.1 Fase de coagulacao ou inflamatéria

Logo apbés a ocorréncia da lesdo, a primeira etapa para que ocorra a
cicatrizacdo é a fase inflamatéria. Essa fase é caracterizada por hemostasia e
inflamacédo (BROUGHTON et al, 2006).

Inicialmente, as células da pele sdo expostas a sinais de fase aguda, como
padrées moleculares associados ao dano (DAMP’s) ou padrbes moleculares

associados a patéogenos (PAMP’s), reconhecidos pelos receptores semelhantes ao
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Toll (TLR) iniciando e perpetuando a inflamacéo (STRBO et al, 2014; SORG et al,
2016). O colageno exposto durante a formagdo da ferida ativa a cascata de
coagulacdo (ambas as vias intrinseca e extrinseca). Apos a lesdo, as membranas
celulares liberam potentes vasoconstritores, o tromboxano A2 e a prostaglandina 2. O
coagulo que se forma é composto por colageno, plaquetas, trombina e fibronectina, e
esses fatores liberam citocinas e fatores de crescimento que iniciam a resposta
inflamatoéria (WITTE e BARBUL, 1997; BROUGHTON et al, 2006). A fibrina do coagulo
serve como andaime para as células que chegam, como neutréfilos, mondcitos,
fibroblastos e células endoteliais. Ela também serve para concentrar as citocinas e os
fatores de crescimento (MARTIN, 1997; SORG et al, 2016). A infiltracdo de células
imunes no leito da ferida é essencial para a remocdo de bactérias e particulas
estranhas da ferida; porém, a infiltragcdo cronica pode levar a danos nos tecidos
(STUNOVA e VISTEIJNOVA, 2018).

Neutrdéfilos sdo as primeiras células imunes a chegar ao local da ferida apos
dano tecidual. Eles saem passivamente dos capilares danificados ou passam
ativamente pelos vasos sanguineos da ferida por diapedese. Essas células limpam a
area ferida onde se encontram os microbios e detritos teciduais via fagocitose,
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a presenca de armadilhas
extracelulares de neutrofilos, isto é, estruturas de fibras que desarmam e matam
bactérias extracelulares (STUNOVA e VISTEIJNOVA, 2018).

As células NK se infiltram na ferida ao mesmo tempo que os neutréfilos, ou
seja, durante a fase inflamatoria inicial, regulando também a producéo de quimiocinas.
No entanto, nenhuma dessas duas células sdo estritamente pro-inflamatérias. Por
exemplo, tais células produzem citocinas e quimiocinas que aceleram 0s aspectos
fibro-proliferativos da cicatrizacdo de feridas (SCHNEIDER et al, 2011; STUNOVA e
VISTEIJNOVA, 2018).

Os macréfagos entram no local da ferida aproximadamente 48 horas apés o
ferimento. Estas células s&o originarias de tecidos residentes nas proximidades da
lesdo ou sdo recrutados a partir de monécitos em circulacdo (STUNOVA e
VISTEJNOVA, 2018). Com base nos perfis de expressao génica, os macrofagos pode
ser classificado como ativado classicamente (M1 pro-inflamatorio) e ativado
alternativamente (M2 anti-inflamatorio e pré-angiogénico) (GONZALES et al, 2016).

Macréfagos do tipo M2 estdo relacionados, principalmente, com a fase de
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remodelamento. J& os macrofagos do tipo M1 continuam o processo de limpeza
através da fagocitose dos microbios, detritos teciduais e neutréfilos apoptéticos
relacionados ao inicio fase da inflamac&o. Os numerosos fatores de crescimento e
citocinas produzidos pelos macrofagos sdo importantes em relacdo a angiogénese,
quimiotaxia e proliferacdo de fibroblastos e subsequente sintese e degradacdo do
coldgeno. Assim, os macrofagos séo essenciais no que diz respeito a fase inflamatoria
precoce e fases subsequentes do processo de reparo (STUNOVA e VISTEIJNOVA,
2018; LEIBOVICH e ROSS et al, 1976; RAPPOLEE et al, 1988). Um esquema da fase

inflamatdria € mostrado na figura 5.

Figura 7. llustracao representativa da fase inflamatoria apés leséo cutanea.
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Homeostase e invasao de células inflamatorias. Adaptado de: REINKE e SORG, 2012.

3.3.2 Fase proliferativa

Esta etapa é responsavel pelo fechamento propiamente dito da leséo, que inclui
angiogénese, fibroplasia e reepitelizagdo. Esses processos comeg¢am no
microambiente da lesdo apos 48 horas e podem se desdobrar até o 14° dia apos o
inicio da leséo (LI et al, 2007). A epitelizacdo ocorre no inicio do reparo da ferida. As
células progenitoras epiteliais permanecem intacto abaixo da ferida (nos anexos da

pele) e as camadas normais da epiderme séo restauradas em 2 a 3 dias. Se a
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membrana basal foi destruida, as células epiteliais localizadas na borda da pele
comeca a proliferar e a enviar projecdes para restabelecer uma barreira protetora
(LAWRENCE e DIEGELMANN, 1994; BROUGHTON et al, 2016).

A angiogénese, estimulada pelo TNF-a, € marcada pela migragao de células
endoteliais, ruptura e rearranjo da membrana basal, migracdo e associacdo em
estruturas tubulares e recrutamento de células perivasculares. A migracdo de
capilares para o leito da ferida é critico para a cicatrizacdo adequada da ferida, uma
vez que a microvasulatura recém-formada possibilita o transporte de fluido, oxigénio,
nutrientes e células imuno-competentes para o estroma. (GONZALEZ et al, 2016;
BROUGHTON et al, 2006).

Além da participacéo ativa de células endoteliais e leucocitos nesse processo
bioldgico, os pericitos constituem um grupo de células decorrente da tenséo
mesenquimal do musculo liso. Essas células aparecem solitarias, compartilhando a
membrana basal dos vasos sanguineos e células endoteliais. Os pericitos séo células
do tecido conjuntivo contendo prolongamentos citoplasmaticos longos e finos que
revestem os vasos sanguineos (GONZALEZ et al, 2016). Através de longas extensfes
citoplasmaticas que circundam o tubo endotelial, o pericito faz contato focal com o
endotélio através de juncbes especializadas. Além disso, essa célula influencia na
estabilidade do vaso sanguineo através da deposicdo de matriz e / ou liberagcéo e
ativacdo de sinais que promovam a diferenciacdo ou complacéncia das células
endoteliais (XIAN et al, 2006; TAKAKURA, 2006; GONZALEZ et al, 2016). Farrington-
Rock et al. relataram seu potencial de diferenciacdo em osteoblastos, condrdcitos,
fibroblastos e adipdcitos, o que torna essas células bastante pertinente ao reparo
tecidual, uma vez que podem oferecer contribuicdo geral para o reabastecimento de
tecido cicatricial (FARRINGTON-ROCK et al, 2004; GONZALES et al, 2016).

O tecido de granulacdo comeca a se formar aproximadamente quatro dias
apos a lesdo. Seu nome deriva da aparéncia granular do tecido recém-formado,
conferindo essa caracteristica ao novo estroma (GONZALES et al, 2016). Alguns
mecanismos sao importantes para que ocorra a formagao desse tecido de granulacao,
como por exemplo: aumento da proliferacdo fibroblastica; biossintese colagena e
elastica, producédo de fatores quimiotaticos e IFN-B por fibroblastos. Os fibroblastos
s&o os principais responsaveis pela formacao da nova matriz. O principal componente

do tecido conjuntivo que estd em processo de cicatrizacao é colageno. Durante esse
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estagio inicial de reparo, o colageno tipo Ill é predominante, sintetizado por
fibroblastos na tecido de granulagdo. E comum que a contragéo da ferida se inicie
nessa fase, realizada pelos fibroblastos, que séo rico em actina de musculo liso,
conhecido como miofibroblastos (GONZALES et al, 2016; MEDRADO et al, 2003).

Sabe-se que os miofibroblastos compreendem uma populagdo heterogénea
de células que existem em diferentes estados de ativacdo para produzir e contrair a
matriz extracelular de colageno. E geralmente aceito que a principal fonte de
miofibroblastos sdo os fibroblastos do tecido conjuntivo local que sédo recrutados
(HIGASHIYAMA et al, 2011). A ativacdo de fibroblasto para miofibroblasto é um
evento de varias etapas controlado pela constante mudancga quimica e mecéanico no
microambiente do tecidos em reparo. A tensdo mecanica e o enrijecimento na matriz
contribuem para a permanéncia e a diferenciacdo de novos miofibroblastos (HINZ,
2016; TOMASEK et al, 2002; WERNER et al, 2003).

Os miofibroblastos também se ligam a fibronectina polimerizada e fibrilas de
colageno através de suas integrinas, isso permite que as fibrilas perpendicularmente
a borda da ferida sejam puxadas através do citoesqueleto rico em actina, permitindo
que ocorra contragdo da ferida. Como os miofibroblastos estéo ligados entre si por
meio de juncdes tipo gap, eles pode funcionar em conjunto ao induzir a contracao
(TOMASEK et al, 2002). Os miofibroblastos sé&o eliminados do local da ferida via
apoptose quando a integridade do tecido for suficientemente restaurada. Nao esta
claro se, apds a cicatrizacdo, os miofibroblastos podem reverter para o fendtipo
fibroblasto presente na pele ndo lesionada (VAN DER VEER et al, 2009). Mais
recentemente, foi demonstrado que os miofibroblastos nos foliculos capilares em
formacdo recente podem formar adipécitos dérmicos apdés o ferimento, e essa
transicdo de miofibroblastos para adipdcitos reduz a formacdo de cicatrizes. Os
adipdcitos dérmicos podem impedir a formacdo de cicatrizes por aumento da
regeneracdo folicular capilar e ativacdo de fibroblastos circundantes.
Consequentemente, os miofibroblastos desempenham um papel importante nos
estagios finais da formacdo do tecido de granulagcdo (RODRIGUES et al, 2019;
PLIKUS et al, 2017; SCHMIDT e HORSLEY, 2013; TOMASEK et al, 2002). Um

esquema da fase proliferativa € mostrado na figura 6.
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Figura 8. llustracéo representativa da fase proliferativa da cicatrizagcao de feri-
das.

Fase proliferativa (4-21 dias)

B Macrofago

PDGF TGF-B1

Estrutura para
angiogénsse

:%)W\ Fibroblasto

VEGF, PDGF, bFGF, thrombin

Organizacao de trombo, secrec¢éo de fatores de crescimento, sintese de colageno Il e o inicio
da angiogénese. Maodificado de: REINKE e SORG, 2012.

3.3.3 Fase de remodelamento ou maturacao

A terceira fase da cicatrizacao consiste na remodelacdo, que comeca duas a
trés semanas apos o inicio da lesdo e pode durar um ano ou mais. O objetivo principal
dessa fase € alcancar a resisténcia a tracdo maxima através da reorganizacao,
degradacéo, e ressintese da MEC (GONZALEZ et al, 2016). Essa etapa consiste em
regressdo da neovasculatura, bem como deposicao periddica a matriz extracelular
(MEC) e subsequente reconstituicdo do tecido de granulacédo no tecido cicatricial. O
tecido de granulacdo é amplamente composto de colageno Ill, que é parcialmente
substituido pelo coldgeno | mais resistente a medida que a remodelacédo da ferida
progride. Esse processo é resultado da sintese simultdnea de colageno | e lise do
colageno lll, que é seguida pela reorganizacdo da MEC (GURTNER et al, 2008). A
deposicao de colageno é feita a principio de maneira aleatéria tendo como orientagédo
a organizacao da fibronectina e dependente da natureza e direcao das tensdes apli-
cadas ao tecido. Essas fibras sdo subsequentemente digeridas pela colagenase, res-
sintetizadas, rearranjadas de acordo com a organizagao das fibras do tecido conjun-
tivo adjacente e lateralmente ligadas por ligacdes covalentes (CLARK, 1985). Com a

evolucdo do processo, acentua-se a deposi¢cao de colageno e a maioria das células
26



desaparecem (sendo possivel notar a apoptose de fibroblastos e células endoteliais)
formando finalmente a cicatriz. Atualmente considera-se que a resolugédo completa de
uma ferida, somente pode ser considerada apds concluida a maturacdo e remodela-
gem da MEC (BALBINO et al, 2005).

Macréfagos sdo importantes durante a remodelacdo da ferida onde eles
assumem um fendtipo fibrolitico, decompondo matriz excessiva e fagocitando detritos
de matriz extracelular (WERNING et al, 2017).

Ao final desta etapa, os anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas
sofrem regeneracao limitada e a coloracdo da cicatriz permanece pélida, pois a rege-
neracdo dos melandcitos é deficiente e as cicatrizes séo hipo-vascularizadas devido
ao desaparecimento dos neocapilares (JOHNSTON, 1990; BALBINO et al, 2005). Um

esquema da fase de remodelamento é mostrado na figura 7.

Figura 9. llustragdo representativa da fase de remodelamento da ferida.
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Reorganizacao do tecido conjuntivo e resposta contratil. Modificado de: REINKE e SORG,
2012.
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3.4 Matriz extracelular na cicatrizac&o de feridas

Historicamente, a MEC tem sido mal interpretada como andaime relativa-
mente inerte, existindo apenas para suportar células. Essa visdo comecou a mudar
através da descoberta de que crescimento da maioria das células humanas, incluindo
células da pele, depende da adesdo celular a MEC através de um mecanismo
chamado dependéncia de ancoragem. Além disso, ja se sabe que a MEC € um tecido
ativo capaz de influenciar a célula na sua sobrevivéncia, proliferacdo e funcbes
(ALBERTS et al, 2002; CATERSON et al, 2016). Dentre os componentes que Sao
produzidos na cicatrizacdo, destacam-se as glicoproteinas que sao sintetizadas por
diversas células no microambiente, como neutrofilos, linfocitos, fibroblastos e células
endoteliais (KASUYA e TOKURA, 2014; SCHULTZ et al., 2012). No inicio do processo
de cicatrizacdo, a MEC é composta por fibrina e fibronectina, proveniente da reposta
causada pela chegada dos macréfagos. Em seguida, ocorre um aumento na
deposicdo de proteoglicanos e glicosaminoglicanos. Posteriormente, o colageno
torna-se a proteina mais abundante no tecido de granulacdo (Figura 10) (WITTE e
BARBUL,1997).

O colageno constitui um grupo de proteinas fibrosas encontradas em todos
0s animais. Estas proteinas sdo produzidas por células do tecido conjuntivo, principal-
mente fibroblastos, bem como por uma variedade de outros tipos celulares. A
resisténcia a tracdo e a compressibilidade do colageno formador de fibras o tornam
uma proteina ubiqua ao corpo humano. Embora 28 tipos de colageno tenham sido
identificados, os colagenos | e I, respectivamente, compdem aproximadamente 90%
e 10% do colageno total em pele, com o colageno V representando cerca de 2% (XUE
e JACKSON, 2015). Durante o processo cicatricial, a producédo de colageno fibrilar
aumenta gradualmente. A matriz de colageno resultante substitui finalmente a matriz
provisoria de fibrina. O coldgeno compreende mais de 50% da proteina no tecido
cicatricial e sua producao € essencial para o processo de cicatrizacao. O colageno |l
e fibronectina sdo depositados nas etapas iniciais de cura; posteriormente, o coladgeno
[ll € gradualmente substituido por colageno I, cuja deposicao pode ser observada no
dia 7 apoOs o ferimento. O colageno V esta presente na cura da ferida dérmica em
termos de modulagdo do comportamento dos fibroblastos e contracdo tecidual

(ROUSSELLE et al, 2018). Estudos relatam que pacientes com sindrome de Ehlers-
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Danlos classica, causada por mutacdes no gene do colageno V, mostram fragilidade

da pele e cicatrizacdo anormal de feridas (MARTIN et al, 2012).

Figura 10. Producédo dos constituintes de MEC durante a cicatrizacao de feridas

na pele.
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A deposicao dos componentes de MEC na ferida ao longo do tempo. A fibronectina e o cola-
geno tipo Il constituem a matriz inicial, o colageno tipo | acumula-se mais tarde, correspon-
dente ao aumento da forga do tecido. Adaptado de (WITTE e BARBUL, 1997).

As lamininas sao glicoproteinas importante da membrana basal que
separa epiderme da derme na pele humana (WOODLEY et al, 1988). As lamininas
contribuem para dois aspectos principais da reparo de feridas, reepitelizacdo e
angiogénese, com lamininas especificas desempenhando diferentes papéis durante
cada processo. Para reepitelizacdo, as lamininas estao envolvidas no fornecimento
do substrato para queratinécitos epiteliais movendo-se para cobrir a ferida para
restabelecer uma barreira epitelial intacta. Lamininas também s&o criticas no
crescimento e maturagcdo dos vasos sanguineos, portanto, sao atores importantes na
angiogénese (KARIYA et al, 2004; LORIO et al, 2015).

A fibronectina € um componente complexo da MEC, e é alvo crescente de
pesquisas analisando sua capacidade de estimular o crescimento, disseminacéo,
migracao e contratilidade (GILDNER et al, 2014). Na pele, a fibronectina esta presente
na parte basal da epiderme, na derme papilar e, em menor quantidade, na derme
reticular (GRINNELL et al., 1981). No reparo tecidual, a fibronectina desempenha um
papel critico na organizacdo e estabilidade da MEC. Estudo in vitro revelou que a
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fibronectina é realmente necesséria para deposicéo de colageno | e outras proteinas
estruturais na MEC (SOTTILE e HOCKING, 2002).

3.5 Horménio do crescimento e a pele

Estruturalmente o horménio do crescimento (GH) é um polipeptidio de 22 kDa
composto por 191 amino&cidos, sendo ele sintetizado, principalmente, pelas células
somatotroficas da hipofise anterior. A secrecdo de GH pelas células somatotréficas €
regulada por interacdes homeostaticas, mediadas por influéncias neurais e periféricas
(STEYN et al 2016; MULLER et al., 1999). Na hipéfise anterior, a secre¢cdo do GH é
pulsatil, principalmente noturna, e é regulada por um complexo sistema de controle
neuroendocrino que compreende dois principais reguladores hipotalamicos, o hormé-
nio liberador de GH (GHRH) e a somatostatina (SS), exercendo influéncias estimula-
doras e inibitorias, respectivamente, na célula somatotropica (MULLER et al, 1999). O
principal efeito do GH é atuar na sintese de proteinas, diferenciacéo e proliferacédo
celular e, consequentemente, crescimento tecidual. Também é conhecido por interferir
na regulacéo de carboidratos, lipidios, metabolismo de nitrogénio e minerais (KELLEY
et al, 2007). Muitas das acdes do GH sdo mediadas pela inducéo da expresséao do
fator-1 de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), sendo o figado a fonte priméria
do IGF-1 circulante (KELLEY et al, 2007).

Os efeitos do GH sdo mediados pelo receptor transmembrana do GH, o GHR,
sendo expresso em altos niveis no figado e em tecidos adiposos. Entretanto, pode ser
detectado em outros tecidos, incluindo intestino, pele, cérebro, testiculo, coracéo e
musculo esquelético (KELLY et al., 1993). Dessa forma, esse hormonio atua através
de dois mecanismos de acdo independentes: um ativando os receptores celulares de
GH e o outro induzindo a secrecéo de IGF1 pelo figado (BIANCHE et al, 2017).

Ainda, o GH é um horm&nio pleiotrépico, ou seja, ele € expresso nao apenas
a nivel da hipofise, mas também em varias células e tecidos, que desempenham dife-
rentes funcdes (enddcrino, autdcrino/paracrino) muito além daquelas descritos classi-
camente (ARCE et al, 2013).

Dados da literatura mostraram que o GH apresenta atividade biolégica na
pele (DUNAISKI e BELFORD, 2002). Foi detectado o receptor do GH na epiderme da
pele humana e de ratos, em fibroblastos (LOBIE et al., 1990; MURPHY et al., 1983;
OAKES et al., 1992) em adipdcitos (GAVIN et al., 1982), sugerindo um papel direto na
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modulacdo da funcéo destas células na homeostasia da pele. Além disso, ja foi de-
monstrada a expressdo de RNAm para o GH em fibroblastos (TAVAKKOL et al.,
1992). Disfuncbes na integridade da pele foram relatadas em pesquisas anteriores
utilizando individuos acromegalicos (MATSUOKA et al., 1982; THIBOUTOT, 1995).
Individuos com altos niveis de GH circulante apresentavam espessamento da epi-
derme, e elevado numero de fibroblastos e aumento na deposi¢éo de glicosaminogli-
canos na derme (MATSUOKA et al., 1982). Um estudo mostrou que pacientes com
deficiéncia de GH tém pele mais fina que pessoas com producdo normal desse hor-
monio (LANGE et al, 2001). Embora o GH possa apresentar seus efeitos diretamente
na célula-alvo, foram encontradas evidéncias de que este horménio também pode agir
a partir de um efeito indireto, estimulando células cutaneas a produzir IGF-1 que age
na diferenciacao e proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos, modulando o desen-
volvimento do foliculo capilar (LEE et al., 2010; RUDMAN et al., 1997).

Estudos relatam que o GH estimula a proliferacdo e migracéo de células en-
doteliais, assim como, aumenta a deposicao de fibronectina e laminina por estas ceé-
lulas (MESSIAS DE LIMA et al, 2017a). Em camundongos transgénicos para o GH,
tem sido observado excessiva formacéao de tecido de granulagéo, reducéo do tamanho
da ferida e aumento na vascularizacao da area afetada (THOREY et al., 2004). Mes-
sias de Lima et al (2017b), verificaram que o tratamento tépico com GH acelera o
fechamento da ferida em camundongos, atuando no recrutamento inflamatério e an-
tecipando a fase inflamatoéria do reparo tecidual. Além disso, neste mesmo trabalho,
foi observado que o GH atua nos queratindcitos e fibroblastos, acelerando a reepiteli-
zacdo e a deposicao de colageno, além de estimular a angiogénese durante a forma-
cao de tecido de granulacao e remodelacao tecidual (MESSIAS DE LIMA et al, 2017b).
Todos esses dados reforcam a hipétese de que o GH pode ter uma acgao positiva

sobre os fibroblastos no processo de cicatrizagao da pele.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para a obtencéo dos fibroblastos da pele, foram utilizados camundongos Swiss
machos, com 06 meses de idade, provenientes do biotério central da UFAL. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal da UFAL
(CEUA N° 51/2014). Os animais foram mantidos com acesso livre a racao e agua,
iluminacdo artificial 12 horas claro e 12 horas escuro em gabinete refrigerado a
temperatura de 22 + 2 °C.

4.2 Isolamento de fibroblastos e cultura primaria

Para a obtencéo dos fibroblastos foi utilizado o protocolo descrito por FRANCO-
BARRAZA e COL 2016, com modificagOes e descrito a seguir. Para o isolamento dos
das células, primeiramente esses animais foram eutanasiados com aprofundamento
do anestésico tiopental 120 mg/Kg, intraperitoneal. Apds ndo apresentarem mais
reflexos, os camundongos foram mergulhados em alcool 70% e posteriormente
ocorreu a realizagao da tricotomia na regiao ventral dos mesmos. Raspou-se todo o
pelo da regido escolhida com lamina de barbear. No fluxo laminar, com o auxilio de
pinca e tesoura a pele foi cortada, cerca de 4mm, com cuidado para ndo atingir o
tecido muscular, sendo a derme mantida para cima de modo que a pele ndo dobrasse.
A regido da pele retirada foi cortada em fragmentos, e estes foram lavados 3 vezes
com PBS gelado suplementado com 1% de antibidtico. Placas de 6 pocos foram
arranhadas com laminas de bisturi e lavadas com PBS para retirar todos os residuos
da friccdo. Esses arranhdes séo necessarios para auxiliarem as células a sairem do
tecido. Os fragmentos lavados foram ainda cortados em pedacos de
aproximadamente 1 mm3, e estes colocados com a derme para baixo na placa e
deixado por 5 minutos secando. Apds esse tempo, foi adicionado o meio DMEM (meio
Eagle modificado por Dulbecco) suplementado 20% SBF (soro bovino fetal), 1% de
penicilina, 0,25% anfotericina B e 10 mM de L-glutamina. As culturas foram mantidas
na estufa a 37 °C em atmosfera umedecida contendo 5% de CO:z e observadas a cada

24 horas em microscopio de luz invertido com contraste de fase.
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4.3 Analise morfoldgica dos fibroblastos de cultura priméria

Para a analise morfologica das células, os fibroblastos de cultura priméria foram
plagueadas em placas de 24 pocos com meio DMEM suplementado 10% SBF, 1% de
penicilina, L-glutamina e mantidas em estufa a 37 °C de atmosfera umedecida
contendo 5% de CO2 durante 24 horas. Posteriormente, o meio foi retirado e as células
lavadas com PBS, fixadas com metanol por 10 minutos e coradas com Giemsa por 10
minutos. A placa foi examinada ao microscopio de luz invertido acoplado a um sistema

de aquisicdo de imagens.

4.4 Citometria de fluxo com marcacédo para molécula anti-EpCAM

Para a realizacdo da citometria de fluxo, foram plagueadas 2x10° de
células/poco em placas de 90 pocos e de fundo “U”. As células foram centrifugadas
durante 6 minutos a 1500 rpm e a 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado
e as células foram incubadas com anticorpo anti-EpCAM conjugado com APC
(Allophycocyanin) ou o isotipo controle por 20 minutos, a 4°C, no escuro. Apds a
devida incubacédo, as células foram lavadas com PBS 2% SBF, centrifugadas e
posteriormente fixadas com formaldeido 4%. A leitura foi realizada em citbmetro de
fluxo (FACSCanto Il, BD) e os dados obtidos foram analisados através do software
WinMDI verséao 2.8.

4.5 Ensaio de imunofluorescéncia para avaliar a producdo das moléculas de
matriz extracelular pelos fibroblastos de cultura primaria

Fibroblastos de cultura priméaria na 32 passagem foram cultivados em placas de
8 pocos, com laminas de vidro (Lab-tek). Para os experimentos, foram plaqueados 7
x 102 células/poco e mantidas em cultura por 24 horas. Apés este periodo as células
foram lavadas, fixadas em metanol e, posteriormente, submetidas ao ensaio de
imunofluorescéncia indireta. Primeiramente, as células foram hidratadas com PBS por
10 minutos e incubadas em solucédo de PBS/BSA a 1% por 30 minutos para bloquear
sitios inespecificos. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpos primarios
especificos para colageno tipo | e tipo Ill ou para laminina durante 1 hora, a
temperatura ambiente. Apds esse tempo, as células foram lavadas com PBS e
seguido da incubacdo com anticorpo secundario anti-coelho conjugado ao FITC

(GAR-FITC) durante 45 minutos em camara escura. Apos lavagem com PBS, as
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laminas foram montadas com glicerol e laminulas de vidro para posterior observagéo

em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse 50i.

4.6 Ensaio de proliferacdo dos fibroblastos de cultura primaria

Fibroblastos provenientes da 3% passagem de cultura primaria foram
descongelados e a cultura estabelecida. Posteriormente as células (42 passagem)
foram plagueadas na concentracéo de 1 x 10% em placas de 6 pocos, sendo utilizado
meio DMEM 20% suplementado. A cultura foi mantida na estufa a 37°C e 5 % de
CO2 durante 48 horas ou 72 horas. Apés esses periodos, as células foram
desprendidas da placa com tripsina, lavadas e contadas com o auxilio da camara de

Neubauer.

4.7 Tratamento in vitro com o hormdénio do crescimento
As células descritas anteriormente, foram tratadas com GH, na concentracédo

de 100 ng/mL, durante 24 horas e submetidas aos posteriores ensaios.

4.8 Ensaio de proliferacdo de fibroblastos dérmicos tratados com GH

Para a realizacdo desse ensaio, 3x10% células foram cultivadas, em triplicata,
em placas de seis pocos, por 24 horas na presenca de SBF 10%. Apés lavagem com
PBS, as células foram tratadas, ou ndo, com horménio do crescimento na
concentracdo de 100 ng/mL, por 24 horas, em meio DMEM a 2% de SBF. Em seguida,
utilizou-se uma solucéo de tripsina, para que as células fossem desprendidas da placa,

lavadas com o préprio meio e contadas em camara de Neubauer.

4.9 Ciclo celular em marcacdo com iodeto de propidio

O iodeto de propidio (PI) é um fluorocromo capaz de marcar o DNA. A marcacéo
com PI proporciona a medida do percentual de células em cada fase do ciclo celular
(G1/S/IG2/M). Os fibroblastos obtidos da derme de camundongos foram plagueados
3x10* células/poco em placas de 6 pocos, sendo eles mantidos em estufa de CO:2
durante 24 horas. ApOs esse tempo, as células foram tratadas, ou ndo, com o
horménio do crescimento na concentracdo de 100 ng/mL, permanecendo durante 24
horas com o tratamento. As células foram soltas em solucdo de tripsina a 37°C, esta

foi neutralizada com a adigcédo de PBS/SBF. Posteriormente, foram centrifugadas e o
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pellet ressuspendido em PBS etanol. As células foram centrifugadas novamente e
incubadas durante 30 minutos na geladeira. ApGs esse periodo, os fibroblastos foram
centrifugados, lavados com PBS e ressuspendidos em RNAse. Por fim, foi adicionado
o Pl e mantido na geladeira durante 5 minutos. A leitura foi realizada em citbmetro de
fluxo (FACSCanto Il, BD) e os dados obtidos foram analisados utilizando o software
WinMDI verséao 2.8.

4.10 Ensaio de imunofluorescéncia

Fibroblastos de cultura primaria foram cultivados em placas de 8 pog¢os, com
laminas de vidro (Lab-tek). Para os experimentos, foram plaqueados 7 x 102
células/poco e mantidas em cultura por 24 horas. Apés este periodo, as células foram
tratadas, ou ndo, com o horménio do crescimento na concentracdo de 100 ng/mL,
permanecendo durante 24 horas com o tratamento. Posteriormente, foram lavadas,
fixadas em metanol e submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia indireta. Em
seguida, as células foram hidratadas com PBS por 10 minutos e incubadas em
solucédo de PBS/BSA a 1% para bloquear sitios inespecificos. Ap6s um periodo de
30 minutos, as células foram incubadas com anticorpos primérios especificos para
colageno tipo I, laminina ou fibronectina durante 1 hora a temperatura ambiente.
Apbs esse tempo, as células foram lavadas com PBS e seguido da incubagédo com
anticorpo secundario GAR-FITC durante 45 minutos em camara escura. Apos
lavagem com PBS, as laminas foram montadas com glicerol e laminulas de vidro. As
laminas foram avaliadas por microscopia de fluorescéncia e as fotomicrografias
foram obtidas utilizando camara Nikon modelo DS-Ril (Microscopio Nikon Eclipse
50i). A intensidade de fluorescéncia foi determinada em pixels e quantificada pelo

programa Image J 1.44p.

4.11 Analises estatisticas
Para as andlises estatisticas foi utilizado o teste t de Student. Para as analises
e confeccdo dos gréficos foi utilizado o programa de computador GraphPad Prism

versao 5.0. Os valores obtidos foram considerados significativos quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Cultura primaria de fibroblastos

Foram testados diferentes protocolos para o isolamento dos fibroblastos a partir
de derme de camundongos e obteve-se o melhor resultado quando foi utilizada a
técnica do explante de fragmentos da pele (Figura 11). Como descrito no topico
“Metodologia”, as culturas foram mantidas na estufa a 37 °C em atmosfera umedecida
contendo 5% de CO2,em meio DMEM suplementado 20% SBF, 1% de penicilina, 0,25%
anfotericina B e L-glutamina (meio completo), foram observadas a cada 24 horas em
microscopio de luz invertido com contraste de fase. O meio de cultura foi mudado a
cada 4 ou 5 dias removendo metade do volume e reabastecendo com um volume
similar. Apés 12 a 15 dias de explante, as culturas foram lavadas com PBS, tratadas
com solugéo de tripsina a 0,1 %, neutralizadas com meio de cultura, centrifugadas e
cultivadas com meio completo em garrafa de 25 cm?, sendo esta a 12 passagem
(Figura 12). Quando as culturas se encontravam em estado de semi-confluéncia foi
realizada a 22 passagem para uma garrafa de 75 cm? e foi mantida em DMEM
completo para expansao. Uma vez que os fibroblastos alcangcam a confluéncia em
uma garrafa de 75 cm?, as células foram utilizadas para a realizacédo dos experimentos

ou congeladas para futuras analises experimentais.

Figura 11. Fotomicrografias obtidas ap6s 12 dias de cultivo dos fibroblastos.

Em A, mostra os fibroblastos saindo do fragmento da derme dos camundongos. Aumento de
40X. Em B, mostra os fibroblastos na placa de cultura. Aumento de 100X.
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Figura 12. Fotomicrografias obtidas da cultura de fibroblastos.

A B

Em A, mostra os fibroblastos apds a 12 passagem quando cultivados em garrafa de 25 cm?.
Aumento de 100X. Em B, mostra os fibroblastos no aumento de 200X.

5.2 Expressao da molécula de adeséo de célula epitelial na superficie celular
Para avaliar a presenca de contaminantes na cultura celular obtida do explante
da pele de camundongos foi utilizado um marcador especifico de células epiteliais, a
molécula de adeséo de célula epitelial (EpCAM), por citometria de fluxo.
Como resultado, foi possivel observar que somente 2,12% das células

expressaram em sua superficie a molécula EpCAM (Figura 13).

Figura 13. Expressdo da molécula de adesédo de célula epitelial (EpCAM) na

superficie celular.
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Histograma representativo da expressdo de EpCAM com a porcentagem de células que
expressam a molécula. O resultado esté representado pela média + desvio padrédo, n=3.
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5.3 Aspectos morfologicos dos fibroblastos

A partir da analise microscopica, foi possivel observar a heterogeneidade
morfologica dos fibroblastos. Como mostrada na figura 14, as células apresentaram
formas variadas, fusiformes ou na sua maioria estreladas com prolongamentos
citoplasmaticos evidentes e nucleo grande, geralmente arredondado e nucléolo
evidente.

Figura 14. Aspectos morfolégicos dos fibroblastos obtidos da derme de

camundongos.

As fotomicrografias mostram a heterogeneidade morfolégica dos fibroblastos em diferentes
aumentos.

5.4 Producéo de matriz extracelular pelos fibroblastos

Para avaliar a producdo de moléculas de matriz extracelular (colageno tipo I,
colageno tipo Il e laminina) produzidos pelos fibroblastos obtidos da cultura primaria,
foi realizado o ensaio de imunofluorescéncia. Como resultado, foi possivel observar
que os fibroblastos produzem, em sua maioria, tanto colageno tipo | (figura 15), como
também da glicoproteina laminina (figura 16). Entretanto, a producéo da proteina de
matriz extracelular do colageno tipo Ill, ndo foi possivel ser observada nos fibroblastos
da cultura primaria utilizados para este estudo. Para comprovar a eficiéncia do ensaio
de imunofluorescéncia e a atividade do anticorpo, foi utilizado um controle positivo
com fibroblastos da linhagem 3T3. A figura 17A mostra somente o nucleo dos
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fibroblastos dérmicos da cultura primaria uma vez ndo houve a marcagdo da

fluorescéncia, devido a auséncia do coladgeno tipo Ill. Entretanto, na figura 17B é

notavel a deposicao dessa molécula nas células de linhagem 3T3.

Figura 15. Producédo de colageno tipo | por fibroblastos.

As células provenientes da 32 passagem foram submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia.
As fotomicrografias demonstram a producao da proteina colageno tipo | por fibroblastos (em

verde). Em azul estdo marcados os nucleos das células (DAPI). Aumento: em A, 200x e em
B, 400x.

Figura 16. Producao de laminina por fibroblastos.

As células provenientes da 32 passagem foram submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia.
As fotomicrografias demonstram a producédo da glicoproteina por fibroblastos (em verde).
Em azul estdo marcados os nucleos das células (DAPI). Aumento: em A, 200x e em B, 400x.
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Figura 17. Producao da molécula de matriz extracelular, colageno tipo lll.

A) Fibroblastos B) 3T3

(A) as fotomicrografia mostram a auséncia da producéo de colageno lll, pelos fibroblastos de
cultura priméria. (B) Observa-se a presencga da molécula nos fibroblastos de linhagem 3T3).
A deteccao foi realizada por ensaios de imunofluorescéncia indireta, utilizando anticorpos
especificos para colageno lll, (fluorescéncia verde). Em azul estdo marcados os nucleos das
células (DAPI). Aumento: 400x.

5.5 Proliferagé&o celular

Para avaliar a capacidade mitGtica dos fibroblastos, foi realizado um ensaio de
proliferacdo. As células foram plaqueadas e mantidas em cultura durante os tempos
de 48 ou 72 horas. Como observado na figura 18, foi possivel perceber que tanto
apos 48 horas, como também apds 72 horas a proliferacdo das células apresentou
significancia. Assim, podemos inferir que a capacidade mitética dos fibroblastos é

mantida na 42 passagem da cultura celular.

Figura 18. Proliferacéao dos fibroblastos.
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As células da 42 passagem de cultura priméria foram plagueadas e deixadas em cultura du-
rante 48 ou 72 horas para avaliar a proliferacdo celular. As barras representam médias com
correspondente desvio padréo, sendo n=3. A analise estatistica foi feita utilizando o teste t de
Student. *p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao tempo O horas.
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5.6 Efeitos do hormoénio do crescimento na proliferacdo de fibroblastos

Para avaliar o efeito do GH na proliferacédo e no ciclo celular dos fibroblastos
dérmicos, foi realizada a contagem celular e o ensaio de ciclo celular. Os dados
guantitativos da contagem celular demonstraram que o tratamento com o GH na
concentracdo de 100 ng/mL por um periodo de 24 horas, foi capaz de aumentar
significativamente o namero de células quando comparado ao grupo controle (Figura
19A). Também foi possivel observar que as células estdo em sincronizacdo no seu

ciclo celular, demonstrando todas as suas respectivas fases (Figura 19B).

Figura 19. Efeito do horménio do crescimento na proliferacdo de fibroblastos
dérmico:
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Cultura primaria de fibroblastos foram tratados ou ndo com GH na concentracdo de 100
ng/mL, por 24 horas. Em A, observa-se o nimero de fibroblastos apds 24 horas de tratamento.
As barras representam médias com correspondente desvio padrdo, sendo n=6. A analise
estatistica foi feita através do teste t de Student. *p<0,05 em relagcdo ao controle. Em B,
histogramas representativos do ciclo celular em marcagédo com iodeto de propidio avaliado
por citometria de fluxo apés 24 horas de tratamento.
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5.7 Efeito do GH na producdo de moléculas de matriz extracelular por
fibroblastos

Para avaliar a producdo de moléculas de matriz extracelular, as glicoproteinas
laminina e fibronectina, e a proteina colageno tipo I, produzidos pelos fibroblastos
dérmicos, foi realizado o ensaio de imunofluorescéncia.

A partir da analise qualitativa foi constatado um aumento na producdo de
laminina no grupo tratado com o GH (Figura 20A). A quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia confirmou que o tratamento estimulou de forma significativa a producéo

de laminina quando comparado ao grupo controle (Figura 20B).

Figura 20. Efeitos do GH na producdao de laminina.
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Em A, as fotomicrografias mostram a producédo de laminina, cultivadas na auséncia (controle)
ou presenca de GH (100 ng/mL). A deteccdo foi realizada por ensaios de imunofluorescéncia
indireta, utilizando anticorpos especificos para laminina (fluorescéncia verde). Aumento: 400x.
(B) As barras representam a média £ EPM da intensidade de fluorescéncia e correspondem
a analise quantitativa da expressao de laminina. Os resultados foram analisados usando o
teste t de Student. * P <0,05.

A producéo da glicoproteina fibronectina pelos fibroblastos nédo foi alterada com
o tartamento de GH por 24 horas quando comparada ao grupo controle (Figura 21A e
21B). Entretanto, foi verificado que o GH alterou a orientacéo das fibras de fibronectina,
de um padréo de feixes paralelos ao longo do eixo celular para um padrao intricado
em rede (Figura 21A).
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Figura 21. Efeitos do GH na producéao de fibronectina.
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(A) As fotomicrografias mostram a produc¢do de fibronectina, cultivadas na auséncia (controle)

ou presenca de GH (100 ng/mL). A deteccdo foi realizada por ensaios de imunofluorescéncia
indireta, utilizando anticorpos especificos para fibronectina (fluorescéncia verde). Aumento:
400x. (B) As barras representam a média + EPM da intensidade de fluorescéncia e
correspondem a analise quantitativa da expressdo de fibronectina. Os resultados foram
analisados usando o teste t de Student.

Em relacdo ao colageno tipo |, percebeu-se que sua producédo foi homogénea
pelos fibroblastos e foi constatado pela analise qualitativa que o tratamento com GH
por 24 horas, néo foi capaz de alterar a sua producédo conforme mostrado na figura
22A. A quantificacdo da intensidade de fluorescéncia confirmou que o tratamento nao
estimulou a producao de colageno tipo | quando comparado ao grupo controle (figura

22B).
Figura 22. Efeitos do GH na producéao de colageno tipo I.
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(A) As fotomicrografias mostram a producdo de colageno tipo | cultivadas na auséncia
(controle) ou presenca de GH (100 ng/mL). A deteccdo foi realizada por ensaios de
imunofluorescéncia indireta, utilizando anticorpos especificos para colageno tipo |
(fluorescéncia verde). Aumento: 400x. (B) As barras representam a média + EPM da
intensidade de fluorescéncia e correspondem a analise quantitativa da expressao de colageno
1. Os resultados foram analisados usando o teste t de Student.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foram isolados fibroblastos a partir da derme de camun-
dongos e avaliada a influéncia do GH sobre a cultura primaria de fibroblastos, tendo
em vista avaliar a acdo do GH na cicatrizacao de feridas. A cicatrizacao de feridas
cutaneas € um processo fisiologico complexo que consiste na participacdo de muitos
eventos celulares na tentativa de restaurar a lesao induzida por uma agressao local,
resultando na cicatrizacéo tecidual da pele e garantindo a homeostase (SHAW e
MARTIN, 2009; EMING et al, 2007).

Inicialmente, foi padronizada a obtencdo dos fibroblastos e seu
estabelecimento como cultura primaria, tendo em vista a importancia destas células
no processo de cicatrizacao de feridas e a necessidade de aprofundar o conhecimento
sobre os efeitos do GH no reparo tecidual. O método de explante de tecidos para a
obtencéo de culturas primarias de células € um dos mais antigos e mais eficazes. A
importancia do uso de células primarias, em vez de linhas celulares de cancer, para
estudos bioldgicos esta se tornando amplamente reconhecida. As células primarias
sao preferidas em estudos de controle do ciclo celular, apoptose e reparo do DNA,
pois as células cancerigenas carregam mutacdes nos genes envolvidos nesses pro-
cessos. Os fibroblastos necessitam de uma superficie de contato para que possam
secretar e organizar a MEC, que fornece suporte estrutural para sua adesao, migracao
e organizagdo tecidual, além de regular funcdes celulares como crescimento e
sobrevivéncia (FRANCO-BARRAZA et al., 2016).

Em nosso estudo, foi possivel realizar o isolamento dos fibroblastos a partir
da derme de camundongos pela técnica do explante de fragmentos da pele. Esta téc-
nica permite que os fibroblastos migrem para fora do tecido (FRANCO-BARRAZA et
al., 2016). Apoés o isolamento, foi observado que se tratava de células grandes, com
diversos prolongamentos, ndcleo e nucléolos bem definidos e o citoplasma bastante
volumoso (Figuras 12). Os fibroblastos normais sédo células grandes com saliéncias
proeminentes (lamelipédios). Uma cultura em crescimento saudavel contéem 1-10% de
células no estagio M, reconhecidas como células arredondadas, elevadas sobre a su-
perficie da placa, mas ndo destacadas da placa. Quando as células enchem uma
placa, elas param a proliferagdo no estagio G1. A placa confluente tipica de fibroblas-

tos contém uma camada de células firmemente compactadas (SELUENQV et al,
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2010). Segundo FRANCO-BARRAZA e COL 2016, os fibroblastos podem ser
utilizados até a 62 passagem, sem alteragéo do fenatipo.

Neste estudo, utilizando a citometria de fluxo, foi avaliada a expressédo da
molécula de superficie EpCAM com o objetivo de demonstrar a pureza da cultura ce-
lular. Foi possivel inferir que as células isoladas, na sua maioria, apresentavam um
fendtipo de fibroblastos, sendo 98% negativas para a molécula EpCAM (Figura 13).
De acordo com Kahounova et al (2018), € importante que se faca a marcagéo negativa
com a molécula EpCAM para a identificacdo de fibroblastos de tecidos de tumores da
mama e da prostata (KAHOUNOVA et al, 2018).

Foi demonstrado que os fibroblastos obtidos da derme de camundongos
apresentaram morfologia heterogénea, alguns com caracteristica morfolégica fusi-
forme e outros estrelada (Figura 14). Estudos mostraram que os fibroblastos da pele
apresentam subpopulacdes morfologicamente e funcionalmente heterogéneas. Por
exemplo, a populagéo de fibroblastos nas camadas superficiais da derme (a derme
papilar) é fisiologicamente distinta daquela que reside em camadas mais profundas (a
derme reticular) e ainda, é diferente da populacdo associada aos foliculos pilosos
(SRIRAM et al., 2015). MINE et al, observaram que a coloracdo com actina mostra
uma organizacao difusa do citoesqueleto em fibroblastos da derme papilar, enquanto
isso ndo ocorre com as células da derme reticular.

A homeostase tecidual € dependente do perfeito balango entre proliferacao e
morte celular, que sédo eventos intimamente associados (ANAZETTI et al, 2007). Esse
controle é vital para a manutencédo do ritmo de proliferacdo, para garantir a correta
replicacdo do material genético, segregacao dos cromossomos, e coordenar 0s pro-
cessos de diferenciacdo, senescéncia e morte (MALUMBRES et al, 2009). A desre-
gulacao desse ciclo pode gerar uma producdo demasiada e descontrolada de células,
levando a formacédo de tumores (ALBERTS et al, 2004). Em nosso trabalho, foi possi-
vel observar que os fibroblastos de cultura priméria conseguiram manter sua capaci-
dade mitética até a 42 passagem (Figura 18).

O GH atua como um fator mitogénico em uma diversidade de células, inclu-
indo células musculares lisas, células endoteliais e fibroblastos, exercendo funcdes
reguladoras no controle do metabolismo, crescimento equilibrado e diferenciacéo ce-
lular (YUN et al., 2016). Neste estudo, verificamos que o GH foi capaz de aumentar

significativamente o nimero de fibroblastos dérmicos apds tratamento por 24 horas,
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quando comparado com as células néo tratadas (grupo controle) (Figura 19). Isto su-
gere que o GH atua estimulando a proliferacao e/ou apresente um efeito anti-apopté-
tico nestas células. Este achado corrobora com investigacdes anteriores, onde foi de-
monstrado que a proliferacdo de fibroblastos humanos foi significativamente maior no
grupo tratado in vitro com GH e comparado ao grupo controle (LEE et al., 2010). Mes-
sias de Lima et al. (2017b), demonstraram que GH estimulou, in vitro, a proliferacéo
de células endoteliais timicas. Ainda, camundongos tratados intratimicamente com
GH, apresentaram 10-15% mais timécitos nas fases S e G2/M do ciclo celular (SMA-
NIOTTO et al., 2005).

O ciclo celular é dividido em quatro fases: G1, S, G2 e M (NORBURY e
NURSE, 1992). Durante a fase G1, as células respondem a sinais extracelulares que
determinam se estas irdo se dividir novamente ou se entrardo em estado GO. Apds a
passagem do ponto de restricdo em G1, a célula se torna comprometida com novo
ciclo de diviséo, independente dos sinais externos de crescimento (SHERR e RO-
BERTS, 1999). Na fase S ocorre a duplicacdo do DNA. A fase G2 que é uma outra
fase de crescimento e a fase M que representa a divisdo celular propriamente dita
(BRUCE et al., 2002). A progressédo normal da fase G1/S é dependente de estimulos
mitogénicos e pode ser alterada pelo estimulo de citocinas (PARDEE, 1989; SHERR,
1994).

Os fibroblastos sdo as principais células da derme, fornecendo resisténcia,
tracao e elasticidade através da producao de diversas moléculas de matriz extracelu-
lar (ROH et al, 2010). Entre essas moléculas, o colageno é a proteina mais abundante,
principalmente no tecido conjuntivo em fase de cicatrizacdo. O coladgeno € uma prote-
ina fibrosa encontrada em todo o reino animal que apresenta propriedades mecanicas
singulares, e é quimicamente inerte (SILVA et al, 2012). O colageno tipo | € o mais
frequente, correspondendo a aproximadamente 90% do coladgeno predominante na
pele (TRACY et al, 2016; CAMPOS et al, 2007).

A laminina é outra molécula de MEC, sendo uma glicoproteina importante da
membrana basal que separa epiderme da derme na pele humana (WOODLEY et al,
1988). Esta molécula é de grande importancia no processo de cicatrizacéo, apresen-
tando atividades de sinalizacdo para promover a reepitelizacédo, a angiogenese e a
migracao celular no microambiente da ferida. (LORIO et al, 2015). Neste trabalho,

verificamos que os fibroblastos de cultura priméaria sdo capazes de produzir tanto a
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molécula de coldgeno |, como a glicoproteina laminina (Figura 15 e 16). Entretanto,
nao foi observada a producéo de coladgeno tipo Il pelos fibroblastos dérmicos da cul-
tura primaria (Figura 17). Verificamos ainda, que o GH foi capaz de aumenta a produ-
cao da laminina por fibroblastos dérmicos (Figura 20). Este resultado corrobora com
investigacdes anteriores, onde foi demonstrado, in vitro, que o GH aumentou a produ-
cdo de laminina por células epiteliais timicas (LINS et al., 2016). Células endoteliais
expostas ao GH aumentaram a deposi¢ao de laminina e fibronectina e, consequente-
mente, a migracao celular e angiogenese (MESSIAS DE LIMA, et al., 2017b). Ainda,
em camundongos tratados ou transgénicos para o GH, foi observado aumento na de-
posi¢ao de laminina no microambiente timico em compara¢do com os controles (SMA-
NIOTTO et al., 2005). Em trabalho anterior, foi observado que o tratamento tépico com
GH aumentou a deposicéo de colageno tipo | (MESSIAS DE LIMA et al., 2017a). No
presente estudo, o tratamento com GH néo alterou a deposicao de colageno tipo | e
da fibronectina pelos fibroblastos dérmicos da cultura primaria (Figuras 21 e 22). No
entanto, um estudo demonstrou que em feridas realizadas em porcos e tratadas com
GH ndo aumentaram a deposicao de colageno lll, sendo este efeito observado apenas

em relacao ao colageno | (KIM et al., 2009).
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho demonstraram que os fibroblastos
foram obtidos da derme de camundongos utilizando a técnica do explante; a
populacdo celular apresentou heterogeneidade morfologica, deposicdo tanto
colageno tipo | como laminina e também mantendo a capacidade mitética. Ainda, o
GH foi capaz de acelerar o processo de proliferacéo celular em fibroblastos de cultura
priméria, mantendo a sincronizacéo do seu ciclo celular e estimulando a deposicdo da
glicoproteina laminina. Estes dados mostram in vitro que o GH exerce um efeito sobre
a resposta bioldgica dos fibroblastos, fortalecendo a hipotese de que este hormdnio

apresenta um efeito positivo na cicatrizacao de feridas.
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