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RESUMO

No presente estudo buscou-se investigar in vivo e in vitro os efeitos do horménio do
crescimento (GH) nos processos celulares e moleculares envolvidos na fase
inflamatoria do reparo tecidual cutdneo em camundongos. Para este propésito,
foram utilizados camundongos, com 6 meses de idade, machos da linhagem Swiss
(CEUA/UFAL N° 51/2014). A indugéao da ferida foi realizada, ap6s a administragcéo de
anestésico, com auxilio de um punch dermatolégico de 1cm de didmetro. Apos estes
procedimentos, os animais foram tratados topicamente com GH (107" M) por 3 dias
consecutivos, uma vez ao dia. O grupo controle recebeu apenas veiculo. Os
fragmentos de pele foram submetidos a coloragéo por hematoxilina e eosina (HE)
para a contagem de células inflamatorias. Amostras da pele injuriada foram usadas
para quantificacdo das citocinas envolvidas em respostas celulares inflamatorias
pelo ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA). Por imunohistoquimica foi
avaliada a presenga de macrofagos e células endoteliais, e a deposicao de
moléculas de matriz extracelular: colageno lll, fibronectina e laminina. Fragmentos
do figado e da pele que sofreu injuria foram utilizados para avaliar a expresséo do
RNAm para o fator-1 de crescimento semelhante a insulna (IGF-1). In vitro, foram
utilizados macrofagos da linhagem J774 e células endoteliais timicas (tEnd.1) para
avaliar a formacgao de estruturas semelhantes a capilares, em matrigel. Fibroblastos
da linhagem 3T3 foram utilizados para o ensaio de migragdo celular. Inicialmente,
demonstrou-se que o tratamento tépico com GH por 3 dias acelerou o recrutamento
de macroéfagos e linfécitos sem alterar os niveis de interleucina-6 (IL-6) quando
comparado ao controle. No entanto, o uso topico do GH revelou aumento dos niveis
de IL-10 e diminui¢do nos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). In vitro,
o tratamento com GH n&o alterou os niveis de IL-6 e IL-10 produzidos pelos
macréfagos, na concentracdo de 1077 M, no entanto, o meio condicionado de
macréfagos tratado com GH estimulou as células endoteliais na formagéo de
estruturas semelhantes a capilares, em matrigel. Além disso, o GH aumentou a
migracdo de fibroblastos. Verificou-se ainda que o tratamento topico com GH
estimulou a angiogénese a deposi¢cdo de colageno tipo lll, a deposicdo de
fibronectina e de laminina. Por fim, a analise da express&o génica revelou que o
tratamento topico com GH nao altera os niveis de RNAm para o IGF-1 no figado e
na pele. Em conjunto, os dados obtidos sugerem que o GH modula a cicatrizag&o
de feridas cuténeas antecipando o recrutamento de macréfagos, aumentando a
deposicao de proteinas de matriz extracelular (MEC) e estimulando a angiogénese,
independente de IGF-1.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizagdo; horménio do crescimento; angiogénese;
macrofago.



ABSTRACT

In the present study, we investigated in vivo and in vitro the effects of growth
hormone (GH) on cellular and molecular processes involved in the inflammatory
phase of cutaneous tissue repair in mice. For this purpose, we used 6-month-old
male mice of Swiss strain (CEUA / UFAL No. 51/2014). The induction of the wound
was performed, after anesthetic administration, with the aid of a 1cm diameter metal
ring. Then, the animals were treated with GH (107’M) for 3 consecutive days, once
a day. The control group received only vehicle. The skin fragments were stained with
HE for the count of inflammatory cells. Injured skin samples were performed for
quantification of cytokines (IL-6, IL-10, TNF-a) involved in inflammatory cellular
responses by ELISA. Immunohistochemistry assay was used to evaluate the
presence of macrophages and endothelial cells, and the deposition of extracellular
matrix molecules: collagen lll, fibronectin and laminin. Liver and injured skin
fragments were used to evaluate the IGF-1 mRNA expression. In vitro, J774 lineage
macrophages and thymic endothelial cells (tEnd.1) were used to evaluate the
formation of capillary-like structures in matrigel. Fibroblasts from the 3T3 strain were
used for cell migration assay. Initially, the topical treatment with GH for 3 days has
accelerated the recruitment of macrophages and lymphocytes without altering IL-6
levels when compared to control. However, topical use of GH revealed increased
levels of IL-10 and decreased levels of TNF-a. In vitro, GH treatment did not alter
the IL-6 and IL-10 levels produced by macrophages treated with GH (107'M).
However, GH-treated macrophages conditioned medium stimulated endothelial cells
in the formation of capillary-like structures in matrigel. In addition, GH increased the
fibroblasts migration. It was further found that topical treatment with GH stimulated
angiogenesis, type lll collagen deposition of fibronectin and laminin. Finally, gene
expression analysis revealed that topical treatment with GH does not alter mRNA
levels for IGF-1 in both liver and skin. Taken together, our data suggest that GH
accelerates the healing of cutaneous wounds, anticipating macrophage recruitment,
increasing the deposition of ECM proteins and stimulating angiogenesis,
independent of IGF-1.

Keywords: Wound healing; Growth hormone; angiogenesis; macrophage.
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18
1 INTRODUGAO

A cicatrizagdo de feridas na pele € um processo fisioldgico altamente
orquestrado que envolve interagdes entre plaquetas e uma grande variedade de
tipos de células, como neutrofilos, macrofagos, fibroblastos, células endoteliais e
queratinocitos, bem como componentes de matriz extracelular (MEC). Este
processo, inclui os estagios de inflamacgao, formacdo de tecido de granulagao e
remodelamento (BROUGHTON et al., 2006; ROUSSELLE et al., 2018). O objetivo
imediato no reparo de feridas é conseguir a integridade do tecido e a
restabelecimento da homeostase. A sobrevivéncia e funcionalidade de cada tipo
celular durante as fases da cicatrizagcdo que contribuem para a proliferagao,
migracgéo, producado de MEC e contragédo da ferida s&o altamente coordenados e
sensiveis a uma grande diversidade de fatores (EMING et al., 2007a; ROUSSELLE
et al.,, 2018). Falhas ou prolongamento da fase inflamatéria, pode resultar em
retardo da cicatrizagao ou o ndo fechamento da ferida. As falhas na cicatrizag&o das
feridas sédo, ainda hoje, um problema clinico significativo, com grande impacto sobre
os custos da assisténcia a saude (DE MENDONCA e COUTINHO-NETTO, 2009;
SEN et al., 2009; KAPP e SANTAMARIA, 2017).

A fase inflamatdria € uma fase essencial do reparo tecidual, caracterizada
pelo aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia de leucdcitos, liberag&o local
de citocinas e fatores de crescimento, bem como a ativagao de células migratorias
(WITTE e BARBUL, 1997). Além disso, a formagdo de um novo tecido de
sustentagdo, composto de colageno, fibronectina, laminina, vitronectina e elastina
sdo imprescindiveis para manter um microambiente adequado para resolucédo da
resposta inflamatéria (DEMIDOVA-RICE et al., 2012; SINGER AJ; e CLARK, 1999).
Nos ultimos anos vém sendo demonstradas evidéncias de que substancias
endocrinas podem agir neste processo, modulando a formagdo de vasos
sanguineos, a deposigao de proteinas de MEC, a diferenciagao de fibroblastos em
miofibroblastos (THOREY et al., 2004; DIOUFA et al., 2010) e estimulando a
polarizagdo de macrofagos para o perfil antiinflamatério no inicio da lesao (LEE et
al., 2017).

Nesse contexto, nos ultimos 50 anos pesquisas revelaram papéis potenciais
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do hormdnio do crescimento (GH) na pele e uma série de pesquisas tem focado no
uso farmacologico do GH na cicatrizagdo de feridas cutaneas (CAICEDO e
ROSENFELD, 2017; DIOUFA et al., 2010; MESSIAS DE LIMA, CF et al., 2017b).
Além dos seus efeitos na promog&o do crescimento (MULLER et al., 1999), na
manutengao do sistema imune e circulatério (LINS et al., 2016; MESSIAS DE LIMA,
CF et al.,, 2017a; TOUW et al., 2000), na plasticidade neuronal (COCULESCU,
1999) e envelhecimento (NASS, 2013) o mecanismo pelo qual o processo de
cicatrizacao de feridas é alterado quando se administra o0 hormdnio do crescimento
ainda nao € bem entendido.

Dados do nosso grupo demonstraram que o tratamento topico com GH
aumentou a produgado de colageno tipo |, estimulou a angiogénese e acelerou a
reepitelizacao. Além disso, foi observada uma rapida resolucéo da fase inflamatéria,
sendo a taxa de contragdo da ferida cerca de 40% nos animais tratados com GH,
contribuindo assim para a aceleragao do reparo tecidual (MESSIAS DE LIMA, CF
et al., 2017b).

Nesse sentido, a proposta do presente estudo foi de avaliar os efeitos do GH
sobre parametros celulares e moleculares na fase inflamatoéria da cicatrizacdo de
feridas cutadneas em camundongos. O conhecimento dos efeitos pleiotropicos do
GH em diferentes células recrutadas durante a fase inflamatéria, permitira uma
melhor compreensao da agédo deste horménio quando utilizado como estratégia
terapéutica na cicatrizagao de feridas.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar in vivo e in vitro os efeitos do horménio do crescimento nos processos
celulares e moleculares envolvidos na fase inflamatoéria do reparo tecidual cutaneo

em camundongos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

In vivo:

» Caracterizar o perfil de células inflamatorias no leito da injuria apos o tratamento
tépico com GH;

» Mensurar a produgdo de citocinas envolvidas na fase inflamatéria do reparo
tecidual (IL-6, IL-10, TNF-alfa).

» Analisar a angiogénese apos o tratamento topico com GH,;

» Quantificar a populagéo de fibroblastos presentes na fase inflamatoria do reparo
tecidual;

» Avaliar a expressao de proteinas de MEC envolvidas em migragao celular e na
formacéao de tecido provisério de reparo tecidual apos o tratamento tépico com GH;
» Analisar a expressao génica para o IGF-1 no figado e na ferida cutédnea apds o
tratamento tépico com GH.

In vitro:

» Analisar o efeito do GH na secrec¢ao de citocinas (IL-6, IL-10) pelos macrofagos;
» Avaliar a formacao de estruturas semelhantes a capilares por células endoteliais
na presenga de meio condicionado de macréfago tratado com GH;

» Verificar o efeito do GH na migracgao de fibroblastos.
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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 orgdo do corpo humano, composta pela epiderme e pela derme, e
dependendo de sua localizagdo anatdmica e influéncias ambientais, mostra notavel
diversidade estrutural e funcional (BICKERS e ATHAR, 2006; PROKSCH et al.,
2008; SLOMINSKI, Andrzej et al., 2000).

3.1.1 Aspectos Gerais

O desenvolvimento da pele surge a partir da justaposi¢gao 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 apocrinas e écrinas, originam-se a partir da diferenciacdo do
ectoderma, enquanto que o mesoderma € responsavel pela formagao das células
de Langerhans, uma pequena populagédo de linfécitos T e todos os constituintes
dérmicos, com excecao dos nervos e receptores sensoriais que desenvolvem-se do
neuroectoderma (BRIGGAMAN, 1982; DARLENSKI et al., 2011; SLOMINSKI,
Andrzej et al., 2000).

Histologicamente, a pele humana é dividida em duas regides: a epiderme,
constituida basicamente por células epiteliais, e a derme, que €& composta
essencialmente por tecido conjuntivo (Figura 1). Conforme representado na Figura
2 A, a epiderme é composta por um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado
em que as células epiteliais assumem diferentes aspectos morfolégicos em toda a
sua extensao. As principais células, tornando-se 95% do total, sdo os queratindcitos,
que movem-se progressivamente, a partir da sua aderéncia a lamina basal, para a
superficie da pele, formando varias camadas bem definidas durante o seu trajeto.
Os queratindcitos formam a barreira da pele passando por um processo de
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diferenciagdo altamente complexo, regulado por um conjunto de citocinas, que
envolve a mudangca de sua morfologia e integridade estrutural, um processo

conhecido como cornificagdo (HANEL et al., 2013).

Figura 1 - Aspectos histolégicos da pele humana

GSE

GSU

Fotomicrografia evidencia as duas camadas estruturais da pele, a epiderme e a derme. A epiderme
(E) é constituida por um epitélio de revestimento estratificado pavimentoso queratinizado. 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) séo vistas sobre a derme. Aumento: 100x. Fotomicrografia produzida no Laboratério de

Biologia Celular da UFAL coradas com Hematoxilina & Eosina (do autor).

A epiderme pode ser dividida em cinco camadas distintas: a camada basal,
que € constituida por células cilindricas ou cuboides, repousando sobre a
membrana basal que separa a epiderme da derme; a camada espinhosa,
constituida por células achatadas, de nucleo central e citoplasma com curtas
expansoes de filamentos de queratina; a camada granulosa, a mais delgada, onde
as células sao achatadas, apresentam o nucleo central e citoplasma carregado de
granulos basdfilos; 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 cérnea, que apresenta espessura
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variavel e é constituida por células achatadas e mortas (HANEL et al., 2013;
MADISON, 2003). Além dos queratindcitos, a epiderme contém trés outros tipos
celulares: os melandcitos, que produzem melanina, 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 sdo atribuidas as fungdes mecanorreceptoras da pele
(DARLENSKI et al., 2011; PROKSCH et al., 2008).

A epiderme e a derme apresentam uma intima e firme interface na jungao
dermo-epidérmica, onde a membrana basal e o0s 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 (FORE-PFLIGER, 2004;
HANEL et al., 2013)

A derme papilar e reticular constituem-se de tecido conjuntivo e apresentam
caracteristicas morfolégicas proprias (figura 2B). Sua forga fisica depende, em
grande parte do tecido conjuntivo vivido e dindmico, composto principalmente de
fibras de colageno e elastina entrelagadas (BOS e LUITEN, 2009). 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, macrofagos, 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, anexos cutaneos e nervos, que servem como
pontos finais de uma rede densa proveniente do sistema nervoso central. As células
sdo menos abundantes nesta camada, elas incluem fibroblastos, linfocitos,
macrofagos, plasmdécitos, mastocitos, e, frequentemente, adipdcitos na parte mais
profunda da derme reticular (FORE-PFLIGER, 2004; PROST-SQUARCIONI, 2006).
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Figura 2 - Aspectos histolégicos da epiderme e derme da pele humana

Em A, mostra a epiderme constituida por varias camadas de queratindcitos. Em B, mostra a derme
papilar (DP) formada por tecido conjuntivo frouxo e derme reticular (DR) constituida por tecido
conjuntivo denso. Dados: (CC) Camada Coérnea; (CL) Camada Lucida; (CG) Camada Granulosa;
(CE) Camada Espinhosa; (CB) Camada Basal; (DP) Derme Papilar; (DR) Derme Reticular. Aumento
de 200x. Fotomicrografias produzidas no Laboratdrio de Biologia Celular da UFAL coradas com

Hematoxilina & Eosina (do autor).

Ainda sobre as caracteristicas morfofisioldgicas da pele, sabe-se, ha varios
anos que este 6rgao apresenta-se como um sistema de defesa geral, que envolve
acOes coordenadas de células da derme e epiderme (STREILEIN, 1978) com uma
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intrincada rede de citocinas (SALMON et., al 1994). Na camada mais superficial da
pele, a epiderme, células de Langerhans atuam como as principais células
apresentadoras de antigenos, e podem desempenhar um papel critico no sistema
imune cuténeo, desenvolvendo um ambiente tolerogénico e imunogénico (LUTZ et
al., 2010; PILKINGTON et al., 2017). Além disso, os queratindcitos servem como
células acessorias na imunidade cuténea, funcionando como um sistema de alerta
precoce, liberando interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF) e uma série
de outras citocinas e fatores de crescimento apds lesdo ou dano celular,
evidenciando um sistema de comunicagdo altamente coordenado entre células
epiteliais e células imunes, para manter a homeostase do tecido e restaurar a fungao
normal apés uma injuria (NESTLE et al., 2009).

Os constituintes do sistema imune presentes na pele sdo compostos por
células residentes, células de recirculagao e células recrutadas. A populagao de
células residentes € expressa sob circunstancias fisiologicas e é representada por
mastécitos, macrofagos, linfocitos T e células dentriticas. A populagao recrutada
compreende mondcitos, basofilos, neutrofilos, eosindfilo, bem como, mastécitos e
linfocitos T e B. Enquanto que a populacéo de células recirculantes é representado
por células dentriticas, células Natural Killer e linfocitos T (BOS e LUITEN, 2009).
Independente da sua classificagdo, estas células chegam na pele por meio de um
circuito de vasos sanguineos que adentram neste 6rgao e, entéo, estabelecem um
circuito de comunicagao fisioldogica 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, Andrzej et al., 2000). A figura 3 mostra de forma
esquematica a pele e seus elementos efetores na imunidade, que compreende as
camadas de células epiteliais, células de Langherans, linfocitos, macréfagos e

células dentriticas.



26

Figura 3. Esquema representativo da pele e seus elementos efetores.
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A estrutura da pele reflete um extenso nimero de fungbes e uma complexa rede de informagdes
celulares, apresentando um ativo papel na imunidade. A epiderme contém o estrato basal, o estrato
espinhoso, o estrato granuloso e a camada mais externa, o estrato cérneo, que é responsavel pela
funcdo de barreira da pele. As células especializadas na epiderme incluem melandcitos, que
produzem pigmento (melanina) e Langerhans. As células T, principalmente células T citotdxicas
CD8+, podem ser encontradas no estrato basal e no estrato espinhoso. A derme é composta por
colageno, fibras elasticas e reticulares. Ela contém muitas células especializadas, como
subpopulagdes de células dendriticas (DCs), incluindo DCs dérmicas e plasmocitoides e
subpopulagdes de células T e natural killer. Além disso, estao presentes macrofagos, mastécitos e
fibroblastos. Os vasos sanguineos e linfaticos e os nervos também estao presentes em toda a derme.
Adaptado de NESTLE et al. (2009).

3.2 Cicatrizacao de feridas na pele

A pele ndo é apenas uma barreira fisica entre ambientes externos e internos,
mas também protege o organismo ativamente do estresse causado por lesdo,
tratamento microbiano, radiagdo ultravioleta (UV) e toxinas ambientais (MATEJUK,
2017). A perda da integridade de alguma porcéo 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 dinamico o

qgual envolve fendmenos bioquimicos e celulares ainda nio totalmente esclarecidos
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(MATEJUK, 2017; RUSHTON, 2007; SINGER AJ; e CLARK, 1999)

A cicatrizagao de feridas agudas é um processo bem organizado que leva ao
reparo tecidual em que as plaquetas, queratindcitos, células da vigilancia
imunologica, células endoteliais, MEC e fibroblastos desempenham um papel chave
na restauracéo e integridade do tecido. A cicatrizagédo € dividida em trés fases —
inflamacéo, formacgao de tecido de granulagdo e remodelamento - que se sobrepde
no tempo (SINGER AJ; e CLARK, 1999). Além disso, sabe-se que nessas fases
ocorrem eventos imprescindiveis a homeostase como a coagulacéo, re-epitelizagao
e neovascularizagdo que sao regulados por uma variedade de moduladores,
incluindo fatores de crescimento, citocinas, metaloproteinases de matriz, receptores
celulares e componentes de MEC (ROUSSELLE et al., 2018). A tabela 1, construida
a partir de dados publicados, evidencia as principais células e seus respectivos
mediadores que orquestram o processo de cicatrizagao.

Resumidamente, o processo de reparo tecidual cutdneo tem inicio a partir de
uma lesdo que provoca a ruptura dos vasos sanguineos dérmicos e o
extravasamento de constituintes sanguineos para o intersticio. O sangue coagulado
leva a formagao de uma crosta que restabelece a hemostasia e fornece uma MEC
provisoria para migragdo de células recrutadas, como neutrofilos e macrofagos,
incialmente (SINGER AJ; e CLARK, 1999). Concomitante com a resposta
inflamatdria iniciada, fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas sao
responsaveis pela chegada e proliferagdo de outras ceélulas, como fibroblastos,
queratindcitos, células endoteliais que terdo o objetivo de formar, provisoriamente,
um novo tecido. Sintese, remodelamento e deposicdo de moléculas de MEC
estruturais sdo indispensaveis para iniciar o reparo e a progressao da cicatrizagao
(EMING et al., 2007a). A fase final do processo de reparo envolve diminuicdo da
atividade celular e etapas sucessivas de producéo, digestéo e orientagao das fibras
colagenas (DEMIDOVA-RICE et al., 2012).
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TABELA 1. Células recrutadas e principais mediadores liberados no reparo tecidual

Tipo Celular Mediadores
Polimorfonuclear ROS
(PMN) TNF-o, IFN-y
IL-1pB, IL-6, IL-8
VEGF
Macrofagos TNF-a
IL-1pB, IL-6, IL-10
PDGF, VEGF, FGF, TGF-a e TGF-$
Fibroblasto TGFB1, VEGF
IL-1B, IL-33, IL-6
IGF-1
Célula Endotelial PDGF, VEGF, FGF, S1P, eNOS
Queratinécito FGF, PDGF, TGF-a e TGF-8,
IL-1. IL-6, IL-8

ROS, Espécie reativa de oxigénio; TNF-a, Fator de necrose tumoral alpha; IL, Interleucinas; VEGF,
Fator de crescimento vascular endotelial; PDGF, Fator de crescimento derivado de plaqueta; FGF,
Fator de crescimento fibroblastico; TGF, Fator de crescimento transformante; IGF-1, Fator-1 de
crescimento semelhante a insulina. S1P, Esfingosina-1-fosfato; eNOS, o6xido nitrico-sintase
endotelial. Fonte: (EMINE. et al.,, 2007b; KENDALL e FEGHALI-BOSTWICK, 2014; MCKAY e
LEIGH, 1991; WAHL, 2013).

3.2.1 Fase de Coagulagao ou Inflamatéria

Essa fase € denominada de inflamatodria ou exsudativa devido as reacdes
mediadas por citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento sobre receptores em
células alvo. Inicia-se a partir de uma injuria na pele que leva ao extravasamento de
sangue a partir dos vasos sanguineos danificados. Seguidamente, ocorre a
formagao de um coagulo que serve como escudo temporario, protegendo os tecidos
expostos e fornece uma matriz proviséria sobre a qual as células podem migrar
durante o processo de reparagédo (Figura 4) (SINGER AJ; e CLARK, 1999). O
coagulo sanguineo é formado por plaquetas imersas em uma rede fibrosa de
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moléculas de fibrina, fibronectina e vitronectina (MARTIN, 1997). As plaquetas
liberam fatores de crescimento tais como PDGF e TGF que recrutam células
inflamatorias como os neutrofilos, macréfagos e linfocitos para o local da ferida
(DEMIDOVA-RICE et al., 2012; SINGER AJ; e CLARK, 1999).

Minutos apos a leséo, os neutrofilos comegam a transmigrar através da
parede das células endoteliais dos capilares, e liberam citocinas pro-inflamatérias
tais como IL-1B, TNF-a e IFN-y no local da ferida que ativam os fibroblastos da
derme e os queratindcitos da epiderme, formando um escudo contra bactérias e
outros corpos estranhos (BEANES et al., 2003; DELAVARY et al., 2011). Tem sido
descrito que, em feridas agudas de humanos, os neutréfilos somam cerca de 50%
do total de células presentes no infiltrado inflamatério e seu declinio lento é
acompanhado pela quimiotaxia de mondcitos e proliferacdo de células residentes
como fibroblastos e células endoteliais (ENGELHARDT et al.,1998).

Os mondcitos sao os proximos a serem recrutados e chegam ao local da
lesdo por meio de estimulos quimiotaticos, pela vascularizagdo circundante. A
migracao transendotelial de mondcitos comega com o contato inicial de mondcitos
com endotélio vascular, que é mediado por moléculas de adesao e seus ligantes.
Hoje, sabe-se que os mondcitos inflamatdrios expressam o ligante CD62L (ou L-
selectina), LFA1 (ap2), MAC1 (ampB2), PECAM-1 e VLA-4 (asf1) que contribuem
para a adesao e migracado sobre o endotélio em tecidos inflamados (IMHOF e
AURRAND-LIONS, 2004).

Aproximadamente 2 a 3 dias apos a lesdo, os macréfagos, entram na zona
de lesdo e apoiam o processo em curso por meio da fagocitose de agentes
patogénicos e detritos celulares (REINKE e SORG, 2012), e devem ficar no tecido
pelo menos até o décimo dia, realizando a producéo e liberagcdo de fatores de
crescimento como o TGF-B, PDGF, IGF-1 e FGF que regulam a produgéao e
organizacédo da MEC por fibroblastos. Ainda, participam da proliferagao e migragao
de células endoteliais para o local da ferida, permitindo a angiogénese e
direcionando o desenvolvimento do tecido de granulacao (BEANES et al., 2003).

Os macroéfagos séo classificados em duas classes principais, baseado na
natureza de seus produtos secretados: os macrofagos M1, também chamados de
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‘classicamente ativados” e macrofagos M2, também conceituados de
“alternativamente ativados” (MOSSER e EDWARDS, 2009). Os macréfagos M1
apresentam um fendtipo pré-inflamatério, exibindo atividade fagocitica e secregao
de citocinas inflamatorias. Os macrofagos M2 apresentam um fendtipo oposto e
exibe altos niveis de citocinas anti-inflamatdrias, estimula a formacado de vasos
sanguineos e parece estar associado a resolucdo da cicatrizagdo de feridas
(FERRANTE e LEIBOVICH, 2012). Hoje, sabe-se que os macrofagos de reparo
tecidual, no estagio inicial de cicatrizacdo, sdo mais parecidos com o perfil M1
enquanto que os macrofagos com perfil M2 s&o predominantes em estagios
posteriores do reparo em resposta a necessidade de nova formagao de tecido. Além
disso, multiplos fatores podem determinar o fendtipo de macrofagos na cicatrizagao
de feridas, incluindo interagbes de macrofagos com MEC, com outros tipos de
células e por fatores como IL-10, TGF-p, lipopolissacarideo (LPS) (DALEY et al.,
2010; WANG et al., 2014).

Figura 4 - Esquema representativo da fase inflamatéria da cicatrizacao de

feridas na pele.
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Esquema representativo da cicatrizagao de feridas evidenciando a interagao, 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 Formacao de tecido de granulagao

A medida que a fase inflamatoria € atenuada, um novo estroma, muitas vezes
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chamado de tecido de granulagdo, comeca a se formar aproximadamente 4 dias
apos a lesdo. O nome deriva da aparéncia granular do tecido recém formado
quando é examinado visualmente (TONNESEN et al., 2000). Nesta fase, a sintese
de proteinas de MEC, como o colageno, a formagdo de uma rede capilar
(neovascularizagdo) e a migracdo de células, como os queratinécitos, s&o
fendbmenos essenciais para a homeostase (SCHREML et al., 2010). Um esquema

da fase de granulagcdo & mostrado na figura 5.

Figura 5 - Esquema representativo da fase de formagao de tecido de
granulacao na pele.

nteragGes de fatores de
crescimento com MEC
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Fragmentos bioativos
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Esquema representativo da cicatrizagdo 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.

Os fibroblastos sdo as células mais importantes do tecido conjuntivo. Este
tecido é constituido por fibroblastos imersos em uma ampla rede de proteinas
fibrosas e gelatinosas. Os fibroblastos produzem proteinas estruturais, como
colageno e elastina, proteinas adesivas (envolvidas em migragao celular), como
fibronectina e laminina, e um grupo de outras substancias como as
glicosaminoglicanas (KENDALL e FEGHALI-BOSTWICK, 2014). Além disso, sabe-
se que estas ceélulas desempenham um papel crucial no reparo tecidual (MARTIN,
1997) e estdo presentes em feridas saudaveis desde o inicio da fase inflamatoria

até a ocorréncia da re-epitelizagado (THIRUVOTH et al., 2015). Estas células sao
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atraidas para a area de injuria em resposta a fatores de crescimento/citocinas, como
o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) (PIERCE et al., 1991) e, em
resposta a outros fatores soluveis, se diferenciam em miofibroblastos (DARBY et
al., 2014; ROCKEY et al., 2013; THIRUVOTH et al., 2015). Enquanto os fibroblastos
estdo sintetizando proteinas de MEC (principalmente colageno), os queratindcitos
e as células endoteliais proliferam-se intensamente e migram para o sitio de injuria
com o objetivo de garantir o fechamento do epitélio e a formag&o de novos vasos
sanguineos, respectivamente (DEMIDOVA-RICE et al., 2012).

A formagao de novos vasos sanguineos é necessaria para sustentar o tecido
de granulagdo 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 migragao de células endoteliais (RISAU, 1997). Dados da literatura
mostraram que uma série de fatores, como o fator de crescimento fibroblastico
(FGF), fator de crescimento transformante (TGF) e fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) produzidos por fibroblastos, células endoteliais ou até mesmo por
células do sistema imunoldgico, como os macrofagos M2, podem estimular a
angiogénese (HECHT, 1998; SINGER AJ; e CLARK, 1999). Além disso, sabe-se
que componentes de MEC, como a fibronectina, laminina e colageno do tipo lll, sdo
requeridos para a formacdo de novos vasos, demonstrando a importancia do
contato fisico entre constituintes celulares e acelulares na angiogénese
(KAESSMEYER et al., 2017).

Além do papel de sustentar o tecido de granulagédo, a formagado 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
inflamatoria durante a cicatrizacdo de feridas (CASTILLA et al., 2012; SEN,
Chandan, 2009). Tratamentos pro-angiogénicos tem se mostrado capazes de
modular o processo de cicatrizacdo de feridas em condi¢gbes patologicas. Por
exemplo, KIRCHNER et al. (2003) relataram que o uso tépico do VEGF reduziu
50% o tempo de cicatrizagdo de feridas em camundongos diabéticos. Além disso,
um estudo in vitro mostrou que células endoteliais, apos tratamento com GH,

aumentou a propria habilidade em formar estruturas semelhantes a capilares,
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aumentando a expressao de VEGF (BRUNET-DUNAND et al., 2009).

Uma vez que a matriz de colageno foi depositada na ferida, os fibroblastos
suprimem a produgéo de colageno, e o tecido de granulagao é substituido por uma
cicatriz relativamente acelular. A morte celular por apoptose desempenha um papel
chave no controle normal do crescimento dos tecidos de granulagéo
(DESMOULIERE et al., 1995).

3.2.3 Fase de remodelamento

A fase final do processo de cicatrizagdo (Figura 6) envolve diminuicdo da
atividade celular e etapas sucessivas de producéo, digestéo e orientagao das fibras
colagenas (SINGER AJ; e CLARK, 1999). Além disso, o declinio nos constituintes
celulares parece ser resultado da apoptose de células inflamatdrias residuais, bem
como a regressdo da neovasculatura (TORISEVA e KAHARI, 2009). Alguns
fibroblastos residuais, por agado de diversos estimulos, podem se diferenciar em
miofibroblastos, e comandar a contragéo da ferida (DE MENDONCA e COUTINHO-
NETTO, 2009). Aproximadamente 4 dias ap0s a injuria, estas células podem estar
presentes na ferida, exercendo uma forga contrati e exercendo um papel
fundamental e colaborativo com os queratinécitos (THIRUVOTH et al., 2015;
WALLA et al., 2009).

Figura 6 - Esquema representativo da fase de remodelamento.

C Completa Re-epitelizagéo

suprimento vascular

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

Dentre os componentes que sao produzidos na cicatrizacédo, destacam-se a
fibronectina e a laminina que s&o sintetizadas por diversas células no
microambiente, como neutrdfilos, linfécitos, 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
deposicao de proteoglicanos e glicosaminoglicanos. Posteriormente, o colageno
torna-se a proteina mais abundante no tecido de granulacdo (WITTE e BARBUL,
1997) (Figura 7).

No reparo de tecido, a secrecao da fibronectina é realizada in situ, pelas
préprias células vasculares, indicando que esta proteina serve como um condutor
para o movimento das células endoteliais na injuria (CLARK et al., 1982). Na pele,
a fibronectina esta presente na parte basal da epiderme, na derme papilar e, em
menor quantidade, na derme reticular. No decorrer do reparo tecidual, a fibronectina
€ depositada sobre o coagulo de fibrina e nas fibrilas do colageno tipo lll. Ao que
tudo indica, além de manter um ambiente adequado para a migragéo de leucécitos,
a ligacdo da fibronectina a fragmentos de colageno desnaturado pode ser
importante na remogéao do colageno durante a remodelagao do tecido de granulagéo
da ferida (GRINNELL et al., 1981). A fibronectina medeia uma grande variedade de
interacdes entre células e MEC, além de desempenhar papéis importantes na
adesao celular, migragao, crescimento e diferenciagdo, se ligando a uma série de

moléculas que incluem heparina, colageno e fibrina (PANKOV, 2002).

O colageno constitui um grupo de proteinas fibrosas encontradas em todos
os animais. Estas proteinas s&do 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 e de modo geral, estas proteinas se dispdem num
padrao ondulado e exibem extens&o bastante variada, e tém papel fundamental na
arquitetura tecidual (LYON e BERNARD, 1991). Além disso, a presenca dessas
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proteinas é relacionada diretamente com a integridade estrutural e a for¢a do tecido
(THOREY et al., 2004). Na pele, as fibrilas de colagenos encontradas sao do tipo |
e lll (CANTY, 2005).

A laminina € uma outra glicoproteina, que juntamente com o colageno e
fibronectina, sdo depositadas na injuria e sdo essenciais na homeostasia dos
tecidos (MINER e YURCHENCO, 2004; WITTE e BARBUL, 1997). Essa
macromolécula extracelular controla uma variedade de processos celulares,
incluindo proliferagao, diferenciagao, adesao e migragao celular (KIM, Young-Yoon
et al., 2018; ZAKHAR!I et al., 2018).

Na derme, enquanto a MEC é moldada, os vasos sanguineos, que estao
localizados no interior da cicatriz, sdo reorganizados e sofrem maturacdo para
formar uma rede de capilares funcionais. Esta fase é essencial para a restauracao
da funcionalidade completa e uma aparéncia normal para o tecido lesado (SHAW e
MARTIN, 2009).

Figura 7 - Grafico representativo da deposicao dos constituintes de MEC
durante a cicatrizagao de feridas na pele.
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A deposicado dos componentes de MEC na ferida ao longo do tempo. A fibronectina e o colageno
tipo Il constituem a matriz inicial, o colageno tipo | acumula-se mais tarde, correspondente ao
aumento da forga do tecido. Dados compilados a partir de uma revisao da literatura. Adaptado de
(WITTE e BARBUL, 1997).
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3.3. Interagoes entre a pele e horménios

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

Outro hormdnio que apresenta atividade comprovada em células da pele é a
leptina. Estudo anterior mostrou o papel da leptina na resposta inflamatéria no
reparo da pele na condigdo diabética. Neste estudo foi demonstrado que este
horménio atenua a infiltracdo de neutréfilos e aumenta o recrutamento de
macrofagos na fase inflamatoria da cicatrizagcdo demostrando que a leptina pode
funcionar como uma ligagdo regulatéria entre o sistema endodcrino e o sistema
imunologico no contexto do reparo da pele (GOREN et al., 2003). Além disso, este
horménio atua como protetor da morte celular e indugdo de angiogénese
confirmando a hipétese de que possa ser um importante regulador celular em
situacdes onde se exige aumento da vascularizacdo (ARTWOHL et al., 2002).

Em ratos, foi demonstrado que o tratamento tépico com horménio liberador
de tireotrofina (TRH) acelerou a cicatrizagdo de ferida aumentando a formacéo do
tecido de granulagdo e a re-epitelizagdo. Além disso, o TRH promoveu a
proliferagdo e migragéo de fibroblasto dérmicos (NIE et al., 2014). Anteriormente,
foi observado que o tratamento topico com horménio tireoidiano (T3) acelerou a
cicatrizacao de feridas em camundongos, aumentando a expresséo da citoqueratina
6 em queratindcitos dos foliculos pilosos (SAFER et al., 2005).

A atividade estrogénica também tem sido relatada evidenciando aspectos
fisiologicos pertinentes na pele. O receptor de estrogeno foi detectado nos
componentes celulares da pele, sugerindo que o metabolismo celular dos
componentes epidérmicos e dérmicos s&o influenciados pelos niveis deste

horménio. O tratamento com estrogénio em mulheres na pdés-menopausa mostrou
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aumento da sintese de colageno, aumento da espessura dérmica e elasticidade
(BRINCAT et al., 2005). Além disso, estudo anterior investigou os efeitos do
tratamento topico com estrogénio na cicatrizagdo de feridas cutdneas em homens
e mulheres saudaveis com idade média de 70 anos. Neste estudo foi demonstrado
que o tratamento com estrogénio aumentou os niveis de colageno e fibronectina e
diminuicdo do infiltrado neutrofilico. Ainda, o tratamento com estrogénio foi
associado a uma diminuicdo nos niveis de elastase, um marcador que é regulado
positivamente em feridas cronicas, demonstrando que os atrasos na cicatrizacio de
feridas em idosos podem ser significativamente diminuidos pelo tratamento com
estrogénio topico (ASHCROFT et al., 1999).

3.3.1. Horménio do crescimento (GH)

O GH é um polipeptidio de 22 kDa constituido por 191 aminoacidos e é
sintetizado, principalmente, pelas células somatotroficas da hipofise anterior
(MULLER et al., 1999). A liberagédo do GH, proveniente da adenohipofise, € mediada
por mecanismos de feedback, atuando em trés niveis. No hipotalamo, o hormdnio
liberador do horménio do crescimento (GHRH) e a somatostatina (SS), exercem
influéncias estimulatérias e inibitérias, respectivamente, na secrecdo do GH. Uma
vez na circulagao, o préprio GH pode modular sua liberagdo atuando no hipotalamo,
estimulando a liberagcédo de SS e diminuindo a liberacdo de GHRH pelos neurénios
secretores. A liberacdo de GH em relagdo a demanda fisiologica € realizada por
meio de uma série de fatores periféricos, como o fator 1 de crescimento semelhante
a insulina (IGF-1), suprimindo a liberagdo do GH por meio do aumento da liberagéo
de SS (STEYN et al., 2016).

Muitos neurotransmissores e neuropeptideos modulam a atividade do eixo
GH/IGF-1 interagindo com GHRH e/ou SS ou agindo diretamente nos niveis de
somatotrofina. Dentre esses fatores, destacam-se os neuromoduladores (como as
catecolaminas, serotonina, acetilcolina, horménio liberador de corticotropina),

grelina, insulina, leptina e glicose (STEYN et al., 2016). Além disso, o exercicio fisico
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também parece estar envolvido na estimulagcédo da secregcdo do GH e a magnitude
deste aumento sofre influéncia de diversos fatores, como a intensidade do exercicio
e estado de treinamento (CRUZAT et al., 2008). As interagdes coletivas entre todos
os reguladores endogenos da liberagdo do GH contribuem para padronizar a sua
secrecdo, que é conservada em todas as espécies de mamiferos (STEYN et al.,
2016).

Os efeitos do GH s&o iniciados a partir da sua ligagdo ao seu receptor (GHR)
presente na membrana plasmatica das células-alvo. A proteina GHr esta
posicionada na membrana celular de quase todas as células e apresenta um
dominio extracelular (GH-binding), um dominio transmembranar e um dominio
intracelular (LEUNG et al., 1987). A ligagado do GH ao receptor, induz a fosforilagéo
da proteina janus-cinase-2 (JAK2) e, posteriormente, a ativagcdo de moléculas de
sinalizagdo como o transdutor de sinal e ativador de transcricdo-5 (STATS) e
fosfoinositideo 3-quinase (PIK3) resultando em transcricdo aumentada ou diminuida
de uma variedade de genes que respondem ao GH, como IGF-1, caspase3 entre
outros (BOGUSZEWSKI et al., 2017). O GH age de forma direta ou indireta sobre
as células-alvo (STEYN et al., 2016). A hipétese da somatomedina afirma que o GH
atua indiretamente no crescimento dos tecidos por meio da estimulacido da
producdo de IGF-1 (revisado por ROSENBLOOM, 2016).

Além da sua producgao central, o GH também pode ser produzido em outros
locais, como evidenciado por estudos anteriores mostrando a expressado do gene
para a produ¢do do GH em células da pele (SLOMINSKI, Andrzej et al., 2000) e de
modo semelhante também foi demonstrado a expressao do gene GH em tecidos
linfoides humanos normais e neoplasicos, incluindo células nao-linféides. Esta
descoberta suporta a hipotese de que o sistema imunolégico humano € um sitio
extra-pituitario de expressdo do GH que pode servir como um fator autécrino ou
paracrino na imunomodulacao (WU et al., 1996).

A intercomunicagao entre os sistemas imune e neuroendoenddcrino ja tem
sido bem demonstrado (BLALOCK, 1994). Esses sistemas usam ligantes e
receptores semelhantes para estabelecer um circuito de comunicacgio totalmente

integrado que desempenhando um papel importante na homeostase. Evidéncias



39

crescentes indicam que hormdnios e neuropeptideos sdo imunomoduladores
potentes, participando de varios aspectos da fungédo do sistema imunoldgico, tanto
em individuos saudaveis como durante a doenca (BLALOCK, 1994; SPECTOR,
1996). Nesse sentido, o GH tem sido demonstrado como um importante modulador
da biologia de 6rgéos e células imunoldgicas exercendo efeitos pleiotropicos nesse
sistema (LINS et al., 2016; SAVINO et al., 2002). Por exemplo, camundongos
transgénicos para o GH, bem como tratados intratimicamente com GH, exibem
celularidade aumentada no timo, aumento da migracao celular e produgdo de
proteinas de MEC no timo, fortalecendo a hipétese de uma agdo imunomodulatéria
do GH e que pode ser utilizada em situagdes de imunodeficiéncia, como a AIDS
(SMANIOTTO et al., 2005). Nesse contexto, tem sido descrito que a terapia com
GH, induz a producéo de células T CD4" em adultos infectados pelo HIV-1. Além
disso foi mostrado que a involugao timica pode ser revertida farmacologicamente
sugerindo que terapias baseadas em imunidade poderiam ser usadas para
aumentar a timopoiese em individuos imunodeficientes (NAPOLITANO et al., 2008).

Dados da literatura mostraram que o GH também 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 modulagao da fun¢do destas células e homeostasia
da pele. Além disso, a produgdo de RNAm para o GH por fibroblastos ja tem sido
demonstrada anteriormente (TAVAKKOL et al., 1992). Disfungdes na integridade da
pele foram relatadas em pesquisas anteriores utilizando individuos acromegalicos
(MATSUOKA et al., 1982; THIBOUTOT, 1995). Em um estudo histoldgico 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 diretamente em célula-alvo, foram encontradas
evidéncias de que este hormonio também pode agir a partir de um efeito indireto,
estimulando células cutaneas a produzir IGF-1 que age na diferenciacdo e
proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos e modulando o desenvolvimento do
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foliculo capilar (LEE et al., 2010; RUDMAN et al., 1997).

Sobre células endoteliais foi demonstrado que o GH influencia nos aspectos
morfofisioldgicos destas células, alterando a morfologia e aumentando a deposigéo
das moléculas da matriz extracelular, laminina e fibronectina. Além disso, o GH
aumentou a migracdo destas ceélulas, em sistema de transwell, e estimulou a
formacgao de estruturas semelhantes a capilares, in vitro (MESSIAS DE LIMA, CF et
al., 2017a). Influéncias deste hormdnio sobre a angiogénese in vivo também foram
observadas utilizando animais transgénicos. Neste estudo foi demonstrado que
altos niveis circulantes de GH favorecem o aumento no numero de vasos
sanguineos em regides de injuria de tecido (THOREY et al., 2004).

Estudos também demonstraram efeitos do GH sobre a atividade de
macrofagos. Recentemente, foi observado que este horménio estimulou a migragéo
de macréfagos peritoneais residentes e potencializou a atividade fagocitica (DOS
SANTOS REIS et al., 2018). Trabalho anterior mostrou que macrofagos RAW 264.7
aumentaram a viabilidade e a proliferagdo celular e mudangas morfolégicos foram
observadas apos tratamento com IGF-1 e/ou GH por 24 horas (SMITH et al., 2000).
Ainda, foi mostrado que mondcitos/macréfagos de varios tecidos/érgéos, incluindo
sangue periférico, timo e medula 6ssea produzem RNAm e secretam o GH,
sugerindo que este horménio pode atuar de maneira autdcrina ou paracrina nessas
células (WEIGENT et al., 1992). Outro estudo mostrou que o GH & um ativador das
fungdes de macrofagos, como a produgao de oxido nitrico e TNF-a (TRIPATHI e
SODHI, 2007) via JAK2 (TRIPATHI e SODHI, 2009), reforgando a hipdtese de que
o GH atua sobre essas células em condi¢des inflamatdrias.



41

4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Ensaios in vivo:

4.1.1 Animais, ensaio de cicatrizagao de feridas e tratamento

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) foram utilizados experimentalmente. Estes animais
foram mantidos com acesso livre a ragédo e agua, iluminagao artificial 12 horas claro
e 12 horas escuro em gabinete a temperatura de 22 + 2 °C. A inducédo da ferida foi
realizada apos a administragdo do anestésico (100 mg/Kg de Ketamina e 10 mg/Kg
de Xilasina diluido em tampao fosfato salina). Os camundongos foram depilados
dorsalmente e a pele higienizada com etanol a 70%. Posteriormente, realizou-se a
incisdo da pele da regido dorsal, sendo o limite superior as vértebras cervicais e
inferior as vértebras toracicas. Uma ferida, por animal, foi realizada com auxilio de
um Punch dermatoldgico (1cm de diametro) removendo-se toda a pele até o rebordo
da hipoderme, conforme mostrado na figura 8. Apds estes procedimentos, os
roedores foram divididos aleatoriamente em 2 grupos, sendo cada grupo constituido
por 15 animais. O tratamento tépico com GH (Eutropin®, da empresa: Aspen
Pharma Industria Farmacéutica Ltda) (10~’M) e a administracéo do veiculo (PBS,
como controle) foi realizado diariamente, uma unica vez ao dia, em um volume de
aproximadamente 200 uL (MESSIAS DE LIMA CF et al., 2017b). O tratamento foi
realizado entre 15 e 17 horas. Os animais foram fotografados diariamente para
anadlise macroscopica da ferida e foram sacrificados apds o terceiro dia de
tratamento tépico, que corresponde a fase inflamatéria (SHAW e MARTIN, 2009).

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comissdo de Etica de uso de
animais da UFAL (CEUA 51/2014).
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Figura 8 - 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 Punch dermatolégico
circular metalico com 1cm de diametro [do autor].

4.1.2 Processamento histolégico

Para analise histolégica, 5 feridas por grupo, foram analisadas. Apds o0s
tratamentos, as feridas foram removidas, sendo alguns espécimes congelados em
meio de congelamento do tipo tissue TEK® (Sakura) que foram reservados para a
imunofluorescéncia e outras fixadas, em liquido de formalina 10% (MERCK), por no
maximo 36 horas para as analises histoldgicas. Apos fixagdo, 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 em micrétomo. Os cortes foram
distendidos em agua previamente aquecida, aderidos em Iamina histolégica untada
com albumina de Mayer em chapa quente a 30° C. A tabela 2 resume as principais

etapas do processamento histologico.
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TABELA 2. Processamento histolégico

Etapas Procedimentos

Fixagao Formalina 10%(MERCK) em até 36 horas.
Cortes conservados em alcool 70%.

Desidratagao Banhos sucessivos (1hora/cada) em alcool etilico
(MERCK):

Alcool 80%: Alcool 90%; Alcool 100%:;
Alcool 100%.

Diafanizagéo Banhos sucessivos em xilol (MERCK):
Xilol [I; Xilol II.
Impregnacao Em estufa os espécimes foram imersos em parafina

liquida (MERCK). Pontos de fusdo: 56 °C e 58 °C,
sendo 1 hora cada banho.
Parafina | (56 °C) e Parafina Il (58 °C)

Incluséo Os espécimes foram incluidos em blocos de parafina
liquida 11l (60 °C).

4.1.3 Técnica de coloragao

Os fragmentos de pele apresentam-se incolores apds a microtomia, assim a
coloragao visa contrastar as estruturas teciduais. Para este propdsito utilizou-se a
coloragcédo de hematoxilina-eosina (SIGMA-ALDRICH) para evidenciar os aspectos
histo-morfologicos da pele na fase inflamatoria da cicatrizagao de ferida.

Em sintese, os cortes foram desparafinados em trés banhos sucessivos de
xilol e hidratados em concentragdes decrescentes de alcool etilico e agua destilada.
Apos, as laminas foram imersas em solugao de hematoxilina, o excesso retirado em
agua corrente e, em seguida colocadas em uma solugdo acida de eosina.
Posteriormente os cortes foram desidratados em concentracbes crescentes de
alcool etilico e diafanizados pelo xilol para posterior montagem. A tabela 3 resume

as principais etapas da coloragao utilizada.
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TABELA 3. Técnica de coloragao por hematoxilina-eosina

Etapas

Procedimentos

Desparafinizagao

Hidratacao

Hidratacao

Coloracéao

Desidratacao e
Diafanizacao

Banhos sucessivos em xilol (MERCK), sendo cada
banho de 5 minutos:

Xilol 1, Xilol Il e Xilol 111.

Banhos sucessivos em alcool etilico (MERCK):,
sendo cada banho de 5 minutos:

Alcool 100%; Alcool 100%; Alcool 80%;

Alcool 70%.

5 minutos em agua destilada.

Hematoxilina (SIGMA-ALDRICH): 2 minutos.
Lavagem em agua corrente: 5 minutos

Eosina (SIGMA-ALDRICH): 3 minutos.

Banhos sucessivos em alcool etilico (MERCK):
sendo cada banho de 5 minutos:

Alcool 90%; Alcool 90%; Alcool 100%.

Xilol I e Xilol Il

4.1.4. Contagem das células recrutadas

A contagem de células inflamatodrias e fibroblastos foi realizada na pele de

trés animais por grupo, nas regides de injuria tecidual obtida apds o terceiro dia de

tratamento. Foram escolhidos 21 campos aleatorios para determinar a média de

células por grupo de tratamento. As células foram diferenciadas por aspectos

morfolégicos nucleares e citoplasmaticos. A area do campo foi delimitada com o

auxilio de lamina micrométrica e corresponde a 0,038 mm?.

4.1.5 Imunohistoquimica

4.1.5.1 Imunoperoxidase em corte congelado
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Os imunoensaios foram realizados em cortes histolégicos congelados de 5
pm de espessura, distendidos em Iaminas de vidro. Para isso, os espécimes foram
congelados em meio de congelamento préprio (meio tissue TEK®) e mantidos em
ultra freezer a -80 °C. Posteriormente, cortes seriados de pele injuriada foram
obtidos utilizando um criostato (LEICA, modelo CM 1850) ajustado para 5 um, sendo
a temperatura para realizagao do procedimento a -25 °C.

Foi realizado o ensaio para evidenciar a molécula de adesao CD31/PECAM-
1 presente em células endoteliais nos cortes histologicos. Para isso, foi utilizado o
protocolo padrao de estreptavidina-biotina-peroxidase, sugerido pelo fabricante (BD
Biosciences). Resumidamente, os cortes foram fixados em acetona (SIGMA-
ALDRICH) (P.A.) por 10 minutos a -25 °C, reidratados em PBS (LGC Biotecnologia)
e a atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada em solu¢do de perdxido de
hidrogénio (H,0,) (LGC Biotecnologia) a 0,3% (diluida em PBS) por 10 minutos. Os
cortes foram lavados e entdo expostos a uma solugdo, contendo 10% de soro
bovino fetal (SBF) (LGC Biotecnologia), para bloqueio das ligagdes nao especificas
durante 40 minutos. Apés lavagem, os espécimes foram cuidadosamente expostos
ao anticorpo primario CD31 (BD Biosciences), na proporgao de 1:100, por 60
minutos. Apds esse tempo, os espécimes foram lavados e, entdo, expostos ao
anticorpo secundario biotinilado (BD Biosciences), na concentragdo de 10 ug/mL
por 30 minutos. Seguidamente, uma solugdo de peroxidase-estreptavidina (BD
Biosciences), foi aplicada junto aos cortes e incubadas por 30 minutos. Apds
lavagem, a marcacéo foi revelada com o cromogeno diaminobenzidina (DAB) (BD
Biosciences), por 7 a 10 minutos, tendo como substrato o peroxido de hidrogénio.
ApoOs a revelagao, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina (SIGMA-
ALDRICH), por 60 segundos, desidratadas em concentragdes crescentes de alcool
etilico (SIGMA-ALDRICH), diafanizadas em xilol (SIGMA-ALDRICH) e montadas.
Como controle negativo, foi omitido o anticorpo primario para avaliar a presenga de
possivel reagdo de interferéncia entre as células e o complexo estreptavidina-
biotina-peroxidase. Apds a coloragédo, os vasos sanguineos foram evidenciados

pela cor acastanhada em contraste com um fundo discretamente azulado.
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4.1.5.2 Imunoperoxidase em corte parafinado

Os imunoensaios foram realizados em cortes histolégicos parafinados de 5
pm de espessura, distendidos em Iaminas de vidro. Para isso, os espécimes foram
processados como descrito na tabela 2. Posteriormente, cortes seriados de pele
injuriada foram obtidos utilizando um microtomo (ANCAP, modelo YD355AT)
ajustado para 5 ym.

O ensaio de peroxidase foi realizado para evidenciar a presenga de colageno
tipo Il em feridas da fase inflamatdéria. Para isso, os espécimes foram
desparafinados em sucessivos banhos de xilol e desidratadas em solugéo de alcool
etilico 100%. Posteriormente, foi realizado o bloqueio da peroxidase endogena,
numa solucéo a 3% de peroxido de hidrogénio (MERCK) em metanol (MERCK), por
10 minutos. Apds, os espécimes foram reidratados em solugdo de alcool etilico
(MERCK) a 95% e 70%, por 10 minutos, e posterior passagem em agua destilada
e PBS (LGC Biotecnologia). Os sitios antigénicos inespecificos foram bloqueados
com uma solugao de pele de peixe a 2%, em PBS, por 1 horas. Além disso, uma
outra solugédo de bloqueio foi utilizada, contendo 1% de albumina de soro bovino
(BSA) (SIGMA ALDRICH) + 10% de soro de camundongo, por 1 hora. Apos os
bloqueios, os espécimes foram incubados com anticorpo primario, anti-colageno lli
(Invitrogen), na proporgéo de 1:100 em PBS - pele de peixe a 0,05%, por 1 hora.
Decorrido o tempo, os espécimes foram lavados em PBS, e expostos ao anticorpo
secundario GARPO (Invitrogen) (1:200) em PBS - pele de peixe a 0,05%, por 45
minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas e reveladas com DAB (SIGMA-
ALDRICH) e contra-coradas com hematoxilina, desidratadas em concentragbes
crescentes de alcool etilico, diafanizadas em xilol e montadas. Como controle

negativo, foi omitido o anticorpo primario.

4.1.5.3 Imunofluorescéncia

O método foi utilizado para avaliar a deposicédo de fibronectina e laminina e
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a presenga de macrofagos no tecido. 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
incubacdo com BSA a 0,1%. Os tecidos foram incubados com anticorpo primario
anti-fibronectina (Invitrogen) ou anti-laminina (Invitrogen) ou anti-F4/80 (Abcam) por
60 minutos, em temperatura ambiente, lavados com PBS, e expostos ao anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com FITC, produzido em cabra (GAR-FITC)
(Invitrogen) por 45 minutos. Posteriormente, espécimes foram lavados em PBS e as
ldminas montadas. Os cortes foram analisados utilizando o microscopio de
fluorescéncia (NIKON ECLIPSE Ti).

4.1.6 Captura de imagem e quantificagido do CD31, colageno tipo llI,

fibronectina e laminina.

Fotomicrografias das regides marcadas com os anticorpos foram obtidas de
forma padronizada, utilizando-se, para tanto, um microscépio de luz com camera
acoplada (OLYMPUS FSX100) ou microscopio de fluorescéncia (NIKON ECLIPSE
Ti. 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 aleatérios, por animal, de cada grupo estudado.

Apods obtencao das fotomicrografias, a analise quantitativa da reatividade do
CD31 e Colageno tipo Il foi realizada com auxilio do Image J 1.45 para Mac OS X
(NIH, USA). O programa foi ajustado para o reconhecimento da cor relativa as
estruturas de interesse, utilizando o plugin thresholdcolour. O programa determinou
o 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 ou deposi¢céo de colageno e a area total do campo analisado. A
figura 9 sumariza o procedimento.

Para a analise quantitativa da intensidade de fluorescéncia de Fibronectina,
Laminina e F4/80, foram obtidas fotomicrografias e quantificadas pelo Image J,

transformando a coloracao especifica em pixels e dividindo o numero total de pixels
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pela area analisada, obtendo o numero de pixels/um?. Apds quantificagdo, os
valores obtidos foram organizados no Numbers® (Apple Inc., California, CA, EUA)
e o grafico foi gerado utilizando o programa GraphPad Prism® 5.0 (San Diego,
EUA).

Figura 9. Quantificagdo de area positiva para CD31 por meio do plugin
thresholdcolour

1 ~otomicrografias obtidas
na objetiva de 20x

2 Apés obtengédo das
fotomicrografias, a

analise quantitativa da
reatividade do CD31 foi
realizada através do
Image J 1.45 para Mac
OS X.

3 Densidade de area, que foi definida
pelo quociente entre a area ocupada
pela microvasculatura e a area total do
campo analisado.

4.1.6. Quantificagao de Citocinas

Os niveis de citocinas da pele, obtidas apds o terceiro dia de tratamento,
foram obtidos utilizando o ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzime-Linked
Immunoabsorbent Assay) com o kit comercializado pela empresa eBioscience
(Ready-Ste-Go®, ELISA, ebioscience). Para isso, fragmentos de pele (1 g) foram
removidos, triturados e homogeneizados em solugdo PBS-Triton X-100 0,05% e
coquetel inibidor de protease (Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland) e entdo
quantificadas utilizando o ensaio de ELISA seguindo as instrugdes do fabricante. Os
resultados foram expressos como pg de citocinas/ml.

Para este ensaio foram mensurados os niveis das seguintes
citocinas/fatores: IL-6, IL-10 e TNFa.
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4.1.7. Extragao de RNA total, sintese do DNA complementar (cDNA) e Reagao
em cadeia da DNA polimerase (PCR)

Avaliou-se os niveis do RNA mensageiro (RNAm) para o gene Igf-1 da pele
e figado utilizando-se o método de RT-PCR semi-quantitativo. Para isso,
fragmentos de pele e de figado (1 g), foram recolhidos, triturados e
homogeneizados na presenga de trizol (1 mL), para extragdo do RNA total. Para
obtengao do cDNA, 1 ug de RNA total foi utilizado. Apos o tratamento com DNAse
| para eliminar possivel DNA gendmico, foi utilizado para sintese de cDNA o Kit
enzima RT M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase)
conforme orientagdes do fabricante. O cDNA obtido foi utilizado para reacbes de
PCR com oligonucleotideos especificos indicados na tabela 4.

Para reacdo de PCR, aliquotas 1 uL dos cDNAs de cada amostra foram
misturados com PCR Buffer 1x, MgCl, 1,25 mM, dNTP 200 pM, 20 pM
oligonucleotideos especificos para o gene Igf-1 e para o gene constitutivo
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh), 0.5 U de Taq polimerase e agua
DEPC para obter um volume final de 25 pL. A amplificacdo foi realizada em
termociclador (TECHNE: TC-5000) tendo uma fase inicial de desnaturacéo de 1
minuto a 94 °C seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 95 °C para desnaturagao, 45
segundos a 54 °C para anelamento e 30 segundos a 72 °C para extensdo nos
primers. Ao final da reacgao, aliquotas de 8 yL de cada amostra foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose 2% e visualizadas com o brometo de etidio
utilizando Transiluminador UV (Loccus, L-Pix EX 20%x20). As analises quantitativas
foram realizadas em relagdo a banda de GAPDH e processadas com o auxilio do
programa Image J.
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TABELA 4. Oligonucleotideos utilizados

Gene-alvo | Senso Anti-senso Espécie Tamanho do
produto (bp)

Igf-1 5'- 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC- | Mus 126 bp
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC- | 3 musculus
3 CTCCGGAAGCAACACTCATC
GCTGGTGGATGCTCTTCAGT

Gapdh 5'- 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC- | Mus 92 bp
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC- | 3 musculus
3

4.2. In vitro:

4.2.1 Cultura de Células endoteliais murinas

As células da linhagem tEnd.1 derivadas de endotelioma de timo murino
foram cultivadas de acordo com o protocolo experimental utilizado em nosso
laboratério, em garrafas de cultura em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640) (Gibco™), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco™) e
100pl/mL de L-glutamina (Gibco™). As culturas foram mantidas a 37°C em
atmosfera umedecida contendo 5% de CO,. A passagem das ceélulas, por
tratamento com solugao de tripsina/EDTA livre de calcio e magnésio pH 7.2, foi feita

guando estas alcangavam o estado de semiconfluéncia.
4.2.2 Cultura de macréfagos murinos

Linhagem de macrofagos murinos J774 foram cultivados em meio RPMI 1640
inicialmente com 10% de SBF e incubados a 37°C em atmosfera umida com 5% de
CO.. A troca dos meios para estes macrofagos foi realizada a cada trés dias e as

condi¢cdes de SBF foram modificadas para 2% durante os experimentos.

4.2.3. Cultura de fibroblasto murinos
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Fibroblastos da linhagem 3T3 foram cultivados em meio Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) (Gibco™), inicialmente com 20% de SBF e incubados a
37°C em atmosfera umida com 5% de CO,. A troca dos meios para estes
fibroblastos foi realizada a cada trés dias e as condigdes de SBF foram modificadas

para 2% durante os experimentos.
4.2.4 Tratamento com GH

As células, descritas anteriormente, foram tratadas com GH (Eutropin®, da
empresa: Aspen Pharma Industria Farmacéutica Ltda) por 24 horas, nas

concentracdes de 10°M, 10°M ou 10"M.
4.2.5 Ensaio de Viabilidade Celular por MTT

Para o ensaio de viabilidade celular, foi utilizado o teste colorimétrico3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazoilium (MTT) que consiste em medir
indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial das
células vivas.

Resumidamente, ao fim da incubacdo de 24h das linhagens celulares
expostas a condi¢cdes de tratamento em placa de 96 pocgos, foram adicionados aos
pocos de cultivo celular, 10 yL de MTT na concentragao de 5mg.mL'1. A placa foi
entdo incubada por mais 4 horas em estufa umidificada contendo 5% de CO,a 37°C.
ApoOs este periodo, os cristais de formazan formados foram solubilizados pela
adicdo de 200 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) e sua concentragdo quantificada
espectroscopicamente por meio de um leitor de microplacas (leitor de Elisa), em
comprimento de onda igual a 540nm.

4.2.6. Quantificagao de Citocinas

As concentragdes das citocinas IL-10 e IL-6 nos sobrenadantes das culturas

de J774 foram mensuradas utilizando o ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzime-
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Linked Immunoabsorbent Assay) com o kit comercializado pela empresa
eBioscience (Ready-Ste-Go®, ELISA, ebioscience). O ensaio foi realizado usando
placas de 96 pocos de fundo chato (Costar, Cornig Life Science, Lowell, MA, USA).
Todas as etapas foram realizadas de acordo com as instrugdes do fabricante. A
densidade otica foi determinada em Leitora de ELISA ajustada para um
comprimento de onda na faixa de 450 nm. Os resultados foram expressos como pg

de citocinas/mL.

4.2.7 Ensaio de formacgao de estruturas semelhantes a capilares

Realizou-se um ensaio de co-cultura para analisar o efeito do tratamento in
vitro com GH na intercomunicagdo entre macréfagos e células endoteliais. Para
isso, células J774 foram tratadas com GH ou n&o (grupo controle) por 24 horas.
Dado o tempo de tratamento, o0 meio foi coletado e armazenado em ultra freezer.

Para o ensaio de formacdo de vasos, uma placa de 96 pocos foi revestida
com 80 pl de matrigel® ( BD Biosciences) por pogo e incubadas em estufa de CO..
Apds a polimerizagdo da matrigel, realizada a 37°C por 45 minutos, as células
endoteliais foram adicionadas sobre o revestimento de matrigel, sendo duas
condigbes experimentais: a) o grupo controle: 1,5 x 10* células + 100 pL de meio
condicionado de J774 sem tratamento e o b) grupo experimental: 1,5 x 10* células
+ 100 pyL de meio condicionado de J774 tratada com GH. A formacéo de tubulos
semelhantes a capilares foi observada por microscopio de luz invertido (NIKON /
SPIN-TS100F) durante as primeiras 6 horas. Posteriormente estas estruturas foram
quantificadas em 24 campos aleatorios (por grupo). Foram realizados 02

experimentos independentes em triplicatas.
4.2.8. Ensaio de migracao das células endoteliais em camara de transwell

A migracéo foi realizada in vitro utilizando sistema de franswell, empregando
membranas de policarbonato com 10 mm de diametro e poros de 8,0 um (Corning
Costar, Cambridge, USA).

Inicialmente, as membranas foram bloqueadas com solucdo PBS a 0,1% de
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BSA por 45 minutos em estufa a 37° C e 5% de CO,. Ap6s o bloqueio, 106
fibroblastos em meio DMEN a 2% de SBF (grupo controle) ou 10° fibroblastos em
meio DMEN a 2% de SBF + GH 107M foram adicionadas no poco superior da
camara. A migragéo celular foi desenvolvida por 3 horas em estufa de CO,, a 37 °C.
Posteriormente, as células ndo migrantes foram raspadas da face superior da
membrana e as células que migraram foram coradas com Giemsa e quantificadas
a partir de fotomicrografias obtidas no aumento de 40x em microscépio de luz
invertido (NIKON / SPIN-TS100F) sendo 10 campos por grupo. Foram realizados

02 experimentos independentes em triplicatas.

4.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o teste t de Student para
determinar a significancia estatistica entre o grupo de tratamento e o controle. Os
valores foram apresentados pela média + erro padrdo da meédia (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

Inicialmente foi avaliada macroscopicamente a progressao do fechamento de
feridas em camundongos adultos tratados topicamente com GH, durante 3 dias
consecutivos. Na avaliagdo macroscépica das feridas observou-se edema,
hiperemia e formagao de uma crosta, em todos os grupos, que persistiu durante os
dias avaliados. Os animais mantiveram-se saudaveis e apresentaram

caracteristicas de cicatrizagdo sem evidéncias macroscoépicas de infecgao.

5.1. O microambiente inflamatério foi alterado em resposta ao tratamento com
GH.

O tratamento com GH mostrou que este hormdnio atua positivamente na fase
inflamatoria contribuindo para o fechamento da ferida. A figura 10 mostra os
aspectos histolégicos da cicatrizacdo de feridas em animais tratados com GH e
controle, na fase inflamatéria. Observou-se, em ambos os grupos, destruigao
tecidual com infiltrado inflamatério evidente e a presenca de um tecido de
consisténcia muito frouxa. Notou-se ainda, a presenca de uma crosta na superficie
da injuria no tecido em formacgéao.

No que se refere ao grupo dos animais tratados com GH, observou-se
qualitativamente que o tratamento modula o infiltrado celular, aumentando o
recrutamento inflamatorio apés o terceiro dia, quando comparado ao grupo controle.
Além disso, uma analise mais detalhada, evidenciou a presenga de vasos
sanguineos, de fibroblastos e de uma crosta marcadamente corada na superficie
da injuria.

Uma vez que o infiltrado inflamatério, no reparo tecidual, € composto de
diversos tipos de células recrutadas, o préximo passo foi identificar e quantificar as
células presentes nesse infiltrado. Para isso, fotomicrografias coradas com HE
foram utilizadas e a contagem foi realizada tomando por base os aspectos
morfolégicos das células.

Foi constatado que o tratamento com GH alterou o recrutamento celular

inflamatorio. Como mostrado na Figura 11, nos animais tratados com GH, foram
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observados um maior numero de macréfagos enquanto que no grupo controle, o
predominio do infiltrado foi de neutréfilos. Além disso, ainda foi possivel observar
uma diferenga na porcentagem de linfécitos, que foi maior no grupo tratado (Tabela
5). Notou-se, portanto, um aumento significativo no niumero de macréfagos e

linfécitos no grupo tratado com GH quando comparado com o grupo controle.

Figura 10. Microambiente inflamatério alterado em resposta ao tratamento
com GH.

Controle GH

Fotomicrografias representativas dos grupos controle (A e B) e tratado com GH (C e D) apés 3 dias
de injuria. Observa-se, na regidao de cicatrizagdo, a formagdo de uma crosta sobre o tecido
inflamatério (seta), sendo mais evidente no grupo de tratamento quando comparado ao controle.
Além disso, um maior infiltrado celular e deposicdo de MEC (evidenciada pela forte coloragéo;
estrela) também é observado no grupo tratado. Alguns vasos sanguineos sdo mostrados (cabecga de
seta). A e C, aumento de 100x e B e D, aumento de 400x. Coloragéo H&E.
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Figura 11. Perfil celular inflamatério em resposta ao tratamento com GH

Controle

@® Macrofago

@ Neutrdfilo
@ Linfocito

Os graficos mostram o percentual, dos diferentes tipos celulares na fase inflamatério do reparo
tecidual. A contagem foi realizada em estudo duplo-cego. n= 3 animais/grupo.

TABELA 5. Celularidade recrutada na fase inflamatéria do reparo tecidual frente ao

tratamento com GH

Células recrutadas Controle GH ttest (p) Ng;“':;:e N:m;’;:"
Neutréfilos 33,55+16,78 23,65+6,71 0,033 21
Macréfagos 26,45+6,03 31,70+8,10 0,025 21
Linfécitos 3,3+2,1 6,7+2,8 0,0002 21

Os valores foram expressos como média £ EPM.

5.2. O GH estimula o recrutamento de macréfagos na regiao da ferida.

Como constatado previamente, os macréfagos e os linfocitos foram as

células em maior porcentagem na contagem diferencial do recrutamento
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inflamatorio. Considerando a hipétese de que os macrofagos s&o imprescindiveis
para a resolucdo da fase inflamatéria e continuidade da cicatrizacdo de ferida
saudavel, realizou-se um ensaio de imunofluorescéncia utilizando anticorpo
especifico para melhor avaliar a presenga de macrofagos teciduais. O anticorpo
utilizado reconhece o antigeno F4/80 de camundongo, uma glicoproteina de 160kD
expressa por macréfagos murinos.

A partir deste ensaio foi possivel observar células positivas (em verde) para
F4/80, mostrando a presenga de macrofagos na injuria. Foi constatado, pela analise
qualitativa, que o tratamento tépico com GH por trés dias aumentou a presenca
destas células em feridas cutaneas de camundongos (Figura 12 A). A quantificagao
da intensidade de fluorescéncia confirmou que o tratamento com GH foi capaz de
aumentar de forma significativa o recrutamento de macréfagos (Figura 12 B).

Figura 12. Presenga aumentada de macréfagos (F4/80) na injuria apés o
tratamento com GH.
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A) Fotomicrografias representativas do ensaio de imunofluorescéncia para F4/80 (marcador
especifico de macréfago) do grupo controle e tratado com GH. As células positivas sdo observadas
em verde. B) Quantificacdo em pixels da intensidade de fluorescéncia. Barras representam a média
+ EPM da intensidade de fluorescéncia (n=3 animais/grupo) Valor de p=0,02 (teste t student). Barra:

20um.
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5.3 O tratamento tépico com GH modula a produgao de citocinas no tecido

Até o presente resultado, observou-se que os animais tratados com GH
apresentaram uma modulagcdo da resposta inflamatéria, aumentando e/ou
acelerando a chegada das células na area afetada pela injuria. O proximo objetivo
foi observar se citocinas, produzidas em grande parte por células inflamatérias,
poderiam ser moduladas apés o tratamento com GH.

Para isso, fragmentos do tecido foram obtidos apds o 3° dia de tratamento
dos grupos estudados. Posteriormente, os espécimes foram utilizados para
mensurar os niveis de citocinas/fatores: IL-6, IL-10 e TNFa, conforme descrito na
secdo 4.1.6.

Como resultado, observou-se que os animais tratados topicamente com GH
apresentaram elevado nivel de IL-10, enquanto que os niveis locais de TNFa
estavam diminuidos quando comparado ao grupo controle. Ndo foi observado

diferenca em relagdo aos niveis de IL-6 (Figura 13).

Figura 13. O tratamento com GH aumenta os niveis de IL-10 na fase

inflamatéria.
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Niveis de citocinas na fase inflamatéria do reparo tecidual. Amostras de pele, apés o 3° dia de
tratamento, foram coletadas e processadas para o ensaio ELISA. Barras representam a média +
EPM. Os valores sdo expressos em pg/mL. n=3 animais/grupo. A analise estatistica foi feita com o
teste t. *p=0,046; ***p=0,0001.
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5.4. Ensaios in vitro com células endoteliais e macréfagos

Os resultados in vivo mostraram que o GH atuou na fase inflamatéria do
reparo tecidual, estimulando o recrutamento inflamatério, principalmente de
macrofagos, e aumentando a producéo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e
diminuindo o nivel de citocina inflamatoria, como TNFa.

Como as citocinas desempenham um papel importante na cicatrizagcao de
feridas e sao produzidas e secretadas por diversas células deste microambiente,
foram realizados ensaios in vitro para compreender o efeito do GH sobre
macrofagos e células endoteliais na produgdo de citocinas e indugdo da

angiogénese in vitro.
5.4.1 Efeitos do GH na producao de citocinas por macroéfagos J774.

Para a mensuragao dos niveis de citocinas produzidas por macrofagos J774,
as células foram semeadas em placas de 24 pocos e tratadas com GH nas
concentracdes de 10°M, 10°M e 107M por 24 horas. Posteriormente, o ensaio de
ELISA foi realizado como descrito na sec¢ao 4.2.6.

Foi observado que o tratamento com GH, apenas na concentracéo de 10°M
aumenta os niveis de IL-6, no sobrenadante. Em relacdo as concentragdes de 10
"M e 10M nao foram encontradas diferengas nos niveis de IL-6 (Figura 14).

Para IL-10, nenhuma das concentrag¢des de GH utilizadas foi capaz de alterar
0s niveis da citocina no sobrenadante (Figura 14).

Com propdsito de descartar o efeito citotoxico do GH, foi realizado o ensaio
de viabilidade celular. Para isso, os macrofagos J774 foram tratados com GH nas
concentracdes de 10°M, 10®M e 10”’M, em placas de 96 pocos. Posteriormente, o
ensaio de MTT foi realizado como descrito na segao 4.2.5.

Como resultado, foi observado que o tratamento com GH, nas concentracbes
testadas, nao foi capaz de interferir na viabilidade das células quando comparado
ao grupo controle (Figura 15).
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Figura 14. Macréfagos J774 e a producao de citocinas frente ao GH.

400~ k%
1
P
300+
-
£
g 200 1
© 1
= L .
1004
C L] L] L] L]
Controle 10° 108 107
GH (M)

IL-10 (pg/mL)

800
+
600+
- T
1
4001 1L
200+
C L] L] L] L]
Controle 10 108 107
GH (M)

Cada barra representa a média + EPM dos niveis de citocinas IL-6 e IL-10 do sobrenadante das
culturas de macréfagos J774. Os valores sdo expressos em pg/mL. n=3/grupo. A andlise estatistica
foi feita com o teste t.***p=0,0003.

Figura 15. O tratamento com GH néo altera a viabilidade de macréfagos
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Ensaio de viabilidade celular por MTT. O experimento foi realizado em ftriplicata. Os resultados séo
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5.4.2 O meio condicionado obtido de macréfagos tratados com GH estimula a

formacao de estruturas semelhantes a capilares por células endoteliais.

Foi realizado um ensaio de co-cultura com o objetivo de avaliar se

macrofagos tratados com GH produzem fatores que estimulam células endoteliais
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(t.End1) a formarem estruturas semelhantes a capilares, conforme descrito na
secdo 4.2.7.

Como resultado, observou-se que o meio condicionado de macrofagos
tratados com GH, na concentracdo de 10'M, estimulou células endoteliais a
formarem estruturas semelhantes a capilares em matrigel por 6 horas. Sendo este
efeito, 2 vezes maior nas células que receberam o meio condicionado com o

tratamento quando comparado a condig&o controle (Figura 16 A, B).

Figura 16. Meio condicionado de macréfagos tratados com GH estimula a
formacao de estruturas semelhantes a capilares por células endoteliais.
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A) Fotomicrografias representativas de células endoteliais cultivadas sobre um gel de matrigel que
receberam meio condicionado de macréfagos tratados com GH ou ndo (meio condicionado sem
tratamento) por 6 horas. B) Quantificacdo de estruturas semelhantes a capilares por células
endoteliais. As barras representam a média+EPM. Pelo menos 20 campos aleatérios foram contados
por grupo. As fotomicrografias sdo mostradas no aumento de 400x. A analise estatistica foi feita com
o teste t.****p=0,0001. Experimento foi realizado em triplicata. n=3
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5.5. O tratamento tépico com GH estimula a angiogénese in vivo

Resultados anteriores mostraram que o tratamento tépico com GH atuou na
fase inflamatoria da cicatrizagao de feridas e in vitro o GH foi capaz de modular a
funcdo de macrofagos permitindo um aumento/aceleragdo na formagao de
estruturas semelhantes a capilares em matrigel por células endotelias. O proximo
passo foi observar o efeito do tratamento tépico com GH na formacao de vasos
sanguineos na regiao de injuria.

Para este propdsito, espécimes foram obtidos a partir de amostras
congeladas da pele. Fragmentos micrométricos foram submetidos a
imunomarcacao especifica para a molécula CD31, conforme descrito na secao
4.1.5.1.

Como resultado, observou-se que o tratamento com GH aumentou a
presenca de vasos sanguineos na injuria apds o 3° dia de tratamento (Figura 17
A/B). A reacdo pode ser vista qualitativamente pela cor acastanhada nas
fotomicrografias representativas (Figura 17 A).
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Figura 17. O tratamento topico com GH estimula a angiogénese
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Em A, fotomicrografias representativas do grupo controle e dos animais que foram tratados com GH
na concentragdo de 10~’M. Foram utilizados espécimes congelados do 3° dia apéds a injuria (aumento
100x). A imunoperoxidase foi realizada segundo protocolo preconizado pelo préprio 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 andlise estatistica
foi feita com o teste t. ** p < 0,0056. n=3 animais/grupo.
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5.6. Efeitos do GH sobre fibroblastos

Para avaliar a agdo do GH sobre os fibroblastos, utilizou-se metodologias in
vitro e in vivo.

Os fibroblastos sédo células importantes na cicatrizagdo de feridas, uma vez,
que sdo capazes de produzir fatores de crescimento, agindo de forma autocrina
e/ou paracrina, produzindo um arcabouco de proteinas fibrilares que sustentam as
células recrutadas, em todas as fases do reparo tecidual. Além disso, se diferenciam
em miofibroblastos e participam do processo de contragao da ferida (BAINBRIDGE,
2013; THOREY et al., 2004).

5.6.1 O GH nao altera o numero de fibroblastos na fase inflamatéria do
processo de cicatrizagao

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que injurias tratadas
com GH apresentaram 40% de contracdo da ferida, apds o terceiro dia de
tratamento, enquanto que o grupo controle, neste mesmo tempo, obtiveram 17% de
contragdo (MESSIAS DE LIMA, CF et al., 2017b). Esse resultado, nos motivou a
investigar se o numero de fibroblastos estaria aumentado na fase inflamatoria, em
resposta ao GH.

Para isso, os espécimes foram processados histologicamente, corados com
HE e foi realizada a contagem de células. Como mostrado na figura 18, foi
observado que o tratamento topico com GH n&o alterou o numero de fibroblastos

na fase inflamatoria.
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Figura 18. O tratamento com GH nao altera o numero de fibroblastos na fase
inflamatoria.
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As barras representam a média + EPM do numero de fibroblastos identificados por aspectos
morfolégicos em cortes histolégicos. n=3 animais/grupo.

5.6.2 O GH estimula a migragao de fibroblastos

Nosso proximo passo foi investigar in vitro o efeito do GH na capacidade
migratéria de fibroblastos. Para isso, foi utilizado o ensaio de migragdo em sistema
de transwell por um periodo de 3 horas na presenga ou auséncia do GH. Foi
observado que o tratamento com GH aumentou o numero de células migrantes
quando comparado ao grupo controle, conforme mostrado na figura 19, indicando
que este horménio age em fibroblastos potencializando uma das atividades
requeridas no reparo tecidual, sem alterar a viabilidade celular (Figura 20).

Figura 19. O GH estimula a migragao de fibroblastos in vitro
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Cada barra representa a média + EPM do numero de células migrantes usando o sistema de
transwell. Os experimentos foram realizados em ftriplicata. A analise estatistica foi feita com o teste
t. *p=0,02. n=3.
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Figura 20. O GH nao altera a viabilidade de fibroblastos in vitro.
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Ensaio de viabilidade celular por MTT. O experimento foi realizado em ftriplicata. Os resultados sao
expressos como média+ EPM. n=3

5.7 O GH modula a producgao de proteinas de MEC in vivo.

Para observar a deposicao de proteinas de MEC, na fase inflamatéria, foi
coletado fragmentos de pele apos o terceiro dia de tratamento. Apds o
processamento das amostras, espécimes de tecido foram submetidas as técnicas
de imunoperoxidase, para o colageno lll, e imunofluorescéncia, para fibronectina e
laminina. Fotomicrografias foram obtidas e a intensidade de fluorescéncia ou
imunomarcacao foram quantificadas usando o Image J.

Conforme mostrado nas figuras 21, 22 e 23 observou-se que o GH aumentou
a deposicao de proteinas de MEC, requeridas nos primeiros dias de injuria de
tecido, como colageno lll, fibronectina e laminina, contribuindo para uma aceleragao
na resolugdo do processo de cicatrizacdo de feridas. Para o colageno lll, a
imunomarcagdo no grupo tratado com GH mostrou uma maior deposi¢cao da
proteina na superficie da injuria, ou crosta, e o padrao de deposigao € mais uniforme
na regido de tecido de granulag&o. No entanto, no grupo controle, ndo foi observado
alteragdes na deposicéo desta proteina quando se comparam as regides de crosta
e tecido de granulagédo (figura 21).

Em relagdo a imunomarcacao para laminina e fibronectina ndo observamos

alteracbes na localizacdo da deposicao destas proteinas, no entanto, uma maior
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deposigao é observada no grupo tratado com GH (Figuras 22 e 23).

Figura 21. O GH aumentou a deposi¢ao de Colageno lll no reparo tecidual
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A) Fotomicrografias representativas mostram a deposi¢ao de colageno tipo Il do grupo controle e
do grupo tratado com GH 10-’"M apds o terceiro dia de tratamento. C: crosta; Seta: identifica a regido
abaixo da crosta (tecido de granulagdo). Em B, quantificacdo 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. ****p=0,0001; n=3 animais/grupo. Escala: 50 um.
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Figura 22. O GH aumenta a deposig¢ao de laminina no reparo tecidual
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(A) Fotomicrografias representativas mostram a deposi¢éo de laminina do grupo controle e do grupo
tratado com GH 107’M apés o terceiro dia de tratamento. (B) Quantificagdo em pixels da intensidade
de fluorescéncia. Barras representam a média + EPM da intensidade de fluorescéncia (C)
Fotomicrografia representativa evidenciando a area analisada para quantificar a intensidade da
deposi¢cdo de laminina. Para o grupo controle e tratado com GH, todas as mensuragdes foram
realizadas dentro da area da injuria. A andlise estatistica foi feita com o teste t. *p=0,02; n=3
animais/grupo.
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Figura 23. O GH aumenta a deposigao de fibronectina no reparo tecidual
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(A) Fotomicrografias representativas mostram a deposi¢éo de fibronectina do grupo controle e do
grupo tratado com GH 10’"M apds o terceiro dia de tratamento. (B) Quantificagcdo em pixels da
intensidade de fluorescéncia. Barras representam a média + EPM da intensidade de fluorescéncia.
(C) Fotomicrografia representativa evidenciando a area analisada para quantificar a intensidade de
deposicao de fibronectina. Para o grupo controle e tratado com GH, todas as mensuragdes foram
realizadas dentro da area da injuria. A anadlise estatistica foi feita com o teste t. **p=0,007; n=3
animais/grupo.
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5.8. O tratamento com GH nao altera a expressao génica do IGF-1.

Foi realizado um ensaio para avaliar se o tratamento tépico com GH poderia
modular os niveis IGF-1. Para isso, o figado dos animais tratados com GH e
controle foram removidos apds o terceiro dia de tratamento e submetidos a técnica
de PCR semiquantitativo para analisar os niveis da expressao génica do /gf--1.

Foi constatado que o tratamento topico com GH nao altera a expressao de
RNA mensageiro de IGF-1 no figado de animais tratados quando comparado o
grupo controle (Figura 24). Analisou-se também a expresséo do Igf-1 apds o 7° e
14° dia de tratamento e verificou-se que os niveis génicos para o IgfF-1
permanecem inalterados (dados n&o mostrados).

Os resultados descritos anteriormente mostram um papel relevante do GH
sobre células da pele. No entanto, sabe-se que o GH pode agir nas células de forma
indireta estimulando a produgao de IGF-1. Para excluir a hipotese do efeito indireto
do GH realizou-se um ensaio para mensurar a expressao génica de Igf-1 na pele.

Para isso, a pele da regido da injuria dos animais tratados com GH e controle
foram coletadas e processadas como descrito na se¢édo 4.1.7. Como resultado,
observou-se que o tratamento com GH nao alterou os niveis de expressao para o
RNAm de Igf-1 (Figura 25).
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Figura 24. Expressao génica para o Igf-1 no figado.
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A) Fotografias representativas do gel de agarose com os produtos do PCR para o RNAm de IGF-1.
O GAPDH foi utilizado como gene constitutivo. Foram realizados 2 experimentos independentes em
duplicata. B) Nivel da expressédo génica para o IGF-1, no figado. Para a analise de expresséo
utilizou-se como normalizador o controle endégeno GAPDH; Valor de p= 0,829 (teste t student); n=4
animais.
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Figura 25. O tratamento tépico com GH nao altera a expressao génica para Igf-

1 na pele.
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A) Fotografias representativas do gel de agarose com os produtos do PCR para o RNAm IGF-1. O
GAPDH foi utilizado como gene constitutivo. Foram realizados 2 experimentos independentes em
triplicata. B) Nivel da expresséo génica para o IGF-1, na pele. Para a analise de expressao utilizou-
se como normalizador o controle endégeno GAPDH; Valor de p= 0,2 (teste t student); n=4 animais.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo evidenciou efeitos positivos do tratamento topico com GH
na fase inflamatoria, da cicatrizagao de feridas cutédneas, em camundongos adultos.
A cicatrizagao é dependente de eventos celulares e moleculares complexos como
a proliferagado e migracéo celular, produgéo de proteinas de MEC, angiogénese e
um delicado equilibrio entre células inflamatdrias. Estes eventos, dirigidos em
grande parte por citocinas e/ou fatores de crescimento levam as células recrutadas
a sofrerem proliferagdo e a interagirem com outras células da area afetada,
resultando na cicatrizag&o tecidual da pele e garantindo a homeostase (KASUYA e
TOKURA, 2014; TAKEO et al., 2015; WERNER e GROSE, 2003).

Em estudo anterior realizado em nosso laboratério foi demonstrado que o
tratamento tépico com GH, quando administrado por um periodo de 14 dias,
acelerou o processo de fechamento de feridas cutdneas em camundongos.
Observou-se também que os animais que receberam GH, a partir do 12° dia de
tratamento, apresentavam reparo tecidual completo (MESSIAS DE LIMA, CF et al.,
2017b). Esse resultado inédito em camundongos mostrou que o GH quando
aplicado de forma topica modula positivamente o processo de reparo tecidual
colocando-o como um forte candidato no grupo das moléculas que apresentam
acdes pleiotrépicas em células da pele. Além disso, esse resultado nos motivou a
investigar in vivo e in vitro os efeitos do GH nos processos celulares e moleculares
envolvidos na fase inflamatéria, um periodo essencial para limpar contaminantes e

criar um ambiente compativel para os sucessivos eventos de reparacao tecidual.

Inicialmente, foi demonstrado um cenario inflamatério com um infiltrado
celular bem caracteristico, uma crosta proeminente, angiogénese e contragédo da
ferida (figura 10). Apds o 3° dia de tratamento, neste infiltrado celular, foi observado
que o tratamento tépico com GH acelerou o recrutamento de macréfagos (tabela 5;
figura 11). Entretanto no grupo controle as células predominantes foram os
neutrofilos. Dados da literatura tem mostrado que os neutroéfilos servem como uma

primeira linha de defesa contra a infeccdo por bactérias, componentes de MEC
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danificados e corpos estranhos (GOLDBERG e DIEGELMANN, 2010). Ao completar
seu objetivo, os neutrofilos devem ser eliminados da ferida antes da progresséo
para a proxima fase de cicatrizagdo. A medida que o nimero de neutréfilos comeca
a diminuir, a populagcdo de macrofagos aumenta para substituir os neutrofilos,
tornando os fagdcitos predominantes da ferida (HART, 2002). Além disso, outro
estudo mostrou que o tratamento com GH atenuou significativamente a lesao
pulmonar em ratos endotoxémicos, resultado que pode ser atribuido a redugao da
expressao de ICAM-1 em células polimorfonucleares, a inibicdo da ativacdo de
NFkB e a regulagao de citocinas proé-inflamatorias (Yi C., et al 2006).

Além do numero aumentado de macrofagos no recrutamento inflamatério nés
observamos que o numero de linfocitos também aumentou significativamente.
Trabalho anterior utilizando feridas cutaneas mostrou que a migragdo e o acumulo
dos principais leucécitos em feridas (neutrofilos, mondcitos/macrofagos e linfécitos),
séo regulados pela mudanga de quimiocinas que incluem principalmente IL-8 e a
proteina 1 quimioatrante de mondcito (MCP-1) (ENGELHARDT et al., 1998). O
papel dos linfécitos na fase inflamatéria da cicatrizagdo de feridas ndo € bem
definido, no entanto, parece que os linfocitos B e T (auxiliares ou citotoxicos)
protegem as feridas de infec¢des virais e contribuem para a producéo de citocinas
inflamatorias e/ou reguladoras que atraem outras células do sistema imunoldgico
ou da pele, como fibroblastos, e criam o ambiente de cicatrizacdo de feridas
(DOERSCH et al., 2017; POSTLETHWAITE et al., 1976). Auséncia de linfocitos
CD4+, em modelo animal, atrasou a cicatrizacao de feridas que foi acompanhado
pelo aumento da expressao de IL1[, IL-6 e IL-17 e expressao diminuida de IL-4 em
comparagao com camundongo selvagem. Em contraste, quando a deficiéncia foi
em linfocitos CD8+ as feridas mostraram infiltracdo significativamente reduzida de
células CD4+, neutrofilos e macrofagos, juntamente com expressédo diminuida de
IL1B, IL-6 e TNF-a e aumento de IL-4 (CHEN et al., 2014).

Os linfécitos apresentam duas populagbes e diversas subpopulagdes
celulares que desempenham funcgdes pleiotropicas na resposta imune da

cicatrizagdo (BOYCE et al., 2000). Em nosso estudo n&do foram identificadas as
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populagdes linfocitarias, no entanto, mostramos que o GH aumentou o recrutamento
dessas células na injuria quando comparado ao controle. Estudos futuros sobre o
efeito de GH no recrutamento de linfocitos serdo necessarios para melhor
compreensao do papel desempenhado por estas células no processo do reparo
tecidual.

Os macrofagos, além de sua fungcdo imunoldgica, estdo envolvidos
centralmente no controle da sintese de novos constituintes de MEC, sendo este
papel auxiliado pela liberagdo de wuma variedade de fatores de
crescimento/citocinas, que direcionam a atividade de células endoteliais,
fibroblastos e queratinécitos (AGAIBY e DYSON, 1999). Os motivos desta
sequéncia de recrutamento ainda ndo sao totalmente conhecidos. No entanto, pode
ser explicado em termos da produgao sequencial de fatores soluveis quimiotaticos,
a abundancia relativa dos diferentes leucécitos no sangue ou diferengas nas taxas

de migracao de diferentes tipos de células (HART, 2002).

Ainda sobre os macrofagos, também foi demonstrado o recrutamento
precoce dessas células quando comparado ao controle, utilizando o ensaio de
imunofluorescéncia no tecido (figura 12). Além disso, mostramos que IL-10, uma
importante citocina anti-inflamatéria, estava aumentada em feridas que foram
tratadas com GH, enquanto que TNFo diminuiu significativamente quando
comparado ao controle (figura 13). In vitro, observou-se apenas um aumento
significativo de IL-6 quando macréfagos J774 foram tratados com GH na
concentracdo de 10°M, mas esse efeito ndo foi visto na concentracdo utilizada
neste estudo (107M) (figura 14) sugerindo que diferentes concentragdes de GH
podem apresentar diferentes efeitos. Durante o curso do reparo tecidual, os
macrofagos desempenham um papel ativo na secregéo de citocinas e quimiocinas,
direcionando o recrutamento de varias células efetoras (DELAVARY et al., 2011).
Em funcdo de seus produtos secretados, quando ativados, os macréfagos podem
ser classificados em dois grandes fenétipos que podem ser amplamente definidos
como: M1, pro-inflamatorios e M2, pré-cicatrizagdo (MOSSER e EDWARDS, 2008).
Daley et al (2010) mostraram, em um modelo de cicatrizagcdo, que cerca de 85%
dos macréfagos presentes no primeiro dia de injuria eram macrofagos do tipo M1
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que produziam citocinas de ativagdo classica, como TNFa, IL-6 e poucas
quantidades de TGFp (DALEY et al., 2010). Posteriormente, em um estagio mais
avancgado da cicatrizagéo, esses macrofagos sao substituidos por um perfil menos
inflamado, produzindo altas concentragbes de IL-10 e TGFpB, por exemplo
(MOSSER e EDWARDS, 2008). Entretanto, tem sido mostrado que o tratamento
com GH sobre macrofagos aumenta a produgéo de citocinas inflamatodrias, 6xido
nitrico e ativa vias de sinalizagdo envolvidas em respostas pro inflamatérias
(TRIPATHI e SODHI, 2009). Baseado na literatura e em nossos resultados,
podemos sugerir que o tratamento com GH atua na cicatrizagdo de feridas,
acelerando a resposta inflamatoria e antecipando o recrutamento de macrofagos
M2. Essa hipétese € apoiada por outro trabalho da literatura, onde foi demonstrado
que o GH atua sobre macréfago, suprimindo a atividade de NF-kB e fatores
inflamatorios relacionados como, TNFa, IL-1B, IL-4 e MIP-1a (KUMAR et al., 2014).

Estudos futuros deverao ser realizados para fundamentar melhor nossa hipotese.

Uma caracteristica notavel que surge com o reparo do tecido € a formagao
de novos vasos sanguineos. Desde os momentos iniciais apos a injuria, até o
processo de reparo final, a nova rede vascular desempenha um papel relevante na
entrega de substancias enddcrinas, células imunologicas, oxigénio e nutrientes. No
presente estudo foi demonstrado, in vivo, que o tratamento tépico com GH aumenta
a vascularizagdo apds 3 dias de tratamento. Além disso, dados anteriores
demonstraram que o tratamento tépico com GH aumentou a angiogénese apds o 7°
e 14° dia de tratamento (MESSIAS DE LIMA, CF et al., 2017b), colocando o GH
como um peptideo pro-angiogénico (STRUMAN et al., 1999) e sugerindo que este
poderia ser um dos meios pelo qual o GH age na aceleragdo da cicatrizagcao de
feridas cutaneas. Estudo anterior, mostrou que feridas de animais que possuem
aumentado os niveis de GH circulante (transgénicos) apresentaram um maior
numero de vasos sanguineos neoformados e, além disso, os vasos apresentaram
maior calibre quando comparado ao controle. Em contraste, eles observaram uma
diminuicdo do numero de vasos na pele normal de animais transgénicos,
demonstrando que o GH sozinho ndo aumenta a vascularizagado da derme, mas é

necessario a presencga de outros fatores adicionais para estimular este processo
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(THOREY et al., 2004).

In vitro, foi observado que células endoteliais que receberam o meio
condicionado de macrofagos tratados com GH, foram mais estimuladas a formarem
estruturas semelhantes a capilares quando comparadas as células que receberam
o0 meio condicionado sem tratamento (figura 16). Adicionalmente, mostramos in vivo
que o GH aumentou a angiogénese na fase inflamatoria (figura 17). Recentemente,
foi demonstrado que o GH atua sobre células endoteliais, estimulando a proliferacéo
celular, a migragdo, a deposi¢cdo de proteinas multi-adesivas, como laminina e
fibronectina e, além disso, foi mostrado que células endoteliais expostas ao GH
aumentam em até 2 vezes o numero de estruturas semelhantes a capilares sobre o
revestimento de matrigel (MESSIAS DE LIMA, CF et al., 2017a). Para formar novos
vasos sanguineos, as células endoteliais da extremidade de dois vasos
preexistentes migram sobre de um gradiente de VEGF e se juntam pelo processo
de anastomose. Nos ultimos anos, foi detalhado a participagdo dos macrofagos
nesse processo e, estas células, parecem fornecer uma ponte de comunicacao e
unido entre as células endoteliais (SCHMIDT e CARMELIET, 2010; RISAU, 1997).
Na literatura, foram fornecidas evidéncias de que altos niveis de GH circulante é
correlacionado com niveis aumentados de fatores de crescimento vascular,
incluindo o VEGF (SILHA et al., 2005). Além disso, estudo anterior demonstrou que
macrofagos polarizados para um perfil M2 possuem maior potencial angiogénico em
comparagao com outras subpopulacdes (JETTEN et al., 2014). Aqui, sugerimos que
o tratamento com GH atuou sobre macrofagos, modulando essas células para um

perfil M2, contribuindo para estimular a angiogénese.

O significado do GH no controle da imunidade ficou evidente a partir da
observagao de que os animais hipofisectomizados sao mais vulneraveis a infeccoes
bacterianas. Estes dados estabelecem que a glandula pituitaria € essencial para a
homeostase durante um episddio infeccioso e que o GH desempenha um papel
importante na resisténcia do hospedeiro, aumentando a atividade de macrofagos,
como a fagocitoce, para matar Sallmonela typhimurium (EDWARDS et al., 1991;
EDWARDS 3RD et al., 1992). Aléem disso, o GH modula a biologia de 6rgaos
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linfoides, estimulando a granulocitopoiese, a reversao da involugdo timica e
aumento e fungao de linfécitos T (KELLEY, 1989). Em contraste, mais uma vez,
nosso estudo mostrou que o GH altera o perfil de macrofagos M2 mais rapidamente
na ferida levando a aceleragao do reparo tecidual, diminuindo o estado inflamatério.
De acordo com essa observagao, outro estudo revelou que pacientes deficientes
em GH, apresentaram niveis elevados de citocinas inflamatorias (IL-6 e TNF-a), e
o tratamento desses individuos, com GH durante 3 meses, mostrou diminui¢cdo da
ativacdo de mondcitos/macréfagos no sangue e consequentemente redugao dos
niveis seéricos dessas citocinas (SERRI et al., 1999), revelando um papel anti-
inflamatorio do GH em desordens enddcrinas.

No presente estudo, avaliou também a deposicdo de proteinas de MEC na
pele que sofreu a injuria. A analise dos espécimes mostrou que o tratamento tépico
com GH estimulou de forma significativa a deposicdo da proteina estrutural
colageno Il (figura 21), e das glicoproteinas laminina (figura 22) e fibronectina
(figura 23).

A cicatrizagdo normal de feridas é caracterizada por uma série de eventos
coordenados e progressivos, com objetivo de restaurar a fungcdo de barreira
envolvendo interagdes entre células e seu microambiente, dos quais a MEC é o
principal componente (ROUSSELLE et al., 2018; SINGER AJ; e CLARK, 1999). No
tecido em cicatrizagdo, tanto queratindcitos quanto fibroblastos sintetizam
componentes de MEC que sao essenciais para garantir a homeostase e fungdes
celulares durante o reparo tecidual (SHAW e MARTIN, 2009). Dentre os
componentes que sdo produzidos na cicatrizagdo, destacam-se a fibronectina e a
laminina que s&o sintetizadas por diversas células no microambiente, como
neutrofilos, linfécitos, fibroblastos e células endoteliais (KASUYA e TOKURA, 2014;
SCHULTZ et al., 2012). Em nossos resultados, mostramos que o GH aumenta o
infiltrado de células recrutadas (tabela 5; figura 11), o que poderia ser possivel
devido ao aumento de fibronectina depositada (figura 23). Sabe-se, que no decorrer
do reparo tecidual, esta glicoproteina € depositada sobre o coagulo de fibrina e nas
fibrilas do colageno tipo lll, servindo com um ambiente adequado para a migragao
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de leucécitos (GRINNELL et al., 1981). Outro estudo também mostrou que células
endoteliais expostas ao GH aumentaram a deposicdo de laminina e fibronectina e,
consequentemente, a migracao celular e angiogénese (MESSIAS DE LIMA, CF et
al., 2017a). Dados do nosso grupo mostraram que animais, tratados ou transgénicos
para o GH, aumentaram a deposi¢ao de laminina em comparagéo com os controles
e, além disso, a migracao de timocitos sobre um revestimento de laminina estava
aumentada apos o tratamento com GH (SMANIOTTO et al., 2005) contribuindo com
a hipotese de que o GH aumenta a deposi¢cdo de MEC estimulando a migragéo de

células.

A derme intacta € composta predominantemente por colageno tipo | (80 -
90%) e por colageno tipo Il (10 - 20%). No tecido de granulagao, o colageno tipo lll
€ aumentado 30%, enquanto que no tecido de cicatrizacdo maduro ele é reduzido
a 10% (figura 7) (WITTE e BARBUL, 1997). Dados da literatura tem mostrado que
a produgcdo de colageno, na area da ferida, representa um dos fatores mais
significativos para a recuperagcdo da derme (MARTIN, 1997). Durante o reparo
tecidual, a deposic¢ao de colageno tem inicio por volta do 3° dia, atinge o maximo de
deposigcao na segunda semana e entra em fase de remodelag&o. O colageno tipo
[Il é inicialmente depositado, sendo substituido por colageno tipo | a medida que
ocorre maturagdo do tecido cicatricial (WITTE e BARBUL, 1997). Em trabalho
anterior, foi observado que o GH aumentou a deposigdo de colageno tipo |
(MESSIAS DE LIMA, CF et al., 2017b). No presente estudo, observamos que o
tratamento com GH aumenta a deposigcdo de colageno lll apds trés dias de
tratamento. No entanto, um estudo anterior demonstrou que em porcos feridas
tratadas com GH ndo aumentaram a deposi¢cao de colageno lll, sendo este efeito
observado apenas em relacdo ao colageno | (KIM, Suk Hwa et al., 2009).
Acreditamos que, no referido estudo, o tempo de observagcdo em relacdo a
deposigao de colageno lll tenha sido tardio para verificar uma agdo do GH nessa
proteina que é depositada logo apds a injuria. Aqui, nossos dados sustentam a
hipétese de que o GH estimula a producéo e deposi¢ao de componentes da MEC
no reparo tecidual contribuindo para o estabelecimento estrutural da pele.



80

Os fibroblastos sdo células produtoras de componentes de MEC,
principalmente colageno, e sdo atraidos para a ferida por meio de uma série de
fatores soluveis onde se destaca o PDGF, que induz a sua proliferagdo e
consequente funcgéo fisiologica (DE MENDONCA e COUTINHO-NETTO, 2009).
Além disso, na presenca de TGF-[3, que se origina a partir de macrofagos no local
da ferida como parte da resposta inflamatéria, os fibroblastos sofrem uma mudancga
no fendtipo, por meio de adesdes contendo integrinas e proteinas de MEC. Assim,
essa ligacao faz com que os fibroblastos comecem a expressar fibras de estresse
ou filamentos de actina no citoplasma diferenciando-se em miofibroblastos
(BAINBRIDGE, 2013). Embora, no presente estudo, ndo tenha sido observado
alteragdes no numero de fibroblastos em feridas de animais tratados com GH (figura
18) foi demonstrado in vitro que o GH estimulou a migragdo dessas células em
sistema de transwell (figura 19) e in vivo observou-se um aumento na deposi¢ao de
proteinas de MEC (figura 21-23). De fato, a migragdo de fibroblastos e a sua
diferenciagdo em miofibroblastos sdo fenbmenos importantes para a contragao da
ferida. A nossa hipotese é de que a migracdo de fibroblastos na presenga de
moléculas de MEC seja suficiente para atuar na contragdo da ferida, ja que o
numero dessas células nao foi alterado em resposta ao GH, apdés o 3° dia de
tratamento (figura 18). Dados da literatura, tem mostrado que os fibroblastos
produzem uma forga contratil quando tentam se mover dentro da matriz de colageno
contraindo as bordas da ferida (BAINBRIDGE, 2013; EHRLICH e RAJARATNAM,
1990). Além disso, experimento in vitro mostrou que o tratamento com GH estimulou
a proliferagao de fibroblastos (KIM, Suk Hwa et al., 2009), no entanto, em nosso

estudo in vivo nao foi notado 0 aumento dessas células no tecido de cicatrizagao.

Embora o GH tenha apresentado efeitos positivos na cicatrizagao de feridas,
como demonstrado neste estudo e em outras publicagdes (KIM, Suk Hwa et al.,
2009; LAL et al., 2000; MONAFO et al., 2000) tém sido relatados que altos niveis
de GH na circulagdo podem provocar alteragdes em varios 6érgdos do corpo, como
visto em individuos acromegalicos. A acromegalia € uma doenga crbnica rara
causada pela hipersecrecédo do GH, que é devida em mais de 95% dos casos a um
adenoma pituitario secretor de GH. Esta hipersecrecdo de GH associado a niveis
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elevados de IGF-I resultam em aumento da morbidade e mortalidade (RADETTI et
al., 2017). Estudo mostrou uma associagéo direta entre niveis elevados de IGF-1 e
cancer de prostata (CAO et al., 2015) e outras implicagdes em diversas neoplasias
aumentando a agressividade e a proliferacdo de células tumorais (MUREKATETE
et al., 2018). Interessantemente, 0 acompanhamento por 22 anos mostraram que
individuos portadores de mutagdes no receptor do GH nao desenvolveram
malignidade ou diabetes enquanto que os individuos controles (sem deficiéncia no
rGH) desenvolveram cancer em taxas semelhantes as da populagdo em geral
(GUEVARA-AGUIRRE et al.,, 2011), demonstrando uma relagcdo dos niveis
elevados de GH e/ou IGF-1 com neoplasias. Em nosso estudo, nao foi observado
alteragdes nos niveis da expressao génica para o IGF-1 no figado dos animais que
receberam o tratamento tépico com GH (figura 24). Esse resultado sugere que o
uso tépico do GH néo é capaz de alterar os niveis sistémicos de seu mediador, 0
IGF-1.

O GH exerce efeitos diversos, diretamente ou por meio do IGF-1, que é
produzido principalmente no figado em reposta ao GH (GREEN et al., 1985). O IGF-
| € mitdgeno para os queratinocitos da epiderme (EMING, S A et al., 1996), e além
disso, este peptideo é um importante estimulador da sintese de proteinas de MEC
por fibroblastos da derme (KURODA et al., 2001) além de estimular a proliferagéo
destas células (TAVAKKOL et al., 1992). Estudos tem mostrado que o IGF-1 é
produzido por células imunes (XU et al., 1995), que sao recrutadas nas fases da
cicatrizagdo de feridas. Foi visto também que o tratamento com GH aumenta a
deposigao de IGF-1 na pele de porcos, apos trés semanas de tratamento (KIM, Suk
Hwa et al., 2009). Em condigbes patologicas, como a diabetes, este peptideo parece
estar envolvido na produgdo de proteinas que regulam a re-epitelizagcdo e a
producdo de novo tecido de granulagdo (YU et al., 2007). Este compilado de
informagdes poderia indicar um efeito indireto do GH no reparo tecidual na pele.
Para tentar elucidar essa questao, n6s analisamos a expressao génica para o IGF-
1 na pele injuriada. Em nossos resultados, foi mostrado que o tratamento topico com
GH n&o alterou os niveis da expressdo génica de IGF-1 na pele (figura 25),

sugerindo que os efeitos apresentados in vivo, podem ser um mecanismo da agao
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direta do GH sobre as células recrutadas.

Um esquema do modelo hipotético da acdo de GH apresentado neste estudo
esta representado na figura 26, permitindo sugerir que o GH atua nos processos

celulares e moleculares da fase inflamatéria do reparo tecidual.

Figura 26. Representagao esquematica dos efeitos do GH na fase inflamatéria
do reparo tecidual.
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Aceleracao da fase Inflamatéria do reparo tecidual

Hipotese desenvolvida a partir dos resultados obtidos in vivo e in vitro dos efeitos do GH sobre células
responsaveis pelo reparo tecidual. O GH acelera a fase inflamatéria do reparo tecidual, agindo
diretamente sobre fibroblastos, macréfagos, células endoteliais e linfécitos. Sobre macréfagos,
observou-se no 3° dia de injuria, a producéo de citocinas que caracterizam essas células com perfil
anti-inflamatério ou M2. Sugerimos que esse perfil contribuiu para um aumento da angiogénese e
permitiu um microambiente para o depdsito de proteinas de MEC.
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7.0 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho sustentam a hipotese de que o
tratamento com GH possui efeitos importantes no reparo tecidual. Foi demonstrado
que o tratamento com GH acelerou o recrutamento de linfécitos e macrofagos para
a injuria. O aumento destas células contribuiu para uma rapida deposigao de
proteinas de MEC, aumentando a angiogénese e a contragdo da ferida. Esses
resultados sugerem a acéao direta do GH sobre as células recrutadas, uma vez que
nao foram observadas alteragdes na expresséo génica para o IGF-1 no figado e na
pele.
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