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RESUMO

A microbiota comensal possui alto impacto na saide e na doenga através da
modulagdo e desenvolvimento do sistema imune do hospedeiro. As células imunes
estdo envolvidas em praticamente todos os aspectos do processo de reparo de feridas;
entretanto, o impacto da microbiota comensal sobre a cicatrizacao de feridas cutaneas
¢ amplamente desconhecido. No presente trabalho nds avaliamos a influéncia da
microbiota comensal sobre o reparo tecidual de feridas cutaneas excisionais utilizando
para isso animais germ-free (GF) Swiss/NIH. Nos observamos macroscopicamente
que a taxa de fechamento de ferida ¢ acelerada na auséncia da microbiota comensal.
Concordando com esses dados, a avaliacdo histologica de epitelizacdo da ferida
também foi acelerada nos animais GF em comparagcdo com os convencionais (CV)
Swiss/NIH. As feridas dos animais GF apresentaram uma diminuigao significativa no
acumulo de neutrofilos ¢ um aumento no infiltrado de mastdcitos e macrofagos.
Interessantemente, genes relacionados com macréfagos de cicatrizacao
alternativamente ativados sdo altamente expressos nas feridas dos animais GF. Além
disso, os niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10, do fator de crescimento
angiogénico VEGF e angiogénese foram mais altos na ferida desses animais. De
maneira oposta, a cicatriz e os niveis do fator pro-fibrogénico TGF-f1 foram bastante
reduzidos apds a lesdo nos animais GF comparado aos animais CV. A
convencionalizagao dos animais GF com a microbiota dos animais CV restaurou a
taxa de fechamento das feridas, o acumulo de neutrofilos e macrofagos, a produgdo de
citocinas e a formacao de cicatriz para a mesma propor¢ao que os CV. De maneira
geral, nosso dados sugerem que na auséncia de qualquer contato com a microbiota
comensal a cicatrizacao de feridas ¢ acelerada e sem formacao de cicatri, parcialmente
devido a redugdo do acimulo de neutrofilos e aumento no acimulo de macréfagos de
cicatrizagdo alternativamente ativados, bem como melhor estimulagdo da angiogénese
no local da ferida. Entender como os comensais regulam o processo de cicatrizagao
proporciona ndo apenas novas direcdes na fisiopatologia das feridas, mas também
pode apoiar estratégias para tratamento de feridas através da manipulagdo da

microbiota.

Palavras chave: cicatrizagdo de feridas cutanea, animais germ-free, microbiota,

inflamacao, cicatriz, angiogénese
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ABSTRACT

The commensal microbiota has a high impact on health and disease by modulating the
development and homeostasis of host immune system. Immune cells are involved in
virtually every aspect of the wound repair process; however, the impact of commensal
microbiota on skin wound healing is largely unknown. Here, we evaluated the
influence of commensal microbiota on tissue repair of excisional skin wounds by
using germ-free (GF) Swiss/NIH mice. We observed that macroscopic wound closure
rate is accelerated in the absence of commensal microbiota. Accordantly,
histologically assessed wound epithelization was accelerated in GF in comparison
with conventional (CV) Swiss/NIH mice. The wounds of GF mice presented a
significant decrease in neutrophil accumulation and an increase in mast cell and
macrophage infiltration into wounds. Interestingly, alternatively activated healing
macrophage-related genes were highly expressed in wound tissue of GF mice.
Moreover, levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10, the angiogenic growth
factor VEGF and angiogenesis were higher in the wound tissue of those mice.
Conversely, scarring and levels of the pro-fibrogenic factor TGF-bl were greatly
reduced in GF mice wounded skin when compared to CV mice. Of note,
conventionalization of GF mice with CV microbiota restored wound closure rate,
neutrophil and macrophage accumulation, cytokine production and scarring to the
same extent as CV mice. Overall, our findings suggest that, in the absence of any
contact with microbiota, skin wound healing is accelerated and scarless, partially due
to reduced accumulation of neutrophils, increased accumulation of alternatively
activated healing macrophages and better angiogenesis at wound sites. Understanding
how commensals regulate the healing process provides not only new directions in the
pathophysiology of wounds, but also could support strategies to treat wounds by

manipulating microbiota.

Keywords: skin wound healing, germ-free mice, microbiota, inflammation, scar,

angiogénesis
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1. INTRODUCAO
1.1 Reparo tecidual

A capacidade de reparar uma lesdo ¢ um fendmeno universal nos organismos
vivos. Nos organismos unicelulares, o reparo estd restrito a presenca de enzimas
responsaveis pela recuperacdo de elementos estruturais (como os constituintes do
citoesqueleto, membranas e paredes celulares) e de moléculas de alta complexidade
(como proteinas de elevada complexidade estrutural, RNAs e o DNA). Em
organismos mais complexos, o reparo envolve uma vasta rede de interacdes entre
diferentes células e moléculas. Neste caso, o reparo de lesdes pode ocorrer de duas
formas: (1) por regeneragdo, com a recomposi¢do da morfologia e da atividade
funcional normal do tecido ou (2) por cicatrizagdo, com reestabelecimento da
homeostasia do tecido, embora haja perda da atividade funcional no local da lesao

pela formagao de cicatriz fibrética (Ferguson & O'Kane, 2004).

Sendo assim, caso ndo ocorra comprometimento das fungdes e células
(residentes ou nao) precursoras do epitélio e/ou do estroma, o tecido passard pelo
processo de regeneracdo. Entretanto, se a ferida/lesdo for muito extensa e houver
comprometimento numérico e/ou funcional de tal componente regenerativo, ocorrera
o processo de cicatrizacdo do tecido lesado (Stappenbeck & Miyoshi, 2009). Cabe
ressaltar que, em mamiferos, a cicatrizagdo ¢ a principal forma de reparo tecidual,
sendo a regeneracdo restrita a orgaos/tecidos como figado e gengivas, dependendo,

entretanto, da extencao da lesdo (Ferguson & O'Kane, 2004) .

1.1.1 Fases da cicatrizacio de feridas cutaneas

Define-se por ferida cutanea qualquer ruptura da integridade da pele, podendo
esta apresentar diferentes profundidades, tamanhos ou formas e ser causada por

razoes distintas (Ferguson & O'Kane, 2004).

A cicatrizacdo de uma ferida incide em eventos celulares e moleculares que
interagem para que ocorra a repavimentacao e a reconstru¢do dos tecidos envolvidos,

na tentativa de manter a estrutura anatomica e a funcdo normal da regido (Li, Chen, &

15



Kirsner, 2007). Para atingir esse objetivo, o processo de cicatrizacdo envolve trés
fases que se sobrepdem no tempo e espaco: (1) inflamagao, (2) formagao de tecido de
granulacdo com deposi¢do de matriz extracelular (fase proliferativa) e (3)
remodelamento da derme (fase de matura¢dao) (Eming, Brachvogel, Odorisio, &

Koch, 2007).

Resumidamente, apds um estagio inicial inflamatério, caracterizado pela
ativacdo de células residentes e pela infiltragdo de leucocitos, segue-se a formacao de
um tecido fibroproliferativo rico em colageno e vasos sanguineos neoformados, bem
como a ocorréncia de epitelizagdo da regido da lesdo e, finalmente, a fase de
maturacdo envolve o remodelamento da derme (Shaw & Martin, 2009). Essas fases

serdo descritas com mais detalhes a seguir (Figura 1).
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Figura 1: Fases da cicatrizacdo de feridas cutineas. (A) Imediatamente apos a lesdo na
pele elementos sanguineos e aminas vasoativas extravasam dos vasos sanguineos da derme
danificados. Permeabilidade vascular é temporariamente aumentada para permitir que
neutrofilos (células polimorfonucleares - PMN), plaquetas e proteinas do plasma infiltrem na
regido da ferida. Em seguida acontece vasoconstricdo em resposta a fatores liberados por
essas células. (B) Ocorre coagulagdo quando as plaquetas se agregam com fibrina, a qual é
depositada na ferida apo6s sua conversdo do fibrinogénio. (C) As plaquetas liberam diversos
fatores, incuindo o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de
crescimento transformante beta (TGF-£) que atraem PMNs para ferida, sinalizando o inicio
da inflamacdo. (D) 48h apds a lesdo, macrofagos substituem as PMNs, sendo a principal
célula inflamatoria presente na lesdo. Esses dois tipos celulares juntos removem os restos
celulares da ferida, liberando fatores de crescimento e comegam a reorganizar a matriz
extracelular. (E) A fase proliferatica comega por volta de 72h apos a lesdo com os
fibroblastos, recrutados para ferida pelos fatores de crescimento liberados pelas células
inflamatérias, iniciando a sintese de colageno. (F) Apesar da taxa de sintese de colageno
diminuir apo6s aproximadamente trés semanas, a reorgniza¢do do colageno ocorre por meses

apos a lesdo na fase de remodelamento do reparo. Adaptado de (Beanes, Dang, Soo, &

Ting, 2003).
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1.1.1.1 Fase inflamatoria

Devido a sua localizagdo estratégica na interface entre o corpo € o ambiente
externo, as células epiteliais (neste caso, os queratindcitos epidermais) recebem sinais
do ambiente e transmitem estes para as células imunes residentes na pele. Essa
comunicacdo ¢ alcancgada pela expressao de receptores de reconhecimento de padrdes
moleculares que podem se ligar a microorganismos ou a fatores de estresse ambiental,
como, por exemplo, o acido lipoteicdico de bactérias gram-positivas da pele e o RNA
liberado de células necrdticas apds lesao, respectivamente (Lai et al., 2009). De fato,
as citocinas produzidas pelos queratindcitos sao um dos principais contribuintes para

o inicio da inflamagdo na pele (Lai et al., 2009; Pasparakis, Haase, & Nestle, 2014).

Além dos queratindcitos, outras células residentes como macréfagos,
mastocitos e células endoteliais sdo ativadas apds uma lesdo, culminando também
com a producdo de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas € aminas vasoativas €
consequente amplificacao do processo (Li et al.,, 2007). Por exemplo, esses
mediadores quimicos agem no endotélio vascular aumentando a permeabilidade
vascular e induzindo a expressdo de moléculas de adesdo que promovem a ligacao
estavel de neutrofilos e mondcitos sanguineos ao endotélio no local da lesdo. Estas
células sanguineas efetoras (como os neutrofilos, monocitos, linfocitos e plaquetas)
sdo atraidas para regido da ferida pelas quimiocinas liberadas pelas células residentes.
Além disso, os vasos lesionados, em resposta a mediadores locais, especialmente a
partir da desgranulacdo de mastocitos, rapidamente se contraem para evitar maiores

perdas de sangue (Medzhitov, 2008).

Em uma tentativa de conter a hemorragia local, ocorre também a ativagao de
agregacdo plaquetaria resultando na formagdo de um trombo rico em plaquetas, que
tampona a lesdo tecidual provisoriamente (Lefkovits, Plow, & Topol, 1995). Esse
trombo rico em plaquetas (trombo branco) ¢ rapidamente infiltrado pela fibrina, sendo
entdo chamado de trombo fibrinoso. Em seguida, os eritrocitos sdo capturados por
essa rede fibrinosa e forma-se entdo o trombo vermelho, responséavel principal pela
oclusao do vaso sanguineo rompido (Davies, 1990). A formagdao desse trombo ¢
importante também pois atua como uma matriz temporaria na qual fatores
quimiotaticos se ligam e permitem a migracdo de células da circulacdao e de regides

adjacentes para o tecido lesionado (Beanes et al., 2003).

18



As plaquetas ativadas, por sua vez, liberam importantes fatores de
crescimento, como por exemplo o fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF) e fator de crescimento transformante beta (TGF-f), além de quimiocinas e
outras proteinas. Quando liberados, esses mediadores se difundem pela matriz
provisoria, e estdo diretamente ligados a outras etapas do processo de reparo tecidual,

como a inflamagdo, a angiogénese e a migracao celular (Li, Zhang, & Kirsner, 2003).

Durante a fase inflamatoéria, a agregagdo plaquetaria ¢ seguida pela infiltragdao
de leucocitos no local da ferida. Os neutrofilos sdo as primeiras células a migrarem
para a regido inflamada, atraidos pelos mediadores soltveis (como IL-18, TNF-a,
IFN-y, CXCL2/MIP-2, CXCL1/KC e CCL2/MCP-1) e auxiliados pelas moléculas de
adesdo das células endoteliais (como P- e E-selectinas, ICAM-1 e -2) (Beanes et al.,
2003). Os neutrofilos tem como funcdo primaria a eliminagdo de microorganismos
pela fagocitose e pela liberagdo de varias substidncias antimicrobianas (espécies
reativas de oxigénio (ROS), peptideos cationicos, eicosanoides) e proteases (elastase,
proteinase 3) as quais sdo potencialmente lesivas para o hospedeiro quando
produzidas em excesso. Além disso, essas células também estdo envolvidas na
remogao de restos celulares, liberando proteinases e outras enzimas, além de
produzirem vérias citocinas que contribuem para o processo inflamatorio (Eming,

Krieg, & Davidson, 2007).

A menos que o estimulo para recrutamento de neutréfilos para area da ferida
continue, o infiltrado de neutrofilos cessa depois de poucos dias e estas células entram
em apoptose, dando inicio a resolu¢do da inflamagdo com a fagocitose de neutréfilos
apoptoticos por macrofagos. A quimiocina CCL2/MCP-1 ¢ quimioatraente nao so
para os neutrofilos mas também para os macréfagos, atuando na sua migragao para o
tecido inflamado (Eming, Krieg, et al., 2007). Os macréfagos auxiliam os neutréfilos
em sua funcdo primaria, fagocitando os microorganismos € processando-os nos
fagossomas, apresentando peptideos pelo complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) as células T auxiliares. Nesse contexto, a fagocitose por essas células atua
como elo entre o sistema imune inato e o adaptativo (DiPietro, 1995). Além disso, por
influéncia de ligantes aos seus receptores de membrana, os macrofagos produzem e
exportam mediadores lipidicos (eicosanoides), mediadores peptidicos (citocinas e

fatores de crescimento), outras proteinas (como fracdes de complemento e fatores de
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coagulagdo) e enzimas relacionadas ao remodelamento da matriz extracelular (como
colagenases e metaloproteases de matriz) (Lucas et al., 2010; Mantovani, Biswas,
Galdiero, Sica, & Locati, 2013; Pasparakis et al., 2014) . Além da ativagdo por
ligantes, outra forma de ativa¢do dos macrofagos € por alteragdes fisico-quimicas do
microambiente. Devido ao trombo formado nos vasos que se romperam, o aporte de
oxigénio fica comprometido. O influxo de neutrdofilos e macrofagos pra essa regiao
aumenta a demanda por oxigénio com consequente elevacao das concentragdes de

acido latico e queda do pH (Pasparakis et al., 2014).

Essa combinacao de hipdxia e pH baixo, bem como a producao de mediadores
pro-resolutivos, ativa os macrofagos para a produgdo de fatores de crescimento que
influenciardo as fases seguintes de proliferacao e remodelamento do tecido em reparo

(Mantovani et al., 2013; Medzhitov, 2010).

1.1.1.2 Fase proliferativa

Devido a liberacdo de mediadores quimicos produzidos principalmente por
macrofagos, a migragao, a proliferagdo e a ativagao de fibroblastos sao intensificadas.
Esses fibroblastos migram da regido das bordas para o centro da ferida, proliferam e
comecam a produzir componentes da matriz extracelular, tais como colageno, levando
a formagdo de tecido conjuntivo na regido da lesdo. Este processo ¢ chamado de
fibroplasia e ¢ controlado especialmente por citocinas da familia do TGF-f (L1 et al.,

2007).

Trés isoformas do TGF-f sdo atualmente conhecidas nos mamimeros, o TGF-
B1, TGF-B2 e o TGF-B3. Apesar das diferentes isoformas atuarem através da mesma
via de sinalizagdo intracelular, elas apresentam fung¢des distintas durante o processo
de cicatrizagdo de feridas (Finnson, McLean, Di Guglielmo, & Philip, 2013).
Trabalhos recentes t€ém demonstrado que o TGF-B1 ¢ responsavel pela formagdo de
uma cicatriz fibrosa durante o processo cicatricial, ao passo que a cicatrizacdo de
feridas cutaneas sem a formagao de cicatriz observada nos fetos se deve aos altos

niveis de TGF-B3 encontrados nas feridas (Penn, Grobbelaar, & Rolfe, 2012).

Para que o processo de fibroplasia seja eficiente € necessaria a ocorréncia, em
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paralelo, da formacdo de novos vasos sanguineos, ou seja, ¢ necessaria a
neovascularizagdo da regido através da migragdo, proliferacdo e ativagao de células
endoteliais (Reinke & Sorg, 2012). A neovascularizagdo ¢ essencial neste estagio uma
vez que aumenta a oferta de oxigénio para o tecido em formagao e melhora a nutricao
das células metabolicamente ativas. Nesse contexto, o fator de crescimento do
endotélio (VEGF) € o principal fator soltivel regulador da forma¢dao de novos vasos

sanguineos, processo chamado de angiogénese (Howdieshell et al., 2001).

A fase de formacdo do tecido de granulagdo €, portanto, iniciada com a
fibroplasia e € composta principalmente por macréfagos, fibroblastos e vasos
neoformados, bem como por components de matriz extracelular tais como
fibronectina, acido hialuronico e colageno (Guidugli Neto, 1987). Os macrofagos sao
células importantes nessa fase produzindo moléculas que modulam ambos os
processos de fibroplasia e angiogénese como o fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) e o fator de crescimento transformante
beta (TGF-f3). Essas citocinas sdo importantes na indu¢do da migragao de células bem
como na proliferacdo e producdo de matriz extracelular. Dessa forma, pode-se dizer
que os macréfagos possuem um papel fundamental na transicdo entre inflamagao e
formacgao do tecido de granulagdo na fase proliferativa (Goren et al., 2009; Leibovich

& Ross, 1975; Martinez, Sica, Mantovani, & Locati, 2008).

Os fatores de crescimento e citocinas produzidos durante a formagao do tecido
de granulacao também influenciam na epitelizacao da regido da ferida. Esse processo
¢ caracterizado pela migragdo e proliferacao de células epiteliais, os queratindcitos.
Quando o tecido de granulagdo chega ao nivel da epiderme, os queratindcitos tornam-
se células hiperproliferativas e migratorias. Além disso, essas c€lulas podem secretar
componentes da matriz extracelular e polipeptideos sinalizadores (tais como
metaloproteinase de matriz 1 e 9), a0 mesmo tempo em que seu citoesqueleto ¢
alterado para a producdo de queratina (Li et al., 2007; Wahli, 2002). Vale ressaltar
que, a propria natureza anatomica da ferida proporciona um estimulo para a migracao
e proliferacdo de fibroblastos, bem como de células epiteliais, a partir das suas
margens, fenomeno este denominado "efeitos de vizinhanga livre" (Montesano &

Orci, 1988).
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A migracdo e ativacdo de fibroblastos, somada a formacdo de novos vasos
sanguineos e a epitelizacdo da regido da ferida, permitem que os componentes da
nova matriz extracelular passem a ser localmente produzidos principalmente por estas
células. Os fibroblastos passam a depositar inicialmente uma matriz mais frouxa
composta por grandes quantidades de fibronectina que, embora seja substrato que
desempenha outras fungdes, basicamente serve para a fixagdo das proprias células do
tecido de granulagdo (Reinke & Sorg, 2012). Outra substancia produzida em grande
quantidade nesse estagio ¢ o acido hialuronico. Estas duas substincias predominam na
matriz durante as primeiras fases do reparo, propiciando um microambiente eficiente
para a movimentagdo das células presentes na fase proliferativa. Com o avancar do
processo, a producdo e maturacao de fibras colagenas sdo intensificadas, levando a

formagdo de matriz extracelular mais densa (Longaker et al., 1991).

A medida que o leito da ferida ¢é entfio preenchido com tecido de conjuntivo, a
quantidade de macrofagos e fibroblastos vai sendo reduzida. Nesse momento, a acao
de fibroblastos especializados, os chamados miofibroblastos, promove contracao da
ferida, auxiliando assim na redugdo da area de superficie de lesdo (Li et al., 2007;

Reinke & Sorg, 2012).

1.1.1.3 Fase de remodelamento

Na fase final de maturacao do tecido de granulacdo que, inicialmente, ¢ rico
em colageno do tipo III, ocorre a substituicdo deste por fibras coldgenas mais
espessas, denominadas do tipo I (Welch, Odland, & Clark, 1990). A medida que o
processo de cicatrizacao vai avangando e o leito da ferida vai sendo enriquecido com
mais fibras de colageno do tipo I, a regido da lesdo assume a aparéncia de uma massa
fibrotica, caracteristica da cicatriz. Em paralelo, observa-se a apoptose de fibrobastos
e c¢lulas endoteliais (Chodorowska & Rogus-Skorupska, 2004). Interessantemente, a
partir de estudos sobre a cicatrizagdo cutdnea em embrides (um modelo de reparo com
pouca ou nenhuma formagao de cicatriz), tem-se sugerido que a taxa de substituicdao
de coldgeno tipo III por coldgeno tipo I determina a formacdo de cicatriz ou

regeneragdo da derme apos lesdo (Li et al., 2007; Longaker et al., 1991).
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A fase de remodelamento persiste por um grande tempo mesmo apos o
fechamento da ferida (Beanes et al., 2003). Nessa fase, que se extende para os meses
seguintes a formacdo do tecido de granulagdo, a matriz extracelular sofre uma
continua e lenta transformagdo através de etapas sucessivas de produgdo, maturagao,

digestdo e re-orientacdo de fibras de colageno (Reinke & Sorg, 2012).

Ao final desta etapa, anexos da pele, como glandulas e foliculos pilosos,
sofrem regeneracao limitada e a coloracdo da cicatriz empalidece devido a deficiente
regeneracdo dos melandcitos e a hipo-vascularizacao resultante do desaparecimento

dos neocapilares (Johnston, 1990).

1.2. Influéncia do sistema imunolégico no reparo tecidual

O recrutamento de leucocitos inflamatdrios para uma ferida, além de ser uma
aquisicdo evolutiva dos mamiferos para evitar a invasdo de microrganismos, ¢
também um componente critico durante o reparo tecidual devido ao amplo espectro
de mediadores liberados e a profunda influéncia que estes exercem sobre todas as
outras c¢lulas do tecido em reparo sendo, portanto, tradicionalmente considerado
vantajoso para a cicatrizagao de feridas. No entanto, alguns estudos tém questionado a
real vantagem da resposta inflamatoria, sugerindo que, na verdade, a mesma dificulta

o reparo tecidual (Wilgus 2008; Eming et al., 2007). (Figura 2)

De fato, evidéncias sugerem que neutrofilos e alguns tipos de macréfagos
podem, na verdadem inibir a cicatrizagdo de feridas (Martin et al., 2003). Foi
demonstrado, por exemplo, que a deplecao de neutrdfilos acelera significativamente a
re-epitelizacdo, apesar de nao alterar parametros do reparo dermal (Dovi, He, &
DiPietro, 2003; Simpson & Ross, 1972). E sabido que o controle deficiente na
ativacdo de neutrofilos € responsavel por danos teciduais, uma vez que essas células
sdo responsaveis pela liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e proteases,
capazes de destruir ndo apenas patdégenos mas também o proprio tecido ao seu redor,
influenciando de maneira negativa a cicatrizacdo (Nauseef & Borregaard, 2014;

Scapini & Cassatella, 2014).
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Figura 2: Células mieléides possuem atividades pré- e anti-inflamatéria na pele. A pele é
populada por células mieldides residentes e circulantes. Células de Langerhans migram para
epiderme em resposta ao gradiente do fator estimulador de colonia de macrofagos (M-CSF) e
interleucina 34 (IL-34) produzidos pelos queratindcitos epidermais. Monocitos migram do
sangue ¢ fazem o patrulhamento atravéz da derme. IL-24 derivado da epiderme induz a
producdo de quimiocinas pelos macrofagos, as quais podem atrair monocitos para a pele.
Células dendriticas (DCs) podem capturar antigenos e transporta-los para os linfonodos.
Basofilos, mastocitos ¢ DCs dermais estabelecem um balango de mecanismos pro-
inflamatdrios e anti-inflamatorios atravéz da produgdo de citocinas que facilitam ou
diminuem as respostas inflamatorias, respectivamente. IL-4 derivado dos basoéfilos estimulam
a diferenciacdo de macroéfagos M1 em macrofagos M2 que produzem citocinas anti-
inflamatérias, como IL-10 e TGF-£, bem como VEGF, que facilita o crescimento de vasos
linfaticos para eliminagdo rapida do antigeno. Além disso, mastocitos ¢ DCs dermais
produzem IL-2 e IL-10, respectivamente, que facilitam a geracdo de células T reguladoras
(Treg). De maneira oposta, mastocitos podem liberar TNF, o qual estimula a producdo da
interleucina pro-inflamatéria IL-1 por macréofagos M1. DCs dermais apresentam antigenos
para células T possibilitando sua polarizagdo para células T auxiliadoras 1 (Th1) ou Th17 sob

a influéncia de citocinas como IL-12, TNF e IL-23. (Pasparakis et al., 2014).
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Os macrofagos, por sua vez, parecem ter uma papel critico no processo de
reparo tecidual uma vez que apresentam diferentes subtipos os quais atuam de
maneiras diferentes sobre o processo de cicatrizagdo. Os macrdfagos ativados
compreendem um espectro de estados de ativagdo que variam de um fenotipo
inflamatoério classico (M1) a um fendtipo ndo-cldssico ou alternativo (M2), também
chamados de "macrofagos de reparo", que promovem a cicatrizagdo de feridas e
angiogénese (Ferrante & Leibovich, 2012; Martinez et al., 2008). Os macrofagos
classicamente ativados sdo caracterizados por serem ativados por interferon- y (IFN-
y) e pelo fator de necrose tumoral (TNF), resultando em uma populacdo de
macrofagos com alta capacidade microbicida e produtora de citocinas pro-
inflamatoérias. Ja os macrofagos alternativamente ativados sdo ativados principalmente
por IL-4 e passam a produzir grandes quantidades da citocina anti-inflamatéria IL-10,
além de atuar no processo angiogé€nico uma vez que também sdo importantes fontes

de VEGF, por exemplo (Lin et al., 2006; Mosser & Edwards, 2008).

Nesse contexto, um dos papéis importantes dos mediadores da inflamacao,
juntamente com sinais de outros tipos celulares, ¢ o de regular a formagao de novos
vasos sanguineos. Os neovasos fornecem suprimentos de oxigénio e nutrientes
adequados para o tecido em cicatrizacdo, além de facilitar o acesso de leucocitos e a
remog¢ao de material residual. Durante o reparo tecidual, a formagao de um novo vaso
sanguineo pode ocorrer via ativagdo e recrutamento de células endoteliais
(angiogénese e linfoangiogénese) e/ou células progenitoras endoteliais
(vasculogénese) ou, indiretamente, como resultado da ativacao de leucocitos (Adams

& Alitalo, 2007; Eming, Brachvogel, et al., 2007).

Interessantemente, tem sido demonstrado que embrides podem reparar feridas
na auséncia de resposta inflamatoria e sem formagao de cicatriz. Nesse caso, 0 reparo
tecidual ¢ acelerado e ¢ caracterizado pela relativa escassez de leucdcitos
inflamatérios (Armstrong & Ferguson, 1995; Krummel et al., 1987; Stramer, Mori, &
Martin, 2007) e de miofibroblastos (Cass, Sylvester, Yang, Crombleholme, & Adzick,
1997), além de apresentar maior organiza¢ao da matriz extracelular, maior propor¢ao
de colageno do tipo III em relagdo ao tipo I (Merkel, DiPaolo, Hallock, & Rice,
1988), altos niveis da citocina TGF-£3 e baixos niveis das isoformas TGF-f1 ¢ TGF-
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B2 (Ferguson & O'Kane, 2004) e maiores niveis do fator de crescimento do endotélio

vascular VEGF (Beanes et al., 2003).

A fim de se retomar a homeostasia tecidual, ¢ essencial que haja resolugdo
completa do processo inflamatorio. De uma maneira geral, o processo de resolucao
ocorre via inibi¢ao do recrutamento de neutrofilos e estimulagao do recrutamento de
macrofagos nao-flogisticos, bem como promogao da fagocitose de células apoptoticas
e de microrganismos e, finalmente, remocao dos fagodcitos via vasos linfaticos (Cao,
Lawrence, Strickland, & Zhang, 2005; Randolph, 2008; Serhan et al., 2007). Falhas
no processo de resolu¢do da inflamagdo estdo associadas ao estabelecimento de
feridas cronicas ndo cicatrizantes (Menke, Ward, Witten, Bonchev, & Diegelmann,

2007; Pierce, 2001) e a formagao de cicatriz excessiva e fibrose (Wynn, 2008).

1.3 Microbiota

Os micro-organismos sdo integrantes fundamentais na construcdo da Terra e
tem sido essenciais na evolucao da vida muito antes do surgimento dos Eucariotos. Os
microorganismos vivem em comunidades bem organizadas nas diversas regides da
biosfera. A associacdo entre a comunidade microbiana e seu hospedeiro eucarioto tem
demonstrado, atualmente, uma forte interacdo que vai além de uma simples relacao

fisica e que permite uma variedade de beneficios fisiologicos (Bik, 2009).

Bactérias e vertebrados tem co-evoluido ha milhares de anos vivendo em
relacdo de simbiose. Mamiferos sdo colonizados por microorganismos que estao
presentes nas superficies do corpo cobertas por células epiteliais e expostas ao
ambiente externo tais como o trato gastrointestinal e respiratdrio, a vagina e a pele
(Tlaskalova-Hogenova et al., 2004). Essa relacdo de simbiose promove diversos
beneficios ao hospedeiro, como por exemplo, defesa contra a colonizagdao de
patogenos oportunistas, suplementacdo de nutrientes essenciais, bem como,
metabolismo de composto ndo-digestiveis, desenvolvimento da arquitetura intestinal,
e principalmente, na regula¢do do sistema imune. Nas ultimas décadas, varios estudos
tém sido desenvolvidos a fim de elucidar melhor essa intrinseca relacdo (Cerf-
Bensussan & Gaboriau-Routhiau, 2010; Macpherson & Harris, 2004; Marchesi &
Shanahan, 2007; Salzman, 2011; Sekirov, Russell, Antunes, & Finlay, 2010).
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O trato gastrointestinal, por exemplo, ¢ constituido por uma extensa variedade
de microorganismos, sendo que todo o conteido genético microbiano excede o
complexo genoma humano, e este grande numero de bactérias ¢ 10 vezes superior ao
numero total de células do individuo humano (Turnbaugh et al., 2007). Dessa forma,
alguns autores consideram a existéncia de um “superorganismo” dentro do organismo
humano (Eberl, 2010). O conjunto de linhagens microbianas que vivem em um
ambiente particular ¢ denominado microbiota. Com relacdo a microbiota intestinal,
cerca de 10" bactérias (mais de 1000 espécies diferentes) estdo distribuidas por todo
o trato gastrointestinal, sendo a maior parte concentrada no intestino grosso (Gill et

al., 2006).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de novas técnicas como a
metagendmica, que identifica por meio do 16S rRNA microbiano, tem possibilitado o
estudo do genoma microbiano. O projeto de elucidacdo do genoma da microbiota
humana (microbioma) tem sido desenvolvido desde 2007 (Turnbaugh et al., 2007) e
permite identificar bactérias antes ndo identificadas por ndo serem estas cultivaveis.
Estima-se que o genoma da nossa microbiota ultrapasse em 100 vezes o niumero de

nossos genes (Ley, Peterson, & Gordon, 2006).

As comunidades microbianas comensais no intestino e na pele apresentam alta
diversidade no nivel de espécie, porém baixa diversidade em nivel de filo. Em todos
os vertebrados a microbiota comensal intestinal ¢ dominada por dois filos: os Gram-
negativos Bacteroidetos e os Gram-positivos Firmicutes, compreendendo cerca de
90% dos filos presentes no intestino. Os outros 10% da populagdo total pertencem
predominantemente aos filos Proteobacteria e Actinobacteria (Gallo & Hooper, 2012;

Gill et al., 2006) (Figura 3).

A microbiota da pele também ¢ predominantemente composta por espécies
dos filos Bacteroidetos, Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria. Entretanto, a
representacdo proporcional desses filos difere daquela encontrada no trato
gastrointestinal, sendo as Actinobacterias o filo dominante de bactérias na pele (Grice
& Segre, 2011). Além disso, ¢ importante ressaltar que existe uma variedade na
composi¢do da microbiota da pele mesmo em um mesmo individuo, dependendo da

regido do corpo avaliada (Figura 4).
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Stomach 0 - 102
Lactobacillus
Candida
Streptococcus
Helicobacter pylori
Peptostreptococcus

Duodenum 102 ~
Streptococcus
Lactobacillus

Distal ileum 107 - 108 7
Clostridium
Streptococcus
Bacteroides
Actinomycinae
Corynebacteria

-Colon 10'1- 1012
Bacteroides
Clostridium groups IV and XIV
Bifidobacterium
Enterobacteriaceae

~Jejunum 102
Streptococcus
Lactobacillus

*Proximal ileum 10°
Streptococcus
Lactobacillus

Figura 3: Composi¢ao microbiana do trato gastrointestinal (Sartor, 2008).
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Figura 4: Diversidade da microbiota comensal da pele (Sanford & Gallo, 2013).

1.4 Microbiota e sistema imune

O sistema imune tem se desenvolvido e co-evoluido de uma maneira bem
eficiente para controlar e viver com a populagdo de microorganismos com o qual esta
associado. Para que exista essa relagdo, o hospedeiro se protege contra invasdes
microbianas, lesdes e também a reagdes indesejadas contra antigenos presentes nos

alimentos, enquanto os microorganismos intestinais necessitam de protecdo contra

29



microorganismos competitivos e contra a propria resposta imune do hospedeiro
(Backhed, Ley, Sonnenburg, Peterson, & Gordon, 2005). O epitélio participa
ativamente no processo de reconhecimento da microbiota. Ele funciona como uma
barreira fisica, impedindo a invasdo dos micro-organismos mantendo a microbiota no
limen intestinal e superficie da pele, e produzindo substancias (peptideos
antimicrobianos, defensinas, imunoglobulina A, muco) que inibem o crescimento
excessivo de bactérias indesejaveis (Chung & Kasper, 2010; Hooper & Macpherson,

2010).

Interagdes imunologicas-microbianas bidirecionais regulam 0
desenvolvimento da imunidade das mucosas e alteram a composi¢do da microbiota,
contribuindo para o bem estar geral do hospedeiro. O sistema imunoldgico da mucosa
de criangas amadurece ao longo de varios meses apds o nascimento, estando este
processo intimamente ligado com o desenvolvimento e estabelecimento da microbiota
intestinal, além da qualidade dos nutrientes da dieta e metabolitos produzidos pelos
comensais (Jain & Walker, 2014). Exemplos desses metabdlitos sdo os acidos graxos
de cadeia curta que sdo capazes de se ligar a receptores presentes na superficie de
células imunes, como o receptor acoplado a proteina G GPR43, modulando a resposta
inflamatoéria nessas células (Maslowski & Mackay, 2011). Dessa forma, a microbiota

possui um papel importante na maturacao e homeostase do sistema imune.

Trabalhos recentes publicados pelo nosso grupo demonstram que animais
germ-free (animais isentos de microbiota comensal) apresentam alterada
responsividade inflamatoria e hipernociceptiva em modelos de isquemia e reperfusao
intestinal (Souza et al., 2007; Souza et al., 2004), administra¢do sistémica de LPS
(lipopolissacarideo derivado de bactérias gram-negativas) e inflamacao induzida por
carragenina (Amaral et al., 2008). De acordo com esses estudos, na auséncia de
microbiota comensal, existe a predominancia da atividade da citocina anti-
inflamatoéria IL-10 induzida por mediadores pro-resolutivos tais como a Lipoxina-A4
e a Anexina-1, fatores estes que contribuem ativamente para um fenotipo
antiinflamatério apresentado por animais germ-free (Souza et al., 2007). Tém sido
demonstrado ainda que esse fenotipo observado nos animais germ-free estd
relacionado com a deficiéncia desses animais em montar uma resposta imune

adaptativa devido a defeitos na imunidade inata (Chervonsky, 2010).
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1.4.1 Microbiota e cicatrizacao de feridas

Além disso, tem-se sugerido que a influéncia da microbiota comensal pode ser
mais ampla, indo além do desenvolvimento e homeostasia do sistema imune (tanto em
nivel local como sistémico) (Smith, McCoy, & Macpherson, 2007), mas também
abrangendo processos tdo complexos como o metabolismo lipidico do hospedeiro e a
predisposicdo a obesidade, o reparo tecidual e a angiogénese (Kelly, King, &
Aminov, 2007; Vijay-Kumar et al., 2010). No entanto, estudos que avaliam a

influéncia da microbiota comensal sobre a cicatrizagdo de feridas cutianeas sdo

bastante escassos.

Os primeiros estudos a respeito da influéncia da microbiota comensal sobre a
cicatrizagdo surgiram na década de 1960 e, basicamente, ndo encontraram diferencas
entre camundongos germ-free (GF) e seus respectivos controles que apresentavam
microbiota normal (animais denominados convencionais - CV) quando analisados,
por histopatologia, a resposta inflamatoria, as caracteristicas vasculares, a producao
de colageno e a epitelizacdo de feridas orais cirtrgicas ou decorrentes da extracao
dentaria - revisado por (H. A. Gordon & Pesti, 1971). Por outro lado, em um estudo
em ratos GF, apesar de os autores ndo detectarem diferenca no padrao de fechamento
de feridas cutaneas abertas entre animais GF e CV, foi observado que a reacdo
inflamatéria era mais intensa em animais CV (Donati, Frank, Stromberg, &
McLaughlin, 1971). Além disso, foi também demonstrado que feridas incisionais de
camundongos CV apresentam maior forga de tensdo e maior conteudo de
hidroxiprolina (Okada, 1994) e que a cicatriz de anastomoses intestinais de ratos CV
apresenta maior pressao de ruptura (Okada, Bothin, Kanazawa, & Midtvedt, 1999).
Recentemente, Lai et al. (Lai et al., 2009) demonstraram que bactérias comensais
residentes na pele sdo capazes de inibir a resposta inflamatoria cutanea, sugerindo um
potencial beneficio dessas para a cicatrizagdao de feridas complicadas por inflamagado

excessiva.

Dessa maneira, os animais GF representam uma ferramenta valiosa para o
estudo do papel da microbiota na modulacdo do sistema imune e consequentemente

no processo de reparo tecidual e cicatrizagao de feridas.
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2. JUSTIFICATIVA

O processo cicatricial inicia-se logo apds uma lesdo tecidual e tem por
finalidade restaurar a integridade e funcdo protetora da pele. Quando o processo de
cicatrizagdo de feridas ocorre de maneira inapropriada, desencadeia-se uma resposta
cronica a qual pode levar ao retardo do reparo e isso representa um problema direto
para o individuo, causando desconforto fisico e/ou psicoloégico e demora na
reabilitagdo, podendo até causar amputacao de membros € morte por septicemia nos
casos mais extremos. Portanto, existe um grande interesse no estudo dos mecanismos
envolvidos no processo de reparo tecidual a fim de se determinar possiveis alvos

terapéuticos.

Durante todo o processo de reparo, as células inflamatorias sao claramente um
componente abundante e ativo da resposta de cicatrizagdo, participando das fases
inflamatoéria, proliferativa e do remodelamento. Entretanto, até que ponto essas
células sdo essenciais ou podem acabar danificando o proprio tecido ainda nao ¢

claro.

A microbiota comensal desempenha um papel importante no desenvolvimento
e homeostase do sistema imune. Estudos anteriores sugerem que os animais germ-free
(isentos de microbiota) parecem conseguir modular a resposta inflamatéria de uma
maneira diferente de um animal convencional. Essa modulacao estaria correlacionada
com a maturacao do sistema imune proporcionada pela presenca da microbiota, a qual
esta ausente nos animais germ-free. Sabendo da grande influéncia exercida pelo
sistema imune sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas, estes animais representam
uma valiosa ferramenta de estudo para a compreensao dos mecanismos envolvidos no
reparo tecidual, principalmente quando se considera a importancia de uma resposta

inflamatoéria controlada para o processo de cicatrizacao.

Além disso, uma vez que ndo se conhece quase nada sobre a cicatrizacao de
feridas cutaneas nos animais isentos de microbiota, nds avaliamos a influéncia da
microbiota comensal sobre o reparo tecidual de feridas cutaneas excisionais através

do uso de animais germ-free.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da microbiota comensal sobre a cicatrizagdo de feridas
cutaneas excisionais, comparando os mecanismos de reparo tecidual de camundongos

isentos de microbiota comensal (germ-free) e de animais convencionais.
3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o perfil temporal de fechamento e a epitelizacdo de feridas cutaneas
excisionais de camundongos germ-free e convencional;

2. Awvaliar o perfil temporal do infiltrado de neutr6filos, macrofagos e mastocitos
em feridas de camundongos germ-free e convencional;

3. Awvaliar a angiogénese nas feridas de camundongos germ-free e convencionais;

4. Avaliar o tipo de fibras coldgenas, bem como a area de cicatriz, nas feridas de
camundongos germ-free e convencional,

5. Avaliar o perfil temporal da producdo de mediadores inflamatorios,
angiogénicos e fibroticos nas feridas de camundongos germ-free e
convencionais;

6. Avaliar os efeitos da colonizagdo de camundongos germ-free com microbiota
de camundongos convencionais sobre a velocidade de fechamento das feridas,
o acumulo de neutréfilos e de macréfagos, a area de cicatriz e a produgao de

citocinas nas feridas dos animais convencionalizados.
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4.MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas de 8-10 semanas de idade, da
linhagem Swiss/NIH (Taconic, Germantown, USA). Os animais germ-free (GF)
foram propagados no biotério de Gnotobiologia do Departamento de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais,
mantidos em isoladores flexiveis do tipo Trexler ¢ manuseados de acordo com
técnicas classicas de gnotobiologia (Pleasants, 1974). Esses animais receberam racao
solida e agua esterilizados por calor umido, ad libitum. Apds a cirurgia, os
camundongos foram mantidos individualmente em microisoladores no biotério do
laboratorio de Angiogénese e Células Tronco (LAnCet). O animais convencionais
(CV) Swiss/NIH foram derivados das matrizes de GF e considerados convencionais
apenas apos seis geragdes mantidos no biotério convencional. Os animais CV
(pareados em sexo e idade) foram mantidos em biotério aberto, onde receberam a
mesma ragdo comercial e agua ad libitum. Apos a cirurgia, os camundongos foram
mantidos individualmente em microisoladores no biotério do laboratério de
Angiogénese e Cé¢lulas Tronco. Todos os procedimentos experimentais com oS
animais GF foram conduzidos sob condigdes assépticas para evitar a contaminacao
dos animais. Para confirmar que os animais GF continuavam livres de germes durante
o periodo experimental, amostras fecais desses animais foram coletadas e cultivadas
em meio de cultura tioglicolato e BHI. Caso houvesse crescimento de

microorganismos nesses meios, o animal nao seria mais utilizado para o experimento.

O processo de colonizacdo dos animais GF com a microbiota dos animais CV
foi realizada como descrito previamente (Amaral et al., 2008). Amostras fecais foram
removidas do intestino grosso de animais CV da mesma linhagem, homogeneizadas
em salina (10%) e administradas nos animais GF por gavagem oral. Trés semanas
mais tarde esse animais foram submetidos ao modelo de feridas cutaneas excisionais,
como descrito abaixo. Para verificar se houve colonizagdo adequada dos animais GF,
amostras fecais desses animais foram cultivadas utilizando o teste do tioglicolato

(Amaral et al., 2008).
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Todos os procedimentos foram feitos em conformidade com as normas
estabelecidas no Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (Institute of
Laboratory Animal Resources, National Academy of Sciences, Bethesda, Md, 1996),
e foram realizados nas condigdes aprovadas pelo comité de ética animal local,

CEUA/UFMG (protocolo numero 122/11).
4.2 Modelo experimental de feridas cutineas excisionais

Os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) e cetamina (100
mg/kg) por via intraperitoneal e os pelos da regido dorsal removidos com o auxilio de
um barbeador. Feridas cutdneas excisionais foram criadas através do pressionamento
da pele da regido dorsal de camundongos GF e CV com um punch de bidpsia circular
de 5Smm de didmentro. A mensuragdo da 4rea das feridas ao longo do experimento foi
feita com o auxilio de um paquimetro digital para o acompanhamento da cinética de
fechamento das mesmas, utilizando-se a seguinte formula para determinacdo da area
de wuma elipse: [(didmetro maior/2)x(diametro menor/2)xPi], onde Pi ¢
aproximadamente 3,14. A fim de normatizar os dados, os resultados foram expressos
como porcentagem de fechamento relativo ao tamanho original da ferida, utilizando-
se a seguinte formula: [1-(area da ferida)/(area original da ferida)x100]. ndo foram
observados sinais de infec¢do na regido das feridas (Maeda et al., 2011). Para as
analises histoldgicas, bioquimicas e moleculares, as feridas e a pele do contorno
foram coletadas com o auxilio de um punch de biopsia circular de 8mm de didmetro

nos dias de eutanasia (Figura 5).

Ferida é feita

l Eutanasia e coleta de tecido
0

1 3 7 14
|
\ |

— | | |

Figura 5: Delineamento experimental. Pele dos animais de todos os grupos foram

coletadas para utilizagdo como controle (basal) da pele intacta.
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4.3 Grupos experimentais

Os camundongos foram divididos aleatoriamente (n=7-9) entre os seguintes

grupos experimentais:

Animais GF submetidos ao modelo de feridas cutaneas excisionais eutanasiados nos

dias 1, 3, 7 e 14 ap0s a cirurgia

Animais CV submetidos ao modelo de feridas cutdneas excisionais eutanasiados nos

dias 1, 3, 7 e 14 ap0s a cirurgia

Animais GF CVZ submetidos ao modelo de feridas cutaneas excisionais eutanasiados

nos dias 1, 3, 7 e 14 apds a cirurgia

4.4 Quantificacao do infiltrado de neutroéfilos na regido da ferida

A quantificacdo do acumulo de neutréfilos nas feridas foi mensurada pelo
ensaio de atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), presente nos neutrofilos
(Souza et al., 2002). As feridas e a pele do contorno foram removidas com o auxilio
de um punch circular de 8mm, congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e
estocados a -20°C até o dia da homogeneizac¢do do tecido. Apds o descongelamento
do tecido, este foi pesado e homogeneizado em tampao (0,1 M NaCl; 0,02 M
NazPOy4; 0,015 M NaEDTA - pH 4,7) na propor¢ao de 1 mL de tampao para cada 100
mg de tecido, utilizando-se o homogeneizador de tecidos (PowerGen 125% - Fisher
Scientific Pennsylvania, USA). Apo6s esse procedimento, o homogenato foi
centrifugado a 10.000g/10 minutos a 4°C (Centrifuga BR4, Jouan, Winchester, VA,
USA) e o precipitado foi submetido a lise hipotonica (1,5 mL de solu¢do de NaCl
0,2% seguido de adicao de igual volume de solu¢cdo contendo NaCl 1,6% e glicose
5% - 30s apds). Apds nova centrifugacao, o precipitado foi ressuspendido em tampao
2 (NazPO4 0,05 M; Hexadecyl trimethyl ammonium bromide — HTAB - Sigma 0,5%
p/v - pH 5,4) na propor¢do de 1 mL para cada 100mg de tecido. Apos essa etapa, o

homogenato foi submetido a trés ciclos de congelamento/descongelamento utilizando-
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se nitrogénio liquido. Essas amostras foram novamente centrifugadas a 10.000g/15
minutos e foi recolhido o sobrenadante para a realizagdo do ensaio. As amostras

foram diluidas no tampao 2 na razao 1:6.

A atividade da mieloperoxidase foi calculada pela medida das alteragdes na
densidade optica (OD) a 450 nm utilizando a reacdo entre tetramethylbenzidine
diluido em dimetilsufoxido (1,6 mM) e H,O;, (0,5 mM). A reagdo foi parada com
H,SO4 e a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro (Status-
labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil). Os resultados obtidos foram
expressos como unidade relativa, de acordo com curva padrio do nimero de
neutrdfilos versus OD que foi obtida pelo processamento de neutrédfilos purificados
(>95% pureza) e utilizado para a medida de atividade da mieloperoxidase,
padronizagdo que havia sido realizada anteriormente no laboratério (Souza et al.,

2002).
4.5 Quantificacio do infiltrado de macréfagos na regido da ferida

A quantificagdo do acimulo de macrofagos nas feridas foi mensurada pelo
ensaio de atividade da enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), presente nos
macrofagos (Vieira et al., 2009). As feridas e a pele do contorno foram removidas
com o auxilio de um punch circular de 8mm, congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido e estocados a -20°C até o dia da homogeneizagio do tecido. Apds o
descongelamento do tecido, este foi pesado e homogeneizado utilizando-se o
homogeneizador de tecidos (PowerGen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, USA)
com solu¢do salina 0,9% (4°C) contendo 0,1% v/v de Triton X-100 (Merck) na
propor¢ao de 1,9 mL de solugdo para cada 100mg de tecido. Logo em seguida, a
amostra foi centrifugada a 4°C 3.000g/10min. Os sobrenadantes foram imediatamente

recolhidos e utilizados para o ensaio da NAG.

A reacdo foi iniciada apos a adicdo de 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-p-D-
glicosaminidase (Sigma-Aldrich) dissolvida em tampao citrato/fosfato (pH=4,5),
concentracdo final de 2,24 mM, a 100 uL da amostra (sobrenadante recolhido apds
centrifugacdo do tecido) diluida em tampao citrato/fosfato (1:10). A reacdo se
processou a 37°C/10 minutos, em placas de 96 pocos. O término da reagdo foi dado

pela adicao de 100uL de tampao glicina 0,2 M (pH=10,6) e quantificada em
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espectrofotometro a 405 nm. O conteido de macrofagos foi calculado a partir de
curva padrao da atividade de NAG, expressa em aumento de absorbancia a partir de
macrofagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos, mediante injecao de
solugdo de tioglicolato de sddio a 3%. O lavado peritoneal foi realizado apds tempo
maximo de quatro dias pos-injecdo. Os resultados foram expressos em numero

relativo de macréfagos por miligrama de tecido (Vieira et al., 2009).
4.6 Analise da producao de mediadores solaveis

Concentragdes das citocinas: IL-10, VEGF, total TGF-£1, TNF-0, e da
quimiocina CXCL1/KC foram mensuradas na regido da ferida utilizando-se
anticorpos adquiridos do fabricante R&D Systems (Minneapolis, USA) de acordo

com protocolo recomendado pelo fabricante.

Para dosagem de citocinas/quimiocinas, amostras de ferida foram
homogeneizadas em solucdo de extracdao de citocinas, contendo 0.4M NacCl, 0.05%
Tween 20, 0.5% BSA, 0.1mM Phenylmethyl Sulfonyl Fluoride (PMSF), 0.ImM
benzethoniumchloride, 10mM EDTA e 20 KI aprotinina, na propor¢ao de 100mg de
tecido para cada mL de solugdo; foi utilizado homogeneizador de tecidos (Power Gen
125 - Fischer Scientific Pennsylvania, USA). A suspensao foi centrifugada a 10.000g
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo utilizado para o ensaio enzimatico,

ELISA.

Todos os ensaios enzimaticos foram realizados em placas de 96 pocos (C96
MicroWellTM Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). As
placas foram sensibilizadas com 100uL/pogo de solugdo dos respectivos anticorpos
monoclonal anti-camundongo para quimiocinas/citocinas a serem analisadas e
incubadas a 4°C overnight. Apds quatro lavagens (400uL/pogo - Bio-Tek Instruments,
INC) com PBS-Tween 20 (0,05% - pH=7,4); adicionou-se as placas 200uL por poco
de tampao bloqueio (1% albumina bovina-BSA em PBS pH=7,4) e estas foram,
entdo, incubadas a temperatura ambiente por no minimo uma hora. Ap6s nova etapa
de lavagem, adicionou-se 100uL/poco dos padrdes (500-1000 pg/mL) e das amostras
diluidas (1:3) em BSA-PBS (0,1% - pH=7,4) e prosseguiu-se nova incubag¢io a 4°C
overnight. Apds lavagem das placas, adicionou-se 100uL/pogo de solucdo de

anticorpo de deteccao anti-camundongo para as citocinas/quimiocinas em questao e
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incubaram-se as placas por duas horas. Apos nova lavagem, adicionou-se 100pL/poco
de solucdo de estreptavidina (50uL de estreptavidina em 10mL de solucdo BSA
0,1%) e incubou-se por 30 minutos. Apds esse intervalo de tempo foi adicionado
100uL/poco o substrato OPD (o-fenilenodiamina, Sigma) diluido em tampao citrato
(pH=5,0) acrescido de H,O; (30 v/v). As placas foram encubadas ao abrigo da luz por
30 minutos ou até que a reagdo ocorresse. A reagdo foi interrompida com a adicao de
50uL/pogo de H,SO4 1M e a leitura das placas foi realizada em espectrofotometro a
490 nm (Status - labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil). Todos os passos

de incubacao (exceto overnight) foram feitos a temperatura ambiente.
4.7 Contagem total e diferencial de células do sangue

Foram coletados 5 ul de sangue da veia da cauda dos camundongos
anestesiados e diluidos em 45 ul de solugdo de Turk. A contagem de células totais foi
realizada em Camara de Neubauer. Além disso, laminas de esfregago sanguineo
foram preparadas e coradas com Pandtico Rdpido (Laborclin®, Brasil). A
porcentagem de monocitos e neutrdfilos foi determinada utilizando critérios

morfologicos padrao (Vieira et al., 2009).
4.8 Quantificacdo da expressio de mRNA através de qPCR em tempo real

Os animais foram eutanasiados com uma super dose de anestésico. As feridas
e a pele do contorno foram removidas com o auxilio de um punch circular de 8mm e
cortadas perpendicularmente em duas metades. Uma metade foi congelada
imediatamente em nitrogénio liquido para estudos bioldgicos moleculares e a outra
metade foi fixada em formalina (4% em salina isotonica) e processada para analises
histologicas. Para determinar a expressdo de genes associados a ativagdo de
macrofagos inflamatorios (também chamados de MI1) ou alternativos (também
chamados de M2), as amostras de pele foram homogeneizadas em 750 uL. de TRIZOL
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) utilizando-se um homogeneizador de tecidos
elétrico (Biosystems). As amostras homogeneizadas foram incubadas por 5 a 10 min,
a uma temperatura de 150 a 300 C, para permitir a completa dissociagdo de
complexos nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 200ul de Cloroférmio
(MERCK), para cada 750uL de TRIZOL. Foi realizada agitacdo em vortex e depois

incubagdo por 3min a 150-300C. A amostra homogeneizada foi centrifugada a
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12.000g, por 15 min, a 2- 8°C. Apés centrifugacio, o homogenato ficou separada em
uma fase inferior (rosa), contendo fenol-cloroféormio, uma fase intermediaria e uma
fase aquosa transparente superior (contendo o RNA). O RNA foi entdo transferido
para um microtubo novo e foi precipitado com isopropanol (MERCK), 500ul de
isopropanol para cada 750 ul de TRIZOL. As amostras foram incubadas por 10 min a
15-30°C e entdo centrifugadas a 12.000g por 10 min a 2-8°C. Apos descarte do
sobrenadante, foi adicionado 750ul de etanol 75% (diluido em agua tratada com
DEPC) para 750 ul de TRIZOL. O tubo foi agitado no vortex, para o desprendimento
do precipitado. Entdo, foi feita nova centrifugagao a 7.500g por 5 min a 2-8°C. Apds
descarte do sobrenadante, o tubo foi deixado aberto por 5 minutos para secagem do
sedimento que foi, em seguida, diluido em agua milli-Q, em volume suficiente para

diluir toda a amostra.

A quantificacdo das amostras de RNA foi feita no espectrofotdmetro
NanoDrop NDI000 (Nano DropTechnologies, Wilmington, DE, EUA).
Primeiramente, foi feita a calibragdo do aparelho com agua ultrapurificada (MilliQ,
Millipore) e, em seguida, foi selecionada a op¢do de leitura de RNA ja definida no
aparelho. A leitura do branco também foi feita com agua Milli-Q. O RNA foi
quantificado pela absor¢do a 260nm utilizando-se 2ul da amostra pura. A
concentracdo foi fornecida em ng/uL e a pureza do RNA foi avaliada pela correlacao

260/280(RNA/proteinas). O RNA foi estocado a —70°C.

A transcrigdo reversa do RNA total foi feita com o SuperScript I1I (Invitrogen)
como descrito pelo fabricante. Em um microtubo foi adicionado 2,0 pg de RNA,
50uM do primer Oligo dT(15). Foi feita uma incubagdo por 5 minutos a 70°C para
permitir o anelamento do primer e em seguida, por 5 minutos no gelo. Em seguida, foi
adicionada uma mistura de reagentes para uma concentracao final de 0.5 mM de cada
dNTPs, 1X do tampao, SU da enzima Transcriptase reversa, 3.0 mM de MgCl2, 20
unidades de RNasin e agua Milli-Q autoclavada para um volume final de rea¢do de
20uL. A mistura foi incubada por lhora e meia, a 42°C, quando ocorrera a transcri¢cao

reversa do mRNA. As amostras de cDNA foram conservadas a -20°C.

Para as reagdes subseqiientes de amplificacdo, 1ul da amostra de cDNA foi
utilizada. A PCR foi realizada em um volume final de 10ul contendo Syl de Power

SYBRGreen PCR Master Mix 2X (Applied biosystems), 1,0ul de primer sense a
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S5uM, 1,0l de primer anti-sense a SpM e 2ul de 4gua Milli-Q. A reacdo foi realizada
utilizando-se o protocolo para PCR com SYBR Green do termociclador Step One

PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA).

Em resumo, foi feita uma incubacao inicial de 1 minuto, a 95°C e, em seguida,
15 segundos, a 95°C para desnaturagdo, Iminuto para anelamento e extensao a 60°C.
Esses dois ultimos passos sao repetidos 40 vezes e depois foi feita a curva de melting:
95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, ¢ uma rampa de subida lenta de
temperatura até 95 °C. Os resultados foram obtidos com auxilio do software Step One
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,EUA). Os dados foram analisados
utilizando-se a seguinte féormula: AACt= o valor de calibracdo encontrado através da
subtragdo das médias do Ct (cycle threshold - ¢ definido como o niimero de ciclos
necessarios para que o sinal de fluorescencia exceda o limiar) do grupo controle. Em

que ACt= Ct do gene alvo — Ct do gene constitutivo do camundongo (18S).
Todas as reagdes foram replicadas. Os primers usados foram:
NOS2 forward: AGC ACT TTG GGT GAC CAC CAG GA
reverse: AGC TAA GTA TTA GAG CGG CGG CA
[FN-y forward: ACA ATG AAC GCT ACA CAC TGC AT
reverse: TGG CAG TAA CAG CCA GAA ACA
F1ZZ-1 forward: ACCTTT CCT GAG ATT CTG CCC
reverse: CAG TGG TCC AGT CAA CGA GTA AGC
DECTIN-1 forward: GGA ATC CTG TGC TTT GTG GTA GTA G
reverse: GGA AGG CAA GAC TGA GAA AAACCTC
MRC-1 forward: TCT TTT ACG AGA AGT TGG GGT CAG
reverse: ATC ATT CCG TTC ACC AGA GGG

ARG-1 forward: TGA CAT CAA CAC TCC CCT GAC AAC
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reverse: GCC TTT TCT TCC TTC CCA GCA G
18S forward: CGT TCC ACC AAC TAA GAA CG

reverse: CTC AAC ACG GGA AAC CTC AC

4.9 Avaliacoes histolégicas

A coleta das amostras foi feita como descrito acima. Apds um tempo minimo
de 24 horas de fixagdo em formalina (4% em salina isotonica), as amostras foram
submetidas as etapas de desidratagdo, diafanizagdo, banho e inclusdo em parafina. Os
blocos de parafina foram submetidos a microtomia (5 um — micrétomo (OLYMPUS,
Alemanha) e as fatias de tecido foram coradas com Hematoxilina (Sigma) e Eosina
(Sigma) ou Azul de Toluidina e analisados em microscopio Optico (Olympus BX43
com a camera Olympus Q-color 5). Fatias de tecido também foram coradas com
Picro-Sirius para quantificacdo de coldgenos e analisados sob luz polarizada. Analises
morfométricas foram realizadas em imagens digitais utilizando o programa

ImageProPlus 7.0.

A extensdo da epitelizacdo (que compreende a distancia que o novo epitélio
tinha prolongado a partir da margem da ferida, definida pela presenga de foliculos
pilosos de pele nao ferida, também conhecida como lingua epitelial - ver Figura 6) e a
tamanho do tecido cicatricial (compreende a area a partir da jungcdo dermo-epidérmica
até o paniculo carnoso e das bordas da ferida - delineada usando a ferramenta
"contorno de forma livre" no ImageProPlus 7.0 para produzir uma medi¢ao baseada
em pixels, em seguida, convertida em micrometros quadrados) foi determinada em
laminas coradas com H&E. O niimero de mastocitos foi determinado através da
contagem dessas cé€lulas na area do tecido ferido em laminas coradas com Azul de
Toluidina. A organizagdo e maturagdo das fibras colagenas foi avaliado em laminas

coradas com Picro-Sirius Red.

Para avaliacdo da formagdo de novos vasos capilares, indicando angiogénese,
foi feita a contagem do niimero de capilares na regido da ferida. Os resultados foram

/ 2 . . rqe
expressos como numero de vasos por mm”~ de tecido analisado. Todas as analises
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histomorfométricas foram realizados sem conhecimento prévio dos grupos que

estavam sendo analisados ("forma cega").

Comprimento da Lingua Comprimento da Lingua
Epitelial Epitelial

| 1
i |
i Local da ferida :

Figura 6: Esquema ilustrativo da medida de Lingua epitelial (em verde) (Mori,

Shaw, & Martin, 2008).

4.10 Analises estatisticas

As andlises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 5.3. Os resultados
sao apresentados como média = e.p.m. A comparagdo entre os grupos foi feita
utilizando-se o teste t de Student, dados nao pareados, quando os dados consistiam de
apenas dois grupos. Quando foram comparados trés ou mais grupos foi utilizado a
analise de variancia (ANOVA). Quando a ANOVA indicou significincia, os dados
foram analisados utilizando o pos-teste de Newman Keuls para comparacao entre os
grupos. Two-way ANOVA foi utilizado para analises dos graficos de linha para
verificar interagcOes entre as variaveis independentes tempo e grupos, sendo utilizado

o pos-teste de Bonferroni. Os valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 O fechamento de feridas cutineas excisionais é acelerado nos camundongos

germ-free

Com o objetivo de avaliar se a auséncia da microbiota comensal possui algum
impacto sobre o processo de fechamento da ferida ap6s uma lesao da pele excisional,
nds acompanhamos a taxa de fechamento das feridas macroscopicamente. Os animais
CV e GF apresentaram feridas com tamanho semelhante nos dias 1 e 3 apos a lesdo.
Porém, os animais GF exibiram um aumento significativo na porcentagem de
fechamento de feridas a partir do 5° dia até o 14° dia pos-ferimento quando

comparados com animais CV (p<0,001) (Figura 7A).

Esses resultados macroscopicos foram confirmados atravéz da avaliagao
histologica de epitelizagdo no dia 7 ap6s a lesdo. Resultados da avaliagdo das laminas
contendo cortes histologicos das feridas corados com hematoxilina-eosina (H&E)
montraram que a lingua epitelial (um indicativo da extensdo da migracdo do novo
epitélio a partir da margem da ferida) ¢ significativamente maior nos animais GF em
comparac¢ao com os animais CV controles (p<0,001) (Figura 7B e C). Estes resultados
indicam que o aumento da epitelizagdo contribuiu para o fechamento de feridas

acelerado dos camundongos GF.
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Figura 7: Cicatrizacao de feridas é acelerada nos animais germ-free. (A) Cinética
de fechamento de feridas nos animais GF ¢ CV. (B) Comprimento da lingua epitelial
no dia 7 apds a cirurgia. (C) Fotomicrografias representativas de se¢des coradas em
H&E evidenciando a lingua epitelial (quadrados). Os resultados da taxa de
fechamento da ferida foram expressos em porcentagem de fechamento relativo ao
tamanho original. Os resultados foram expressos como média + e.p.m., n=7-9

camundongos por cada grupo e tempo avaliado. ***p<0,001. e=epitélio.
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5.2 Avaliaciao da producio de mediadores inflamatorios em feridas cutineas de

animais convencionais e germ-free

Todas as etapas do processo de cicatrizacdo de feridas sao controladas por
uma variedade de citocinas. Observou-se um aumento nos niveis da citocina pro-
inflamatéria TNF-a apds a lesdo nas feridas dos animais CV e GF. Entretanto, apesar
da quantidade de TNF-a nas feridas dos animais CV retornarem aos niveis basais
depois de 1 dia de lesdo, nos animais GF esses niveis sdo mantidos altos até o dia 3
(p<0,05) (8A). De forma interessante, os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10
foram encontrados j& mais altos na pele sem ferida dos animais GF quando
comparados com os animais CV, permanecendo significativamente altos até o dia 3
apos a lesao (p<0,05 para todos os grupos) (Figura 8B). Nas feridas dos animas CV,
similarmente & cinetica de producao do TNF-a, os niveis de IL-10 retornam aos niveis
basais apds seu pico de producgdo no dia 1 ap6s o ferimento. Os niveis de CXCL1/KC,
quimioatraente para neutréofilos, ndo apresentou nenhuma diferenca entre os grupos
(Figura 8C). Estes resultados sugerem que os camundongos GF sdo capazes de
responder prontamente a lesdo da pele através do aumento dos niveis de mediadores

da inflamagao.
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Figura 8: Cinética de producio de citocinas nas feridas dos animais germ-free e
convencionais durante a cicatrizacdo de feridas cutaneas. Perfil de producio de
(A) TNF-a, (B) IL-10 e (C) CXCLI/KC nas feridas dos animais GF e CV em
diferentes tempos apds a cirurgia. Os niveis das citocinas foram mensurados por
ELISA. Os resultados foram expressos como média + e.p.m., n=7-9 camundongos por

cada grupo e tempo avaliado. *p<0,05.
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5.3 O perfil de leucdcitos nas feridas dos camundongos germ-free ¢ alterado

Os neutrofilos, macrofagos e mastdcitos, sdo conhecidos por serem
rapidamente recrutados para a area da ferida (Eming, Brachvogel, et al., 2007). Para
avaliar o acumulo de neutréfilos e macrofagos nas feridas, foram feitos ensaios
bioquimicos baseados na atividade de MPO e NAG, sendo MPO a enzima mais
abundante nos neutréfilos e NAG expresso em grandes quantidades pelos macrofagos
ativados. Ambos tém demonstrado ser marcadores uteis e confidveis para neutrofilos
e macrofagos, respectivamente, em ambientes inflamatdrios como a cicatrizagdo de
feridas (Barcelos et al., 2004; Barcelos et al., 2005). Foi observado que o acimulo de
neutrofilos foi atrasado e em uma magnitude menor nas feridas dos animais GF
quando comparados com os CV controles (Figura 9A). Enquanto o acumulo de
neutrdfilos nas feridas dos animais CV atinge o seu pico no dia 1 apos a lesdo, esse
pico so acontece no dia 3 nos animais GF. No dia 7, a atividade de MPO no leito da
ferida ja retornou aos niveis da pele basal nos dois grupos. Como mostrado na Figura
9A, no dia 1 ap6s a lesdo o acimulo de neutréfilos nas feridas dos animais GF foi

significativamente reduzido comparado aos animais CV (p<0,001).

Em relagdo ao conteudo de macrofagos nas feridas dos animais GF, este
alcancou o seu pico no dia 1 apds a lesdo, exibindo niveis significativamente mais
altos da atividade de NAG quando comparado as feridas dos animais CV (p<0,01)
(Figura 9B). Além disso, o conteido de macrofagos nas feridas dos animais GF
permaneceram altos até o dia 3 apos a lesdo (p<0,05) comparado com os animais CV,
0s quais apresentaram aumento nos niveis de macroéfagos mais tardiamente, apenas no
dia 7 ap0s a injuria. Esses dados sugerem que, ao contrario dos neutréfilos, o acamulo
dos macrofagos na ferida dos animais GF acontece mais cedo € em niveis mais
elevados do que acontece nos camundongos CV. A Figura 10 ilustra a predominancia
de neutrofilos nas feridas dos animais CV e a predomindncia de células

mononucleares nas feridas dos animais GF no dia 1 apos a lesao.

De forma interessante, quando nds avaliamos o numero de células circulantes
no sangue periférico (Tabela 1), nds observamos que os animais GF sem ferida
apresentam cerca de 80% menos neutrofilos no sangue periférico do que os animais
CV (p<0,0001). Apdés o ferimento, existe um aumento gradual no numero de

neutrofilos no sangue dos animais GF, embora seja mantido em niveis inferiores
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quando comparado aos CV. De maneira similar, nés observamos que os animais GF
sem ferida apresentam cerca de 60% menos mondcitos no sangue periférico do que os
animais CV (p=0,0002). Entretanto, 24 horas apds a lesdao, enquanto o numero de
monacitos no sangue caiu para os niveis mais baixos nos animais CV, este tipo de
células manteve-se praticamente inalterado nos GF, apresentando uma quantidade 6

vezes maior de monocitos no sangue do que os camundongos CV (p<0,0003).

Para quantificar o niimero de mastdcitos na regido das feridas nos utilizamos a
coloragdo histoldgica por azul de toluidina. Da mesma maneira que os macrdéfagos, o
numero de mastdcitos na pele dos animais GF sem ferida ja ¢ maior do que na pele
dos animais CV também sem ferida. Apds o ferimento, o nimero de mastocitos no
leito da ferida aumentou significativamente e atingiu os niveis mais altos no dia 1
apés a lesdo em ambos os grupos. Interessantemente, enquanto o numero de
mastdcitos diminuiu significativamente depois do dia 1 pds-lesdo nos camundongos
CV, o numero dessas células permaneceram altos nas feridas dos animais GF durante

todo o periodo experimental (Figura 9C).
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Figura 9: Cinética de acimulo de leucécitos nas feridas cutineas excisionais dos
animais germ-free e convencionais. Acimulo de (A) neutréfilos e (B) macrofagos
nas feridas foi feito através da avalia¢do da atividade das enzimas mieloperoxidase e
N-acetil-$-D-glicosaminidase, respectivamente. (C) Mastocitos foram quantificados
através de contagem cega em secOes de tecido coradas com azul de toluidina. Os
resultados foram expressos como média + e.p.m., n=7-9 camundongos por cada grupo

e tempo avaliado. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Convencional Germ-free

Figura 10: Fotomicrografias representativas de secoes da ferida de animais CV e
GF 1 dia apés a lesdo. Fotomicrografias representativas de segdes da ferida de
animais CV (painel da esquerda) e GF (painel da direita) 1 dia apds a lesdo coradas
em H&E. Animais CV apresentaram um infiltrado inflamatério de células na derme,
predominantemente de neutrofilos (setas). Os animais GF exibiram um acumulo de
c¢lulas mononucleares e alguns neutrofilos na derme (setas). (A) e (C) aumento de 4x,

(B) e (D) aumento de 100x.

Tabela 1: Contagem de leucdcitos no sangue periférico.

Numero total de leucécitos Mondécitos Neutrofilos
(niimero de células por mm® | (nimero de células por mm’ (nimero de células por
Grupos 3
de sangue) de sangue) mm" de sangue)
CV GF CV GF CV GF
Dia 0 16015 7429 1241 >+ 538 8+2
(tt*) (t#t) (ttt)
. 7+1
Dia 1 50£10 7245 120.1 . 6+1 11£2
Dia 3 228414 9311 1842 o=l 64+7 18+3
(t!*) (ttt) (t")
Dia 7 162+20 136+20 11+2 10+2 436 35+7
Dia 14 114+14 7?:?6 742 540.1 54+15 1243

(***) £ CV p<0.001 (*) # CV p<0.05

Os resultados foram expressos como média + e.p.m., n=5-7 camundongos por cada grupo e tempo avaliado.
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5.4 Genes relacionados com macrofagos alternativamente ativados sao altamente

expressos nas feridas dos animais germ-free

Nosso proximo passo entdo foi avaliar qual subtipo de macrofago poderia
estar atuando nas feridas dos animais GF e CV. Para caracterizar fenotipicamente os
macrofagos infiltrados no tecido da ferida, nds analisamos as feridas para expressao
de mRNA de genes relacionados com macréfagos alternativamente ativados (Dectina-
1, receptor 1 para manose, Fizz-1 e arginase-1) e para genes relacionados com
macrofagos classicamente ativados (IFN-y e iNOS). Observou-se que os genes
relacionado a macréfagos alternativamente ativados de cicatrizacdo foram altamente
expressos nas feridas dos animais GF nos dias 3 e 7 apos a lesdo quando comparados
aos animais CV. De maneira oposta, genes relacionados com macrofagos
classicamente ativados, com excessdao do iINOS, estavam menos expressos nos
animais GF e altamente expressos nos animais CV nos dias 3 e 7 ap0s a lesdo (Figura

11).
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Figura 11: Genes relacionados com macrofagos alternativamente ativados sdo

altamente expressos nas feridas dos animais germ-free. Expressdo dos mRNAs (A)

IFN-y, (B) iNOS, (C) Dectina-1, (D) Mrc-1, (E) Fizz-1 e (F) Arginase-1 nas feridas

dos animais GF e CV foi avaliada por qPCR. Os resultados foram expressos como

média + e.p.m., n=4-5 camundongos por cada grupo e tempo avaliado. *p<0,05,

**p<0,01 e ***p<0,001.
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5.5 Angiogénese é aumentada na ferida dos camundongos germ-free

A cinética da formac¢ao de novos vasos sanguineos, ou angiogénese, na ferida
dos animais GF e CV foi analisada através da avaliacdo da densidade de capilares em
cortes histologicos corados com H&E. No dia 3 ap6s a lesao a densidade de capilares
nas feridas dos animais GF estava significativamente aumentada quando comparada
aos camundongos CV (p<0,001). Estes niveis se mantiveram altos nos GF durante
todo o periodo experimental (Figura 12A e C). Os niveis do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), um importante fator de crescimento angiogénico, foi
mensurado por ELISA. Em concordancia com os dados de angiogénese, os niveis de
VEGF estavam significativamente aumentados na pele sem ferida e no dia 3 apds a
lesdo nos camundongos GF comparados com os animais CV (p<0,05 para todos os

grupos) (Figura 12B).
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Figura 12: Angiogénese na regido das feridas ¢ aumentada nos animais germ-
free. (A) Densidade de vasos sanguineos e (B) niveis de VEGF nas feridas de
camundongos GF e CV. (C) Fotomicrografias representativas de se¢des coradas em
H&E 3 dias apds a cirurgia evidenciando os vasos sanguineos (setas). A densidade
dos vasos sanguineos foi avaliada por contagem cega em secdes de tecido corados em
H&E e esta representado como niimeros de vasos por mm” de tecido de granulagio.
Os niveis de VEGF foram mensurados por ELISA. Os resultados foram expressos

como média + e.p.m., n=7 camundongos por cada grupo e tempo avaliado. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001.

59



5.6 Deposicao de coligeno e formaciao de cicatriz é alterada nas feridas dos

camundongos germ-free

Na fase de remodelamento do novo tecido a dimensdo e alinhamento da
deposicao de colageno durante a cicatrizacao de feridas dérmicas pode determinar a
gravidade da formagdo do tecido cicatricial e, consequentemente, a perda de funcao
comparado ao tecido original. N6s avaliamos entdo a deposi¢ao de colageno na regido
da ferida 14 dias apos a lesdo através da coloragdo de cortes histoldgicos por Picro-
Sirius red. Os niveis das fibras colagenas mais largas (tipo I), vistas corados em tons
de laranja a vermelho brilhante, foram similares nos camundongos GF e CV.
Entretanto, os niveis das fibras colagenas mais finas (tipo III), vistas coradas em
verde, foram significativamente maiores nas feridas dos animais GF comparadas aos
CV (Figura 13A, C e D). Os niveis do TGF-f1 total, uma citocina pro-fibrigé€nica,
foram significativamente maiores nas feridas dos animais CV quando comparados aos
GF (p<0,01 no dia 3 e p<0,05 no dia 7) (Figura 13B). Interessantemente, a area do
tecido cicatricial foi significativamente maior nos camundongos CV quando

comparados aos GF (Figura 13E, F e G).
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Figura 13: Deposicio de coligeno na pele ferida e formacio de cicatriz nos animais
germ-free e convencionais. (A) Area da ferida ocupada por colageno tipo I e tipo III. (B)
Niveis de TGF-f£1 total foram avaliados por ELISA. (C, D) Fotomicrografias representativas
do tecido de granulag@o 14 dias apos a lesdo coradas com Picrosirius e observadas sob luz
polarizada. (E) Area de tecido cicatricial 14 dias apos a lesdo. (F, G) Fotomicrografias
representativas de secdes coradas em H&E 14 dias apds a cirurgia evidenciandoo tecido
cicatricial (area de linha pontilhada). Os resultados foram apresentados como média + e.p.m.,

n=5-7 camundongos por cada grupo e tempo avaliado. *p<0,05 e **p<0,01.
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5.7 Animais germ-free colonizados restauram o fenétipo observado nos animais

convencionais

Com o intuito de demonstrar que todas as alteracdes observadas nos animais
GF eram devido & auséncia da microbiota comensal, camundongos GF foram
colonizados com as fezes dos animais CV por 21 dias. Apds esse periodo, feridas
excicionais foram criadas nos animais convencionalizados (CVZ), seguindo o modelo
descrito neste trabalho, sua 4rea foi mensurada e a regido da ferida foi coletada para
analises. Interessantemente, nos observamos que os animais CVZ restauram o
fendtipo de fechamento de feridas dos animais CV (Figura 14A). Corroborando com
os dados de fechamento de ferida, os niveis de neutrofilos e macréfagos acumulados

na regido da ferida apos a lesao foi similar nos animais CV e CVZ (Figura 14B e C).

Os niveis das citocinas TNF-a e IL-10 se mostraram diferentes entre os
animais GF e CV principalmente no dia 3 apds a les@o. Sendo assim, nés comparamos
os niveis dessas citocinas nos animais CVZ e CV no dia 3 apo6s a cirurgia a fim de
confirmar se a colonizagdo dos animais GF com a microbiota comensal afetaria
também a producdo de citocinas. Conforme o esperado os niveis de TNF-a, IL-10 e
CXCLI1/KC nos animais CVZ retornaram aos mesmos niveis dos animais CV (Tabela
2). Além disso, sendo a formacdo de um grande tecido cicatricial um evento
indesejado quando se trata de reparo tecidual, nés observamos que a colonizagdo com
a microbiota induziu a formagdo de cicatriz 14 dias apds a lesdo nos animais CVZ
com area semelhante & observada nos animais CV (Figura 14D, F e G). Esses

resultados sugerem que o fendtipo de cicatrizagdo de feridas acelerado observado na

pele dos animais GF ¢, de fato, devido & auséncia da microbiota comensal.
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Figura 14 Animais germ-free colonizados restauram o fendtipo dos animais
convencionais. (A) Recomposi¢do da microbiota nos animais GF 21 dias antes da lesao,
referido como convencionaliza¢do, restauram o fendtipo de fechamento de feridas dos
animais CV. Niveis de (B) neutrofilos e (C) macréfagos acumulados na regido da ferida apds
a lesdo nos animais CV e CVZ. (D) Area de tecido cicatricial 14 dias apés a lesdo. (E, F)
Fotomicrografias representativas de segdes coradas em H&E 14 dias apoés a cirurgia
evidenciandoo tecido cicatricial (area de linha pontilhada). Os resultados foram apresentados

como média £ e.p.m., n=5-7 camundongos por cada grupo e tempo avaliado.
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Tabela 2: Niveis de citocinas nas feridas dos animais convencionais e

convencionalizados 3 dias apés a lesao.

TNF-a 725+261 9754218
(pg/100 mg de tecido)

IL-10 602+273 855+188
(pg/100 mg de tecido)

CXCL1/KC 2913+314 3327+499
(pg/100 mg de tecido)
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6. DISCUSSAO

Tecidos de superficie como a pele e o trato intestinal estdo continuamente
expostos a um grande nimero de microrganismos, a maioria dos quais sdo inofensivos
ou benéficos para o hospedeiro. Apesar de existir um aumento consideravel de
trabalhos avaliando a diversidade das comunidades microbianas do intestino e da pele
em situacoes de saude e doenca (Gallo & Hooper, 2012) e o papel da microbiota
intestinal no desenvolvimento e modulacao do sistema imune (Maslowski & Mackay,
2011), a influéncia da microbiota na cicatrizacdo de feridas cutaneas ¢ amplamente
desconhecido. Dessa forma, o presente trabalho teve o intuito de avaliar o impacto da
microbiota na epitelizagdo, inflamagao, angiogénese e formacao de cicatriz apos lesao

excicional na pele através de um estudo comparativo entre camundongos GF e CV.

Nos mamiferos adultos, a cicatrizacdo de feridas ¢ um processo altamente
dindmico que envolve uma complexa sequéncia de eventos celulares e bioquimicos
que se sobrepdem entre si € vao desde uma resposta imediata a lesdo das células da
pele e invasdao de sinais microbianos até respostas inflamatorias e angiogénicas
culminando com fibroplasia da ferida e formagdo de tecido cicatricial (Shaw &
Martin, 2009). Sinais enddgenos de dano (DAMPs) e sinais microbianos (PAMPs)
ativam receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) como, por exemplo, os
receptores do tipo Toll (TLR) nos leucocitos, ativando entdo resposta antimicrobiana
e cascata de sinalizacao inflamatoria (Muzio, Polentarutti, Bosisio, Manoj Kumar, &
Mantovani, 2000). De forma interessante, (Lai et al., 2009) demonstraram que a
microbiota comensal residente na pele ¢ capaz de modular uma resposta inflamatoria
local apds uma lesdo. Foi demonstrado que o acido lipotecdico (LTA) produzido por
Sthaphylococcos epidemirdis, um componente da microbiota comensal da pele, ¢
capaz de inibir a liberacdo de citocinas inflamatorias por queratindcitos, bem como
inibir a inflamagdo iniciada por uma lesao de maneira dependente de TLR2 derivado
do epitélio. No caso dos animais GF, a tnica possibilidade de estimulacao da resposta
cicatricial logo apos a lesdo da pele sdo os sinais de dano da estrutura da pele, uma
vez que esses animais sdo isentos de microbiota e todo o processo acontece em
condi¢des estéreis. Dessa forma, pode-se dizer que a resposta a lesdo da pele nos
animais GF ¢ ativada por padrdes moleculares associados a dano derivados do

hospedeiro e pela ativagao de células residentes perturbadas.

66



Os neutréfilos sao uma das primeiras células imunes recrutadas para o local da
lesdo. A principal funcdo dessas células ¢ proteger o hospedeiro de infecgdes
combatendo microrganismos invasores e fagocitando restos celulares. Entretanto,
neutrdfilos ativados secretam uma série de substancias bioativas, como proteases €
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais em excesso, devido a carga microbiana,
por exemplo, podem levar a danos teciduais graves (Wilgus, 2008). De fato, (Dovi et
al., 2003) demonstraram que nutropenia induzida por soro anti-neutrifilos acelera a
taxa de fechamento da ferida sem alterar a qualidade global do processo de
cicatrizagdo cutanea em camundongos. No presente trabalho, além do fechamento
epitelial acelerado, foi observado conteido de neutrdfilos reduzido 24 horas apos a
lesdo nas feridas dos animais GF, apesar dos niveis de CXCLI, uma quimiocina
importante para o recrutamento de neutrofilos, serem produzidos na mesmas
quantidades que os animais CV em resposta a lesdo. Portanto, nossos dados sao
consistentes com a ideia de que a redugdo do infiltrado neutrofilico no local da ferida
correlaciona com o fechamento de ferida mais acelerado. Mecanisticamente, 0s
nossos dados sugerem que o atraso no infiltrado de neutréfilos apds a lesdo nos
camundongos GF pode ser, em parte, devido a neutropenia nesses animais antes da
lesdo, e nao devido a produgdo local reduzida de quimioatraentes relacionados com
neutrofilos uma vez que a producdo de CXCL1 foi similar em animais GF e CV.
Entretanto, ndo se pode excluir a possibilidade dos neutréfilos dos camundongos GF

serem hiporesponsivos aos quimioatraentes (Braund, Hook, & Medlicott, 2007).

Juntamente com o influxo de neutréfilos em resposta a danos ou micrdbios, os
mondcitos circulantes penetram na regido da ferida e se diferenciam em macrofagos
maduros. O papel dos macréfagos na condugdo de um reparo tecidual bem sucedido
tem sido um assunto de ampla discussdo. Alguns estudos debatem que a resposta
inflamatéria pode servir a fun¢do de prevenir infec¢do em detrimento de um reparo
fibrético ¢ com formagao de cicatriz. Isso tem sido observado em embrides ¢ em
camundongos deficientes na expressao do fator de transcricdo PU.1 (PU.I null mice),
que regula a diferenciagdo de células mieldides; esses animais cicatrizam sem
inflamac¢ao nem formacao de cicatriz excessiva desde que a linhagem de mondcitos
ainda ndo tenha se estabelecido (Cowin, Brosnan, Holmes, & Ferguson, 1998;
Hopkinson-Woolley, Hughes, Gordon, & Martin, 1994; Martin et al., 2003). No

entanto, a ativagao adequada de macrofagos parece ser essencial para o reparo da pele

67



uma vez que a deplecao destas cé€lulas resulta em perturbagdes graves do processo de
cicatrizagdo, prejudicando a angiogénese ¢ a deposi¢do de colageno (DiPietro,
Burdick, Low, Kunkel, & Strieter, 1998; Goren et al., 2009; Leibovich & Ross, 1975).
Neste trabalho, ao contrario do reduzido infiltrado de neutréfilos, foi observado um
aumento significativo no infiltrado de macrofagos nas feridas dos animais GF quando
comparado aos animais CV, corroborando o papel benéfico dos macréfagos de ferida

no reparo da pele.

Uma das caracteristicas dos macréfagos ¢ a sua capacidade de se tornar
ativado em resposta a sinais de perigo endogenos e exdgenos aumentando a
inflamag¢do. De forma contraria, com a eventual eliminag¢dao do insulto, essas células
contribuem também para a resolucdo da resposta inflamatoria (Zhang & Mosser,
2008). De fato, os macrofagos sao uma populagao de células diversa e dinamica que
podem executar uma grande variedade de fungdes criticas na cicatrizacao de feridas.
Os macrofagos ativados compreendem um espectro de estados de ativagdo que variam
de um fenotipo inflamatério classico (M1) a um fendtipo ndo-classico ou alternativo
(M2), também chamados de "macrofagos de reparo", que promovem a cicatrizagao de
feridas e angiogénese (Ferrante & Leibovich, 2012; Martinez et al., 2008; Mosser &
Edwards, 2008). Interessantemente, os genes relacionados com macrofagos
alternativamente ativados foram altamente expresso no tecido da ferida de
camundongos GF, o que sugere a presenc¢a predominante deste fenotipo de macréfago
na auséncia de microbiota. Entretanto, ¢ relevante salientar que os genes relacionados
com macrofagos classicamente ativados também foram expressos nas feridas dos
animais GF, mostrando a importancia dos dois subtipos de macrofagos no processo de

reparo tecidual, exercendo fungdes diferentes.

Além disso, foi observado altos niveis de IL-10 nas feridas dos animais GF.
IL-10 ¢ uma citocina reguladora com fun¢des fundamentais no controle de inflamacao
e danos nos tecidos, atuando na diminui¢do da resposta inflamatéria a uma lesdao, mas
também criando um ambiente favoravel a diferenciacio de macrofagos M2
reguladores e ao reparo do tipo regenerativo (Peranteau et al., 2008). Evidéncias tém
demonstrado que IL-10 pode ser responsavel pelo reparo sem a formagdo de cicatriz
observado na pele de embrides (Liechty, Kim, Adzick, & Crombleholme, 2000). De

maneira global, isso poderia adicionalmente explicar a cicatrizacdo de feridas
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acelerada e sem cicatriz nos animais GF, bem como a expressao predominante dos
genes relacionados a macrofagos com fendtipo M2 nas feridas desses animais. E
importante salientar que embora niveis elevados de IL-10 possam diminuir a
inflamacdo, esse processo ainda acontece nos animais GF uma vez que podemos
observar niveis elevados da citocina pro-inflamatoria TNF-a, além da presenga
predominante de macrofagos e mastocitos no leito da ferida. Estes dados sugerem um

processo inflamatoério controlado em animais GF, levando a um processo de

cicatrizagdo de feridas bem sucedido.

Mastocitos sdo capazes de liberar uma variedade de mediadores soluveis,
porém pouco se sabe sobre eles comparado com o que sabemos sobre outras células
inflamatdrias. Embora tradicionalmente vistas como células efetoras de reagdes
alérgicas e doengas parasitarias, um importante papel dos mastocitos na homeostase
tecidual e na cicatrizagdo de feridas tem sido descrito (Galli & Tsai, 2008;
Oskeritzian, 2012; Weller, Foitzik, Paus, Syska, & Maurer, 2006). No presente
trabalho foi observado um infiltrado elevado e sustentado de mastdcitos nas feridas
dos animais GF durante todo o periodo experimental, em contraste com um pico
transiente de mastocitos observado 24 horas apds a lesdo nas feridas dos
camundongos CV. Por um lado, esse tipo de célula inflamatdria parece desempenhar
um papel importante na fase de proliferagdo, onde a angiogénese ¢ essencial para o
fornecimento de oxigénio e nutrientes ao tecido nascente. Similarmente aos
macrofagos M2, os mastocitos liberam fatores de crescimento angiogénico como, por
exemplo, o VEGF, bem como metaloproteinases que preparam o tecido circundante
para a angiogénese durante o reparo da pele (Ng, 2010). Além disso, os mastocitos
sdo capazes de liberar grandes quantidades de IL-4, que € um dos fatores estimulantes
da diferenciacdo de macrofagos para o perfil M2 (Gessner, Mohrs, & Mohrs, 2005; S.
Gordon, 2003). De fato, o alto contetido de macrofagos M2 e mastdcitos sugere
fortemente uma conexdo com os altos niveis de VEGF e o alto nimero de capilares
nas feridas dos animais GF. Por outro lado, os mastocitos podem limitar a reacao
inflamatéria da pele através da produgdo de IL-10 (Grimbaldeston, Nakae,
Kalesnikoff, Tsai, & Galli, 2007) que, além de ser uma citocina relacionada a
diferenciagdo de macrofagos para o perfil M2, pode regular negativamente a
expressao do receptor de IgE FceRI presente nos mastdcitos, auxiliando assim na

protecao contra sensibilizagdao alérgica na pele (Kennedy Norton et al., 2008). No
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entanto, a verdadeira fonte de IL-10 e VEGF durante a cicatrizagdo de feridas

cutaneas em camundongos GF ainda precisa de ser elucidada.

Além de inflamagdo e angiogénese, os macréfagos e os mastdcitos também
sdo capazes de regular a fibroplasia no local das feridas, por exemplo, através da
produgdo de TGF-f1, um importante fator de crescimento pro-fibrogénico (Braund et
al., 2007). TGF-B1 é um mediador pluripotente crucial no reparo tecidual, podendo
modular o influxo e ativagdo de células inflamatorias bem como a deposicdo de
colageno. Neste cendrio, animais deficientes na via do TGF-f 1 apresentam
cicatrizagdo de feridas cutaneas acelerada devido a uma redugdo no infiltrado de
leucocitos (Eming, Krieg, et al., 2007). Interessantemente, animais GF apresentaram
niveis mais baixos de TGF-f1 na regido da ferida, o que diretamente correlaciona
com o reduzido influxo de neutrofilos e formagao de cicatriz na pele lesionada desses

animais em compara¢do com os animais CV.

\

A presenca de colageno proporciona uma resisténcia a tracdo a pele.
Entretanto, apos a lesdo, a formacao de um tecido fibroso de cicatriz ¢ o resultado
fisiologico previsivel da cicatrizacdo de feridas em mamiferos adultos. Tem sido
demonstrado que a deposicdo de diferentes subtipos de colageno pode predizer a
futura formagao de cicatriz. De fato, a pele de embrides, um modelo experimental de
reparo tecidual sem formagdo de cicatriz, € conhecida por conter uma maior
propor¢ao de colageno do tipo III em comparacao ao colageno de tipo I, sendo essa
deposicao de colageno diferencial durante a cicatrizagdo da pele fetal acreditada por
contribuir para a cicatrizagdo de feridas sem formacao de cicatriz (Merkel et al.,
1988). De maneira interessante, nds observamos neste trabalho que as feridas dos
animais GF apresentam uma maior propor¢dao de colageno do tipo III, assim como

uma area pequena de tecido cicatricial.

Finalmente, com o intuito de demonstrar que as alteracdes observadas nos
animais GF apos a lesdo excicional na pele foram de fato devido a auséncia da
microbiota comensal, animais GF foram colonizados a partir da gavagem com
suspensao de fezes de animais CV. Foi observado que os animais GF colonizados,
denominados animais convencionalizados (CVZ), restauram o fendtipo dos animais
CV uma vez que a taxa de fechamento das feridas desses dois grupos foi similar, bem

como o recrutamento de neutréfilos e macrofagos, a producdo de citocinas e a
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formacao do tecido cicatricial.

Uma consideragdo vidvel decorrente do presente estudo ¢ de que, na auséncia
da microbiota, a cicatrizagdo de feridas cutaneas acontece sem formacao de cicatriz ¢
¢ composta basicamente por um mosaico de mecanismos intrinsecos de percepgao e
reacdo ao dano somado a ativagdo de um sistema imune "imaturo" e ndo primado por
microrganismos (Fagundes et al., 2012; Ferrante & Leibovich, 2012; Souza et al.,
2007). Nesse sentido, um paralelo pode ser tracado com a cicatrizagdo de feridas
cutaneas em embrides que ocorre em condigdes estéreis no utero, isto €, na auséncia
da microbiota. Feridas cutaneas excisionais de ambos, animais GF adultos e embrides,
compartilham propriedades como reduzido conteudo de neutrédfilos, niveis altos de
produgdo de IL-10 e VEGF e baixos de TGF-£1, bem como uma matriz extracelular
rica em coldgeno tipo IIl e minima formagdo de cicatriz apos lesdo da pele (Lo,
Zimmermann, Nauta, Longaker, & Lorenz, 2012). Essa observagdo sugere uma
recapitulacdo dos aspectos do fenotipo fetal regenerativo na pele pds-natal dos
animais que nunca tiveram nenhum contato com a microbiota comensal. Desse ponto
de vista, pode-se especular que o contato progressivo € dinamico com a microbiota ¢
um elo fundamental para a formacgao de cicatriz no processo de cicatrizacao de feridas
em adultos. Possivelmente, a aquisi¢ao da habilidade de lidar com a infecg¢do no local
da ferida compense a maior formacao de cicatrizes em condi¢des nao estéreis usuais.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para entender melhor o potencial fibrético e

os mecanismos de retardo da cicatrizacao influenciados pela da microbiota na pele.
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7. CONSIDERACOES FINAIS
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A interacdo hospedeiro/micro-organismo tem grande relevancia sobre diversos
aspectos, principalmente em relagdo a patogéneses desencadeadas por micro-
organismos invasores. Por outro lado, a intima relagdo entre os micro-organismos que
convivem simbioticamente com seu hospedeiro ¢ de fundamental importancia para a
sobrevivéncia de ambos mediante as adversidades externas (Casadevall & Pirofski,
2003). Entretanto, a idéia de que a microbiota ¢ indispensavel no que diz respeito a
habilidade do hospedeiro em produzir mediadores inflamatorios, tornando-o
adaptado, ndo somente para o controle da eliminagao de patdgenos, mas também para
responder a varios estimulos danosos ao organismo (Fagundes et al., 2012; Souza et
al., 2004) como, por exemplo, uma lesdo profunda da pele, parece ndo ser
completamente real. Foi demonstrado nesse trabalho que os animais GF sdo capazes
de responder a danos teciduais, montando uma resposta inflamatoria mais eficiente e

controlada durante reparo tecidual de feridas cutaneas excisionais.

Considerando que a resposta inflamatéria ¢ um processo imunoldgico
essencial ao individuo, indo muito além do combate aos patdégenos, como a
manuten¢do da homeostase do organismo, as respostas inflamatorias exacerbadas e
nao controladas levam a um aumento da intensidade e duracao da resposta, originando
dano tecidual e desencadeando varias doengas. Assim, demonstramos neste trabalho a
importancia de uma resposta inflamatoria tempo limitada e controlada, no qual os
mecanismos pro-inflamatorios passam a ser inibidos e os mecanismo de resolu¢do da
resposta passam a ser ativados, diminuindo, dessa forma, a duracdo da resposta
inflamatéria, bem como a lesdo tecidual. No6s concluimos neste trabalho que a
microbiota comensal possui um papel importante na modulacdo do processo de
cicatrizagdo de feridas cutaneas. Estratégias terapéuticas que visam tratar feridas
através da manipulacdo da microbiota surgem como uma nova alternativa para um

problema ainda sem solugdo eficaz.

Mecanismos que visem controlar a resposta inflamatoria, sejam estes através
da manipulacao da microbiota ou ndo, e que atuem principalmente no recrutamento de
neutrdfilos, na diferenciacdo de subtipos de macrofagos e na indugdo de angiogénese

sdo essenciais para que ocorra um reparo tecidual eficiente com consequente

73



regeneragdo do tecido. Com este trabalho podemos entender um pouco mais sobre a
imunofisiologia de feridas cutidneas e a influéncia que a microbiota comensal possui

sobre esse Processo.
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8. CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados sugerem que o reparo de feridas cutaneas ¢
acelerado e sem cicatriz na auséncia da microbiota comensal, devido a um processo
inflamatério controlado caracterizado por baixo acumulo de neutrofilos e altos niveis
de macrofagos alternativamente ativados, bem como um aumento de angiogénese na
regido da ferida. Molecularmente, pode ser associado a niveis elevados de IL-10 e
VEGF e baixos niveis de TGF-f1 desde o inicio do processo de cicatrizagdo.
Entender como a microbiota comensal regula o processo de cicatrizagdo proporciona
novas dire¢des nao apenas para o entendimento da fisiopatologia de feridas, mas pode
também apoiar novas estratégias para tratar feridas através da manipulacdo da

microbiota.
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Skin Wound Healing Is Accelerated and Scarless in the
Absence of Commensal Microbiota

Maria C. C. Canesso,* Angélica T. Vieira,’ Tiago B. R. Castro,* Brigida G. A. Schirmer,*
Daniel Cisalpino,’u Flaviano S. Martins,Jr Milene A. Rachid,iF Jacques R. Nicoli,*
Mauro M. Teixeira,§ and Luciola S. Barcelos*

The commensal microbiota has a high impact on health and disease by modulating the development and homeostasis of host immune
system. Immune cells are involved in virtually every aspect of the wound repair process; however, the impact of commensal micro-
biota on skin wound healing is largely unknown. In this study, we evaluated the influence of commensal microbiota on tissue repair of
excisional skin wounds by using germ-free (GF) Swiss mice. We observed that macroscopic wound closure rate is accelerated in the
absence of commensal microbiota. Accordantly, histologically assessed wound epithelization was accelerated in GF in comparison
with conventional (CV) Swiss mice. The wounds of GF mice presented a significant decrease in neutrophil accumulation and an
increase in mast cell and macrophage infiltration into wounds. Interestingly, alternatively activated healing macrophage-related
genes were highly expressed in the wound tissue of GF mice. Moreover, levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10, the
angiogenic growth factor VEGF and angiogenesis were higher in the wound tissue of those mice. Conversely, scarring and levels
of the profibrogenic factor TGF-31 were greatly reduced in GF mice wounded skin when compared with CV mice. Of note,
conventionalization of GF mice with CV microbiota restored wound closure rate, neutrophil and macrophage accumulation,
cytokine production, and scarring to the same extent as CV mice. Overall, our findings suggest that, in the absence of any contact
with microbiota, skin wound healing is accelerated and scarless, partially because of reduced accumulation of neutrophils,

increased accumulation of alternatively activated healing macrophages, and better angiogenesis at wound sites. The Journal

of Immunology, 2014, 193: 5171-5180.

he commensal microbiota consists of microorganisms that

are present on body surfaces covered by epithelial cells

exposed to the external environment such as skin and the
gastrointestinal tract (1). It has been shown that the impact of the
commensal microbiota on health and disease can be wide-ranging
from protection against pathogenic microorganisms, absorption of
nutrients, and vitamin production to modulating the development
and homeostasis of immune system (2-6).
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Wound healing is a highly dynamic process that involves a com-
plex sequence of cellular and biochemical events. In adult mammals,
after an early inflammatory stage characterized by infiltration of
neutrophils and macrophages, the formation of a fibroproliferative
tissue rich in immature collagen bundles and newly formed blood
vessels takes place and prompt re-epithelization occurs. Finally, the
maturation phase involves dermis collagen remodeling and scar
budding (7) as the usual outcome of tissue repair.

Wound inflammatory leukocytes may interfere with virtually all
phases of tissue repair (§—12). On one hand, neutrophils (11) and
inflammatory classically activated macrophages (13) may impair
wound healing. On the other hand, macrophages may range from
a proinflammatory to an anti-inflammatory/angiogenic/healing
phenotype that serves to resolve inflammation and promote
healing (14).

Our group has demonstrated that germ-free (GF) animals (which
have no commensal microbiota) display anti-inflammatory and
reduced hypernociception responses in models of ischemia and
reperfusion, systemic LPS, and carrageenan-induced pain (15-17).
Conversely, the chronic inflammatory response in murine models
of colitis, arthritis, and asthma may be exacerbated or prolonged
in GF animals (18). Animals free of commensal microbiota
therefore represent a valuable tool for understanding the intrinsic
mechanisms involved in tissue repair, especially when considered
the importance of a controlled inflammatory response after injury.
However, studies evaluating the influence of commensal micro-
biota on the healing of skin wounds are very scarce.

The first published studies about the influence of commensal
microbiota on the healing emerged in the 1960s when histological
examination of oral wounds indicated no differences between GF
mice and their respective conventional (CV) controls animals re-
garding inflammatory response and collagen production (19). In
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contrast, in a comparative study using GF and CV rats, a more
intense inflammatory reaction in skin wounds from the latter
animals was observed (20). Likewise, incisional wounds of CV
mice exhibited higher tensile strength than in GF mice (21). More
recently, Lai et al. (22) showed that the resident skin commensal
microbiota was able to modulate local inflammatory response
after injury.

In this study, we evaluated the influence of commensal microbiota
on wound closure rate and tissue repair of excisional skin wounds by
using GF mice. Our main findings suggest that in the absence of any
contact with microbiota wound healing is accelerated and is
characterized by reduced content of neutrophils, increased markers
of macrophage polarization to an anti-inflammatory/wound healing
phenotype, better angiogenesis stimulation into the wound bed, and
reduced scar formation.

Materials and Methods

Animal procedures

All procedures complied with the standards stated in the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals and were conducted under conditions
approved by the local animal ethics committee, Comissdo de Etica no Uso
de Animais/Universidade Federal de Minas Gerais (protocol number 122/
11). Eight- to 10-wk-old male and female GF Swiss were derived from
a GF nucleus (Taconic Farms, Germantown, NY) and maintained in
flexible plastic isolators (Standard Safety Equipment, Marietta, OH) using
classical gnotobiology techniques (23). Conventional CV Swiss mice were
derived from GF matrices and considered conventional only after six
generations in the conventional facility. The process of colonizing GF mice
with microbiota from CV mice was performed as described previously
(15). Briefly, fecal samples from CV mice were homogenized in saline
(10%) and administered by oral gavage to GF mice. Three weeks later,
these animals were conducted to excisional wound healing model, as de-
scribed below. To assess whether there was adequate colonization of GF
mice, fecal samples were cultured using a thioglycollate test (15). All
experimental procedures in GF mice were conducted under aseptic con-
ditions to avoid contamination of animals (16).

Wounding and measurement of wounds area

Mice were anesthetized and their dorsum shaved. Four excisional wounds
were created on the dorsum of mice with the aid of a sterile 5-mm circular
punch, removing the entire thickness of the skin. After surgery, mice were
caged individually. The area of wounds was measured at the indicated time
points with a digital caliper, and the results were expressed as percentage
closure relative to original size (1 — [wound area]/[original wound area] X
100) (24). Suggestive signs of local infection were not detected in the
wounds area.

Quantification of neutrophil and macrophage tissue
accumulation

The extent of neutrophil accumulation in the wound tissue was measured by
assaying myeloperoxidase (MPO) activity, as described previously (25, 26).
Briefly, after euthanasia with an overdose of anesthetic, the wound and
surrounding skin area were removed and snap frozen in liquid nitrogen. On
thawing and processing, the tissue (100 mg tissue/l ml buffer) was ho-
mogenized in 0.02 mol/l NaPO4 buffer (pH 4.7) containing 0.015 mol/l
Na-EDTA, centrifuged at 10,000 X g for 10 min, and the pellet was
subjected to hypotonic lyses. After a further centrifugation, the pellet was
resuspended in 0.05 mol/l NaPO, buffer (pH 5.4) containing 0.5% hex-
adecyltrimethylammonium bromide and rehomogenized. Suspensions
were then subjected to three freeze-thaw cycles using liquid nitrogen and
centrifuged for 15 min at 10,000 X g; supernatants were used for MPO
assay. The assay was performed by measuring the change in OD at 450 nm
using 1.6 mM 3,3'-5,5'-tetramethylbenzidine (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) dissolved in DMSO (Merck, Rahway, NJ) and 0.003% H,O, (v/v)
dissolved in phosphate buffer (0.05 M NazPO, and 0.5% hexadecyl-
trimethylammonium bromide [pH 5.4]). Results were expressed as the
relative unit that denotes activity of MPO.

The extent of macrophages accumulation in the wound tissue was
measured by assaying N-acetyl-B-p-glucosaminidase (NAG) activity, as
described previously (26, 27). Briefly, the tissue (100 mg tissue/1 ml
buffer) was homogenized in 0.9% saline containing 0.1% Triton X-100
(v/v) and centrifuged at 4°C for 10 min at 3000 X g; supernatants were
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used for NAG assay. The assay was performed by measuring the change in
OD at 405 nm using p-nitrophenyl-N-acetyl-B-pD-glucosaminide (Sigma-
Aldrich) and 0.2 M glycine buffer (pH 10.6). Results were expressed as the
relative unit that denotes activity of NAG.

Total and differential blood cell count

Blood (5 pl) was collected from the tail vein of anesthetized mice and
diluted in Turk’s solution; total cell counts were performed in a modified
Neubauer chamber. In addition, a blood smear was prepared and stained
with Pandtico Rapido (a Diff Quick-based stain, Laborclin, Brasil). The
percentage of monocytes and neutrophils was determined using standard
morphological criteria (25).

Measurement of mRNA expression by real-time quantitative
PCR

Animals were euthanized by an overdose of anesthetic. Wounds and sur-
rounding skin were removed and perpendicularly cut into two halves. One-
half was immediately frozen for molecular biology studies, whereas the
other one was fixed in formalin (4% in isotonic saline) and further processed
for histological analyses. To determine the expression of genes associated
with inflammatory and alternative macrophage activation, total RNA was
obtained from wounds using TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA), according
to manufacturer’s instructions. Total RNA was reverse transcribed with
SuperScript IIT (Invitrogen) as described by the manufacturer. Real-time
quantitative PCR was performed on an ABI PRISM Step-One sequence-
detection system (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) using SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems). The relative expression level of
genes was determined by the 2754 cyele threshold (€0 yoih0d, and data were
normalized by 18S ribosome subunit expression levels. All reactions were
replicated. Primers were generated for nos2 (forward, 5'-AGC ACT TTG
GGT GAC CAC CAG GA-3'; reverse, 5'-AGC TAA GTATTA GAG CGG
CGG CA-3'), IFN-vy (forward, 5'-ACA ATG AAC GCT ACA CAC TGC
AT-3'; reverse, 5'-TGG CAG TAA CAG CCA GAA ACA-3'), fizzl
(forward, 5'-ACC TTT CCT GAG ATT CTG CCC-3'; reverse, 5'-CAG
TGG TCC AGT CAA CGA GTA AGC-3'), dectinl (forward, 5'-GGA
ATC CTG TGC TTT GTG GTA GTA G-3'; reverse, 5'-GGA AGG CAA
GAC TGA GAA AAA CCT C-3'), mrcl (forward, 5'-TCT TTT ACG
AGA AGT TGG GGT CAG-3'; reverse, 5'-ATC ATT CCG TTC ACC
AGA GGG-3'), argl (forward, 5'-TGA CAT CAA CAC TCC CCT GAC
AAC-3'; reverse, 5'-GCC TTT TCT TCC TTC CCA GCA G-3'), and 18S
(forward, 5'-CGT TCC ACC AAC TAA GAA CG-3'; reverse, 5'-CTC
AAC ACG GGA AAC CTC AC-3').

Histological assessment

Samples were collected as described above. Five-micrometer paraffin-
embedded sections were stained with H&E or toluidine blue and exam-
ined under a light microscope (Olympus BX43 with a camera Olympus Q-
color 5). Sections were also stained with Picro-Sirius for collagen quan-
tification and analyzed under polarized light. Morphometric analyses were
performed on digital images using ImageProPlus 7.0 Software.

The extent of epithelialization (distance that the neoepithelium had
extended from the margin of the wound as defined by the presence of hair
follicles in nonwounded skin; known as epithelial tongue) and scar tissue
formation (area comprising from the epidermal—dermal junction down to
the panniculus carnosus and from the borders of the wound—outlined
using the freeform outline tool in ImageProPlus to produce a pixel-based
measurement then converted to square micrometers) was determined on
H&E-stained sections. The number of mast cells was determined by
counting cells in the entire area of wound tissue on toluidine-stained
sections. Organization and maturation of collagen bundles were assessed
on Sirius Red-stained sections. All histomorphometric analyses were
performed in a blind manner.

Measurement of cytokine/chemokine concentrations in the
wounds

Animals were euthanized by an overdose of anesthetic and the wounds and
surrounding skin area were removed and snap frozen in liquid nitrogen. On
thawing and processing, the tissue was homogenized in extraction solution (100
mg tissue/1 ml), containing 0.4 M NaCl, 0.05% Tween 20, 0.5% BSA, 0.1 mM
PMSE, 0.1 mM benzethoniumchloride, 10 mM EDTA, and 20 KI aprotinin,
using Ultra-Turrax. The suspension was then spun at 10,000 X g for 10 min at
4°C. The supernatant was used for ELISAs, which were performed using kits
from R&D Systems (Minneapolis, MN) for murine IL-10, VEGEF, total TGF-
B1, TNF-a, and CXCL1/keratinocyte-derived chemokine (KC), according to
the manufacturer’s instructions. All samples were assayed in duplicate. The
threshold of sensitivity for each cytokine/chemokine was 7.5 pg/ml.
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Statistical analysis

Analyses were performed using the GraphPad Prism 5.3 software. Results
are presented as the mean = SEM. Comparisons between two groups were
carried out using Student ¢ test for unpaired data. Three or more group
comparisons were carried out using one-way ANOVA, followed by
Student-Newman-Keuls multiple comparisons test. Two-way ANOVA was
used for graph lines to verify the interaction between the independent
variables time and strain and was followed by Bonferroni posttest. A p
value < 0.05 was considered significant.

Results

Wound closure is accelerated in germ-free mice

First, to evaluate whether the absence of commensal microbiota
had any impact on wound closure after an excisional skin injury, we
followed the rate of macroscopic wound closure. We observed that
GF mice exhibited a significant increase in percentage of wound
closure after day 3 postwounding compared with CV animals (p <
0.001) (Fig. 1A).

These macroscopic findings were confirmed by histological
assessment of epithelialization at day 7 postwounding. On H&E-
stained paraffin sections, the length of the epithelial tongues (an
indicative of the neoepithelium migration extent from the margin
of the wound) was significantly increased in GF mice in com-
parison with CV control mice (p < 0.001) (Fig. 1B). These
findings indicate that enhanced epithelialization contributed to the
accelerated wound closure of GF mice.

Sustained high levels of IL-10 and TNF-a in the early phase of
wound healing in GF mice

All steps of the healing process are controlled by a wide variety of
cytokines. We observed an increase in wound levels of the
proinflammatory cytokine TNF-a after injury in both GF and CV
groups. However, although in CV mice TNF-a dropped to basal
levels at day 1 postinjury, in GF mice it was kept at higher levels
at least till day 3 (p < 0.05) (Fig. 2A). Interestingly, levels of the
anti-inflammatory cytokine IL-10 were higher in the nonwounded
skin of GF mice when compared with CV mice, remaining sig-
nificantly high until day 3 after wounding (p < 0.05 for all
groups) (Fig. 2B). In wounds from CV mice, similar to TNF-a
kinetics, levels of IL-10 decreased to basal after its peak at day 1
postinjury. Levels of CXCL1/KC, a chemoattractant for neu-
trophils, did not show any difference between groups (Fig. 2C).
These results suggest that GF mice are able to promptly respond to
skin injury by increasing levels of inflammation mediators.

Wound leukocyte profile is markedly altered in germ-free mice

Neutrophils, macrophages, and mast cells are known to rapidly be
recruited into the wound area (9). To evaluate accumulation of
neutrophils and macrophages into wounds, we used MPO- and
NAG-based activity assays, respectively. MPO is the most abun-
dant enzyme in neutrophils, and NAG is expressed in high levels
in activated macrophages; both have been shown to be useful and
reliable markers for neutrophil and macrophage infiltration, re-
spectively (26, 27). We observed that neutrophilic accumulation
was delayed and of lower magnitude into wounds of GF mice
when compared with CV controls (Fig. 3A). Although neutrophil
accumulation into wounds of CV animals reached the peak at day
1 after injury, this peak was displaced to day 3 in GF animals. At
day 7, MPO activity in wound bed had returned to basal skin
levels in both groups. As shown in Fig. 3A, at day 1 after injury,
neutrophils accumulation into wounds of GF mice was signifi-
cantly reduced when compared with CV mice (p < 0.001).

In wounds of GF mice, macrophage accumulation reached the
peak at day 1, and levels of NAG activity were significantly higher
than those in wounds of CV mice (p < 0.01) (Fig. 3B). Moreover,
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macrophage content in wounds of GF mice remained high until day
3 (p < 0.05), as compared with CV mice, which showed increased
levels of macrophages only later, at day 7 postinjury. These data
suggest that, contrary to neutrophils, macrophage accumulation in
GF mouse wounds happens earlier and at higher levels than in CV
mice. Supplemental Fig. 1 illustrates the predominance of neu-
trophils in wounds of CV mice and of mononuclear cells in wounds
of GF mice at day 1 postwounding.

Of note, when we evaluated the number of circulating cells in the
peripheral blood (Table I), we observed that nonwounded GF mice
have ~80% less neutrophils in the peripheral blood than CV mice.
After wounding, there was a gradual increase in blood neutrophil
number in GF mice, although it was still lower than in CV mice.
Similarly, we observed that nonwounded GF mice had ~60% less
monocytes in the peripheral blood than CV mice. Nevertheless,
24 h after injury, although the number of blood monocytes
dropped to the lowest levels in CV mice, this cell type remained
basically unaltered in the blood of GF mice.

To quantify the number of mast cells at wound sites, we used
toluidine blue histological staining. Similarly to macrophages, the
number of mast cells in GF nonwounded skin was already higher
than in CV mouse nonwounded skin. After wounding, the number
of mast cells in the wound bed rose significantly and reached the
highest levels at day 1 postinjury in both groups. Interestingly,
although the number of mast cell decreased significantly after day 1
postinjury in CV mice, mast cells remained high throughout the
observational period in GF mice (Fig. 3C).

Alternatively activated macrophage-related genes are highly
expressed in wound tissue of GF mice

We then evaluated which subtype of macrophages would be ac-
cumulating in the wounds of GF and CV mice. To phenotypically
characterize the macrophages infiltrating the wound tissue, we
analyzed the expression of mRNA for alternatively activated
macrophage-related genes (Dectin-1, Mannose receptor-1, Fizz-1,
and Arginase-1) and for classically activated macrophage-related
genes (IFN-y and inducible NO synthase [iINOS]). We observed
that alternatively activated healing macrophage-related genes were
more highly expressed in wound tissue of GF mice at days 3 and 7
after wounding, as compared with CV mice. In contrast, genes re-
lated to classically activated macrophages were less expressed in GF
and highly expressed in CV mice at days 3 and 7 postinjury (Fig. 4).

Wound angiogenesis is increased in germ-free mice

The kinetics of angiogenesis in the wound tissues was analyzed by
evaluating capillary density in H&E-stained sections. At day 3
after wounding, the capillary density in the wound of GF mice was
significantly increased relative to CV mice (p < 0.001), and it
remained high until the end of the experimental time (Fig. 5A,
5C). Levels of VEGF, an important angiogenic growth factor,
were measured by ELISA. In line with angiogenesis, levels of
VEGF were significantly higher in wounds of GF mice when
compared with CV mice (p < 0.05) (Fig. 5B).

Altered collagen deposition and scar formation in GF mice

The extent of collagen deposition and alignment during dermal
healing may determine the severity of scar tissue formation and
consequently loss of function compared with the original tissue. We
then looked at collagen deposition on the wound area 14 d after
tissue injury by staining histological sections with Picro—Sirius red.
The levels of type I larger collagen fibers, seen as bright orange to
red bundles, were similar in GF and CV mice. However, levels of
type III thinner collagen fibers, seen as green fibrils, were sig-
nificant higher in wounds from GF compared with CV mice
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FIGURE 1. Wound closure is accelerated in GF mice. (A) Time-course
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(Fig. 6A, 6C, 6D). Levels of total TGF-B1, a profibrogenic cy-
tokine, were significantly higher in wounds from CV mice when
compared with GF mice (p < 0.01 at day 3 and p < 0.05 at day 7)
(Fig. 6B). Interestingly, scar tissue area was significantly larger in
CV mice when compared with GF mice (Fig. 6E-G).

GF colonized mice restore wound healing to conventional
mouse level

To demonstrate that alterations observed in GF mice are due to the
absence of commensal microbiota, GF mice were colonized with
feces of CV mice for 21 d. After that, excisional wounds were
created on conventionalized (CVZ) mice. Interestingly, we ob-
served that CVZ mice restore the phenotype of CV mice, as seen by
the wound closure rate, inflammatory cell accumulation and scar
tissue formation (Fig. 7). Wounding cytokines at day 3 after sur-
gery were also unaltered (TNF-a 725 = 261 versus 975 * 218,
IL-10 602 = 273 versus 855 *= 188, and CXCL1 2913 *+ 314
versus 3327 * 499, CV versus CVZ). These results suggest that
the accelerated wound healing phenotype observed in the skin of
GF mice is in fact due to the absence of commensal microbiota.

Discussion

Surface tissues, such as skin and intestinal tract, are continuously
exposed to a number of microorganisms, most of which are
harmless or beneficial to the host. Although there is an increasing
amount of literature systematically evaluating gut and skin mi-
crobial communities diversity in healthy and disease (28) and also
evaluating the role of gut microbiota on the development and
modulation of immune system (29), the influence of microbiota on
skin wound healing is largely unknown. In this study, we disclose
the impact of microbiota on epithelization, inflammation, angio-
genesis, and scar formation after excisional skin injury by a com-
parative study in GF and CV mice. To the best of our knowledge,
the present work provides the first direct evidence for innate/
genetically encoded wound healing mechanisms in adult skin
excisional lesions in contrast with the ones that occur in the setting
of body interactions with microorganisms.

In adult mammals, wound healing is a highly dynamic process
that involves a complex and overlapping sequence of cellular and
biochemical events that range from an immediate response to
damage of skin cells and invading microbial signals to inflam-
matory and angiogenic responses and finally wound fibroplasia and
scar formation (7). Damage or microbial signals activate pattern
recognition receptors such as TLRs in leukocytes that then trigger
antimicrobial defense and/or inflammatory signaling cascades
(30). Interestingly, Lai et al. (22) showed that the resident skin
commensal microbiota is able to modulate local inflammatory
responses after injury in an epithelial-derived TLR dependent
manner. In the case of GF mice, the only cue to stimulate the
healing response just after skin injury are signals from the damage
of skin structures once these animals are devoid of microbiota and
the whole process occurs in sterile conditions. In other words, the
response to skin injury in GF animals is triggered by host-derived
damage associated molecular patterns and activation of disturbed
resident cells. Activation of inflammatory cells is consequently an
integral part of wound healing.

rate were expressed as percentage closure relative to original size (1 —
[wound area]/[original wound area] X 100). For epithelial tongue length,
measurement was considered the extension of the new epidermis from the
boundaries of the healthy one to the tip of migrating/proliferating kerati-
nocytes. Data represent the mean = SEM, n = 7-9 mice for each time point
and group. ***p < 0.001. e, epithelium.
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Neutrophils are one of the earliest immune cells recruited to the
site of injury. The major function of these cells is to protect the host
from infection by combating invading microorganisms and clearing
cellular debris. However, activated neutrophils secrete a battery
of bioactive substances, such as proteases and reactive oxygen
intermediates, which in excess, can lead to tissue damage (8). In
fact, Dovi et al. (11) demonstrated that neutropenia induced by an
antineutrophil serum accelerated the rate of wound epithelial
closure without altering the overall quality of the dermal healing
process in mice. In this study, besides accelerated epithelial clo-
sure, we found reduced neutrophil content in 24-h wounds of GF
mice, although CXCL1 levels were produced to the same extent as
in CV mice in response to injury. Therefore, our data are con-
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of toluidine blue—stained tissue sections. Data represent the mean = SEM;
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sistent with the idea that reduced neutrophil infiltration into
wound site correlates with accelerated wound closure. Mecha-
nistically, our results suggest that the delayed infiltration of
neutrophils after injury in GF mice is, at least partially, due to the
neutropenia in these animals before injury and not due to reduced
local production of neutrophil-related chemoattractants. Indeed,
levels of CXCL1 were unaltered in GF mice as compared with
their CV controls. However, we cannot exclude the possibility
that neutrophils from GF mice were hyporesponsive to chemo-
attractants (18).
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Table 1.  Peripheral blood leukocyte counting

SCARLESS WOUND HEALING IN GERM-FREE MICE

Total Leukocytes (No. of Cells
per mm® of Blood)

Monocytes (No. of Cells
per mm?® of Blood)

Neutrophils (No. of Cells
per mm?® of Blood)

Postoperative Day Ccv GF Ccv GF Ccv GF
Nonwounded skin 160 £ 15 T4 £ Qs 12 =1 5 &£ [ 53 =8 8 £ Qwkx
1d 50 £ 10 72 £5 1 £0.1 T £ EEE 6=*1 11 £2
3d 228 £ 14 95 = 11%#%* 18 £2 9 £ 1* 64 =7 18 =+ 3 #**
7d 162 = 20 136 = 20 112 10 £ 2 43 = 6 35+7
14d 114 = 14 70 £ 6% 7*2 5*0.1 54 = 15 12 £ 3*

Analyses of total number of leukocytes (number of cells per cubic millimeter of blood), monocytes, and neutrophils were performed before and after injury. Data represent

the mean = SEM, n = 5-7 for each time point and group.
**k£ CV p < 0.001, *# CV p < 0.05.

Alongside with the influx of neutrophils, circulating monocytes
enter the wound in response to damage or microbes and differ-
entiate into mature macrophages. The key regulatory role of
macrophages in driving a successful tissue repair has been a matter
of discussion. There is evidence to suggest that the inflammatory
response might serve the function of preventing infection in det-
riment of a fibrotic repair with scar formation. This has been

observed in embryos and PU.1 null mice that heal without excessive
inflammation and scarring (12, 31, 32). Nevertheless, proper acti-
vation of wound macrophages appears central to skin repair as
depletion of these cells results in severe disturbance of the healing
process, for instance, by impairing angiogenesis and collagen de-
position (33-35). In this study, in contrast to reduced neutrophil
infiltration, we observed a significant increase in macrophage in-
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filtration into wounds of GF when compared with CV mice, sup-
porting a beneficial role of wound macrophages for skin repair.

One of the hallmarks of macrophages is their ability to become
activated in response to exogenous and endogenous “danger” signals
with the potential of enhancing inflammation. With the eventual
elimination of the insult, macrophages contribute to the resolution
of the inflammatory response (36). In fact, macrophages are a di-
verse and dynamic population of cells that can perform a wide
range of critical functions in wounding healing. Activated macro-
phages make up a spectrum of activation status varying from
a classical inflammatory phenotype (M1) to a nonclassical or al-
ternative phenotype (M2), also referred to as “repair macrophages,”
that promote wound healing and angiogenesis (14, 37, 38). Inter-
estingly, alternatively activated macrophage-related genes were
highly expressed in wound tissue of GF mice, suggesting the pre-
dominant presence of this macrophage phenotype in the absence of
microbiota. In fact, the most important point when considering the
role of monocytes/macrophages in skin wound healing in GF mice
is possibly the predominance of cells with the M2 phenotype in the
wounds of those animals. These cells are known to contribute to the
resolution of the inflammatory process and to stimulate angiogen-
esis as well as the production of type III collagen by fibroblasts. As
a consequence, we observed an increase in the kinetics of the
healing process and better quality of dermis remodeling, favoring
a regenerative instead of a fibrotic repair process.

Corroborating this idea, we found high levels of IL-10 in wounds
of GF animals. IL-10 is a regulatory cytokine with pivotal func-
tions in the control of inflammation and immune-mediated tissue
damage. IL-10 may not only decrease the inflammatory response to
injury but also create an environment favorable to differentiation
of regulatory M2 macrophages and regenerative wound healing
(39). In fact, IL-10 may be responsible for the scarless repair ob-
served in fetal skin (40). Globally, this could additionally explain
the accelerated wound healing without scarring and the predomi-
nant expression of genes related to M2 macrophages phenotype in
the wounds of GF mice. Although IL-10 levels were increased and
IL-10 can actually decrease inflammation, there were high levels of
the proinflammatory cytokine TNF-o and much inflammation as
seen by the increase of macrophages and mast cells in the wound
bed. These data suggest a controlled inflammatory process in GF
animals that favored successful wound healing.

Mast cells are able to release a variety of soluble mediators, but
their function is less understood when compared with other in-
flammatory cells. Although traditionally viewed as effector cells of
allergic reaction and parasitic diseases, an important role for mast
cells in tissue homeostasis and wound healing is now increasingly
recognized (41-43). Of note, in this study, we found a high and
sustained infiltration of mast cells into wounds of GF animals during
the whole experimental period in contrast to a transient peak of mast
cell infiltration 24 h after wounding in CV mice. On one hand, this
inflammatory cell type seems to play an important role in the pro-
liferation phase where angiogenesis is essential for provision of
oxygen and nutrients to the nascent tissue. Similarly to M2 mac-
rophages, mast cells release angiogenic growth factors, including
VEGF and metalloproteinases that prepare surrounding tissue for
angiogenesis during skin repair (44). In fact, the rich content of M2
macrophages and mast cells strongly suggests a connection with
the high levels of VEGF and high number of capillaries in the
wounds of GF animals. On the other hand, mast cells can limit
inflammatory skin reaction by producing IL-10 (45) that, in turn,
can downregulate mast cell FceRI IgE receptor expression sup-
porting protection against skin allergy sensitization (46).

In addition to inflammation and angiogenesis, both macrophages
and mast cells are also able to regulate fibroplasia at wound sites,
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for instance, by releasing TGF-B1, an important profibrogenic
growth factor (47). Interestingly, GF mice showed lower levels of
TGF-B1 at wound sites that directly correlated with scar formation
in injured skin of these animals when compared with CV mice. It
has been shown that collagen subtype deposition may predict

future scar formation. In fact, the fetal skin, the best model for
scarless healing, is known to contain a greater proportion of type
III collagen in comparison with type I collagen and this differential
collagen deposition during fetal skin healing is thought to con-
tribute to scarless wound healing (48). In this study, we observed
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that GF wounds have a higher proportion of type III collagen as
well as a minimum area of scar tissue.

Finally, to prove that alterations observed in GF mice after
excisional skin injury were indeed due to the absence of commensal
microbiota, we conventionalized GF mice by transferring feces
from CV mice into GF mice. The conventionalization process
restored the phenotype of CV mice as observed by the similar rate
of wound closure, inflammatory cell accumulation, cytokine re-
lease, and scar tissue formation. Our results suggest that, in the
absence of microbiota, skin wound healing is scarless and basically
dependent on a mosaic of intrinsic mechanisms of sensing and
reacting to damage plus the activation of a non-microbial-primed
“immature” immune system (2, 14, 16). In this sense, a parallel
may be drawn with the fetal skin wound healing that occurs in
sterile conditions in utero (i.e., in the absence of microbiota). Both
GF and fetuses share unique properties, including reduced neu-
trophil content, high levels of IL-10 and VEGF, low levels of
TGF-B1 production, deposition of an extracellular matrix rich in
type III collagen, and minimum scar formation after skin injury
(49). This observation is suggestive of the recapitulation of aspects
of the fetal regenerative phenotype in the postnatal skin of animals
that never had any contact with commensal microbiota. From this
point of view, one could speculate that the progressive and dy-
namic contact with microbiota is a key link underlining scarring
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after wound healing in adults. Perhaps, the acquisition of the
ability to deal with infection at the site of wound healing pays the
price of greater scarring under usual nonsterile conditions. Further
studies are required to better understand potential fibrotic and
nonhealing mechanisms of microbiota in skin.

Taken together, our findings suggest that skin wound healing is
accelerated and scarless in the absence of commensal microbiota
because of a controlled inflammatory process characterized by low
accumulation of neutrophils and high levels of alternatively acti-
vated macrophages as well as because of increased angiogenesis at
wound sites. Molecularly, it was associated to elevated levels of IL-
10 and VEGF and low levels of TGF-$1 from the beginning of the
healing process. Understanding how commensals regulate the
healing process provides not only new directions in the patho-
physiology of wounds but also could support strategies to treat
wounds by manipulating microbiota.
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