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Resumo

O reparo de lesdes na pele depende de interagbes entre varios tipos de células que
resultam em inflamacdo local e ativacdo, migracdo e proliferacdo de queratindcitos,
fibroblastos, células endoteliais e leucoécitos. Através da tolerancia oral, fendbmeno
imunoldgico que ocorre apds a ingestdo de proteinas, € possivel inibir a producao de
anticorpos e a reduzir a inflamacéo. Trabalhos anteriores mostraram que uma injecdo
intraperitoneal de proteinas previamente ingeridas em adjuvante, minutos antes de uma
lesdo na pele de camundongos, reduz a inflamagéo e melhora a cicatrizagdo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar se outras duas vias de aplicagédo - a inje¢do por via subcuténea
(s.c.) e a aplicacdo tépica - de proteinas previamente ingeridas também melhoram a
cicatrizacdo de feridas. Utilizamos duas proteinas: Zeina, que esta presente na ragdo dos
camundongos; Ovalbumina, que foi adicionada a agua dos camundongos e oferecida por
3 dias consecutivos, antes das lesbes na pele. Duas lesdes excisionais foram realizadas
na pele do dorso de camundongos C57BL/6 machos, com 8 semanas de idade, utilizando
um punch dermatol6gico de 6 mm, sob anestesia. A aplicacao s.c. foi feita uma Unica vez
na base da cauda, minutos antes das lesdes na pele. O tratamento tépico foi aplicado nas
feridas durante sete dias consecutivos. Grupos controle ndo tolerantes receberam
aplicacdes parenterais de Ovalbumina ou veiculo. A cicatrizagdo das feridas foi analisada
macroscopicamente e microscopicamente apos coloracdo com H&E, Azul de toluidina ou
Alcian Blue-Safranina, Tricrbmico de Masson, Picrosirus Red e Resorcina-Fucsina de
Weigert. A quantidade e distribui¢cdo de leucocitos (CD45), macrofagos (F4/80), linfocitos
T (CD3), miofibroblastos (a-SMA) e Vimentina foi investigada no leito da leséo, por
imunofluorescéncia. Analises macroscopicas mostraram menos inflamacéo e cicatriz mais
suave nos animais que receberam aplicacdo de proteinas toleradas. Analises
microscopicas no dia 7 apos a lesdo mostraram menor infiltrado inflamatério nos grupos

que receberam aplicacdo de proteinas toleradas. Aos 40 e 60 dias apds a leséo, a



organizacdo da matriz extracelular na neoderme dos grupos que receberam aplicacdo de
proteinas toleradas estava mais semelhante a da pele intacta. Concluimos que a
aplicacdo de proteinas toleradas diminui a inflamagéo e melhora a cicatrizacéo de lesdes

cutaneas independentemente da via de aplicacéo.

Palavras chave: reparo de lesdo, tolerdncia imunoldgica, pele, inflamacédo, matriz

extracelular, Ovalbumina, Zeina.



Abstract

Skin wound healing depends on interactions between many types of cells that result in
local inflammation and activation, migration and proliferation of keratinocytes, fibroblasts,
endothelial cells and leukocytes. Through oral tolerance, an immunological phenomenon
that occurs after protein intake, it is possible to inhibit the production of antibodies and
reduce inflammation. Previous works have shown that an intraperitoneal injection of orally-
tolerated proteins plus adjuvant, minutes before skin injuries in mice, reduces inflammation
and improves wound healing. Herein we evaluated whether two other routes of application
- subcutaneous injection (s.c.) and topical application - of previously ingested proteins also
improve wound healing. We used two different proteins: Zein that is a regular component
of mice chow; and Ovalbumin that was added in the water offered to the mice for 3
consecutive days, before skin lesions. Two excisional lesions on the dorsal skin were
performed in 8-week-old male C57BI/6 mice with a 6 mm dermatological punch, under
anesthesia. One s.c. application of the previously ingested proteins, in adjuvant, was made
at the base of the tail, minutes before the lesions. Topical treatment with the previously
ingested proteins, without adjuvant, was applied to the wounds for seven consecutive
days. Non-tolerant control groups received treatment with the previously ingested proteins
or vehicle. Wound healing was analyzed macroscopically and microscopically after
staining with H&E, toluidine blue, Alcian Blue-Safranin, Masson's Trichrome, Picrosirus
Red and Weigert's Resorcin-Fuchsin. The amount and distribution of leukocytes (CD45),
macrophages (F4 / 80), T lymphocytes (CD3), myofibroblasts (a-SMA) and Vimentin was
investigated in the wound bed by immunofluorescence. Macroscopic analyzes showed
less inflammation and scarless healing in animals that received application of the tolerated
proteins. Microscopic analyzes on day 7 after the injuries showed reduced inflammatory
infiltrate in the groups that received application of tolerated proteins. At 40 and 60 days

after the injuries, the organization of the extracellular matrix in neodermis of the groups



that received application of tolerated proteins was more similar to that of intact skin. We
conclude that the application of tolerated proteins decreases inflammation and improves

the healing of skin lesions regardless of the route of application.

Keywords: wound healing, immunological tolerance, skin, inflammation, extracellular

matriz, ovalbumin, zein.
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1. INTRODUCAO

1.1. Reparo de lesfes

A manutencdo da vida dos metazoarios depende muito da capacidade que eles
tém de reparar lesdes que podem ocorrer nos diferentes tecidos e 0rgaos. Estes
animais multicelulares apresentam diversas estratégias para o reparo de lesdes,
sendo que algumas espécies apresentam capacidade de regenerar 6rgaos inteiros
e outros animais ndo tém esta capacidade regenerativa, mas conseguem reparar
as lesbes com formacao de cicatrizes. A maioria dos mamiferos adultos ndo tem
grande capacidade regenerativa, mas a regeneragdo de alguns tecidos como a
pele, pode acontecer durante a fase inicial do periodo fetal do seu
desenvolvimento (Larson et al., 2010). Quando adultos, na maioria dos mamiferos
o reparo de lesGes ocorre com a formacdo de cicatrizes, onde as células séo
substituidas por tecido conjuntivo constituido pela arquitetura anormal do colageno
e outras proteinas da matriz extracelular (Profyris et al., 2012; Martin & Nunan,
2015; Marshall et al., 2018).

A perda da capacidade regenerativa durante a ontogénese de camundongos
correlaciona-se com a formacdo de diferentes linhagens de fibroblastos que
podem ser caracterizados pela expresséo do fator de transcrigdo engrailed (Enl),
como demonstrado por Jiang e colaboradores (2018). As linhagens de fibroblastos
negativos para Enl existem na derme durante a fase fetal onde ocorre
regeneracao e as linhagens de fibroblastos positivos para Enl aparecem depois,

quando ocorre formagéo de cicatriz (Jiang et al., 2018).

A perda da capacidade regenerativa durante a ontogénese correlaciona-se
também com o desenvolvimento do sistema imunoldégico. No momento do

desenvolvimento onde o fechamento de feridas na pele ocorre com regeneracgéo,
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as células inflamatérias, como macrofagos e mastocitos, sdo reduzidas em
namero e ativadas diferencialmente quando comparadas com estas células nos
individuos mais velhos em que a regeneracdo ndo mais acontece (Cowin AJ,
1998; Rolfe &Grobbelaar, 2012; Julier et al., 2017).

A inflamacéo influencia o fechamento de feridas desde um momento muito inicial
do reparo devido ao estresse oxidativo, a protedlise e ao acumulo de substancias
toxicas que ocorrem logo apés a lesédo (Raposio et al., 2015). Logo ap6s a lesao
também ocorre producdo de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento
celular que irdo repercutir nas fases posteriores do processo da cicatrizacdo. A
inflamac@o pode afetar a mobilizacdo de queratindcitos, a angiogénese e a
ativacao, migracgédo e proliferacao de fibroblastos (Broughton et al., 2006; Raposio
et al., 2015).

1.2. Reparo de lesdes cutaneas

Uma vez que se encontra na superficie corporal, a pele é um érgdo altamente
suscetivel a lesdes traumaticas cujo reparo é essencial para a manutencdo da
integridade do organismo evitando a perda de liquidos e infeccbes (Pereira et al.,

2013).

A pele consiste na epiderme, na derme e seus anexos. A epiderme é a camada
mais externa constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado.
Durante o desenvolvimento as multiplas camadas da epiderme resultam das
interacdbes com a derme formando proje¢cdes denominadas papilas dérmicas.
Assim, a derme passa a ter duas camadas distintas, a derme papilar que é a
camada mais superficial composta por tecido conjuntivo contendo fibras elasticas,

mais proxima da epiderme, e a derme reticular, subjacente a derme papilar € mais
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profunda e consiste de tecido conjuntivo denso contendo colageno e fibras
elasticas.

Na derme, o ambiente celular € composto por vasos capilares, que fornecem
oxigénio e nutrientes as células da epiderme. A derme é rica em matriz
extracelular (MEC) que € constituida por fibras elasticas, colageno, &acido
hialurénico, fibronectina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos, e tenascina. As
fibras elasticas apresentam um papel importante na fisiologia do tecido conectivo e
estdo constituidas por elastina e microfibrilas. Estas fibras formam um
componente funcional importante para dar a elasticidade da pele e em animais
adultos elas dificiimente regeneram apods lesdes (Wen et al., 2019). O sistema
elastico € composto por trés tipos de fibras: oxitalanicas, eulaninicas e elasticas ou
maduras. As fibras oxitalanicas, consistem em feixes de microfibrilas, as fibras
elauninicas ou elasticas séo fibras mais espessas devido a jun¢éo de elastina com

as microfibrilas (Carneiro, 2006).

Em condicbes fisiologicas normais, apos lesbes na pele a restauracdo de uma
epiderme funcional é altamente eficiente, enquanto o reparo da derme é
caracterizado pela formacdo de uma cicatriz, sem a regeneracdo dos

componentes celulares (Marshall et al., 2018).

O reparo de lesBes cutaneas depende de interacdes entre varios tipos de células
qgue resultam em ativacdo, migracdo e proliferacdo de queratindcitos, células
endoteliais, leucocitos e fibroblastos (Eming et al., 2014; Martin & Nunan, 2015;
Julier et al., 2017).

Didaticamente, o reparo de lesdes na pele pode ser dividido em trés etapas:
inflamagéo, proliferacdo celular e remodelagcdo da matriz extracelular
(Abercrombie et al., 1960; Singer & Clark, 1999; Barrientos et al., 2008; Wang et
al., 2017). Na etapa inflamatoria, que ocorre nos primeiros dias apés as lesdes, as

primeiras células inflamatorias envolvidas no reparo sao os neutroéfilos que atraves
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de suas acOes de fagocitose e secrecdo de proteases matam as bactérias e
ajudam a degradar o tecido morto. Em seguida os macrofagos também entram na
zona de leséo e, além de seu processo de fagocitose de células mortas, secretam
uma variedade de fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas que ativam
outras células e estimulam a proliferacéo celular (Martin & Leibovich, 2005; Eming
et al., 2007; Profyris et al., 2012). Os Macréfagos sdo um dos mais abundantes
tipos de células inflamatorias durante todas as fases do reparo, sendo responsavel
pela eliminacdo de debris celulares e tecido necrético através da producao de
proteases altamente ativas e mediadores pro-inflamatoérios (Willenborg & Eming,
2014). Além disso, devido a sua plasticidade participam na regulacdo e
coordenacao de outros processos como a expressdo de fatores de crescimento,
tais como o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF) e o fator de
crescimento transformante beta 1 (TGFB1) ativando fibroblastos que proliferam e
produzem uma matriz extracelular provisoéria, constituida inicialmente por
foronectina e coldgeno (Chia et al., 2018). Esta matriz favorece as células

endoteliais a proliferar e estabelecer novos vasos pelo processo de angiogénese.

Outras células importantes do sistema imune que participam do reparo de lesdes
sdo os linfocitos. Existem subtipos de linfécitos T que interagem durante as
respostas imunes, eles sdo os T CD4+, células auxilares que promovem a
ativacao de linfocitos B e os T CD8+ reconhecidas por sua toxicidade (Wang et al.,
2019). Os linfécitos T auxiliares podem ainda ser divididos em subpopulacfes de
linfécitos T de acordo com a expressao de diferentes fatores de transcricdo. Por
exemplo, os linfécitos que expresséao o fator de transcricdo Foxp3 sao conhecidos
como ceélulas T reguladoras (Células Treg). Estudos prévios sobre a participacao
dos linfécitos no reparo de lesdes de pele mostraram que uma populacdo de
linfécitos T yd que residem na epiderme, designadas células T epidérmicas
dendriticas (DETC), ajudam no reparo tecidual (Jamenson et al., 2002; Eming et
al., 2007).
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Os mastécitos, que sdo considerados células especializadas do sistema imune,
além de seu papel classico na alergia, também participam do reparo de lesdes na
pele (Komi et al., 2019). A pele saudavel apresenta mastécitos como células
residentes e sua ativacdo ap0s uma leséo resulta na liberacdo do contetdo dos
seus granulos para o espacgo extracelular, liberando uma variedade de mediadores
pro-inflamatoérios e vasoativos tais como serotonina, histamina, heparina, triptase e
guimase que podem ampliar a resposta inflamatéria mediando o recrutamento de
neutréfilos e macréfagos (Larouche et al., 2018; Komi et al., 2019). Outros
mediadores de mastocitos tais como IL-8, IL-4, fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), PDGF, TGF-B e VEGF participam nos processos de
angiogénese e reepitelizacdo, necessarios para finalizar o reparo de lesbes (Artuc
et al., 1999; Rao & Brown, 2008). Além disso, a ativacdo dos mastocitos pode
influenciar no remodelamento da cicatriz apdés uma lesdo, participando
indiretamente na sintese de colageno pela liberacdo de mediadores que
estimulam os fibroblastos e permitem a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos, células importantes na contracdo das fibras de colageno (Chen et
al., 2014). Por sua vez, os queratindcitos adjacentes a borda da ferida proliferam e
migram até a reepitelizagdo se completar, levando ao fechamento da ferida, que é
essencial para o restabelecimento da integridade da pele (Profyris et al., 2012;
Jimi et al., 2017).

Na terceira etapa do reparo, a etapa de remodelamento da matriz extracelular, a
formacao do tecido de granulacdo cessa através do processo de apoptose e a
composicdo da matriz extracelular sofre alteracdes passando a ter predominio de
colageno do tipo | que forma pequenos feixes cuja orientacéo difere drasticamente
da orientacdo do colageno presente na derme normal. A deposi¢cdo do colageno

na formacdo da cicatriz € caraterizado pela orientacdo das fibras paralelas a

epiderme.
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1.3. Matriz extracelular e reparo de lesdes cutaneas

O processo de reparo de lesdes cutaneas é influenciado pela MEC que pode
interferir na comunicacdo entre os diferentes componentes celulares que
compdem a pele (Larson et al., 2010). Apos as lesdes, a MEC ajuda na interacéo
entre diferentes populacdes celulares para facilitar a migracado e diferenciacao
durante as etapas do reparo (Urciuolo et al., 2019). A leséo leva a ativacdo do
processo de coagulacdo que catalisa a transformacao do fibrinogénio em fibrina e
como resultado a formacdo de um coagulo sanguineo (Brass et al.,, 2003;
Hoffman et al., 2006). Uma matriz provisoria é formada no leito da ferida
constituida principalmente de fibronectina durante as primeiras 24 horas. A
fibronectina é importante na interacdo de varias células através de receptores de
integrina estimulando a migracéo, proliferacdo e adesao de queratinécitos, células
endoteliais e fibroblastos (importantes na manutencdo da homeostase da MEC,
biossintese de colageno). Nesta fase varios fatores de crescimento tais como fator
de necrose tumoral (TNF-a), TGF-B e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) séo secretados influenciando a resposta inflamatéria. Essa matriz
temporaria é depois substituida por matriz de colageno (principalmente tipo | e tipo
[ll), fibras elasticas, proteoglicanos, glicosaminoglicanos e proteinas néo
colagenas sintetizadas principalmente por fibroblastos cuja atividade € regulada
por PDGF e TGF- (Kozma et al., 1998; Tomasek et al., 2002).

Durante a reepitelizacdo os queratindcitos da camada germinativa da epiderme
tém um papel significativo para finalizar o processo do fechamento da lesao.
Primeiramente ocorrem perdas da adeséao celular com a MEC, através da reducao
da expressao de receptores de integrinas nas células epidérmicas que fazem a
ligacdo com a membrana basal (Martin & Nunan, 2015). A participacdo de
proteases, especificamente as metaloproteinases (MMPs) 2 e 9 degradam o

colageno tipo IV da membrana basal e o colageno tipo VII responsaveis na
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formacao de fibrilas de ancoragem com a epiderme (Gill & Parks, 2008). MMP 1
também auxilia a migracdo dos queratindcitos pela MEC finalizando o processo de
reparo da epiderme (Olczyk et al., 2014).

1.4. Terapias com anti-inflamatérios e cicatrizagdo

Existe uma variedade de terapias clinicas utilizadas para promover e melhorar o
reparo de lesdes cutaneas, no entanto a maioria destas terapias nao tém
resultados satisfatorios. Como exemplo, as radioterapias afetam a pele, destruindo
o epitélio e deixando menor resisténcia, anti-inflamatorios ndo esteroides (AINE)
como o ibuprofeno tém efeitos negativos no reparo, afetando a proliferacdo de
vasos sanguineos e retardando a taxa de cicatrizacdo (Anderson et al., 2014).
Sabe-se que a inflamacgéo é necessaria para o comec¢o do reparo mas, no entanto,
a resolucao da inflamacao é necessaria para o fechamento da lesao (Julier et al.,
2017). A inflamagao cronica pode resultar em feridas que ndo se fecham ou em

cicatrizes patoldgicas (Larouche et al., 2018).

Uma vez que a fase inflamatéria do reparo influencia as outras fases do reparo,
alterar o microambiente inflamatério com moléculas anti-inflamatérias e
biomateriais esta se tornando um enfoque atrativo na medicina regenerativa (Julier
et al.,, 2017). Com o uso terapéutico de biomateriais, que de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas podem ser aplicados em diversas apresentacdes:
sélida, hidrogel, ou micro/nanoparticulas objetiva-se influenciar a atividade de
populacdes celulares chave no reparo e melhorar o processo de cicatrizagao.
Vérios estudos foram feitos usando a aplicacdo de citocinas anti-inflamatérias,
como, por exemplo, o TGFB3 que é importante na regeneracdo de feridas sem
cicatrizes em fetos de mamiferos e na reducéo de cicatrizes (Lichtman et al., 2016;

Larouche et al.,, 2018). No entanto, a transposicdo destes estudos para a
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aplicacéo clinica ainda n&o atingiu bons resultados, de maneira que n&o existem
formas efetivas de promover a regeneracdo da pele apos lesGes (Leavitt et al.,
2016).

Por outro lado, a aplicacdo de corticoides, considerados agentes anti-inflamatorios
esteroides e imunossupressores, podem prejudicar as fases inflamatérias e
proliferativas do reparo de feridas através da reducéo de citocinas inflamatorias,
moléculas de adesao, entre outros, reduzindo a proliferacdo de fibroblastos, a
producéo de colageno e outras proteinas envolvidas na cicatrizagao (Jalali, 2007;
Tziotzios et al., 2012; Anderson et al., 2014). No entanto, e apesar de sua eficacia
terapéutica, o uso em longo prazo € bastante limitado devido aos efeitos adversos
cutaneos, incluindo atrofia, atraso na cicatrizagdo de feridas e aumento da

suscetibilidade a infecgdes (Sevilla et al., 2018).

Em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostrou-se que a injecao
intraperitoneal de proteinas previamente ingeridas tém efeitos sistémicos que
reduzem a migracao de leucdcitos para locais inflamados e melhoram o reparo de
feridas cutaneas (Costa et al.,, 2011; Costa et al.,, 2016; Cantaruti et al., 2017;
Cantaruti et al., 2019). Estes efeitos sistémicos sdo resultado de um fendmeno

imunolégico conhecido como tolerancia oral.

1.5. Tolerancia oral

A toleréancia oral é conhecida ha mais de um século e geralmente é definida como
uma inibicdo da resposta imune especifica frente a imunizagbes parenterais com
proteinas previamente ingeridas (Vaz et al., 2006; Faria & Weiner, 2005; Costa et
al., 2011, Costa et al., 2016; Cantaruti et al., 2017). A tolerancia oral é capaz de

inibir doencas autoimunes, processos inflamatorios e alérgicos, e foi demonstrada
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em estudos experimentais onde a administracdo oral de proteinas preveniu a
inducdo das doencgas (Giltgemann et al., 1998; Strid J et al., 2004). Acredita-se
gue a tolerancia oral tem um papel fisiologico durante a ingestdo de antigenos da
dieta de maneira que nao resulte em reacdes imunes adversas (Faria & Weiner,
2005).

A tolerancia imunoldgica pode ser induzida pela administracdo por via oral de
diferentes proteinas, seja presentes na dieta natural dos animais ou introduzidas
por um curto periodo de tempo (Vaz, 1997). A tolerancia imunoldgica induzida por
via oral pode ser transferida de animais que ingeriram a proteina para animais
naive através de transferéncia de linfocitos, mostrando que este é um fendmeno
imunolégico ativo mediado por linfocitos (Richman et al., 1978; Cunha et al.,
2009). A tolerancia oral tem efeitos sistémicos que inibem a producdo de
anticorpos especificos, mas aumenta a formacdo de células produtoras de

anticorpos inespecificos (Castro-Junior et al., 2012).

Um componente importante do sistema imune para 0 estabelecimento da
tolerancia oral é o tecido linfoide associado ao intestino (GALT), rico em linfocitos
T, linfocitos B e células apresentadoras de antigenos que processam e
apresentam peptideos para linfocitos T, placas de peyer, lamina propia, células
epiteliais intestinais (IECs), linfocitos intra-epiteliais (IELs) e linfonodos
mesentéricos (MLNs) (Wershil & Furuta, 2008).

1.6. Efeitos indiretos da tolerancia oral

Estudos anteriores demonstraram que a administragdo parenteral de proteinas
previamente ingeridas como, por exemplo, a ovalbumina (OVA) inibem respostas
imunologicas para antigenos nao relacionados quando séo injetados

simultaneamente ou até trés dias depois, fenbmeno conhecido como efeitos
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indiretos da tolerancia oral (Vaz et al., 1981; Carvalho et al., 1994; Carvalho &
Vaz, 1996).

A injecdo intraperitoneal (i.p.) de proteinas imunologicamente toleradas,
junto com adjuvante, produz efeitos indiretos e sistémicos que bloqueiam
significativamente a inducdo da inflamacdo como, por exemplo, a inflamacéo
induzida pela injecdo de carragenina na pata de camundongos (Ramos et al.,
2009); a formacao de granulomas pulmonares induzidos por ovos de Schistosoma
mansoni injetados na cauda em camundongos (Azevedo et al., 2012). Além destes
efeitos na inflamacao, sabe-se que a injecao i.p. de pequenas doses de proteinas
toleradas minutos antes de uma lesdo na pele produz efeitos sistémicos que
diminuem a infiltragdo de leucdcitos no leito da ferida cuténea, alteram a cinética
de producédo de citocinas, interferem na deposicdo de matriz extracelular e
produzem o fechamento da lesdo com cicatrizes menores (Costa et al., 2011;
Costa et al., 2016; Cantaruti et al., 2017, Cantaruti el al., 2019). Estes estudos
mostram que € possivel interferir no processo de fechamento de lesdes na pele
através de um fendmeno imunoldgico mediado por linfocitos T, confirmando que

os linfocitos sdo importantes nos processos de reparo de lesdes cutaneas.

A interferéncia no processo de cicatrizagdo através dos efeitos sistémicos
da tolerancia oral foi mostrada pela injecéo i.p. de diferentes proteinas, tais como
a OVA e Zeina, e em diferentes modelos de lesdo na pele, tanto lesGes incisionais
guanto lesbes excisionais (Costa et al., 2011; Costa et al., 2016; Cantaruti et al.,
2017, Cantaruti et al., 2019). A OVA ndo é uma proteina presente na dieta usual
de camundongos, devendo ser administrada numa solu¢cdo de OVA em agua para
a inducao da tolerancia oral, mas a Zeina, sendo a principal proteina do milho, faz

parte da dieta usualmente dada aos camundongos.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora a imunizagdo por via i.p. seja comumente usada em estudos sobre a
tolerancia imunolégica, esta via de imunizacdo ndo seria recomendada para
aplicacao clinica visando melhorar o processo de cicatrizacdo de lesdes na pele.
Assim, neste trabalho avaliamos se duas outras vias de exposicao parenteral a
proteinas imunologicamente toleradas, a injecdo subcutanea (s.c.) e a aplicacao
topica, também tém efeitos anti-inflamatoérios que melhorem o reparo de feridas
cutaneas em camundongos. Os resultados deste estudo poderdo contribuir para o
desenvolvimento de produtos para uso em situacfes onde se deseja amenizar a

formacéo de cicatrizes ou facilitar o fechamento das lesdes de pele.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Verificar se a administracdo de proteinas imunologicamente toleradas por via
subcutdnea ou tépica produzem efeitos anti-inflamatorios e melhoram a

cicatrizacao de feridas cutaneas.

3.2. Objetivos especificos
- Avaliar macroscopicamente o fechamento das lesées em animais tratados ou
nao tratados com proteinas toleradas.

- Analisar histologicamente e por imunohistoquimica o infiltrado inflamatério e os

fibroblastos no dia 7 apos as lesbes.

- Analisar a deposicéo e organizagdo da matriz extracelular nos dias 7, 40 e 60
apos as lesoes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Camundongos C57BL/6 machos com 8 semanas de idade (20g) foram utilizados
neste estudo e obtidos do Instituto de Ciéncias Biologicas (CEBIO) da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG), Brasil. Durante o periodo de
experimentacdo eles foram acomodados no biotério do Departamento de
Morfologia, com temperatura de 23-25° C e ciclo de luz de 12 horas dia/noite, em
condi¢cdes experimentais de acordo com as recomendacdes do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da UFMG. Animais receberam &agua e racao
peletizada propria para camundongos, ad libitum. Os grupos experimentais foram
constituidos de 6 animais (protocolos aprovados pelo CETEA 127/2016 e
137/2017).

4.2. Inducéo de tolerancia oral

Animais foram submetidos a tratamento oral com as seguintes proteinas:
Ovalbumina (OVA): Um grupo de camundongos recebeu por trés dias
consecutivos, ad libitum, uma solugédo de clara de ovo de galinha em &agua, na
proporcao de 1:5 (preparada no laboratério). Depois destes trés dias a solucao de
clara de ovo foi substituida por dgua. Os bebedouros contendo a solucdo com
clara de ovo foram trocados diariamente para prevenir contaminacédo. Os grupos

controles, néo tolerantes, receberam apenas agua.

Zeina: todos os camundongos foram alimentados com ragé&o para roedores de
laboratorio Nuvital/Nuvilab CR-3. O milho, cuja proteina mais abundante é a Zeina,
se encontra na composicéo desta racéo (Figura 1).
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Figura 1. Inducdo de toleradncia oral em camundongos machos C57BL/6. a) Ovoalbumina
(proteina que nao esta presente na dieta usual de camundongos). b) Zeina (principal proteina do

milho que faz parte da dieta usualmente dada aos camundongos).

4.3. Imunizacao parenteral com as proteinas toleradas:

Animais receberam as seguintes imunizacgdes:

a. Aplicacado subcutanea: 10 ug de Zeina purificada (Sigma Aldrich St. Louis,
MO) foi misturada numa solucdo de 100 uL de salina contendo 1,6 mg de
adjuvante AI(OH); e foi administrada por via subcutanea (s.c.) na regiao

dorsal proxima da base caudal, cinco minutos antes da leséo na pele. Um
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grupo controle recebeu injecao s.c. de 100 uL salina e outro grupo recebeu

100 pL de salina com 1,6 mg de Al(OH)3; conforme a tabela 1.
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Figura 2. Aplicacao subcuténea dorsal préxima da base caudal.

Tabela 1. Delineamento experimental da imunizacdo com a proteina tolerada através da

injecéo subcutanea minutos antes de realizar a leséo.

Grupos | C57BL/6 | Les&o/imunizacdo s.c.| Coleta

Salina .o\ |Salinas.c + lesdo Dia 7 e 40

@l | excisional pos lesdo

. Salina +Al(OH);s.c + Dia7 e 40
Adjuvante i ) N .(. )s o

@~  |lesdo excisional pos leséo

. . Dia7e 40

Zeina * Zeina + Al(OH), . Salina 65 lesio

@S [s.c+ lesdo excisional  |P

b. Aplicacdo tépica: OVA (grade V, Sigma Aldrich, St.Louis, MO) e Zeina
(Sigma Aldrich, St.Louis, MO), foram aplicadas sobre a lesdo, minutos
depois de ser realizada a lesdo e uma vez por dia, durante 7 dias
consecutivos, utilizando um aplicador com spray conforme a tabela 2.

Foram aplicados 120 pL de solucdo contendo 10 ug da proteina diluida em
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salina. Um grupo controle recebeu 120 ul de Salina e um outro grupo
controle que néo foi previamente exposto a OVA por via oral recebeu 120 pl
de OVA. Nos dias da aplicacdo tépica subsequentes ao dia da lesdo os

animais nao foram anestesiados (Figura 3).

Figura 3. Aplicacdo tépica utilizando um aplicador com spray.

Tabela 2. Delineamento experimental da imunizacdo com as proteinas toleradas através

da aplicacdo tépica durante 7 dias consecutivos apos de realizar a leséo.

Grupos C57BL/6 Lesdo/imunizacdo Topica | Coleta
. ( leséo excisional + Dia 7 e 60
Salina R . . ~
Sy Spray Salina pos leséo
Zeina ~ - .
Tolerante ud leséo excisional +Spray Dia 7 e 60
= ) Zeina pos lesdo
) . Dia 7 pos
OVA ‘L“< les&o excisional + lesio P
Tolerante el Spray OVA
k7 Dia 7 poés
Ova néo H( ~ - ~ P
. lesdo excisional +Spray OVA |leséo
Tolerante sl
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4.4. LesOes excisionais na pele e periodo pds-operatorio

Os camundongos foram anestesiados por administracdo i.p. de Xilasina (15
mg/kg) e Cetamina (80 mg/kg) e a pele da regido dorsal do torax foi depilada e
limpada com 4&lcool 70%. Utilizando um punch dermatolégico de 6 mm de
diametro, foram feitas duas feridas através da pele, na regido imediatamente
posterior a escapula (Figura 4). A partir disto o animal foi posicionado em decubito
lateral, ainda com a pele alinhada ao plano mediano do corpo para fazer a lesées,
retirando as camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme, resultando na
formacao de duas feridas no dorso dos animais. O Pés-operatorio e a temperatura
corporal dos animais foram controlados através do acondicionamento numa estufa
a 37°C, hidratando constantemente os olhos com algoddo embebido em salina
fisiolégica 0,85%. AplOs anestesia os animais foram mantidos em gaiolas

individuais para evitar lesdes trauméticas por outros animais.

Figura 4. Esquema do protocolo experimental da ferida excisional no dorso de
camundongos. Duas lesdes na regido dorsal do animal s&o realizadas utilizando um punch

dermatolégico de 6 mm.
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4.5. Analises macroscopicas e medidas da area da leséo

Para avaliagdo macroscopica do fechamento das feridas e da cicatriz na regido da
escapula, as lesdes foram fotografadas ao lado de uma régua milimetrada
utilizando uma camera digital (Nikon COOLPIX S3100), logo apos a leséo (dia 0) e
nos dias 1, 3, 5, 7, 40 e 60 dias. Todas as imagens foram tiradas nas mesmas
configuracdes de distancia por intermédio de um tripé. As imagens com as lesdes
foram analisadas utilizando o software Image Tool Versdo 3.0. (UTHSCSA, San
Antonio, Texas USA http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.htm). A medida da area da
leséo foi realizada no minimo por dois observadores independentes, considerando
a média dos dados obtidos de cada um. Fechamento da lesédo foi expresso em
porcentagem com relacdo a diferenca entre a area total da lesdo e a medida da

area da lesdo/area da lesao total x 100.

4.6. Coleta e fixacdo da pele com as lesdes

A avaliacdo microscopica da cicatrizacao foi realizada nos dias 7 e 40 ou dias 7 e
60 conforme descrito nos resultados. Para isto os camundongos foram
anestesiados com Xilasina (15mg/Kg) e Cetamina (80 mg/Kg) e em seguida foram
eutanasiados por deslocamento cervical. A pele foi depilada quando necessério e
limpada com alcool 70%. A lesédo do lado direito foi fixada em formalina de Carson
pH 7,4 durante 24 horas em temperatura ambiente e a lesdo esquerda foi fixada
em uma solucdo contendo 80% de metanol e 20% de dimetilsulféxido (DMSO) em
ultrafreezer a -80°C apos a fixacdo. Apos a fixacdo cada amostra de pele foi

cortada ao meio antes da inclusdo em parafina ou paraplast.


http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.htm
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4.7. Histologia e morfometria

Apos a fixacdo em formalina de Carson, as lesdes foram seccionadas
perpendicularmente em sua metade e processadas para inclusdo em parafina.
Utilizando um micrétomo semi-automatico (Microm — HM 335 E) foram feitos
cortes de 5 um a partir do meio da lesédo e estes cortes foram colocados em
laminas que foram submetidas a protocolos padréao de coloracdo com hematoxilina
e eosina (H&E), Azul de Toluidina ou Alcian blue-safranina (coloracdo que
diferencia mastdcitos imaturos-azuis e maduros-vermelhos), Tricrobmico de
Masson, Picrosirius red e Resorcina-Fucsina pelo método de weigert (Figura 5).
Protocolos padrdo foram seguidos através da desidratacdo, imersdo em uma
série gradual de &lcoois (de 80% a 100%), em temperatura ambiente, por 30
minutos cada; Diafanizacdo, imersdo em uma sequéncia de trés recipientes
contendo xilol em temperatura ambiente, por 20 minutos cada; Infiltracao,
imersdo em uma sequéncia de trés recipientes contendo parafina a uma
temperatura de 56°C, por 20 minutos cada e por ultimo a inclusédo, em parafina a
uma temperatura de 56°C.
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Fixagdo em formalina

de Carson Metanol +DMSO

» Fixacdo em
.

40 dias
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Figura 5. Coleta e processamento histolégico para microscopia de Luz de lesdes fixadas em
formalina de Carson. Lesfes fixadas em Metanol+DMSO foram utilizadas para andlise de

imunohistoquimica em microscopia confocal.

Grupos experimentais foram constituidos por 6 animais em cada dia de analise
apos as lesbes. Analises histoldgicas qualitativas foram realizadas em duplo cego
com ajuda de um patologista. Analisou-se um corte por animal, para cada
coloracdo, portanto foram analisados seis cortes por grupo. Para a andlise dos
cortes histolégicos corados com H&E observou-se 0s seguintes critérios: extensao
da leséo, presenca de tecido de granulacao, intensidade do infiltrado inflamatoério e
tipos de células predominantes no infiltrado inflamatorio, reepitelizacéo, presenca
de crostas, presenca de edema intersticial e presenca ou ndo de hemorragia. As

células presentes no tecido de granulacdo possuem caracteristicas morfologicas
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individuais sendo as principais os fibroblastos (nucleo alongado, bastante
condensado, fusiforme e com escasso citoplasma em sua forma quiescente ou
com inumeros prolongamentos citoplasmaticos que destaca uma morfologia
ativada) e os leucécitos (células de forma esférica com citoplasma granular ou
ndo, com nucleos irregulares, arredondados ou lobulados) (Carneiro, 2006). Esta
avaliagdo das células foi realizada em maior aumento (1000x), sob imersdo. Os
mastocitos foram identificados através da coloracdo com azul de toluidina ou
Alcian-blue safranina. Leucécitos, fibroblastos e mastécitos foram contados em 10
campos de 10000 pm? na &area da lesdo, em imersdo (1000x), utilizando uma
grade de insercao colocada na lente ocular (Figura 6), de uma secc¢éo por cada
animal e os resultados de seis seccdes por grupo foram expressos como a média

+ erro padréo por grupo.

Imagens digitais dos tecidos foram obtidas utilizando um scanner digital

automatico de laminas (Pannoramic MIDI, 3DHISTECH Ltd., Budapeste, Hungria).

Figura 6. Procedimento utilizado para andlises morfométricas com grade de insergdo de 100 pm2
acoplado a ocular do microscépio para posicionar 0s campos para analise na area da lesao

excisional no dorso.
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Para analise da espessura e organizacdo das fibras de coldgeno foi
utilizada a coloracdo com Picrosirius Red, com luz polarizada. Foram obtidas
imagens da area da lesdo de uma seccdo de cada animal em objetiva de 20x
(aumento de 200x). O método de Picrosirius Red com luz polarizada permite
distinguir fibras finas e frouxamente organizadas que apresentam fraca
birrefringéncia (de cor amarelo-esverdeada) de fibras espessas e mais
densamente organizadas que apresentam forte birrefringéncia (de cor vermelho-
alaranjada e brilhante) (Montes, 1996). Durante o processo de reparo a
birrefringéncia do coldgeno pode ser associada com a sua maturidade: verde-
amarelas consideradas como fibras menos maduras e vermelho-laranja como

fibras mais maduras.

4.8. Imunofluorescéncia em microscopia confocal

Com a finalidade de analisar a distribuicdo e quantidade de leucécitos (CD45+),
macrofagos (F4/80), linfocitos T (CD3+) miofibroblastos (a-SMA) e Proteina do
citoesqueleto (Vimentina), as lesbes fixadas em DMSO/Metanol foram
seccionados perpendicularmente em sua metade e processada até a inclusdo em
paraplast. O processamento foi iniciado com a transferéncia das feridas a -20°C
durante 24 horas, logo foram levadas a temperatura ambiente e passadas por trés
lavagens em etanol absoluto, duas vezes em xilol e imediatamente incluidas em

paraplast.

Trés seccdes de cortes transversais de 5 um, a partir do meio da ferida foram
montados em laminas e submetidos a etapas de desparafinizagdo em xilol,
hidratacdo em serie gradual de alcoois (100%-25%). Passados por incubacao
em solucao de bloqueio com 1,25% de Albumina de Soro Bovino (BSA) em PBS

+ Tween 20 (0,1%) a temperatura ambiente durante 1 hora. As secc¢des foram
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incubadas durante a noite a 4°C com 0s seguintes anticorpos primarios: rato
anti-CD45 (Biolegend), rato anti-F4/80 (eBioscience), camundongo monoclonal
Anti-actina de musculo liso a-SMA, anticorpo purificado anti-CD3 produzido em
rato e Anticorpo Monoclonal anti-Vimentina. Depois de trés lavagens em PBS, as
seccOes foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente no escuro com 0s
seguintes anticorpos secundarios Anti-Rat Alexa Fluor 488, Anti-mouse Alexa-
Fluor 488 (Molecular Probes, Carlsbad, CA) Anti-rabbit Alexa Fluor 488
Invitrogen by Termo Fisher Scientific) (Tabela 3). Apos trés lavagens em PBS,
cortes foram montados em uma solucdo de 10% de Tris (1M pH 9) + 90% de
glicerina e observados em microscopio confocal (Zeiss LSM 880 Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha). Configuracdes confocais 6timas (abertura, ganho e
poténcia do laser) foram determinados no inicio da analise e mantidas
constantes durante a analise de todas as amostras. Nucleos foram marcados
com dicloridrato de 4’6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) (Molecular Probes,
Carlsbad, CA). Imagens foram capturados em 16 bits e analisados em escala de
cinza faixa de 0-255 <com o software IMAGE TOOL 3.0
(http://compdent.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). A intensidade de fluorescéncia foi
registrada como a soma dos valores de cinza de todos os pixels dividida pela
area (em pm?). Fluorescéncia de fundo foi medida em cada amostra e subtraida
dos valores obtidos para a intensidade de fluorescéncia. Cinco imagens foram
capturadas por seccdo em diferentes areas no leito da ferida.


http://compdent.uthscsa.edu/dig/itdesc.html
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Tabela 3. Especificacdes dos anticorpos utilizados para a técnica de imunofluorescéncia

indireta.

ANTICORPOS ESPECIFICACOES

Anticorpo purificado anti-CD45 produzido em rato

Anticorpo monoclonal anti-F4/80 produzido em
rato.

PRIMARIOS | Anticorpo purificado anti-CD3 produzido em rato.

Anticorpo Monoclonal Anti-actina o -SMA
produzido em camundongo.

Anticorpo Monoclonal Anti-Vimentina (EPR3776)-
citoesqueleto .

Anticorpo Alexa Fluor 488 produzido em coelho,
anti- IgG de rato.

) Anticorpo Alexa Fluor 488 produzido em cabra
SECUNDARIQOS janti- IgG de camundongo.

Anticorpo Alexa Fluor 488 produzido em cabra,
anti-coelho.

DAPI 4' 6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride.

DILUICAO

1:50

1:50

1:30

1:100

1:75

1:150

1:200

1:175

1:300

FONTE
Biolegend (103-102)

eBioscience (14-4801)

BD Pharmingen
(555273)

Sigma-Aldrich (A2547)

abcam
(ab92547)
Molecular Probes
(A21210)

Molecular Probes
(A21131)

Invitrogen by termo
Fisher Scientific
(A1108)
Molecular Probes
(D1306)

4.9. Lesdes simultaneas feitas na pele do dorso e na orelha para verificar se

a aplicacao tépica de proteinas toleradas tem efeitos sistémicos

Duas lesdes excisionais foram feitas na pele do dorso como ja descrito, utilizando

um punch de biépsia (6 mm de didmetro). Simultaneamente, foram realizadas uma

lesdo em cada orelha, utilizando um punch de 4 mm de diametro. Camundongos

tolerantes a Zeina e OVA receberam, conforme ja descrito, aplicagfes da proteina

tolerada nas lesdes da pele da regido dorsal, com um aplicador de spray contendo

10 g de Zeina ou 10 pg de OVA por 7 dias consecutivos. Os grupos controle nao

tolerantes receberam aplicagdo topica de OVA ou solugdo salina por 7 dias
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consecutivos. No dia 7 apdés as lesBes, sob anestesia, os animais foram
eutanaziados por deslocamento cervical e a regido da lesdo da pele do dorso e da
orelha foi coletada para analises histologicas. Os fragmentos de pele foram

corados com azul de toluidina e hematoxilina e eosina (H&E).

Tabela 4. Delineamento experimental da aplicacdo tépica de proteinas toleradas em

lesBes simultdneas para verificar se tem efeitos sistémicos.

C57BL/6
Grupos Lesdo/imunizacgdo Topica Coleta
. . Lesao excisional + lesao orelha/Spra: . , ~
Salina SN . pray Dia 7 pos lesé@o
&Ll Salina no dorso
Zeina Tolerante /.“;F\.\ Lesao excisional +lesédo orelha/Spra . , ~
TN B pray Dia 7 p6s lesédo
" Zeina no dorso
OVA
= Lesao excisional + lesédo orelha/Spray OVA | Dia 7 p6s leséo
OVA Tolerante ‘Lx pray P
1 no dorso
}’*’ ‘up-’
Agua
. By Les&o excisional + les&o orelha/Spray OVA | Dia Pos lesdo
Ova nao Tolerante A
B no dorso
|| TR

4.10. Andlises estatisticas

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdao (SEM). As analises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad PRISMA 5 (GraphPad
Software, CA, USA) e para comparacgao entre dois grupos foi utilizado Teste T de
Student, sendo que quando a diferenca foi p<0,05 ela foi considerada significativa.
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5. RESULTADOS

5.1. Injecdo subcutanea de Zeinareduziu a inflamacgao e alterou a deposicao
de colagenos durante o reparo de feridas na pele do dorso.

Os efeitos da injecéo subcutanea de Zeina em adjuvante Al(OH); foram estudados
macroscopica e microscopicamente. Analises qualitativas macroscopicas
mostraram menor edema e menor vermelhiddo, indicando menor inflamacao
(Figura 7a). Analise quantitativa do fechamento da lesdo em relacéo a lesao inicial
mostraram que o grupo que recebeu Zeina s.c alcangou 60% de fechamento aos 7
dias apods a lesédo (Figura 7b). Com relacdo ao fechamento da lesdo, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos indicando que a injecao

subcutanea da proteina tolerada néo retardou o fechamento.

Aos sete dias poés-lesdo, andalises microscopicas qualitativas da area da lesao
corada em H&E (Figura 8) mostraram que o0 grupo que recebeu a injecéo
subcutanea de Zeina tinha menor extensdo da area do tecido de granulacdo e
menor infiltrado inflamatério. Houve também reducdo do edema e menor
congestdo vascular. E notavel que o grupo que recebeu a injecdo de Zeina
apresentava um processo inflamatério mais circunscrito, onde as células que
compde o tecido de granulagdo se localizavam mais proximos ao local da leséo e
nao espalhadas para o tecido adjacente como observado nos grupos controles. No
dia 7 ap6s a lesdo, a reepitelizacédo ja estava completa em todos os grupos. No
grupo Zeina a deposicdo da matriz extracelular apresentava uma organizacao

mais semelhante a derme normal adjacente (Figura 8 D-F).
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Figura 7. Injec@o subcuténea de Zeina néo altera a porcentagem de fechamento da les@o na
pele. a) Fotografias macroscépicas das lesGes na pele nos dias 0, 1, 3, 5, 7 pés-lesdo em
camundongos que receberam uma inje¢do s.c. de Salina, Adjuvante ou Zeina+Adjuvante. b)

Porcentagem de fechamento das lesdes nos dias 0, 1, 3, 5, 7 p6s-lesdo. Dados representam a

média + SEM. N= 6 animais, 12 lesdes.
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Figura 8. Injecdo subcutanea de Zeina reduziu o infiltrado inflamatdrio na &area da leséo.
fotomicrografias representativas de fragmentos de pele no dia 7 ap6s a lesdo corados com H&E (A-
E) ou Alcian Blue-Safranina (G-lI) em animais que receberam Salina, Adjuvante ou
Zeina+Adjuvante. Quadros em (A-C) indicam a regido que foi ampliada (D-F). Setas em A-C
indicam a regido da leséo, setas em D-F indicam leucdcitos (setas vermelhas) e fibroblastos (setas
amarelas) e setas nas imagens G-I indicam mastécitos. Letras pequenas representam: sc, crosta;
e, epiderme; gt, tecido de granulacao; pc, paniculo carnoso; d, derme. Escala de barras: 500um (A-
C), 20um (D-l). Gréaficos mostram as andlises morfométricas (média + SEM) de leucécitos (J),

fibroblastos (K) e mastécitos (L). *P < 0,05 comparados com o grupo salina. N= 6 animais.
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O grupo controle salina por sua vez, apresentava uma inflamacdo intensa, com
grande exsudado de células polimorfonucleares, grande numero de vasos,
congestdo vascular e edema. Além disso, havia deposicdo de uma matriz
extracelular provisoria pouco organizada e frouxa (Figura 8 D). O grupo controle
adjuvante apresentou um padrdo inflamatorio diferente do grupo Salina com um

maior numero de células polimorfonucleares (Figura 8 E).

Andlises morfométricas na area da lesdo mostraram menor nimero de leucocitos
(Figura 8 J), fibroblastos (Figura K) e mastocitos (Figura 8 L) no grupo que
recebeu Zeina comparado com 0s grupos controle.

Os resultados apresentados das andlises qualitativas e morfométricas do infiltrado
inflamatério indicaram que a injecdo de Zeina teve efeito anti-inflamatorio. Para
confirmar este efeito foi utilizada a técnica de imunoflourescéncia para quantificar
a intensidade de fluorescéncia para CD45, que marca os leucdcitos. A figura 9 A-D
mostra que 0 grupo que recebeu Zeina, teve reducdo da expressdo de CD45
mostrando que a via subcutanea apresentou efeitos anti-inflamatérios tais como os
desencadeados pela via intraperitoneal (Cantaruti et al., 2019; Cantaruti et al.,
2017; Costa et al., 2016; Costa et al., 2011).

A analise da presenca de linfécitos (CD3+) e de macréfagos (F4/80+) mostrou que
0 grupo que recebeu Zeina teve aumento do numero destas células no leito da
lesdo (Figura 9 E-L). Além disso, os miofibroblastos (a-SMA+) estavam reduzidos
no grupo Zeina (Figura 9 M-P) em comparacdo com 0s grupos controle salina e

Adjuvante.
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Figura 9. Injecdo s.c. de zeina reduziu o nimero de leucdcitos e miofibroblastos mas
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Saline Adjuvant Zein

aumentou o nimero de linfécitos T e de macréfagos na area da lesdo. Analise aos 7 dias ap6s
as lesBes. Fotomicrografias representativas apos imunofluorescéncia com anti-CD45 (leucdcitos),
anti-CD3 (linfocitos), anti-F4/80 (macréfagos) e anti-a-SMA (miofibroblastos) e contracoloragéo
nuclear com 4’6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI, azul) em animais que receberam
Salina, Adjuvante ou Zeina+adjuvante. Graficos representam a intensidade de fluorescéncia (um? x
107°) para leucécitos (D), linfécitos (H), macréfagos (L) e miofibroblastos (P) nos diferentes grupos.
* P< 0,05 estatisticamente diferente dos demais grupos. Objetivas de 63X, escala de barra 20 ym.

N=6 animais.
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5.2. Efeito da injecé@o subcuténea de Zeina no remodelamento da cicatriz, 40

dias ap0s aleséo.

Andlises macroscopicas da cicatriz aos 40 dias ap0s a lesdo mostraram que
animais injetados com Zeina apresentaram uma cicatriz com contornos mais
regulares e esteticamente melhor quando comparados com 0S grupos controle
Salina e Adjuvante (Figura 10).

Salina Adjuvante Zeina

Figura 10. Fotografias macroscopicas representativas da cicatriz aos 40 dias ap6s a lesdo na pele

dos grupos controle Salina e Adjuvante e do grupo que recebeu Zeina.

Em estudos microscépicos as cicatrizes dos grupos que receberam Salina,
Adjuvante e Zeina foram comparadas entre si e com a pele intacta usando duas
coloracbes que permitem avaliar a distribuicdo, deposicdo, organizacdo e
espessura das fibras colagenas. Os fragmentos de tecidos foram corados com
Tricrébmico de Masson e Picrosirius red. Na figura 11 é possivel observar o epitélio
reconstituido, podendo distinguir o local da cicatriz pela auséncia dos anexos da
pele (foliculo piloso, glandulas sebaceas). Nos animais dos grupos Salina e
Adjuvante observa-se nas cicatrizes fibras de colageno paralelas a epiderme e
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com uma menor birrefringéncia, de cor verde-amarela, que indicam uma
organizacdo das fibras com espessura mais delgada quando comparada com as
fibras da cicatriz do grupo Zeina que se parecem mais com as fibras da pele
intacta, onde a orientacdo das fibras colagenas apresenta a arquitetura de um
arranjo em forma de rede (Figura 11 A). Nos animais que receberam Adjuvante as
fibras colagenas estavam organizadas com arranjo menos denso, com uma
orientacdo paralela entre as fibras e auséncia de organizacdo da derme papilar.
No grupo que recebeu Zeina a regido da cicatriz estava com a derme papilar
reorganizada e as fibras de colageno com maior birrefringéncia vermelha-laranja e

orientagdo mais em formato de rede, semelhante a pele intacta (Figura 11 A).

Salina Adjuvante Zeina Pele intacta

\‘.

Picrosirius red

Figura 11. Injeg¢do subcuténea de Zeina minutos antes da lesdo melhorou a deposicdo de
colagenos na neoderme. Fotomicrografias representativas de fragmentos de pele com a cicatriz
coletados 40 dias pds-leséo. Letra A ilustra a deposi¢céo das fibras de colageno apds a coloracao
com Tricromatico de Masson (fiboras em azul). Letra B ilustra a birrefringéncia das fibras de
colageno coradas com Picrosirius red e visualizadas com polarizador. Todos os grupos foram
comparados com fragmentos de pele intacta corados com Tricromatico de Masson (A), Picrosirius

red (B). Escala de barras: 50um.
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5.3. Efeito da injecdo subcutanea de Zeina na deposicdo das fibras
elasticas aos 40 dias apds aleséo

A andlise de fibras elasticas foi realizada pele método de coloracao resorcina-fucsina de
Weigert. As fibras elasticas sdo coradas em preto e podem ser diferenciadas em trés tipos
de acordo com a quantidade crescente de elastina associada as microfibrilas elasticas:
oxitalanicas, elauninicas e maduras. A figura 12 apresenta imagens representativas da
cicatriz 40 dias apo0s a les&o. Pode-se observar que animais que receberam injecéo s.c de
Zeina mostraram uma melhor reorganizacéo das fibras elasticas, que se apresentam mais
esparsas em toda a neoderme e com maior presenca de fibras elauninicas, um padrao
mais semelhante as fibras elasticas que se encontram na pele intacta (Figura 12 D, F). As
fibras eulaninicas sdo mais espessas e sdo consideradas importantes no processo de
elastogénese da pele. Animais que receberam injecéo s.c de Salina apresentavam maior
concentracdo de fibras elasticas mais finas, indicando maior presenca de fibras
oxitalanicas, consideradas fibras mais jovens (Figura 12 A, B). O grupo de animais que
recebeu injecdo s.c de Adjuvante mostrava uma organizacdo das fibras elasticas
semelhantes ao grupo Salina contendo mais fibras oxitalanicas, porém mais concentradas

na regido subepitelial.
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Figura 12. A injecdo s.c. de Zeina melhorou a deposicdo das fibras elasticas apds a leséo.
Fragmentos de pele com a cicatriz coletados 40 dias pés-lesdo corados pelo método resorsina-
fucsina de Weigert para identificar as fibras elasticas. Letras A, B, animais que receberam Salina.
Letras C, D animais que receberam Adjuvante. Letras E, F animais que receberam

Zeina+adjuvante. Letras G, H, pele intacta. Escala de barras: 20pum (aumento de 400x) e 10um

(aumento de 1000x).
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5.4. Efeitos da aplicagéo topica de proteinas toleradas.

Foram utilizadas duas proteinas para comparacdo dos efeitos da aplicacédo topica
de proteinas toleradas no reparo de lesdes cutaneas. Como a OVA nédo esta
presente na racdo dos camundongos, esta proteina foi dada aos animais, diluida

em agua, por 5 dias consecutivos, antes das lesoes.

Andlises macroscoépicas do fechamento das lesdes mostraram que a aplicacao
topica de proteinas durante sete dias consecutivos, seja hos grupos que ingeriram
as proteinas (Zeina tolerante e OVA tolerante) ou ndo ingeriram (OVA nao
tolerante) ndo alterou o processo (Figura 13). A porcentagem de fechamento da
lesdo nos dias 0, 1, 3, 5, 7 néo foi significativamente diferente entre 0s grupos
(Figura 13B). Aos 7 dias apo0s a leséo, a reepitelizacdo estava completa em todos

os grupos (Figura 14).

Andlises qualitativas de pele aos 7 dias ap0s a lesdo mostraram que 0S grupos
controle (Salina e OVA néao tolerante) apresentavam inflamacédo intensa com
exsudacdo de leucdcitos mononucleares e polimorfonucleares, crostas sobre a
area da lesdo, maior area de tecido de granulacdo e alta celularidade na derme
adjacente a lesdo (Figura 14). Nos animais que sofreram aplicacdo topica de
proteinas previamente ingeridas, seja Zeina ou OVA, havia inflamac&o menor com
reducdo leve a moderada de leucécitos no leito da lesdo e reducdo da area do
tecido de granulacdo (Figura 14). As analises morfométricas mostraram menor
namero de mastocitos (Figura 15), leucécitos e fibroblastos (Figura 14) nos grupos
tolerantes (Zeina e OVA) comparados com 0s grupos controle (Salina e OVA nao

tolerante).
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Figura 13. A aplicacéo tépica de Zeina ou OVA ndao interferiu com o fechamento da les@o na
pele. a) Fotos macroscoépicas de lesdes nos dias 0, 1, 3, 5 e 7 em camundongos que receberam
aplicacdo de Salina, Zeina tolerante, OVA tolerante e OVA ndo tolerante, nas lesdes. b)
Porcentagem de fechamento da leséo nos dias 0, 1, 3, 5 e 7 pés-lesdo. Dados representam a

média + SEM. N= 6 animais, 12 lesdes.
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Figura 14. A aplicacdo topica de Zeina ou OVA em animais que ingeriram estas proteinas
reduziu o infiltrado inflamatério nas lesdes. A) Coloragdo H&E em fragmentos de pele com a
lesdo no dia 7, em camundongos que receberam Salina, Zeina tolerante, OVA tolerante e OVA néo
tolerante. As setas indicam o local onde foi realizada a leséo, e as letras pequenas representam:
sc, crosta; e, epiderme; g, tecido de granulagéo; pc, paniculo carnoso; d, derme; he, epiderme
hipertréfica; td, transicdo derme. Caixas em vermelho nas imagens da primeira linha representam o
local da lesdo em maior aumento da segunda linha. Caixas amarelas de 1 a 4 nas imagens da
primeira linha indicam a area de transicdo entre o tecido de granulagdo e o tecido adjacente
mostrado em maior aumento nas imagens da Ultima linha. Observa-se que a transicdo entre o
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tecido de granulacéo e o tecido adjacente tem um limite muito mais sutil no grupo Zeina tolerante.
Caixas de 5 a 8 nas imagens da segunda linha indicam a regido do tecido de granulagdo que foi
ampliada para ilustrar leucécitos, fibroblastos e vasos capilares (setas pretas) nas imagens da
terceira linha. B) Andlises morfométricas de leucdcitos e fibroblastos em camundongos do grupo
controle que receberam uma aplicacdo de Salina (barra branca) e OVA néo tolerante (animais sem
contato prévio por via oral com a proteina, barra preta) e os grupos tolerantes (animais com contato
prévio por via oral com a proteina) que receberam uma aplicagédo de Zeina (barra quadriculada) e
OVA (barra de linhas). Dados representam a média + SEM. *P < 0,05 em rela¢do ao grupo salina e
#P < 0,05 em relagéo ao grupo OVA néo tolerante. Escala de barras: 500pm, 100um, 20um. N=6
animais.
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Figura 15. A aplicacdo tépica de OVA e Zeina em camundongos que ingeriram estas
proteinas reduziu o numero de mastécitos. a) Fotomicrografias da coloracdo Alcian-Blue
safranina de fragmentos de pele com a les@o no dia 7, setas indicam o local da lesé@o e a regido
pontilhada de cor verde o tecido de granulagéo. A regido pontilhada de vermelho indica o local que
foi considerado para contar o niumero de mastdcitos. b) Analises morfométricas de mastocitos em

camundongos do grupo controle que receberam uma aplicacdo de Salina (barra branca) e OVA



55

nao tolerante (animais sem contato prévio por via oral com a proteina, barra preta) e os grupos
tolerantes (animais com contato prévio por via oral com a proteina) que receberam uma aplicagao
de Zeina (barra de quadros) e OVA (barra de linhas). Dados representam a media + SEM. *P <

0,05 em relac&o ao grupo salina e “P < 0,05 em relagdo ao grupo OVA n&o tolerante. N= 6 animais.

A aplicacéo topica de OVA ou Zeina em animais que ingeriram estas proteinas
reduziu a expressao de CD45 e de a-SMA na area da lesdo, comparada com 0s
grupos controle (Figura 16). Assim, a re-exposicao, atraves da aplicacao topica, a
proteinas previamente ingeridas apresentou efeitos anti-inflamatorios e de reducéo
do numero de miofibroblastos tais como os desencadeados pela re-exposicao
através da via intraperitoneal (Cantaruti et al., 2019; Cantaruti et al., 2017; Costa

et al., 2016; Costa et al., 2011) e via subcutanea.

Vimentina € uma proteina que compde filamentos intermediarios em células
mesenquimais, tais como fibroblastos. Usamos anticorpo anti-vimentina para
avaliar a presenca destas células na area da lesdo. A figura 16 mostra que 0s
animais que nao ingeriram OVA e que receberam a aplicagdo de OVA tiveram

menor expressao de Vimentina que os animais controle que receberam salina.
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Figura 16. A aplicacdo topica de OVA e Zeina em camundongos que ingeriram estas
proteinas reduziu o numero de leucécitos e miofibroblastos e ndo alterou a expressdo de
Vimentina. a) Imagens representativas da expressdo de CD45 (leucdcitos), a-SMA
(miofibroblastos) e Vimentina no tecido de granulagcdo de animais que receberam aplicagcéo tdpica
de Salina (grupo controle), Zeina, OVA tolerante e OVA ndo tolerante (grupo controle) 7 dias apés
a leséo. Contracoloracdo nuclear com 4’6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI, azul).
Gréficos representam a média + SEM da intensidade de fluorescéncia (um2 X 10'3) com anti-CD45
(b), anti-a-SMA (c) e anti-vimentina (d).*P < 0,05 em relacdo ao grupo controle salina. N= 6

animais.
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5.5. Andlise qualitativa da organizacdo da matriz proviséria com Tricrémico

de Masson.

Andlises histoldgicas foram realizadas para investigar a deposicao das fibras de
coldgeno na regido da cicatriz aos sete dias ap0s a lesdo. Na figura 17 nota-se
que o padrdo de deposicdo de colageno na regido do reparo apresentava-se
diferente nos grupos tolerantes OVA e Zeina quando comparados com 0S grupos
controle. Nos grupos tolerantes nota-se menor tamanho da area da cicatriz e mais
fibras de colageno refletindo em uma coloragdo mais azul no tecido cicatricial,
comparados com grupos controle Salina e OVA nao tolerante (Figura 17). Em
especial no grupo Zeina, no sétimo dia apds a lesdo nota-se uma transicdo mais
suave e delicada entre a area do tecido de granulacdo e a area adjacente a leséo,
com um arranjo de fibras de colageno mais organizado e com menor celularidade.
Estas caracteristicas da area da lesdo dos animais que receberam Zeina torna
mais dificil distinguir o limite entre a regido da lesdo e a pele intacta (Figura 17).
No caso do grupo OVA tolerante também €& possivel ver que na regido de
transicao entre o tecido cicatricial e a derme adjacente ocorre um arranjo de fibras
diferentes dos grupos controle Salina e OVA néo tolerante, porém menos suave
qgue o grupo Zeina (Figura 17).
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A Salina B  Zeinatolerante C  OVAtolerante D  OVA néo tolerante

Figura 17. A aplicagdo topica de Zeina e OVA nas les6es de camundongos tolerantes melhorou a
organizacdo da matriz extracelular. Coloracdo histoldgica com Tricbmico de Masson de fragmentos de
pele no dia 7 pos-lesédo, em camundongos controle ndo tolerantes que receberam Salina (A) e OVA (D) e
em camundongos tolerantes que receberam Zeina (B) e OVA (C). As setas nas imagens da primeira linha
indicam o local onde foi realizada a lesdo e que esta ampliada na segunda linha e as letras pequenas
representam: sc, crosta; e, epiderme; g, tecido de granulacdo; pc, paniculo carnoso; d, derme; he, epiderme
hipertréfica. Caixas 1 a 4 nas imagens da primeira linha indicam a &rea de transicdo entre o tecido de
granulacdo e a derme adjacente mostrada em maior aumento nas imagens da préxima figura (Figura 18).
Caixas 5 a 8 nas imagens da segunda linha, situadas no tecido de granulagéo, estdo em maior aumento nas
imagens da terceira linha ilustrando leucécitos, fibroblastos e vasos (setas pretas). Escala de barras:
500um, 100pum, 20um.

Nos grupos controle Salina e OVA néo tolerante nota-se uma maior nitidez no
limite da transic&o entre a lesédo e a derme adjacente, uma maior celularidade na
area da lesao e menor quantidade de fibras colagenas, células com nucleo denso
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e com presenca de fibroblastos com morfologia quiescente (mais alongada) em
comparacdo com 0s grupos tolerantes Zeina e OVA que onde foi possivel

identificar muitos fibroblastos com morfologia estrelada caracteristicos de

fibroblastos mais ativos pelo nucleo evidente e maior quantidade de

400X

1000X

prolongamentos citoplasmaticos (Carneiro, 2006) (Figura 18).

Zeina tolerante c OVA tolerante D OVA néo tolerante

Figura 18. A 4rea de transicdo entre o tecido de granulacdo e a derme adjacente se mostrou
mais suave nos animais que receberam a aplicacdo tOpica de Zeina. Na linha superior
(aumento de 400x) estdo as imagens representativas da regido de transicdo entre a derme
adjacente a area da leséo (voltada para a esquerda) e o tecido de granulagdo (voltada para a
direita) em fragmentos de pele, no sétimo dia apds a lesdo, corados com Tricdmico de Masson. Na
linha inferior (aumento de 1000x), ampliacdo de uma regido do tecido de granulacdo em
camundongos tolerantes que receberam aplicacdo topica de Zeina (B) e OVA (C) e em
camundongos controle ndo tolerantes que receberam Salina (A) e OVA (D). Nas imagens
ampliadas, estéo ilustrados os fibroblastos (seta laranja) que nos grupos Zeina e OVA tolerante
apresentam frequentemente a morfologia estrelada em vez da morfologia de fibroblastos
quiescentes (alongados) mais frequente nos grupos Salina e OVA ndo tolerante. Setas pretas

indicam a presenca de leucécitos. Escala de barras: 50um (linha superior), 10um (linha inferior).
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5.6. Efeito da aplicacéo topica de Zeina 60 dias apds a leséo

Uma vez que a aplicacdo topica de Zeina alterou significativamente a deposicéo
de colageno aos 7 dias ap0s a leséo, investigamos os efeitos deste tratamento na
cicatriz apés o remodelamento do colageno, aos 60 dias ap6s a lesdo. Analises
macroscopicas mostraram que 0s animais que receberam a aplicacao topica de
Zeina apresentaram uma cicatriz mais delicada se comparados com os animais do
grupo controle Salina (Figura 19) sem, no entanto, reduzir significativamente o

tamanho da area da cicatriz (Figura 19).

A Salina B Zeina tolerante

Figura 19. A aplicagao tOpica de Zeina na lesdo atenuou a cicatriz. Letras A, B representam a
aparéncia macroscopica da cicatriz 60 dias ap0s a lesao na pele da regido dorsal no grupo controle

Salina e no grupo que recebeu Zeina.

Em seguida, a distribuicdo das fibras coladgenas e sua espessura foram

analisadas ap6s coloracdo com Tricromico de Masson e Picrosirius red. Na regiao
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da cicatriz ndo foram encontrados anexos da pele (foliculo piloso, glandulas
sebéaceas) (Figura 20) que podem ser vistos na pele intacta (Figura 20C, F). A
cicatriz do grupo controle Salina apresenta reepitelizacdo completa, fibras
colagenas mais paralelas a epiderme e mais compactadas (Figura 20A) e com
uma birrefringéncia verde-amarela caracteristica de fibras menos espessas
(Figura 20D). Por outro lado, as fibras do grupo Zeina tém um arranjo mais
parecido com o da pele intacta com arranjo em forma de rede em vez de paralelas
a epiderme e com uma birrefringéncia mais intensa com cor vermelha-laranja
brilhante que indica fibras mais espessas e maduras (Figura 20B,E). Além disso,
no grupo que recebeu Zeina a regido da derme papilar estava re-organizada, o

gue ndo ocorreu na cicatriz do grupo controle Salina (Figura 20).

A Salina B Zeina tolerante c Pele intacta

400x

200x

Figura 20. A aplicacdo topica de Zeina na lesdo melhorou a reorganizacdo das fibras de
coladgeno na neoderme. Letras A-C representam fragmentos de pele com a cicatriz coletados 60
dias pés-lesé@o e corados com Tricromético de Masson (fibras azul). Letras D-F mostram imagens
representativas da birrefringéncia das fibras de coldgeno coradas com Picrosirius red e analisados
sob luz polarizada. Camundongos receberam aplicacéo tdpica de salina (A, D) ou Zeina (B, E) dos

dias 1 a 7 apos as lesdes em comparagédo com pele intacta (C, F).
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5.7. Efeitos da aplicacéo tépica de proteinas toleradas na organizagdo das
fibras elasticas 60 dias apds a lesao

A figura 21 mostra imagens representativas da cicatriz 60 dias pos-lesdo comparadas
com pele sem lesdo (intacta). Pode-se observar que animais que receberam aplicacdo
tépica de Zeina mostraram uma melhor re-organizacdo das fibras elasticas que se
mostram mais delicadas com maior presenca de fibras eulaninicas semelhante as fibras
que se encontram na pele intacta (Figura 21D, F). As fibras eulaninicas sdo mais
espessas e sdo importantes no processo de elastogénese da pele. Animais que
receberam aplicacdo de Salina apresentaram fibras eldsticas mais desorganizadas e com
maior presenca de fibras oxitalanicas, consideradas fibras mais jovens (Figura 22A, B).
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Figura 21. A aplicacdo topica de Zeina na lesdo melhorou a reorganizagcdo das fibras de
colageno na neoderme. Fotomicrografias de fragmentos de pele com a cicatriz coletados 60 dias
pos-lesdo corados pelo método resorsina-fucsina de Weigert. Letras A, B (animais que receberam
aplicacéo de Salina). Letras C, D (animais que receberam aplicagdo de Zeina). Letras E, F pele

intacta. Escala de barras: 20um (aumento de 400x) e 10um (aumento de 1000x).
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5.8. LesOes simultaneas feitas na pele do dorso e na orelha para verificar se
a aplicacdo topica de proteinas toleradas na pele do dorso tem efeitos

sistémicos

Uma vez que a aplicacéo topica de proteinas previamente ingeridas foi feita sem
adjuvante e teve efeito anti-inflamatério e positivo no reparo das lesdes cutaneas
perguntamos se este tratamento tinha efeito sisttmico capaz de alterar a

inflamacéo em les@es feitas em outras regides do corpo.

Andlises morfométricas aos 7 dias apos as lesées mostraram que as aplicacdes
de Zeina ou OVA nas lesbes da pele do dorso de animais que ingeriram
previamente estas proteinas reduziram o numero de mastocitos mas néo
alteraram significativamente o nimero total de leucdcitos nem de fibroblastos em

lesdes concomitantes nas orelhas.

Andlises qualitativas da area da lesdo nas orelhas mostraram que nos grupos
tolerantes ha uma tendéncia a circunscricdo do infiltrado inflamatério que se
apresentou de intensidade leve a moderado caracterizado por células
mononucleares e neutréfilos. O epitélio neoformado apresentava-se hiperplasico e
havia presenca de tecido fibroso vascularizado. Nao se observou neoformacéo de

cartilagem.

Por outro lado, as analises qualitativas das les6es na orelha dos grupos nédo
tolerantes aos sete dias apés a lesdo indicaram maior inflamacédo, com edema,
congestdo vascular e menor circunscricdo do infiltrado inflamatério. O epitélio
neoformado apresentava-se hiperplasico e havia uma matriz frouxa, provisoéria de

fibrina. Aos 7 dias ap0s a lesdo ndo se observou neoformacéo de cartilagem.
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Figura 22. As aplicagdes de Zeina ou OVA nas lesbBes da pele do dorso de animais que
ingeriram previamente estas proteinas reduziu o nimero de mastécitos, mas néo alterou o
nimero total de leucocitos nem de fibroblastos em les6es concomitantes nas orelhas.
Fotomicrografias da andlise do infiltrado inflamatério e de fibroblastos em lesGes na orelha aos 7
dias pOs-lesdo, apds coloracdo com H&E (primeira linha aumento de 100x e segunda linha aumento
de 400x). As letras pequenas representam: he, epiderme hipertrofica; d, derme; c, cartilagem.
Andlise de mastdcitos apods coloragdo com azul de toluidina (terceira linha, aumento de 400x). Setas

indicam leucdcitos, fibroblastos e mastdcitos. Escala de barras: 500um, 20um.
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6. DISCUSSAO

O reparo de lesdes cutaneas € essencial para a manutencédo da integridade dos
animais e envolve a participacéo de varios tipos celulares, tanto residentes na pele
guanto recrutadas para o leito da lesdo. Células inflamatérias séo recrutadas para
o leito da ferida logo apOs a injuria e podem ser provenientes de células
circulantes ou mesmo da ativacao e migracdo de células residentes no tecido. Ha
uma cinética caracteristica do influxo das células inflamatérias no reparo das
lesGes cutaneas, sendo que a infiltracdo inicial de neutrofilos € seguida por
macrofagos, mastocitos e linfocitos. Estas células influenciam a ativacdo e
proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos que irdo fazer o reparo da pele. Os
fibroblastos sintetizam a matriz extracelular, como varios tipos de colagenos e
fibras do sistema elastico. Como o sistema imunoldgico esta envolvido nas fases
iniciais do reparo de lesfes, alteracbes neste sistema podem resultar num
microambiente pro-regenerativo e em melhor cicatrizagdo ou em cicatrizes

patologicas (Larouche, Sheoran, Maruyama, & Martino, 2018; Leavitt et al., 2016).

InjecBes intraperitoneais de proteinas imunologicamente toleradas produzem
efeitos sistémicos que interferem no reparo de lesbes na pele, reduzindo a
inflamacé&o e melhorando a deposicéo de colageno (T. Cantaruti et al., 2019; T. A.
Cantaruti, Costa, de Souza, Vaz, & Carvalho, 2017; Costa et al., 2016; Costa et
al., 2011). Aqui nés demonstramos que aplicacdes de proteinas toleradas pela via
s.C. e topica também reduzem a inflamacao e melhoram a cicatrizacao de feridas

na pele de camundongos.

Nos estudos de imunizagcdo e de tolerancia oral, os adjuvantes sdo usados para
ativar células apresentadoras de antigenos e os linfocitos (Vaz et al., 1981). Em
todos os estudos anteriores sobre os efeitos indiretos e sistémicos da tolerancia
oral foram usados adjuvantes durante as imunizacfes parenterais (Ramos et al.,
2009; Costa et al., 2011; Azevedo et al., 2012; Costa et al., 2016; Cantaruti et al.,
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2017, Cantaruti et al., 2019). A via subcutanea é uma via de acesso normalmente
utilizada em vacinas que também utilizam adjuvante hidroxido de aluminio em
suas composicoes. Trabalhos do nosso grupo de pesquisa mostraram que uma
injecdo s.c de Zeina até 5 dias antes das lesfes tém efeitos positivos na
cicatrizacdo (NObrega, I. B, 2019. Dissertacdo de mestrado). Desta maneira, esta
forma de intervengcdo pode vir a ser explorada em estudos clinicos visando
melhorar a cicatrizacdo de feridas, principalmente em casos de cirurgias

programadas.

Em estudos preliminares de nosso grupo de pesquisa, foi observado que uma
Unica aplicacdo de Zeina sem adjuvante ndo reduziu a inflamacdo no leito da
ferida (dados nado publicados). Aplicacbes tOpicas de Zeina com adjuvante
também nao reduziram a inflamacdo (dados néo publicados). No entanto, aqui
mostramos que aplicacfes topicas de proteinas previamente ingeridas (Zeina ou
OVA), durante 7 dias consecutivos, sem adjuvante, reduziram a inflamacgéo no
leito das feridas e melhoraram a organizacao do colageno na derme neoformada.
Sugerimos que o ambiente da lesdo na pele pode, por si mesmo, funcionar como
efeito adjuvante para a ativacdo do sistema imune em contato com a solucao de

proteinas aplicadas diretamente nas lesoes.

A Zeina é uma proteina do milho presente na dieta normal de camundongos
enquanto a OVA, que é uma proteina que ndo faz parte da refeicdo dos
camundongos, deve ser administrada por via oral antes da intervencao parenteral.
Como os camundongos que ndo ingerem a OVA ndo sdo tolerantes a esta
proteina, a administracdo parenteral de OVA em animais controle ndo tolerantes
confirmam que os efeitos anti-inflamatorios e pro-regenerativos da aplicacdo de
proteinas previamente ingeridas aqui observados sédo resultantes da tolerancia
oral imunoldgica. Nos animais que se tornam tolerantes apds o contato com OVA
por via oral durante trés dias consecutivos a injecao intraperitoneal de OVA inibe

reacoes inflamatorias a antigenos nao relacionados, reduz a inflamagdo no
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processo de reparo e reduz o tamanho da cicatriz (Carvalho et al., 1997; Costa et
al., 2011). A Zeina, uma proteina que se encontra presente na ra¢do de roedores,
promove tolerancia oral e esta tolerancia é transferida da mée para o feto,
podendo influenciar no sistema imunologico da prole jA durante a ontogenia
(Clausen, 2002 ;Malandro, Mark J. Beveridge, Michael S. Kilberg, & Novak, 1996).
Entdo ndo temos camundongos nao tolerantes a Zeina para termos um controle
nao tolerante a esta proteina e garantir que o efeito da injecdo de Zeina decorre
da tolerancia imunoldgica. Outros estudos estdo em andamento no noOsSso
laboratério, usando animais sem linfocitos, para testar os efeitos da injecao de
Zeina no reparo de feridas.

E interessante observar que a administracdo de proteinas toleradas, seja por
injecdo subcutanea ou aplicacdo topica reduziram o0 numero de células
inflamatorias no leito da lesdo. No entanto, a aplicacéo tépica produziu um efeito
na deposicado de matriz provisoria, visto aos 7 dias apds a lesdo, de maneira que a
transicdo entre a neoderme e a derme adjacente ficou mais suave do que com a
aplicacdo s.c. Porém apds o remodelamento da matriz tanto a via s.c. quanto
topica tiveram efeito positivo no reparo, melhorando a deposicdo de matriz

extracelular.

Vérias células do sistema imune sdo importantes no processo de cicatrizacdo mas
dentre estas células os mastécitos ainda sdo pouco investigados. Mastocitos
podem influenciar na cicatrizacdo como ja foi demostrado em alguns estudos,
onde uma inibicdo destas células pode levar a uma diminuicdo da inflamacéo e
como consequéncia a uma melhor cicatrizacdo ou reducdo da cicatriz (Chen,
Schrementi, Ranzer, Wilgus, & DiPietro, 2014). N0s mostramos neste trabalho que
a aplicacdo subcutanea ou topica de proteinas toleradas, tanto Zeina ou OVA,
reduz o numero de mastécitos no leito da lesdo. A reducdo de mastécitos pode
alterar o recrutamento de outras células inflamatérias uma vez que mastocitos

podem secretar varios tipos de quimiocinas e fatores de crescimento (Wulff &
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Wilgus, 2013). Além do mais, a ativagdo diferencial de mastdcitos pode alterar
também a ativacdo de fibroblastos e a deposicédo de matriz extracelular, levando a

melhor remodelamento na area da lesdo e uma cicatrizacado de melhor qualidade.

Os macroéfagos sdo células imunes importantes nas primeiras etapas do reparo, e
podem ser recrutados por mediadores liberados por neutréfilos (Chia et al., 2018;
Larouche et al., 2018; Willenborg & Eming, 2014). Os macréfagos participam em
diferentes etapas do reparo devido a sua diversidade, ou seja, apresentam
diferentes fenotipos que podem influenciar na regulacdo e proliferacdo de
subpopulacdes de fibroblastos e miofibroblastos durante a reorganizacdo da
matriz extracelular (Lucas et al., 2010; Willenborg & Eming, 2018). Nossos
resultados mostraram que a expressdao do marcador F4/80, caracteristico de
macrofagos, estava aumentado no grupo que recebeu injecdo subcutanea de
Zeina. Aqui ndo avaliamos os subtipos de macréfagos, mas estudos anteriores ja
demostraram que os efeitos sistémicos da tolerancia oral apds a injecéo
intraperitoneal de Zeina leva a um aumento de macrofagos alternativamente
ativados (M2) que séo considerados mais anti-inflamatorios (Cantaruti et al., 2017;
Cantaruti et al., 2019).

Nossos resultados mostraram um aumento da expressdo do marcador CD3,
caracteristico de linfécitos T, no grupo que recebeu a proteina tolerada. Os
Linfécitos T podem participar na resolu¢do da inflamacgdo e promover um melhor
reparo. Estudos tém sugerido que os linfécitos T sdo importantes na biologia dos
foliculos pilosos e regeneracédo da pele (Ali et al., 2017). Trabalhos realizados no
Nosso grupo de pesquisa Ja mostraram um aumento no nimero de linfécitos T no
leito da ferida cutdnea em camundongos tolerantes a Zeina ou OVA que
receberam uma injecdo i.p dessas proteinas minutos antes da leséo (Costa et al.,
2016; Cantaruti et al., 2017. E possivel que o aumento do nimero de linfocitos T

no leito da ferida de camundongos que receberam injecéo s.c de Zeina contribua
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na reducéo da fibrose por meio de alteracdes nos fibroblastos, que por sua vez

promovem um melhor remodelamento do colageno.

Mostramos neste trabalho que a expressdo do marcador alfa-SMA, associados a
miofibroblastos, estava reduzida nos grupos que receberam aplicacdo subcutanea
ou topica de proteinas toleradas. Os miofibroblastos desempenham um papel
importante na contracdo das feridas e na deposicdo da matriz extracelular
podendo promover um ambiente que leva a formacgéo de cicatrizes hipertréficas,
sendo alvo terapéutico para promocdo da melhora da cicatriz. Os macrofagos
podem influenciar a proliferacdo e a ativacdo dos fibroblastos e assim
indiretamente influenciar no remodelamento da matriz extracelular, através da
proliferacdo de diferentes subpopulacdes de fibroblastos e miofibroblastos
(Willenborg et al., 2018).

No trabalho que apresentamos aqui, chamou a atencdo a melhor organizacdo da
matriz extracelular nos grupos tolerantes tanto Zeina ou OVA com aplicacdo
subcuténea e topica, de forma que o padréo das fibras colagenas na neoderme se
tornou mais semelhante ao da pele intacta, com um padréo entrelacado em forma
de rede 40 ou 60 dias ap0s a lesdo. As alterac6es na deposicdo de colageno ja
podem ser observadas aos 7 dias apds a lesdo, principalmente no grupo que
recebeu Zeina tépica que apresenta menor destruicdo estromal, mantendo a
derme adjacente a lesdo preservada, caracterizada por uma zona de transi¢ao

entre a area da lesédo e a derme adjacente mais suave.

Por outro lado, outro componente importante do tecido conjuntivo, as fibras
elasticas da matriz extracelular, constituidas por elastina e fibrilas, séo
responsaveis pela elasticidade da pele (Kielty et al., 2002). Estas fibras
normalmente tém uma meia vida longa e ndo regeneram apos lesées. No entanto,
os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a aplicacdo subcutéanea ou

topica de proteinas toleradas tanto Zeina ou OVA melhoraram a deposicdo das
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fibras elasticas na neoderme, aumentando a densidade de fibras mais maduras

conhecidas como as fibras elauninicas importantes no processo de elastogénese.

Estes resultados mostram um efeito muito positivo da aplicacdo de proteinas
toleradas no reparo da matriz extracelular. Isto sugere que os efeitos da tolerancia
oral promovem um ambiente onde a migracdo e/ou ativacdo dos fibroblastos se
torna diferente possibilitando uma deposicao de matriz extracelular de forma a

promover um reparo mais proximo do padréo original que havia na pele intacta.

Estudos com lesbes em fetos durante os primeiros estagios do desenvolvimento
em que ocorre a regeneracao da pele mostraram que o reparo nesta fase envolve
linhagens de fibroblastos diferentes dos que sdo envolvidos numa idade em que
nao ocorre a regeneracao (Jiang et al., 2018). Entdo, marcadores moleculares de
fibroblastos poderiam fornecer maiores informacdes sobre a participacdo de
diferentes linhagens de fibroblastos no reparo de lesGes cutédneas sob os efeitos
da exposicéo a proteinas toleradas. Contudo ndo temos estes marcadores. Entéo,
para mais aprofundar no estudo de fibroblastos nds analisamos a expresséo de
uma proteina do citoesqueleto, a Vimentina, expressa em células mesenquimais
(Cheng et al., 2016; Walker et al., 2018). Embora a Vimentina seja expressa em
outras células mesenquimais na pele, como em leucdcitos, a comparacdo da
expressdo de Vimentina poderia nos fornecer mais informacdes sobre a presenca
de fibroblastos no tecido de granulacdo. Nossos resultados mostraram que 0s
grupos tolerantes que receberam aplicacao topica de Zeina ou OVA apresentaram
uma maior intensidade de fluorescéncia de Vimentina do que 0 grupo néao
tolerante que recebeu aplicacdo de OVA, porém igual a do grupo controle Salina.
Como a Vimentina também é expressa em células inflamatérias pode ser que a
expressdo alta de Vimentina no grupo controle Salina, mas ndo nos grupos
tolerantes, pode ser relacionada com maior nimero de leucdécitos. Por outro lado,
0 grupo controle Ova nao tolerante apresentou maior expressao de alfa-SMA do

que os grupos tolerantes. Entdo, pode ser que a ativacdo de fibroblastos para
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miofibroblastos néo tenha ocorrido nos grupos tolerantes e a maior expressao de
Vimentina nestes grupos seja reflexo da presenca de fibroblastos com ativacao
diferente ou de linhagens diferentes. Sugerimos que a maior expressdo de
Vimentina nos grupos tolerantes esta relacionada com fibroblastos e ndo com
leucécitos, permitindo a estes grupos a capacidade de reparo diferente. Isto
porque a Vimentina é uma proteina que pode participar em diversos processos
celulares, incluindo a proliferacdo de fibroblastos durante o reparo de lesdes
(Cheng et al.,, 2016) e é importante para a atividade das células devido a
capacidade que pode lhes dar para interagir com a matriz extracelular, (Camelliti
et al., 2004).

Por fim, perguntamos se a aplicacédo topica de proteinas previamente ingeridas
tinha efeito sistémico, capaz de alterar a inflamagdo em lesdes concomitantes
feitas em outras regifes do corpo. Os resultados mostraram que efeitos sistémicos
da aplicacdo topica de proteinas toleradas resultam numa reducdo do numero de
mastocitos na orelha de camundongos aos 7 dias apo6s a lesdo. Porém, nao houve
alteracdo do numero total de leucdcitos na orelha, sugerindo que as aplicacdes
tépicas tenham menor efeito sistémico do que as inje¢des intraperitoneais e
subcutaneas. Entdo, acreditamos que a via tépica poderia ser mais explorada em
situacdes de tratamento de lesdes para prevencdo de cicatrizes patoldgicas. A

aplicacéo topica pode ter menos efeitos colaterais do que corticoides.

Tratamentos utilizando administragdo de corticoides por injecao intralesional com
a intencao de reduzir cicatrizes queldides e hipertréficas tém sido muito utilizados
nos ultimos tempos pelos profundos efeitos anti-inflamatérios e
imunossupressores que promovem e pela reducéo da proliferagéo de fibroblastos,
Contudo corticéides produzem efeitos adversos na sintese de colageno e outras
proteinas envolvidas na cicatrizagéo (Tziotzios, Profyris, & Sterling, 2012). Assim,
os resultados apresentados neste estudo mostram que a aplicacdo de proteinas

toleradas podem vir a ser uma proposta terapéutica menos invasiva e de melhor
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aceitacéo para promover o melhor reparo de feridas cutaneas. A escolha entre as
vias de aplicagdo, seja s.c ou topica, depende da situacao clinica uma vez que as

duas vias tém efeitos positivos.
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7. CONCLUSOES

Os efeitos indiretos da tolerancia oral através da aplicacdo subcuténea e tépica de
proteinas toleradas interferem positivamente no processo de cicatrizacdo de
lesbes cutaneas. Estes efeitos reduzem a inflamacdo na area da lesdo e
melhoram a deposicdo de matriz extracelular na neoderme, tanto das fibras
coldgenas quanto de fibras elasticas. Este € um campo promissor visando a
aplicacdo na clinica com a finalidade de prevenir a formagdo de cicatrizes

patoldgicas.
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