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Resumo

A injecdo parenteral de proteinas toleradas tem efeitos sistémicos e bloqueia
imunizacdes e reacdes inflamatérias desencadeadas por antigenos ndo especificamente
relacionados. Estes efeitos ndo dependem da presenca dos dois antigenos no mesmo local
e a injecao da proteina tolerada pode preceder a proteina néo relacionada por até trés dias.
A injecdo intraperitoneal de proteinas toleradas minutos antes de lesdes na pele de
camundongos inibe a inflamacao durante o periodo inicial do reparo resultando em cicatrizes
menores, com padrdo de deposicdo de fibras coldgenas na neoderme semelhante ao
encontrado na pele intacta. O efeito da injecdo da proteina tolerada é de acado rapida e
sistémica o0 que nos levou a suspeitar da participacdo de hormonios e neuropeptidios em
seu mecanismo. Neste trabalho investigamos a participacdo do horménio alfa-melandcito
estimulante (a-MSH), do peptideo intestinal vasoativo (VIP), da substancia P (SP) e de
glicocorticéides na melhora do reparo de lesGes de pele. Os niveis plasméaticos de
neuropeptidios foram avaliados por ensaio imunoenzimatico. Trés dias apos as lesdes,
encontramos niveis elevados de a-MSH e niveis inalterados de VIP e SP no plasma de
camundongos tolerantes que receberam uma injecdo i.p. da proteina tolerada. Nestes
camundongos tolerantes, utilizando imunomarcacao, detectamos também maior expressao
de a-MSH na regido das feridas. Os efeitos da injecao i.p. de a-MSH foram semelhantes
agueles produzidos pela injecdo de proteinas toleradas, com reducdo do infiltrado
inflamatoério, reducdo da cicatriz e reorganizacdo das fibras coldgenas com padrao
semelhante ao da pele intacta. A injecdo da proteina agouti, um antagonista do receptor de
a-MSH bloqueou os efeitos anti-inflamatorios da injecdo da proteina tolerada. A injecdo de
um antagonista do receptor de glicocorticoide, RU 486, ndo inibiu estes efeitos. O conjunto
de resultados indicam fortemente a participacdo do neuropeptidio a-MSH nos efeitos anti-

inflamatorios da injecédo de proteinas toleradas.

Palavras chave: tolerancia oral, reparo de feridas, pele, cicatrizacéo, neuropeptidios



Abstract

Parenteral injection of a tolerated protein has systemic effects that are able to block
immune responses and inflammatory reactions triggered by exposure to unrelated antigens.
These effects are not dependent on the presence of the two antigens on the same site and
the injection of the tolerated protein may precede the exposure to the second antigen by up
to three days. The intraperitoneal injection of tolerated proteins soon before skin injury
inhibits the inflammation in the initial phase of healing, resulting in smaller scars and an
arrangement of collagen fibers in the neodermis similar to that found in intact skin. The fast
and systemic effects of tolerated proteins made us suspect of the involvement of
glucocorticoid, neuropeptide alpha-melanocyte-stimulating-hormone (a-MSH), vasoactive
intestinal-peptide (VIP) and substance P (SP) in their anti-inflammatory events. Plasma levels
of peptides were assayed by immunoenzymatic methods. We found increased plasma levels
of a-MSH after tolerated antigen injection, but no alteration in VIP and SP. Using
immunofluorescence we detected higher expression of a-MSH in wounds of mice exposed to
the tolerated protein. The effects of i.p. injection of a-MSH were similar to those of tolerated
antigen i.p. injection, with reduced inflammatory infiltrates, smaller scars and better
organization of collagen fibers. Injection of agouti signaling protein, an antagonist of a-MSH
receptor, blocked the anti-inflammatory effects of the tolerated protein. These results indicate

that a-MSH takes part in the anti-inflammatory and healing effects of the tolerated protein.

Keywords: oral tolerance, wound repair, skin, scarring, neuropeptides
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Tolerancia Imunolégica

Medawar e colaboradores, no fim da década de 50, demonstraram que
camundongos de uma linhagem (por exemplo, A) expostos a células de uma
linhagem diferente (por exemplo, B), durante o desenvolvimento embrionario,
tornavam-se imunologicamente tolerantes as mesmas e na fase adulta
aceitavam um enxerto de pele de doadores da linhagem B (Billingham et al.,
1953). Estas observacfes deram suporte a teoria de que a tolerancia
imunologica seria estabelecida no periodo embrionario ou neonatal, momento
no qual o organismo era capaz de discriminar entre o proprio e o estranho e
eliminar os linfocitos capazes de reagir com o préprio organismo, tal como
proposta posteriormente por Burnet, em 1959, na sua teoria da selecao clonal
(Burnet, 1959). Alguns anos mais tarde, Bandeira e colaboradores fizeram
experimentos semelhantes aos feito por Medawar e colaboradores e
mostraram que animais tolerantes mantém clones aloreativos em seus corpos
coexistindo com células aloantigénicas dos doadores, demonstrando que o
estabelecimento da tolerancia imunolégica ndo depende da delecdo clonal dos
linfécitos aloreativos (Bandeira et al., 1989). Entretanto, atualmente a tolerancia
imunoldgica ainda é entendida, principalmente, com base na teoria da selecdo
clonal proposta por Burnet, sendo definida como um fendmeno capaz de evitar
doencas auto-imunes, por mecanismos através dos quais o sistema imune
evita a auto-reatividade a componentes do proprio organismo (Faria and

Weiner, 2006; Janeway Jr, 2007).
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1.2 — Tolerancia Oral

O estudo da tolerancia imunolégica deveria estar historicamente
vinculado a uma discussdo da tolerancia oral, uma vez que a inibicdo de
reacoes alérgicas pela ingestdo prévia de proteinas da dieta tem sido
registrada experimentalmente desde o inicio do século XX (Besredka, 1909%)
(Wells, 1911). Antes disso, a ingestdo de infusGes de plantas sensibilizantes
(Poisson ivy) era utilizada por populacdes indigenas norte americanas para
evitar dermatites que poderiam surgir em decorréncia do contato com as
mesmas (Dakin, 1929).

Essas observacdes se referem ao que hoje é conhecido como tolerancia
oral, fenbmeno dependente de linfécitos T, classicamente conceituado como
sendo a supressdo especifica de uma resposta imune para um antigeno
previamente administrado por via oral, que pode ser adotivamente transferida
para animais normais por linfécitos T (Richman, 1978; Vaz et al., 1997; Weiner
et al.,, 2011). A tolerancia oral é usualmente avaliada por comparacdo entre
grupos de animais imunizados com um antigeno e que, previamente,
receberam ou ndo este antigeno por via oral e configurada como uma reducao
significativa das respostas dos animais que ingeriram o antigeno. Na maioria
dos trabalhos a tolerancia oral é vista como uma inibicdo das respostas
imunes. Entretanto, estudos realizados por Verdolin e colaboradores, em 2001,
mostraram que a reducdo das respostas imunes ndo € a consequéncia mais
significativa da ingestdo de proteinas: o que ocorre € uma estabilizacdo da
formacdo de anticorpos especificos em resposta a imunizacées subsequentes

em niveis inversamente proporcionais a dose de antigeno previamente ingerida

1Besredka, A. (1909). De l'anaphylaxie. Sixiémememoire de I'anaphylaxielactique. Ann.Inst.Pasteur, 23, 166-174.
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(Verdolin et al., 2001). Trata-se, portanto, de um fendmeno fisiologico, ativo
(Bandeira et al., 1989; Castro-Junior et al., 2012) e diario, a partir do qual o
organismo € capaz de conviver harmonicamente com proteinas de sua dieta e,
além disso, com uma grande variedade de produtos de bactérias (a microbiota
nativa) que colonizam a mucosa intestinal (Macfarlane and Macfarlane, 1997).
A mucosa intestinal € um ambiente rico em linfocitos (Faria and Weiner, 2005;
Mayer and Shao, 2004; Weiner et al., 2011) e representa um dos maiores
componentes do sistema imune (Bhardwaj et al., 1997; Faria and Weiner, 2005;
Moog, 1981; Weiner et al., 2011). Nesse local, o0 organismo interage com uma
parcela das proteinas da dieta, que sédo absorvidas intactas ou parcialmente
digeridas e integradas a dindmica interna do sistema imune (Gardner, 1988).
Os mecanismos propostos para explicar a ocorréncia da tolerancia oral
apos a administracédo oral de altas doses de antigeno, sugerem, por exemplo,
que a ligacdo entre o receptor de célula T (TCR) e o complexo MHC-peptideo
pode acontecer na auséncia de co-estimulacdo ou concomitantemente a
presenca de ligantes inibitérios (CD95 e CD95L) levando a supressdo da
resposta imune, pela anergia ou delecéo de linfocitos (Faria and Weiner, 2005;
Mayer and Shao, 2004; Weiner et al., 2011). Porém, observacbes de que
camundongos neonatos ndo susceptiveis a tolerancia oral podem tornar-se
susceptiveis se receberem adotivamente linfécitos singénicos de doadores
adultos (Hanson, 1980), sugerem que a tolerancia oral € um fendmeno que
requer algum grau de organizagao sistémica e ndo um fenémeno subtrativo tal
como os citados anteriormente (Vaz et al., 1997).
O estabelecimento da tolerdncia oral apos a administracdo oral de
baixas doses de antigeno, por sua vez, € explicado pela ativacdo de células T

regulatérias. Alguns trabalhos mostram que estas células suprimem a resposta
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imune através de citocinas imunosupressivas secretadas ou ligadas a
superficie celular ou por meio de receptores inibidores cognatos (Cunha A. P.,

2009; Faria and Weiner, 2005; Weiner et al., 2011).

1.3 — Tolerancia oral e seus efeitos indiretos

Inesperadamente, em camundongos tolerantes a ovalbumina (OVA),
tentativas de imunizacdo parenteral com OVA em adjuvante, inibem também
respostas imunes para antigenos nao relacionados injetados simultaneamente
ou até trés dias depois do antigeno tolerado. Carvalho e colaboradores
denominaram este fendbmeno como efeitos indiretos da tolerancia oral
(Carvalho and Vaz, 1996; Carvalho et al., 1994). Originalmente, o fendémeno foi
descrito por Vaz e colaboradores (Vaz et al., 1981). Camundongos oralmente
tolerantes a OVA apresentavam um titulo reduzido de anticorpos anti-
dinitrofenil (anti-DNP) quando imunizados com DNP-OVA, mas respondiam
normalmente a DNP-KLH. Entretanto quando, nestes animais tolerantes a
OVA, a DNP-KLH era administrada simultaneamente a DNP-OVA, a formacé&o
de anticorpos anti-DNP era reduzida; isto ndo acontecia em animais n&o
tolerantes a OVA. No mesmo estudo foi demonstrado que animais tolerantes a
OVA quando imunizados com OVA e agregados de globulina humana (HGG)
tinham a producgéo de anticorpos para HGG reduzida (Vaz et al., 1981). Desde
entdo, diversos trabalhos tém sido realizados no intuito de melhor compreender
estes efeitos e tém confirmado que a injecdo de uma proteina tolerada nédo é
neutra para o sistema imune (Carvalho and Vaz, 1996), sendo capaz de inibir

respostas imunes a outros antigenos néo relacionados (Carvalho et al., 1994).
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Utilizando um modelo de encefalomielite experimental autoimune (EAE),
Miller e colaboradores demonstraram que ratos oralmente tolerantes a OVA e
imunizados posteriormente com OVA e proteina basica de mielina (MBP) em
adjuvante apresentavam uma reducao da EAE (Miller et al., 1991).

Além da OVA, os efeitos indiretos da tolerancia oral podem ser induzidos
por proteinas da dieta usual de camundongos de laboratério, tais como a zeina,
a principal proteina do milho, e mesmo por componentes do préprio corpo,
como fibrinogénio murino, ao qual o organismo é naturalmente tolerante
(Carvalho and Vaz, 1996).

O antigeno néo relacionado deve ser administrado simultaneamente ou
até trés dias ap6s o antigeno tolerado. A injecdo do antigeno tolerado 24h
depois do nédo relacionado, ou somente na imunizagdo secundaria, ndo tem
efeitos inibidores (Carvalho et al., 1997). Além disso, a reducao da producéo de
anticorpos para a proteina nao relacionada permanece em imunizactes
posteriores mesmo na auséncia do antigeno tolerado (Carvalho et al., 1994).

Na década de 90, Weiner e colaboradores sugeriram que os efeitos
inibitérios observados em decorréncia da injecdo parenteral de uma proteina
tolerada juntamente com um antigeno nao relacionado, poderiam ser
explicados por um mecanismo descrito como “supressdo do espectador
inocente” (innocent bystander suppression) (Miller et al., 1991). A inibicdo da
resposta ao antigeno nao relacionado ocorreria pela proximidade dos linfécitos
tolerantes a OVA que secretariam citocinas supressoras que atuariam sobre
todos os linfocitos a seu redor (Miller et al.,, 1991). No entanto, os efeitos
inibitérios da injecdo de antigenos tolerados ndo dependem da presenca de
ambas as proteinas em um mesmo local; eles ocorrem mesmo quando 0s

antigenos séo injetados por vias diferentes (subcutanea e intraperitoneal). Além
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disso, a inibicdo de respostas ao antigeno nao relacionado ocorre em
imunizagdes subsequentes mesmo na auséncia do antigeno tolerado (Carvalho
et al.,, 1994; Carvalho et al., 1997). Ha também evidéncias de que os efeitos
inibidores ndo decorrem do que se conhece como competicdo antigénica
(Carvalho et al., 1994). O fendmeno, enfim, ndo depende da presenca de
ambas as proteinas em um mesmo local (Azevedo et al., 2012; Carvalho et al.,
2002; Carvalho et al., 1997)

Além de inibir a producdo de imunoglobulinas, a injecdo da proteina
tolerada também é capaz de inibir eventos inflamatérios tais como: (a) a
formacdo de granulomas pulmonares ao redor de ovos de Shistossoma
mansoni, quando ocorrem também mudancas significativas na expressado de
ICAM-1 (Azevedo et al., 2012); (b) o edema de pata induzido pela injecao de
carragenina (Ramos et al., 2009); (c) a fibrose no coracao de ratos apds infarto
do miocardio por uma overdose de isoproterenol (Ramos et al., 2012); (d) a
peritonite induzida pela imunizacdo com ovalbumina e uma segunda proteina
nao relacionada (Ramos et al., 2009); e (e) alteracbes em feridas cirdrgicas
cutaneas, com reducao da area do tecido de granulacdo, do nimero de células
inflamatérias e de fibroblastos e com alteracdo do processo de remodelamento
da regido da ferida, incluindo um padrdo de deposicdo de matriz extracelular
mais similar ao observado na pele intacta, com caracteristicas mais proximas
do processo regenerativo e sem atraso do fechamento da leséo (Costa et al.,

2011).
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1.4 — A pele

A pele € o maior 6rgdo humano representando 16% de todo peso
corporal, sendo fisiologicamente destacada pela protecdo contra perda de
agua, contra lesdes ou penetracdo de bactérias. Desempenhando um papel
importante também na regulacdo da temperatura corporal, na absorcdo dos
raios ultravioletas do sol e consequente sintese de vitamina D, na excrecao por
meio de glandulas sudoriparas, bem como de percepcao do ambiente ao qual
esta inserida (Gartner, 2007). E importante pensar que a pele também fornece
nichos nos quais a microbiota e fungos podem viver(Brodell, 2008).

E constituida pela epiderme, uma camada mais externa, composta por
um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado constituido por quatro tipos
celulares: queratinécitos, células de Langerhans, melandcitos e células de
Merkel. Nessa camada de epiderme também se encontram linfocitos
intraepitelias. Logo abaixo da epiderme se observa a derme constituida por
duas regides: a derme papilar (tecido conjuntivo frouxo) e a derme reticular
(conjuntivo denso ndo modelado). Na primeira, mais superficial, encontram-se
as papilas dérmicas que se interdigitam com as cristas epidérmicas sendo
constituidas por fibras reticulares (colageno | e lll bem finos) e fibras elasticas
(Junqueira, 2004). Na segunda, mais profunda, a derme reticular, contém
estruturas epidérmicas, tais como as glandulas sudoriparas e sebaceas e os
foliculos pilosos, sendo composta por fibras mais espessas e entrelacadas de
colageno do tipo | e fibras elasticas, além de dermatam sulfato. Nela
encontram-se fibroblastos, células inflamatérias e, quase sempre células
adiposas na regido mais profunda da derme reticular (Brodell, 2008; Gartner,

2007; Junqueira, 2004).
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O paniculo adiposo (também conhecido como hipoderme ou “gordura”
subcutanea) é constituido por um tecido conjuntivo frouxo com quantidades
variaveis de tecido adiposo e esta localizada abaixo da derme. Em alguns
animais, como camundongos e coelhos, abaixo do paniculo adiposo observa-
se a presenca de uma camada vestigial de musculo estriado, denominada

paniculo carnoso (McGrath and Uitto, 2010).

1.5 — Reparo de feridas de pele

Uma lesdo na pele envolve uma rede de comunicagcbes entre 0s
diferentes tipos celulares constituintes de seus diversos compartimentos e de
sua matriz extracelular (MEC) (Eming et al., 2007). E um processo complexo,
que apresenta uma sequéncia definida de eventos que se sobrepdem de forma
continua e temporal tendo a participagdo de variados fatores de crescimento,
citocinas, entre outras substancias (Pagnano, 2009; Rolfe and Grobbelaar,
2012). Pode ser dividido didaticamente em trés  estagios:
hemostasia/inflamacéo, proliferagcdo e remodelamento (Bielefeld et al., 2013;
Rubin, 2006; Satish and Kathju, 2010; Schreml et al., 2010; Schultz et al.,
2011).

Nas fases mais iniciais do reparo ocorre a formagdo de um coagulo rico
em fibrina que preenche o espaco criado pelo ferimento, restabelecendo a
hemostasia e funcionando como uma matriz provisoria que permite a migracao
de células inflamatdrias, tais como neutrofilos e mondcitos-macréfagos, além
de formar uma barreira contra a invasdo de microrganismos superficiais
evitando ainda a perda de plasma e liquido tissular (Bielefeld et al., 2013;

Rubin, 2006). Nesse contexto as plaquetas s&o importantes nao somente
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porque promovem a hemostasia, mas também fornecem fatores de
crescimentos e citocinas pro-inflamatorias que medeiam o recrutamento de
células infamatorias e fibroblastos para o local da ferida. Além delas, outros
produtos derivados de células lesadas e bactéria também contribuem para
atrair neutroéfilos para o local da lesdo (Eming et al., 2009).

Sobrepondo-se a essa fase de hemostasia hda uma ativacdo de
queratindcitos, e uma fase denominada inflamatéria onde ha um influxo de
leucdcitos polimorfonucleares, seguido pelo recrutamento de mondcitos do
sangue, que se diferenciam em macréfagos e passam a ser as células mais
abundantes no local da lesdo e infiltracdo de linfocitos. Os macréfagos
degradam e removem componentes do tecido danificado e neutréfilos que
morrem no local (Bielefeld et al., 2013; Rubin, 2006; Satish and Kathju, 2010)..
Além disso, macrofagos ativados sintetizam substancias importantes como
colagenases, fatores de crescimento e citocinas responsaveis pela migracdo de
células epiteliais e o desenvolvimento do tecido de granulacdo direcionando a
angiogénese e ativando fibroblastos (Rubin, 2006). Os mastécitos sao
responsaveis pela ativacao de células do endotélio e consequente aumento da
expressdo de moléculas de adeséo (Egozi et al., 2003), ativam os fibroblastos
que sintetizam colagenos e auxiliam a deposicdo da matriz temporaria e,
posteriormente, de matriz permanente (Ilba et al., 2004; Wulff et al., 2012).
Moléculas de fibrinas, fibronectina, vitronectina e tenascina C ajudam a compor
a matriz provisoria (Eming et al., 2009).

Na fase de proliferacdo ha um aumento do nimero e da migracdo dos
queratinécitos resultando na restauracédo do epitélio. H4 também a proliferacéo
de fibroblastos, deposicdo de matriz extracelular e angiogénese com formacéo

do tecido de granulacdo constituido principalmente por fibroblastos,
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miofibroblastos, macréfagos e capilares em proliferacdo (Eming et al., 2009;
Rubin, 2006).

O papel dos subtipos de células T durante o reparo ainda é incerto. E
provavel que células Thle Th2 regulem diferencialmente o microambiente da
ferida através da secrecédo de citocinas diferentes (Azouz et al., 2004; Park and
Barbul, 2004). Células Thl caracterizam-se pela producdo de IFN-y, IL-2 e
TNF-B, enquanto que as células Th2 liberam interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13. Os
perfis de expressao de citocinas tém sido associados com diversos estados de
ativacao de macrofagos e processos de remodelamento de tecido. As células T
também podem influenciar a cicatrizacdo por interacdes diretas célula-célula
com células residentes ou nao no local da ferida como, por exemplo, a ligacédo
da glicoproteina CD40L expressa nas células T pode interagir com CD40
expressa em queratindcitos, fibroblastos, plaguetas e macréfagos, e assim
alterar o seu perfil de expressdo de mediadores inflamatorios, e
consequentemente, fungdes de reparo tecidual (Eming et al., 2009; Kaufman et
al., 2001; Park and Barbul, 2004).

Varios estudos sugerem que a infiltracdo de células T no local da ferida
esta associada com prejuizos a cicatrizacdo de feridas, enquanto outros
relatam que células CD4+ (células T auxiliares) tém um papel positivo na
cicatrizacdo de feridas e as células CD8+ (células-T supressoras citotéxicas)
desempenham um papel inibitério na cicatrizacdo de feridas (Park and Barbul,
2004).

Na pele, as células T yd, também chamadas células T epidérmicas
dendriticas (DETC), que sao restritas a epiderme, sdo importantes na
manutencao da integridade do tecido estdo ativadas na cicatrizacéo de feridas.

As DETC séo consideradas fontes importantes de fatores de crescimento que
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resultam na proliferacéo e diferenciacdo de queratinécitos (Eming et al., 2007;
Jameson et al., 2002; Sharp et al., 2005).

Em uma fase mais tardia do processo de reparo ocorre 0
remodelamento da matriz resultando na formacdo da cicatriz e
restabelecimento de sua barreira (Eming et al.,, 2014). Em condicGes
fisiologicas normais a restauracdo da epiderme e a remodelacdo da matriz
tende a restabelecer a integridade da pele de maneira normotrofica (com
pequena cicatriz). Quando o reparo normal da errado, ha dois resultados
principais: um defeito ulcerativo da pele, como uma ferida crbnica, ou uma
formacao excessiva de cicatriz (cicatriz hipertréfica ou o queldide). Na
cicatrizacdo hipertrofica, ha um rapido crescimento da derme, que geralmente
regride ap0ls seis meses, as fibras de colageno sao depositadas paralelamente
a superficie da pele e seus vasos sanguineos estao orientados verticalmente.
Ja em queldides, ha um crescimento continuo da cicatriz, que se estende além
das margens do tecido lesado, sem regressao espontanea, com bandas de
colageno espessas e orientadas ao acaso (Eming et al., 2014). Durante a fase
de remodelamento do tecido as células T constituem o subconjunto de
leucécitos mais frequente em feridas de pele humana (Eming et al., 2009;
Fishel et al., 1987).

Em humanos adultos, aproximadamente 30 por cento das cicatrizes se
tornam hipertréficas, retraidas e menos resistentes a tensdo sendo
constituidas, em sua maioria, por matriz extracelular (MEC) rica em colageno
(Hopkinson-Woolley et al., 1994; Satish and Kathju, 2010; Schreml et al., 2010;
Schultz et al., 2011). Por outro lado, o fechamento de feridas de pele em fetos
€ caracterizado por rapida re-epitelizacdo, auséncia de inflamacdo e

restauracdo normal da arquitetura do tecido (Coolen et al., 2010), processo
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chamado regeneracao (Bielefeld et al., 2013; Gurtner et al., 2008). E importante
ressaltar que em feridas de adultos estas fibras apresentam-se organizadas em
bandas paralelas a epiderme, enquanto que em feridas fetais o colageno
depositado apresenta um padrao reticular indistinguivel das fibras encontradas
no tecido adjacente a lesdo (Bielefeld et al., 2013; Rolfe and Grobbelaar, 2012;

van Zuijlen PP, 2003).

1.6 — Neuropeptidios, sistema imune e pele

A relacdo entre os sistemas nervoso e imune na pele pode ocorrer
através de fibras nervosas as quais liberam fatores neurais e podem, por
exemplo, influenciar a apresentacdo de antigenos por células de
Langerhans/dendriticas para células T naive induzindo-as para um perfil Ty2 ou
Tul7, além disso, podem atuar na ativacdo e quimiotaxia de neutrofilos,
macréfagos e linfécitos para o local da lesdo, degranulacdo de mastocitos,
alterando o fluxo sanguineo e o edema local (Chiu et al.,, 2012; Madva and
Granstein, 2013).

Quando algum estimulo ativa sinais aferentes em nervos sensoriais,
reflexos antidromicos do axonio podem ser gerados e induzir a liberacdo de
neuropeptidios nos terminais periféricos dos neurénios(Chiu et al., 2012).

Os neuropeptidios sdo um grupo heterogéneo de moléculas
polipeptidicas constituidas por aproximadamente 5 a 50 aminoacidos. Eles séo
produzidos a partir de grandes precursores, 0s quais sao clivados e
modificados apés a traducdo (Auriemma et al., 2012; Lotti et al., 1995; Luger,

2002; Roosterman et al., 2006; Scholzen et al., 1998).
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Os neuropeptidios podem ter acdo paracrina, autdcrina ou enddécrina
sendo produzidos na hipdéfise (Catania, 2007), pelas fibras noradrenérgicas e
colinérgicas do sistema nervoso autbnomo ou pelas fibras sensitivas,
predominantemente pelos pequenos neurdnios aferentes ndo mielinizados, as
fiboras C, e, em menor quantidade, pelas pequenas fibras mielinizadas AJ,
presentes, por exemplo, na pele ou nos o6rgaos linféides (Martinez-Martinez et
al., 2012; Roosterman et al., 2006; Scholzen et al., 1998). Podem também ser
produzidos por células do sistema imune, residentes ou que infiltram na pele
sob condi¢des inflamatérias (Hiltz and Lipton, 1990; Kokot et al., 2009;
Scholzen et al., 1998).

Um fato curioso é que a denervacdo da pele ocasiona um retardo no
tempo de fechamento de lesdes cutaneas (Fukai et al., 2005), impede a
regeneracdo de membros em anfibios urodelos (salamandras, por exemplo)
(Dresden and Moses, 1973), elimina a capacidade de regeneracédo e prejudica
o reparo em lesbes na orelha de camundongos das linhagens MRL/MpJ e

C57BL/6, respectivamente (Buckley et al., 2012).

1.7 — Hormoénio Alfa-Melanécito Estimulante

Embora ha muito tempo conhecido por sua funcdo na sintese de
melanina (Shizume et al., 1962) atualmente sabe-se que o hormoénio alfa-
melandcito estimulante (a-MSH) apresenta também ampla atividade anti-
inflamatoria (Brzoska et al., 2008), sendo a maioria dos efeitos observados in
vitro encontrada juntamente com a expressdo de seu receptor de

melanocortina do tipo 1 (MC-R1) (Luger and Brzoska, 2007).
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Este peptideo € produzido na pars intermédia da adeno-hipofise e por
células residentes ou circulantes na pele, tais como queratinocios (epidermais e
foliculares), melandcitos epidermais, sebdcitos, células da microvasculatura
dérmica, células de Langerhans, células do foliculo piloso, células da glandula
sudoripara, mondcitos e macrofagos (Rajora et al., 1996; Scholzen et al., 2000;
Slominski et al., 2000; Star et al., 1995; Thody et al., 1983).

O a-MSH é um peptideo constituido por treze aminoacidos originado a
partir do processamento poés-traducional da pro-opiomelanocortina (POMC)
pela acdo proteolitica de uma familia de convertases pro-hormdnios, dentre
elas as enzimas PC1 e PC2/7B2 (Brod and Hood, 2008; Catania and Lipton,
1993; Harvey et al., 2012; Lipton and Catania, 1997; Luger et al., 1997; Muffley
et al., 2011; Thody et al., 1983).

O peptideo hormonal a-MSH suprime a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (Luger and Lotti, 1998), de histamina (Grutzkau et al., 2000), de
prostaglandina, de radicais superoxidos (Star et al., 1995), a proliferacdo de
linfécitos T, a inducado de IL-10 (Bhardwaj et al., 1997), a ativacdo de basofilos
humanos induzida por alérgeno(Bohm et al., 2012), os niveis de expressdo das
moléculas de adeséo E-selectina, VCAM (Kalden et al., 1999 ) e ICAM-1(Luger
et al., 2003) e de moléculas co-estimulatorias, tal como CD86 (Raap et al.,
2003). Além disso, ele é capaz de inibir a ativacdo de NF-kB aumentando os
niveis de cAMP impedindo a degradacdo da subunidade inibitéria IkBa e a
translocacdo da subunidade p65 de NF-kB para o nucleo em células
monociticas humanas da linhagem U937 (Manna and Aggarwal, 1998;
Moustafa et al., 2002) e células endoteliais da microvasculatura dérmica

(Scholzen et al., 2000). Grande parte dos efeitos anti-inflamatérios
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demonstrados in vitro ocorreram juntamente como aumento da expressao de
MC-1R (Kalden et al., 1999).

Na pele o a-MSH atua na regulacéo da proliferacdo e diferenciacdo de
queratinécitos e melandcitos, e modulacdo da producdo de citocinas por
células endoteliais e fibroblastos (Scholzen et al., 1998). Também foi
demonstrado que ele €& capaz de induzir células T reguladoras
imunossupressoras in vitro e in vivo, as quais inibem a progressdo da
inflamacédo de pele, semelhante a psoriase, e suprimiram a ativacdo e
proliferacéo de células T efetoras de pacientes com psoriase (Auriemma et al.,
2012).

O tratamento com a-MSH é capaz de reduzir o edema de pata induzido
pela injecdo de carragenina (Hiltz and Lipton, 1990), reduzir a inflamacao
alérgica das vias aéreas (Raap et al., 2003) e suprimir a sintese de colageno e
reduzir a fibrose tecidual em modelo murino de escleroderma (Kokot et al.,
20009).

Interessantemente, estudos mostraram que durante a regeneracao em
larvas de Xenopus laevis (ordem anura), ha elevacao da expressédo de POMC,
um precursor do horménio a-MSH, em blastemas (tecido formado na regiao
amputada que se desenvolvera na estrutura perdida) (King et al., 2003).

Existem cinco subtipos de receptores de melanocortinas, MC-1R a MC-
5R, os quais pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina G e
possuem sete dominios transmembranicos. Podem ser expressos em
diferentes células (Brzoska et al., 2008; Luger and Brzoska, 2007), sendo MC-
1R, MC-4R e MC-5R os que apresentam maior afinidade para a-MSH e séao
expressos em células da pele e do sistema imune (Brzoska et al., 2008; Luger

and Brzoska, 2007).
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Na pele a expressao do receptor MC-1R pode ocorrer em melandcitos
(Bohm et al., 1999), queratindcitos (Curry et al., 2001; Moustafa et al., 2002;
Muffley et al., 2011), fibroblastos (Bohm et al., 2006b; Brzoska et al., 2008;
Catania et al., 1996), basofilos(Maaser et al., 2006; Manna and Aggarwal,
1998), ceélulas endoteliais e células da unidade pilosebacea. Além disso,
macrofagos/monacitos, linfécitos, neutréfilos, mastécitos e células dendriticas
também expressam esse receptor(Brzoska et al., 2008; Luger, 2002; Maaser et
al., 2006). Sua expressdo em células do sistema imune é associada a uma
reducdo significante da ativacdo e translocacdo de NF-kB sugerindo sua
participacdo na reducédo da inflamacao (Luger, 2002; Maaser et al., 2006;
Madva and Granstein, 2013).

Alfa-MSH nao apresenta afinidade por MC-2R (Brzoska et al., 2008) e
possui uma afinidade pequena para o MC-3R, que é menor ou igual a do
hormonio adrenocorticotrépico (ACTH). Ha evidéncias da expressao de MC-3R
em macrofagos e linfocitos sugerindo que eles medeiem alguns dos efeitos
anti-inflamatérios do a-MSH (Getting et al., 2003; Maaser et al., 2006).

O MC-4R, na pele, é expresso em células da papila dermal e MC-5R
pode ser encontrado em mastécitos, adipdcitos, sebdcitos e macrofagos.
Ambos receptores apresentam uma alta afinidade para o peptideo a-
MSH(Bohm et al., 2006a; Brzoska et al., 2008). Nas células B e T a ligacao de
a-MSH ao receptor MC-5R ativa a via JAK/STAT, o que sugere uma acao
imunomodulatéria deste receptor (Buggy, 1998). O MC-5R atua na regulacdo
da secrecdo das glandulas sebaceas e termoregulacdo. Camundongos
mutantes para o gene mc-5r apresentam uma reducdo na secrecdo das

glandulas sebaceas (Buggy, 1998; Chen et al., 1997; Maaser et al., 2006) Além
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disso, esse receptor pode ser encontrado em linfécitos (Luger and Brzoska,
2007).

Tanto o a-MSH quanto o MC-1R séo expressos durante o reparo de
feridas cutaneas, tanto em células inflamatdrias, quanto queratinécitos da
borda da ferida (Muffley et al., 2011).

Uma das perguntas que nos fizemos, que resultou no primeiro artigo
publicado desta Tese, foi se a injecdo i.p. de a-MSH reduzia o infiltrado
inflamatorio e melhorava o processo de reparo de feridas cutaneas (de Souza

et al., 2015).

1.7.1 — Proteina agouti

A proteina agouti & expressa na regido do foliculo piloso, onde afeta a
pigmentacao da pele por ser um antagonista de MC-1R (Bultman et al.,
1992; Lu et al.,, 1994). A ligacdo de a-MSH ao receptor eleva os niveis de
CAMP e ativa a tirosinase, enzima limitante da velocidade de melanogénese,
resultando na producdo de eumelanina. Na presenca de agouti, a sintese de
eumelanina é desligada e a via padrdo de producdo da feomelanina € ativada
(Dinulescu and Cone, 2000). E uma molécula de sinalizagdo paracrina
secretada por células da papila dermal (Bultman et al., 1992; Lu et al., 1994)
cuja acdo € um classico antagonismo competitivo pelos receptores de
melanocortina (Willard et al.,, 1995). Dessa forma, a proteina agouti é um
potente antagonista de MC-1R e MC-4R (faixa nanomolar), um antagonista
relativamente fraco de MC-3R, e um antagonista muito fraco para o MC-5R

(Yang et al., 1997).
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1.8 — Substancia P

Além do a-MSH, outros neuropeptidios podem influenciar o reparo de
feridas e/ou a tolerancia oral. A substancia P (SP) produzida pelo sistema
nervoso (Brownstein et al., 1976; Duffy et al., 1975; Takahashi and Otsuka,
1975), por linfocitos (Lai et al., 1998), macréfagos (Germonpre et al., 1999),
células epiteliais, queratindcitos (Watanabe et al., 2001), células endoteliais
(Linnik and Moskowitz, 1989) e eosindfilos (Aliakbari et al.,, 1987) tem seus
efeitos mediados pelo receptor neurocinina—1 (NK-1) que é expresso em
células tronco epiteliais do bulbo piloso, sugerindo que este neuropeptidio pode
ser um mediador do efeito da inervacdo na regeneracao da pele (Martinez-
Martinez et al., 2012), além disso, o tratamento topico de feridas com SP

diminui o tempo de cicatrizagao (Kant et al., 2013).

1.9 — Peptideo intestinal vasoativo

O peptideo intestinal vasoativo (VIP) é produzido por neurdnios e células
endocrinas (Gomariz et al.,, 2001), sendo encontrado em fibras presentes no
trato respiratério (Nohr and Weihe, 1991; Said and Mutt, 1969), no baco, timo
(Bellinger et al., 1997), nas placas de Peyer (Ottaway et al., 1987) e em células
inflamatorias como linfécitos (Gomariz et al.,, 1994a; Gomariz et al., 1994b;
Leceta et al., 1994), neutréfilos e mastocitos (Cutz et al., 1978; O'Dorisio et al.,
1980). VIP aumenta a producéo do fator de crescimento endotelial (VEGF) por

queratindcitos (Kakurai et al., 2009) e, se administrado simultaneamente ao
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tratamento oral com ovalbumina (OVA), pode aumentar os efeitos tolerogénicos

(Wang et al., 2007).

1.10 — Glicocorticoides

Os glicocorticéides (GCs), também chamados glicocorticosteroides,
corticosterdides ou esterdides, sdo hormoénios secretados pelo cértex da
glandula supra-renal, especificamente pela zona fasciculada. O cortisol ou
hidrocortisona € o principal GCs natural circulante no ser humano, enquanto
que a corticosterona predomina em camundongos (Gartner, 2007). Sua sintese
€ estimulada pelo horménio adrenocorticotréfico (ACTH), secretado pela pars
distalis da hipofise anterior, em resposta a liberacdo, pelo hipotalamo, do
neuropeptidio  denominado  hormoénio liberador de  corticotrofina
(CRH)(Charmandari et al., 2005). Quando os niveis de GC no sangue estao
altos, por meio de um feedback negativo, a producédo de horménio liberador de
corticotrofina (CRH) € inibida e, consequentemente, a liberacdo de ACTH pela
hipofise também (Barnes, 2011; Biddie et al., 2012; Charmandari et al., 2005).
Além disso, o horménio antidiurético (ADH), a ocitocina e as catecolaminas
podem alterar a liberacdo de ACTH, assim como estados de febre,
hipoglicemia, estresse e alteracdo do ciclo de sono-vigilia. J& em situacdes de
ansiedade, de cirurgia, de dor excessiva, dentre outras, a liberacdo de ACTH e
CRH encontra-se aumentada elevando o nivel plasmatico de cortisol (Barnes,
2011; Biddie et al., 2012).

O efeito transcricional dos glicocorticoides se processa através do
receptor de glicocorticéide (GR), uma proteina intracelular pertencente a

superfamilia de receptores de horménios esteréides. Os receptores de
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glicocorticéides permanecem inativos, no citoplasma, devido a ligacdo com um
complexo multiprotéico do qual faz parte a proteina HSP-90. Quando o
horménio se liga ao receptor, este sofre uma mudanca alostérica que resulta na
dissociacdo da proteina HSP-90 e outras, expondo as sequéncias de
localizacdo nuclear (NLSs), permitindo, assim, que o complexo hormdnio-
receptor migre para o ndcleo e interaja com sequéncias especificas no DNA,
denominadas elementos de resposta a glicocorticdéides, modulando a
transcricdo de diferentes genes responsivos a glicocorticoides, localizados nas
proximidades dessas sequéncias (Palma et al., 2007).

Os GCs representam o agente antiinflamatério e imunossupressor
endégeno mais poderoso, interferindo em praticamente todas as etapas das
respostas imuno-inflamatérias (Vukelic et al., 2011). Eles tém sido relacionados
com reducdo da proliferacdo de linfécitos, principalmente T e com diminuigéao
da migracdo e ativacao de leucdcitos por meio da inibicdo da expressao das
moléculas de adesdo e reducdo da producdo de prostaglandinas e
leucotrienos. Além disso, os GCs inibem a produgcdo de um amplo espectro de
citocinas, incluindo IL-1, IL-2, IL-6, do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
atenuam os efeitos de certas moléculas inflamatérias em varios tecidos-alvo.
Em concentracdes fisioldgicas, os GCs inibem a producdo de citocinas de
células T auxiliares de tipo | e estimulam a producao das citocinas de Tipo 2,
deslocando, entdo, o padrdo das respostas imunoldgicas (DeKruyff et al.,
1998).

Estudos mostram que a sintese de cortisol na epiderme pode ser
induzida por lesédo tecidual, bem como pela citocina pro-inflamatoria IL-1.
(Hofman et al., 2007). Enquanto a aplicacéo sistémica de glicocorticéides inibe

0 processo de reparo de feridas, uma vez que reduz a contracdo da ferida e



34
suprime as respostas celulares, incluindo a formacéo do tecido de granulacéo,
proliferacéo de fibroblastos e sintese de colageno (Bitar et al., 1999; Christian
et al., 2006; Oxlund et al., 1979), o tratamento tépico, com baixas dosagens,
acelera a cicatrizacao da lesao, reduz a dor e o exsudado e impede a formacé&o

de uma quantidade excessiva de tecido de granulacéo.
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2 — Justificativa

Em humanos adultos lesbes de pele resultam na formacgao de cicatrizes,
que frequentemente se tornam hipertroficas, retraidas e menos resistentes a
tensdo, constituidas, em sua maioria, por uma MEC rica em colageno
paralelamente distribuido em relacdo a epiderme. Por outro lado, fetos podem
reconstruir completamente a arquitetura da pele apds lesées, por um processo
denominado de regeneracao.

Além de fetos, existem animais, no estagio de larva ou adultos, que
regeneram partes do corpo, como as salamandras (ordem caudados) e
Xenopus laevis (ordem anura). Nesses a regido amputada da origem a um
tecido chamado blastema (tecido formado na regido amputada que se
desenvolvera na estrutura pedida). Dados da literatura mostram que no
blastema, durante a regeneracdo ha elevacdo da expressdo de POMC, um
precursor do horménio a-MSH, um potente anti-inflamatoério. Fato importante &
que fetos e outros animais que regeneram apresentam uma reducdo ou até
mesmo auséncia de inflamacao durante o reparo.

A injecdo parenteral de uma proteina tolerada mais adjuvante,
simultaneamente a um agente capaz de induzir inflamacédo, tem efeitos
sistémicos e rapidos que bloqueiam a inflamacéo desencadeada em diferentes
partes do organismo. Os efeitos sistémicos da injecdo i.p. da proteina tolerada
pouco antes de uma lesédo na pele melhora a cicatrizacdo, sendo que o tecido
reconstituido apresenta caracteristicas mais proximas daquele sem lesao,
normal. Estas observacfes conduziram a perguntas, tais como: quais 0S
mecanismos envolvidos no efeito sistémico, anti-inflamatério e de melhor

cicatrizacdo produzido pela injecdo da proteina tolerada? Como o
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desencadeamento da atividade linfocitaria no local da injecdo do antigeno
tolerado altera processos inflamatorios em diferentes locais do organismo,
especialmente a pele? Horménios ou citocinas com acdo enddcrina podem
mediar a acao sistémica e rapida da injecdo de proteinas toleradas?

Uma vez que o POMC, precursor de a-MSH é altamente expresso em
tecidos que regeneram, pesquisamos se 0 neuropeptidio a-MSH poderia atuar
em animais nos quais foi injetada a proteina tolerada e contribuir para a
melhora da cicatrizacdo. Além do a-MSH, pesquisamos também SP uma vez
que esse neuropeptidio ja foi correlacionado com melhor cicatrizacédo de pele e
VIP que j& foi correlacionado com o favorecimento da inducdo da tolerancia
oral.

Outra possibilidade seria via glicocorticéides, uma vez que estas
substancias tém amplos efeitos anti-inflamatoérios. Dados da literatura sugerem
que glicocorticéides sistémicos inibem o processo de reparo de feridas, mas o
tratamento tépico, com baixas dosagens, acelera a cicatrizacdo da lesao, reduz
a dor, e o exsudado e impede a formacédo de uma quantidade excessiva de

tecido de granulagao.
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3 — Objetivos

3.1 — Objetivo Geral:

Caracterizar os mecanismos envolvidos na reducdo da inflamacdo e na
melhora do reparo de lesdes cutaneas pela injecdo intraperitoneal de
ovalbumina (OVA) em camundongos previamente tolerizados por via oral com

OVA.

3.2 — Objetivos especificos:

3.2.1 — Avaliar se a exposicao (i.p.) ao peptideo hormonal a-MSH simula os
efeitos anti-inflamatérios da exposicdo de animais tolerantes a antigenos

tolerados no reparo de leséao de pele.

3.2.2 — Verificar se a inibicdo da a¢do do peptideo hormonal anti-inflamatério a-
MSH, pela injecéo de agouti, afeta os efeitos indiretos da exposi¢cado de animais

tolerantes a antigenos tolerados no reparo de lesédo de pele.

3.2.3 — Determinar se os efeitos indiretos da tolerdncia oral resultam no
aumento do peptideo hormonal a-MSH, VIP ou Substancia P no plasma e/ou

na pele.

3.2.4 — Verificar se os efeitos indiretos da tolerancia oral resultam no aumento

da expresséo do receptor MC-1R do peptideo hormonal a-MSH na pele.
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3.2.5 — Verificar se um antagonista do receptor de glicocorticdéide, RU-486
(mifepristone), reverte a acdo anti-inflamatéria dos efeitos indiretos da
exposicao de animais tolerantes a antigenos tolerados no reparo de lesao de

pele.
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4 — Materiais e Métodos

4.1 — Animais

Camundongos machos C57BL/6 (8-10 semanas), foram fornecidos pelo
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), Brasil, tratados de acordo com as recomendacées do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da UFMG (Protocolo namero 7/2009). Os animais
foram alojados em um ambiente com temperatura controlada (23-25°C) com
um ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a racdo padrdo para

camundongos e agua potavel. Foram utilizados 6 animais por grupo.

4.2 — Inducéao da tolerancia oral

Tolerancia oral para OVA foi induzida pela ingestédo, ad libitum, de uma
solucéo contendo clara de ovo de galinha em agua potavel com concentracéo
de 1.5, como unica fonte de liquido, durante trés dias consecutivos. A solucéo
de clara de ovo foi preparada em nosso laboratério a partir de ovos
comercialmente disponiveis e continha uma média de 4 mg OVA/mL. O
consumo diario médio estimado foi de 20 mg OVA/camundongo e isso resultou
em niveis significativos de tolerancia. As garrafas foram trocadas todos os dias
para evitar a contaminag¢do. Os grupos controles receberam agua filtrada. O

tratamento oral foi interrompido 7 dias antes da imunizacao parenteral.
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4.3 — Antigeno

Ovalbumina cristalizada (OVA, grau V, Sigma Chemical Co., St. Louis,

MO).

4.4 — Adjuvante

O adjuvante usado na imunizacdo i.p. foi o hidroxido de aluminio,

Al(OH)3 (Medicamento genérico, EMS, Sao Paulo, Brasil).

4.5 — Injecéo parenteral de OVA

A imunizacao se deu por via intraperitoneal (i.p.) com 10 pg de OVA +
1,6 mg de AI(OH)s em solucéo fisioldgica de cloreto de sddio a 0,9% (salina a
0,9%), volume final 200 pl. Os grupos controles néo tiveram tratamento oral,
sendo mantidos com &agua, ad libitum e injetados por via (i.p) com solucao

fisioldgica de cloreto de sédio a 0,9% (salina a 0,9%).

4.6 — Administracao de a-MSH, proteina agouti (antagonista de a-MSH) e

mifepristone RU-486 (antagonista do receptor de glicocoticoides)

Os animais foram submetidos aos seguintes tratamentos:
v' a-MSH: injecéo, por via i.p., com 1.0 mg/kg de a-MSH (CALBIOCHEM, San
Diego, CA, USA) diluido em salina 0,9%, 30 minutos antes da realizagcdo da

lesdo cutanea.
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v Antagonista do receptor de a-MSH — proteina agouti: injecdo, por via i.p.,

com 125mg/kg de agouti (Phoenix Pharmaceuticals INC, Burlingame, CA,

USA) diluido em salina 0,9%, por via i.p., 30 minutos antes da injecao de
OVA elou realizacao da lesao.

v Antagonista do receptor de glicocorticéides — Mifepristone (RU-486): injecéo,

por via i.p., com 25mg/kg de RU-486 (Calbiochem, EMD Biosciences, Inc.

San Diego CA), uma hora antes da injecdo de OVA e/ou realizacéo da leséo.

4.7 — Realizagao das feridas excisionais

Os camundongos foram anestesiados pela injecéo i.p. de ketamina (97
mg/kg) e xilazina (16,5 mg/kg) diluidos em salina 0,9%. Apds a anestesia, foi
feita a tricotomia, limpeza da pele com alcool 70% e posteriormente, realizadas
duas feridas excisionais na pele da regido posterior dos animais com o auxilio

de um punch usado em bidpsias de pele humana, cujo diametro € de 6,5mm.

4.8 — Periodo p6s operatério e recuperacao pos cirdargica

Apés realizacdo das lesdes cutdneas na regido dorsal, os animais
foram acondicionados no interior de uma estufa, mantida com a porta semi-
aberta, com a temperatura de aproximadamente 36°C, até que apresentassem
mobilidade suficiente para serem acondicionados individualmente em gaiolas.
Durante esse periodo tiveram os olhos cobertos com algoddo embebido em
salina 0,9% para evitar que 0os mesmos pudessem sofrer um ressecamento

ocular, o que poderia resultar em uma posterior cegueira.
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ApOs recuperacao cirdrgica os animais foram mantidos individualmente
por trés, sete, quarenta ou sessenta dias com agua e racdo ad libitum até

serem eutanaziados para coleta da pele com a regido lesionada.

4.9 - Determinacédo dos niveis séricos de a-MSH, SP e VIP

Amostras de sangue foram coletadas, 3 dias apds as lesdes, em
anticoagulante (acido etilenodiamino tetra-acético — EDTA) e aprotinina
(0,6TIU/mL de sangue), centrifugadas (13.000 g durante 20 minutos a 4°C)
para obtencdo do plasma e armazenadas a -80°C. Os peptideos das amostras
do plasma foram eluidos através de colunas (Strata C18-E, Phenomenex, Inc,
SutterCreek, CA, USA), de acordo com procedimentos descritos pelo fabricante
e, em seqguida, liofiizados. A dosagem dos neuropeptideos foi feita por
imunoensaio enzimatico utilizando kits e solucbes obtidos da Phoenix
pharmaceuticals, Inc (Burlingame, CA, USA) de acordo com procedimentos
descritos pelo fabricante. Em resumo, foram adicionados 50 uL/poco de
amostra ou controle positivo, 25 pL de anticorpo primario e 25 uL de peptideo
biotinilado seguidos por incubacdo a temperatura ambiente (20-23°) por 2
horas. Posteriormente as placas foram lavadas 4 vezes com 350uL de tampéao
1x, adicionadas de 100 pL de solucdo estreptavidina-peroxidase de rabano (ou
streptavidin-HRP, do inglés: streptavidin-Horse Radish peroxidase) e incubadas
a temperatura ambiente por 1 hora. Depois de lavadas 4 vezes com 350uL de
tampédo 1x as placas foram adicionadas de 100 pL da solugcdo de substrato
TMB e incubadas a temperatura ambiente por 1 hora. A reacao foi interrompida
com a adicéo de 100 pL/poco de HCI 2N e posteriormente lida em um leitor de

Elisa a 450nm.
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4.10 - Anélises macroscopicas

As feridas foram fotografadas ao lado de uma régua milimetrada, usada
como escala, com auxilio de uma camera digital (Sony DSC-F717, Tokyo,
Japan) aos 3, 7, 40 e 60 dias apos a lesdo. As imagens foram importadas para

um software (ImageTool 3.0 http://compdent.uthscsa.edu/dig/itdesc.html), e as

medidas obtidas manualmente para o célculo da area da ferida e da cicatriz.

4.11 — Histologia e aquisicao das imagens

Os camundongos foram eutanaziados por injecao letal de anestésico
aos 3, 7, 40 e 60 dias apoOs as lesdes. A pele da regido proxima das lesdes foi
tricotomizada, quando necessario, e a pele em torno das 2 lesdes dissecadas.
Uma das lesbes foi fixada em formalina de Carson por 24h, seccionada ao
meio, sendo cada metade, separadamente, desidratada em alcool, diafanizada
em xilol e embebida em parafina de acordo com protocolo padréo. Cortes de
5um a partir do meio da leséo foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E),
azul de toluidina ou tricromatico de Gémori. Cada grupo tinha seis animais para
cada data de coleta, sendo analisada uma seccédo por ferida/camundongo,
somando um total de seis imagens por grupo, por data de coleta. As imagens
dos cortes submetidos a H&E, azul de toluidina ou tricromatico de Gémori,
localizadas no capitulo |, foram adquiridas utilizando uma camera Olympus Q
Colour 3 acoplada ao microscépio Olympus BX50 conectadas ao computador

através do programa Q-CapturePro (Qlmaging, Canada).
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As imagens dos cortes submetidos a H&E, azul de toluidina ou
tricromatico de Gomori, localizadas no capitulo Il, foram escaneadas em um
scanner de microscopia Pannoramic MIDI (3DHistech Ltd., Budapest, Hungria)
com objetiva de 20x. O software utilizado para analisar as imagens foi o
Pannoramic Viewer 1.15.2 (3D Histech Ltd., Budapest, Hungria) que pode ser

obtido gratuitamente no site http://www.3dhistech.com/pannoramic_viewer.

4.12 — Morfometria

Cortes histolégicos foram analisados em um microscépio (Olympus
BX40, Tokyo, Japan) usando um reticulo acoplado préximo a lente da ocular e
em magnificacdo de 1.000x. Fibroblastos e leucécitos foram identificados por
suas caracteristicas morfolégicas em cortes corados em H&E: os nucleos dos
fibroblastos séo alongados e podem ser bastante condensados, enquanto que
a maioria dos leucdcitos sdo células redondas com nucleos de variadas formas.
Os mastécitos foram identificados através da coloracdo de azul de toluidina,
uma vez que seus granulos sdo metacromaticos essas células sdo coradas de
violeta. Leucdcitos, fibroblastos e mastécitos foram contados em 10 campos de
10.000 ym?, dentro da area da ferida de um corte por camundongo e 0s

resultados dos 5 ou 6 cortes por grupo foram expressos como a média + SEM.

4.13 - Imunofluorescéncia e microscopia confocal

A marcagdo por imunofluorescéncia e andlise quantitativa por

microscopia confocal foi usada para determinar a distribuicdo e quantificacao,
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de leucocitos (CD-45%), de miofibroblastos (a-actina de musculo liso - a-SMA),
horménio alfa- melanécito estimulante (a-MSH), do receptor de melanocortina
do tipo 1 (MC1R), de colageno | e colageno lll. Apos coletadas uma das lesdes
foi imediatamente fixada e criosubstituida em uma solucédo contendo 80% de
metanol e 20% de dimetilsulfoxido a uma temperatura de -80°C por 6 dias,
transferida para a temperatura de -20°C por 1 dia e depois levada a
temperatura ambiente. Em seguida os tecidos foram submetidos as etapas de
desidratacdo em alcool absoluto, diafanizacdo em xilol, infiltracdo e incluséo
em paraplast. Foram entdo obtidos cortes transversais de 5um a partir do meio
da lesdo, os quais foram submetidos as etapas de desparafinizacéo,
rehidratacdo e incubadas com uma solucdo de bloqueio (1% BSA + 0,1%
Tween 20 em PBS) a temperatura ambiente por meia hora. Os cortes foram
incubados overnight a 4°C com os seguintes anticorpos: APC rato anti-CD45
(BD Biociéncia, bdbiosciences.com), para investigar a distribuicdo e quantidade
de leucécitos; camundongo anti-a-SMA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA),
coelho anti-MC-1R para receptor de melanocortina tipo |, coelho anti-a-MSH (kit
cat N° S-3077, Bachem, Bubendorf, Suica) para o peptideo hormonal a-MSH e
coelho anti-colageno tipo | e coelho anti-colageno tipo Il (Rockland,
Gibertsville, PA, USA) para colagenos | e lll. Apos 3 lavagens em PBS os
cortes foram incubados por 1 hora a temperatura ambiente e na auséncia de
luz com os seguintes anticorpos secundarios: FITC-anti-coelho (kit cat N° S-
3077, Bachem, Bubendorf, Suica) para deteccdo de coelho anti-a-MSH ou
Alexa Fluor-488 anti-coelho IgG (H+L) para deteccédo de coelho anti-colagenos
| e lll (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) ou para deteccdo de coelho anti-
MC-1R. Posteriormente, os cortes foram lavados, e as laminas montadas com

a utilizacdo de uma solucédo de 10% 1.0 M Tris-HCI, pH 9.0 e 90% glicerol e
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visualizadas usando um microscépio confocal de varredura a laser (Zeiss 510
META; Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany). Configuracbes otimas
necessarias para cada anticorpo foram determinadas no inicio de cada sessao
de captura de imagem e mantidas constantes durante a analise de todas as
amostras. Os padrdes de distribuicdo e niveis de expressao de colagenos tipos
[, I, de ao-MSH, de MC-1R, CD45 e o-SMA foram analisados em
fotomicrografias digitalizadas com software ImageTool 3.0

(http://compdent.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). As imagens foram capturadas em

12 bits e analisadas na faixa de escala de cinza de 0-255. A intensidade da
fluorescéncia foi registrada como a soma dos valores de cinza de todos os
pixels dividida pela area (em pm? x 102 Foram capturadas de 3-7

imagens/corte em diferentes areas das feridas ou do tecido cicatricial.

4.14 - Andlises estatisticas dos resultados

As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, CA, USA). A significancia das diferencas entre os
grupos foi determinada através de andlise de variancia utilizando o teste one-
way ANOVA seguido pelo pds-teste Newman-Keuls ou Teste T de Student ndo
pareado. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos e 0s

resultados foram expressos como a média + SEM.
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4.15 — Protocolos experimentais

1-Lesdo Lesao

ﬂ —_—> “ ——3 analise da cicatrizacao
%

salina i.p.

2 - Lesao+aMSH \ Lesao

“ —_— Q —> andlise da cicatrizagéo

a-MSH i.p.

Figura 1 — Protocolo para avaliacdo dos efeitos da injegcdo de hormdnio alfa
melandcito estimulante (a-MSH) na cicatrizacdo. Camundongos C57BI/6 com
idades entre 7 a 9 semanas receberam duas lesdes excisionais na pele da regido
dorsal 30 minutos apos injecdo de salina (grupo controle da leséo) ou a-MSH (grupo

experimental). Nimero de animais/grupo: 5
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1-Lesao i
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S g —_— Q ——3 anailise da cicatrizacdo
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salina i.p.
2 - Lesao+tolerante
OVA (3d)
F 7 7 4
“ > Q > “ —) andlise da cicatrizagdo
4 OVAi.p.
3 - Lesao+ a-MSH
Agua
.‘/ " ,‘(/ : *
Q > Q > Q —3 andlise da cicatrizacao
§ @MsHip.
1 h antes

Figura 2 — Protocolo para comparacao dos efeitos da injecdo de a-MSH e de uma
proteina tolerada: similaridades na cicatrizacdo? Camundongos C57BI/6 com
idades entre 7 a 8 semanas, ingeriram OVA (grupo tolerante) ou 4gua (grupos controle
da lesdo e grupo alfa-MSH). Sete dias depois do tratamento oral com OVA, animais
tolerantes receberam duas lesdes na pele da regido dorsal e uma injecéo i.p. de OVA
+ AI(OH)3. Camundongos que ingeriram &gua, receberam duas lesbes na pele da
regido dorsal e uma injecdo i.p. de a-MSH (grupo a-MSH) ou de salina (grupo leséo).

Numero de animais/grupo: 6
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1 - Pele intacta

Aqua
. > Q > i 3 dosagem peptideos
Q Q No soro
2 -Lesao )
Agua
AANAAN Lesao
Q e Q —_— “ 3 dosagem peptideos
no soro
%
salinaip.
3 - Lesao+tolerante
OVA (3d)
‘?té'." N Lesdo
Q’ —_— Q > . dosagem peptideos
0 > no soro
4 OVAi.p.

Figura 3 — Protocolo experimental para avaliacdo dos niveis sérico e cutaneo de
neuropeptideos — Camundongos C57BIl/6 com idades entre 7 a 8 semanas, ingeriram
agua (grupos controle) ou OVA (grupo tolerante). Sete dias depois do tratamento oral
com OVA, animais tolerantes receberam duas lesbes na pele da regido dorsal e uma
injecdo i.p. de OVA + Al(OH);. Os niveis de neuropeptidios no plasma foram dosados

trés dias apos a lesdo. Numero de animais/grupo: 6
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1 -Lesao )
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2 - Lesao+tolerante
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T
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4
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3 - Lesao+ agouti
Agua
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Q_> 0 —_— Q —3 andlise
( agouti i.p.
30 min. antes salinai.p.

4 - Lesao+tolerante+agouti

OVA (3d)

T
0 —_— “ e “ — anilise

«/ agouti i.p.

30 min. antes OVA i

Figura 4 — Protocolo para avaliacdo do efeito da injecdo da proteina agouti antes
da injecdo da proteina tolerada — Camundongos C57BI/6 com idades entre 7 a 8
semanas, ingeriram agua ou OVA e foram injetados ou ndo com a proteina agouti 30

minutos antes da injecao i.p. da proteina tolerada. Niumero de animais/grupo: 6
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Figura 5 — Protocolo para avaliacdo do efeito da injecdo de RU-486 antes da
injecdo da proteina tolerada — Camundongos C57BI/6 com idades entre 7 a 8
semanas, ingeriram OVA e foram injetados com RU-486 (antagonista de
glicocorticéides) uma hora antes da injecdo da proteina tolerada em Al(OH); e

realizacdo das lesGes na pele. Nimero de animais/grupo: 6
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5 - RESULTADOS - capitulo |

Para comparar as alteracdes produzidas pela injecdo de a-MSH com
aguelas resultantes da injecdo de uma proteina tolerada no reparo de lesdes
cutaneas, investigamos inicialmente o efeito da injecdo i.p. do peptideo a-MSH
durante o processo de cicatrizacdo, uma vez que nao foi encontrado na

literatura nenhum dado a esse respeito.

5.1 — Curva de dose-resposta para o peptideo a-MSH

Embora a-MSH seja amplamente conhecido por seu carater anti-
inflamatorio ndo havia, na literatura, dados sobre o efeito da injecéo i.p desse
peptideo no reparo de lesdes cutaneas. A partir dos dados existentes na
literatura, sobre as acdes deste peptideo em outros eventos inflamatérios,
testamos trés diferentes doses de a-MSH, 0,5 mg/kg, 1,0 mg/kg e 2,5 mg/kg,
injetados 30 minutos antes de realizacédo da lesdo em um volume final de 200
M. ApoOs 3 dias, as feridas foram coletadas, processadas e coradas com H&E,
como descrito em materiais e métodos, para analises qualitativas
histopatoldgicas e morfométrica do niamero de leucocitos presentes na area
lesionada.

Tanto qualitativa quanto quantitativamente as lesdes dos animais
injetados com 1,0 mg/kg de a-MSH apresentaram sinais inflamatérios menos
intensos que os demais e, por morfometria, uma menor quantidade de
leucdcitos, sendo portanto definida como a dose a ser aplicada aos estudos

posteriores (figura 6).
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Figura 6 — A injecdo de a-MSH 1,0 mg/kg, 30 minutos antes de realizagdo da
ferida, diminui o niumero de leucécitos presentes na lesdo. Analise morfométrica
do nimero de leucécitos 3 dias apds a lesdo + salina (barra branca), lesédo + 0,5 mg/kg
de a-MSH (barra reticulada), lesédo + 1,0 mg/kg a-MSH (barra preta) ou lesdo + 2,5
mg/kg (barra hachurada). Dados representam média + erro padréo, *p<0,05 1,0 mg/kg

de a-MSH vs salina

5.2 — Fases iniciais da cicatrizacdo de feridas cutdneas em animais

injetados com a-MSH

A injecdo de 1,0 mg/kg a-MSH, 30 minutos antes da realizacdo da
lesdo, provoca alteracdes nas fases iniciais do processo de reparo. Através
das andlises qualitativas foi possivel observar que animais tratados apresentam
sinais infamatorios menos intensos, tais como menos exsudato infamatoério e
vasos menos congestos, figura 7. No dia 3 € possivel observar o coagulo de
fibrina ocupando toda superficie da ferida (Fig.7 a-b). No dia 7 h4 uma re-

epitelizacdo completa em ambos 0s grupos e o epitélio pode ser visualizado
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acima do tecido de granulacdo (Fig.7 d-e). Analises morfométricas da area
ferida mostrou que os animais tratados com a-MSH, apresentam uma reducao
significativa do infiltrado de leucdcitos, fibroblastos (Fig.7 f-h) e mastocitos
(Fig.7 c, i), aos 3 e 7 dias quando comparados com 0s animais injetados com
salina. A imunofluorescéncia com o anticorpo anti-CD45 confirmou a
morfometria realizada para leucocitos (Fig.7 m-0). JA& 0 nuamero de
miofibroblastos, ou seja, células marcadas com anti-a-SMA (Fig.7 j-) ndo

apresentou diferenca significativa.
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Figura 7 — Andlise das fases iniciais da cicatrizacdo de feridas cutaneas apés injecado de
a-MSH. Cortes de feridas coletadas 3 ou 7 dias apés a lesé@o e coradas com H&E (a-f), azul de
toluidina (c), imunomarcadas com anti-a-SMA (j-k) ou com anti-CD45 (m-n). Intensidade de
fluorescéncia foi determinada em cortes imunomarcados com anti-a-SMA (miofibroblastos) e
anti-CD45 (leucécitos). Feridas de camundongos tratados com a-MSH tém significantemente
menos leucécitos (g, 0) e mastocitos (i). No dia 7 apds a ferida a re-epitelizacdo ocorreu em
ambos os grupos (d-e) e um menor numero de fibroblastos estavam presentes nas feridas de
animais tratados com a-MSH (h). Letras minUsculas na micrografia representam: f,coagulo de
fibrina; s, crosta; e, epitélio; gt, tecido de granulagao. Magnificagéo original das fotomicrografias
100x (a, b, d, €) ou 1000x (c, f); escala das barras: 100 um (a-e), 50 um (c, f) ou 20 pm (j, k, m,
n). O asterisco em (e) representa a area onde a regido € mostrada em alta magnificacédo em (f)
para ilustrar os leucécitos (setas pretas) e fibroblastos (seta branca). Em (c) estdo apontados

0s mastdécitos. Dados representam a média £ SEM. *p< 0.05; N = 6.
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5.3 — Remodelamento das feridas

A injecdo de 1,0 mg/kg de a-MSH, 30 minutos antes da realizacdo das
feridas, ndo alterou significativamente a area da ferida aos 3 dias (Fig.8 a-b),
mas aos 40 e 60 dias apos a ferida a area das cicatrizes dos animais que
receberam a injecdo de a-MSH ¢ significativamente menor (Fig.8 a, ¢) quando
comparada a area das cicatrizes dos animais controle. Além disso, também
apresentam diferencas na organizacdo da matriz extracelular observada em
cortes corados com tricromético de Gémori (Fig.9).

A derme da pele normal, intacta, apresenta um padréo de disposi¢cao de
colageno tipo cesta (Fig.9 b), enquanto as fibras de coladgeno na nova derme
das feridas controle (Fig.9 e, g) estdo compactamente dispostas em um padréo
anormal, com cicatrizes bem diferenciadas. Ja as fibras de colageno na nova
derme formada em cicatrizes de animais tratados com a-MSH (Fig.9 f, h) estéo
dispostas segundo um padréo reticular muito parecido com a derme normal,
com uma reducdo acentuada da cicatriz. Imunofluorescéncia utilizando
anticorpos para colageno | e Ill corrobora os achados histolégicos e mostra
uma maior expresséao de colageno Ill no grupo tratado com a-MSH aos 40 dias
(Fig.10). Nao houve regeneracdo de anexos da pele como, por exemplo, de

foliculo piloso.
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Figura 8 — A injecdo do hormdnio alfa-melandcito estimulante melhora cicatrizacdo de
feridas cutaneas. (a) imagens representativas de pele dorsal de camundongos do grupo
controle (coluna da esquerda) e do grupo a-MSH (coluna da direita), aos 3, 40 e 60 dias apds a
lesdo. Aos 3 dias, a crosta é proeminente no grupo controle lesédo e aos 40 e 60 dias as
cicatrizes sdo facilmente observadas, enquanto em camundongos tratados com a-MSH as
cicatrizes sao dificeis de distinguir. Graficos com é&rea das feridas em 3 dias (b) e a area da

cicatriz (c) aos 40 e 60 dias. Dados representam a média + SEM. * p< 0,05; N=6.
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Pele intacta

Figura 9 — Hormbnio alfa—-melanécito estimulante melhora o remodelamento da matriz
extracelular. Fotomicrografia representativa da pele intacta normal (a-b), a cicatriz na pele de
animais controle (c, e, g) e de animais tratados com a-MSH (d, f, h) nos dias 40 (e-f) e 60 (g-h)
apos a ferida. Os quadrados em menor magnificacéo (100x) presentes nas fotomicrografias (a,
c, d) representam a area onde a regido é mostrada em alta magnificacdo (1000x)
respectivamente em (b, e, f) para melhor ilustrar o padrao de re-organizacao tecidual. No dia 60
apos a ferida, a nova derme formada em camundongos injetados com a-MSH (h) é semelhante
a derme normal com fibras de colageno arranjadas em um padrdo de cesta (b). Tecidos

corados com tricromatico de Gomori. Escala de barras: 100um (a) e 10 um (b). Um asterisco

indica a derme papilar (b, h) e dois asteriscos indicam a derme reticular (b).
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Figura 10 — Efeito do horménio a-melanécito estimulante na deposicdo de colageno.
Cortes de feridas coletadas 40 dias apds a lesao e imunomarcadas com anti-colageno |
(imagens superiores) e anti-colageno Ill (imagens inferiores) foram fotografadas em
configuracdes idénticas, utilizando um microscépio confocal. A intensidade de coloracdo para
colageno | ndo é significativamente diferente entre os grupos (a-b, €), enquanto a intensidade
de colageno Il é maior em lesBes dos animais tratados com a-MSH (c-d, e). Imagens de
microscopia confocal foram captadas com uma objetiva 63x, e 0s graficos representam a
intensidade da fluorescéncia verde (a soma de valores de cinza de todos os pixels dividida pela
area (em um?) x 10 em feridas de controles (barras brancas) e feridas tratadas com a-MSH

(barras pretas). Os dados representam a média + SEM. * p< 0,05; N=6.



61
Os resultados descritos acima foram publicados na revista Experimental

Dermatology em Janeiro de 2015 (anexo 1):

de Souza, K. S., T. A. Cantaruti, G. M. Azevedo, Jr.,, D. A. Galdino, C. M.
Rodrigues, R. A. Costa, N. M. Vaz and C. R. Carvalho (2015). "Improved
cutaneous wound healing after intraperitoneal injection of alpha-melanocyte-

stimulating hormone." ExpDermatol 24(3): 198-203.
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5 — Resultados — capitulo |l

5.4 — Comparacdo entre as alteragcfes produzidas no reparo de lesdes
cutaneas pela injecdo do neuropeptideo a-MSH ou pela injecdo de uma
proteinatolerada.

Para comparar os efeitos da injecdo de a-MSH com a injecdo de uma
proteina tolerada um grupo de camundongos foi pré-tratado por via oral com
uma solucdo contendo OVA, como forma de inducédo de tolerancia oral para
OVA. Sete dias ap6s o tratamento oral, estes camundongos receberam uma
injecdo i.p. de 10ug de OVA + AlI(OH)3; minutos antes da realizacdo da ferida na
pele. O processo de fechamento das feridas e cicatrizagéo foi comparado com
um grupo que recebeu uma injecéo i.p de 1mg/kg de a-MSH ou com um grupo
que recebeu injecdo i.p. de salina. Andlises histologicas do processo de
cicatrizacdo das lesbes cutaneas nos dias 3 e 7 (Fig. 11) mostraram que tanto
a injecdo de a-MSH quanto de OVA resulta na reducdo de células e do
exsudado inflamatério, em comparacdo com 0 grupo controle injetado com
salina 0,9%. No dia 3 (Fig.11 a-c), o coagulo de fibrina ocupa a superficie da
ferida, embora esteja reduzido no grupo tolerante, e o tecido de granulagéo
encontra-se em formacéao inicial, principalmente na regidao das bordas da ferida.
No dia 7 (Fig.11 d-i), a re-epitelizacéo ja estd completa em todos 0s grupos e o
epitélio espessado pode ser visto sobre a area do tecido de granulacao. Chama
a atencao que as feridas dos animais do grupo controle leséo, injetados com
salina, sdo maiores, mas nao foi feita analise morfométrica da area da leséo.
Andlises morfométricas (Fig.11 m-o0) dos cortes corados com H&E ou azul de

toluidina (j-I) mostraram uma reducao significativa de leucécitos, fibroblastos e



63
mastocitos, 3 e/ou 7 dias apés a lesdo, em ambos os grupos a-MSH e tolerante

guando comparados ao grupo controle salina.
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Figura 11 — Semelhancas nos padrdes de reparo produzidos pela injecdo de a-MSH ou
injecdo de uma proteina tolerada. Fotomicrografias de feridas coletadas 3 (a-c) ou 7 dias (d-l)
apo6s a lesdo e coradas com H&E (a-i) ou azul de toluidina (j-). Grupo a-MSH (b, €, h, k) e
grupo tolerante (c, f, i, I) apresentaram uma reducao significativa de leucécitos (m), fibroblastos
(n) e mastocitos (0) 3 e 7 dias, comparados ao grupo controle (a, d, g, j). As letras nas
fotomicrografias representam: s, crosta; f, fibrina; e, epitélio; gt, tecido de granulacdo. Analise
morfométrica do nimero de leucdcitos (m), fibroblastos (n) e mastdcitos (0) no grupo controle
da lesdo (barra branca), a-MSH (barra hachurada) e tolerante (barra preta). Magnificacédo
original das fotomicrografias 40x (a-f),1000x (g-i) e 600x (j-I). Escala das barras: 500 ym (a-f),

50um (j-) e 20um (g-i). Dados representam a média + erro padrao. *p<0,05. N=6.

Avaliamos também a area da lesédo aos 7 dias e a area da cicatriz aos
60 dias apos a realizacdo das feridas (Fig.12). Aos 7 dias, a area da lesdo é
semelhante em todos os grupos (Fig.12 g), porém apos 60 dias as cicatrizes de
ambos os grupos a-MSH (Fig.12 e, h) e tolerante (Fig.12 f, h) sGo menores e
menos evidentes quando comparadas as cicatrizes de animais controle (Fig.12

d, h) nos quais as cicatrizes sdo maiores e de facil observacao.
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Figura 12 — Tanto a injecdo de a-MSH quanto a injecdo de uma proteina tolerada
diminuiram a cicatriz. Imagens representativas da regido dorsal da pele de animais controle
da lesdo (a, d), animais injetados com a-MSH (b, €) e animais injetados com a proteina
tolerada (c, f) 7 e 60 dias ap0ds a lesdo, como descrito na figura. Aos 7 dias ndo ha diferenca
entre os grupos em relacdo a area da ferida (g). A area das cicatrizes (h) aos 60 dias nos
animais dos grupos a-MSH (barra hachurada) e tolerante (barra preta) sdo menores do que no

grupo controle (barra branca). Dados representam a média + erro padrao. *p<0,05, N=6.
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Analises histologicas de cortes corados com tricromatico de Gémori 60
dias apos a lesao (Fig.13) mostraram que tanto a injecdo de a-MSH quanto da
proteina tolerada, produz diferencas qualitativas significantes na organizacdo
da matriz extracelular. Na pele normal, sem ferida, € possivel observar um
padrdo de deposicdo das fibras colagenas conhecido como tipo cesta, no qual
as fibras sdo mais curtas e entrelacadas (Fig.13 a, e). Por outro lado, a nova
derme do grupo controle salina apresenta fibras coldgenas compactamente
arranjadas, paralelas entre si e a epiderme (Fig.13 b, f), disposicéo tipica das
cicatrizes. Diferentemente desse padréo caracteristico de cicatrizes, 0os animais
dos grupos a-MSH (Fig.13 c, g) e tolerante (Fig.13 d, h) apresentam um padréo
mais semelhante a pele sem lesdo, com fibras mais finas e entrelacadas,
mostrando uma similaridade com a pele intacta. Aos 60 dias ap0s a lesao, ndo
houve crescimento de pelos nem regeneragcédo de anexos cutaneos em nenhum
grupo, mas € possivel perceber uma formacao inicial da derme papilar nos

grupos a-MSH e tolerante (Fig.13 g, h).
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Figura 13 — Injecdo de a-MSH ou da proteina tolerada melhoram o remodelamento da
matriz extracelular. Fotomicrografias representativas da pele intacta (a, €) e de cicatrizes de
camundongos que receberam injecdo de salina (b, f), de a-MSH (c, g) e de uma proteina
tolerada (d, h) apds coloracdo de tricromatico de Goémori. Imagens indicam uma melhor
organizagdo das fibras de matriz extracelular nas cicatrizes dos grupos a-MSH e tolerante 60
dias ap6s as feridas. Asteriscos indicam: * derme papilar e ** derme reticular. Magnificacdo
original nas fotomicrografias 100x (a-d), 500x (e-h). Escala das barras: 200 um (a-d), 50um (e-

h). Os retangulos mostram os locais onde ocorreram as magnificacoes.

Para avaliar a deposi¢do de colagenos | e lll, os cortes das lesdes coletados
aos 60 dias foram imunomarcados com anti-colageno | e anti-colageno Il e analisadas
em microscopia confocal. Na figura 14, podemos ver que as intensidades de
fluorescéncia para colageno | e colageno Ill ndo séo significativamente diferentes entre

0S grupos.
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Figura 14 — Deposicéo de fibras coldgenas na érea da cicatriz. Intensidade de fluorescéncia
para colageno tipo | (parte superior da figura) e colageno tipo Il (parte inferior da figura) 60 dias
apos as lesdes dos animais do grupo controle lesédo (a, d, barra branca), do grupo a-MSH (b, e,
barra hachurada) e do grupo tolerante (c, f, barra preta). As imagens foram capturadas em um
microscopio confocal na objetiva de 63x. Os graficos representam a intensidade de
fluorescéncia verde (os valores dos tons de cinza de cada pixel foram divididos pela area (um?)
x 10®). Nao houve diferenca entre os grupos na intensidade de expressao de fibras colagenas

do tipo | e Ill. Dados representam a média + erro padrédo, N=6.

5.5 - Ainjecdo da proteina tolerada aumenta os niveis séricos de a-MSH e
sua expressao na regido da ferida, onde também podemos encontrar a
expresséo do receptor de melanocortina do tipol.

Uma vez que a injecdo de a-MSH e a injecdo de uma proteina tolerada
produzem efeitos semelhantes na cicatrizacao de feridas de pele, pesquisamos
se a injecao da proteina tolerada estaria sendo mediada pelo peptideo a-MSH.
Uma vez que o peptideo VIP e a SP também poderiam estar envolvidos nos
efeitos sistémicos da tolerancia oral, avaliamos também estes peptideos.

Inicialmente pesquisamos se a inje¢cdo da proteina tolerada resultaria em
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aumento dos peptideos no plasma. Para isto, camundongos pré-tratados com
OVA oral (tolerantes a OVA) e controles nao tratados com OVA oral receberam
uma injecéo i.p. de OVA pouco antes da ferida na pele. A figura 15-a amostra o
aumento dos niveis séricos do peptideo a-MSH no terceiro dia ap0s a lesdo em
animais tolerantes a OVA gque receberam uma injecao i.p. de OVA. Nao houve
diferenca nos niveis plasmaticos dos outros dois peptideos pesquisados, VIP e
substancia P.

A presenca de a-MSH foi pesquisada também na regido da ferida e,
como controle, na pele intacta, sem lesdo. O nivel de expressao de a-MSH na
regido das feridas em animais tolerantes € maior que a encontrada nas feridas
em animais controle e semelhante a da pele sem lesdo (Fig.15 b).
Interessantemente, as imagens representativas da pele apés a imunomarcacao
mostram expressdo de a-MSH principalmente na lingua epitelial, regido
constituida por queratinécitos, e no leito da ferida, regido rica em células
inflamatorias e fibroblastos (Fig.15 d, e). Este padrdo de expressao pode ser
observado em feridas de animais controle (Fig.15 d) e de animais tolerantes
(Fig. 15 e), porém em maior intensidade em animais tolerantes. Na pele intacta
(Fig.15 c¢), a expressdo de a-MSH ocorre na regido do foliculo piloso,
principalmente das glandulas sebaceas resultando em maior intensidade de
fluorescéncia nessa em relacdo a lesdo dos animais controle (Fig.15 b). O
receptor de a-MSH, MC-1R, também se encontra expresso na regiao da ferida,
mas nao h4 diferenca entre os grupos controle e tolerante. A expressédo do
receptor MC-1R na pele intacta é significativamente maior (Fig.15 b). Durante o
reparo das lesdes, o receptor MC-1R localiza-se principalmente na regido da
lingua epitelial (Fig.15 g, h), enquanto na pele sem lesdo, o MC-1R encontra-se

principalmente na regido do epitélio e do foliculo piloso (Fig.15 f).
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Figura 15 — A analise dos niveis séricos dos neuropeptidios a-MSH, VIP e SP e da
expresséo tecidual de a-MSH e MC-1R. Os niveis séricos (a) de a-MSH, VIP e SP foram
analisadas por ensaio imunoenzimatico 3 dias apos a ferida. Para a imunofluorescéncia (c-h),
as lesBes foram coletadas apds 3 dias e foram incubadas com anti-a-MSH (c-e) e anti-MC-1R
(f-h). A pele intacta foi analisada para comparacéo (c, f). As imagens foram capturadas em
microscépio confocal com objetiva de 63x e os graficos (b) representam a intensidade da
fluorescéncia verde (a soma de valores de cinza de todos os pixels dividida pela area (em um?)
x 10, Nos gréafico os grupos sdo pele intacta (barra cinza), lesdo (barra branca) e tolerante

(barra preta). Barras de escala: 20um (c-h). Os dados representam a média + SEM. * p<0,05

comparando com salina e T p<0,05 comparando com pele intacta, N=6.
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5.6 — A injecao da proteina agouti, antagonista do receptor de a-MSH,

impede a agdo anti-inflamatéria da proteina tolerada.

O aumento dos niveis séricos de a-MSH e de sua expressao nas feridas
de animais tolerantes sugere que este peptideo pode mediar o efeito anti-
inflamatorio desencadeado pela injecdo da proteina tolerada. Assim, testamos
se a injecdo de agouti, antagonista de o-MSH, poderia inibir o efeito da
proteina tolerada. Para isto, um grupo de camundongos (1) tolerantes a OVA
recebeu uma injecdo i.p. de agouti, 30 minutos antes da inje¢cdo i.p. da proteina
tolerada (OVA) e lesdo. Para controle, um grupo de camundongos (2)
tolerantes a OVA recebeu uma injecao i.p. de salina, 30 minutos antes da
injecdo i.p. da proteina tolerada e lesdo; outro grupo controle (3) recebeu uma
injecdo i.p. de agouti, 30 minutos antes da lesdo; e outro grupo controle (4)
recebeu uma injecao i.p. de salina, 30 minutos antes da lesdo. Protocolos em

materiais e métodos e conforme ilustracao abaixo.

Grupos Lesao
OVA via oral
30 minutos l
- . W 7 dias
1) lesao+tolerante+agouti P T Tde LM, G
Agouti i.p. OVAi.p.

OVA via oral l
2) lesao+tolerante P T e 6
2 .

salina i.p. OVAi.p.

}
3) lesdo+agouti P A <N

4) lesdo P : - N A

salina i.p.
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No terceiro dia apds a lesédo, os animais foram sacrificados e a pele com
as lesbes coletadas para analises histopatologicas e morfométricas. Na figura
16 estdo apresentadas imagens representativas dos cortes corados com H&E
onde é possivel observar a formacao da lingua epitelial e a formacao inicial do
tecido de granulacdo. Sobre a superficie da ferida encontra-se o coagulo de
fibrina, bastante reduzido em feridas de animais tolerantes sem injecao de
agouti (Fig.16 b). Interessantemente, a injecdo de agouti reverteu o efeito da
injecdo da proteina tolerada (Fig.16 d) e este grupo tornou-se semelhante ao
grupo controle da leséao (Fig.16 a).

Nos cortes corados com H&E foram feitas analises morfométricas de
células inflamatérias (Fig.16 e) e de fibroblastos (Fig.16 f) e nos cortes corados
com azul de toluidina (ndo mostrados) foi feita a contagem de mastocitos na
area da lesao (Fig.16 g). Estes resultados mostraram que o antagonista agouti
reverteu a reducdo de células inflamatodrias, fibroblastos e mastocitos
encontrada em animais tolerantes, ou seja, ap0s a injecao de agouti o infiltrado
inflamatério das feridas dos animais tolerantes tornou-se semelhante ao
encontrado nos animais controle nao tolerantes. Andlise das les6es do grupo
que recebeu a injecdo de agouti sem nenhum outro tratamento mostrou que

este antagonista ndo produziu diferenca no reparo das lesoes.
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Figura 16 — A injecdo da proteina agouti reverte o efeito da injecdo da proteina tolerada
na cicatrizagdo de feridas cutaneas. Feridas coradas com H&E (a-d). Feridas de
camundongos tolerantes a OVA que foram injetados com agouti, 30 minutos antes da inje¢éo
de OVA em adjuvante (d) foram comparadas com as feridas controle tolerante injetado com a
proteina tolerada (b); controle lesdo (a) e controle que recebeu injecdo somente de agouti
antes da lesdo (c). Os camundongos que receberam uma injecao de agouti antes da proteina
tolerada (barra reticulada) apresentaram mais leucocitos, fibroblastos e mastécitos (e-g)
quando comparadas com as de animais tolerantes a OVA e que ndo foram injetados com
agouti (barra preta), mas semelhante aos encontrados nos animais controle injetados com
salina (barra branca) ou apenas com agouti (barra hachurada). As letras nas fotomicrografias
representam: s, crosta; f, coagulo de fibrina; e, epitélio; gt, tecido de granulagéo; sm, muasculo
esquelético. Setas pretas: regido da lesdo. Magnificagdo original nas fotomicrografias 28x.

Escala das barras: 500 um. Dados representam a média + erro padrao. *p<0,05. N=6.
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5.7 - Os efeitos inibitorios da tolerancia oral no infiltrado inflamatorio néao
foram inibidos pela injecdo de um antagonista do receptor de

corticosterodide, RU-486 (mifepristone).

Diferentemente do que ocorreu com a injecdo de agouti, a injecdo de
RU-486 ndo impediu o efeito anti-inflamatério da injecdo de uma proteina
tolerada. Ou seja, 0s animais tolerantes a OVA, que foram injetados com
25mg/kg do antagonista de glicocorticéide, 1 hora antes da injecdo de
OVA+AI(OH); e imediata realizacdo da lesdo (Fig.17 d), apresentaram a
mesma reducdo das células inflamatodrias, fibroblastos e mastdcitos (Fig.17 e-
g), observadas nas lesbes de animais tolerantes e imunizados com

OVA+AI(OH)3, mas que nao foram injetados com RU-486 (Fig.17 b)
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Figura 17 — A injecdo do antagonista do receptor de glicocorticéides ndo impede os
efeitos da injecdo da proteina tolerada na cicatrizacdo de feridas cutaneas. Feridas
coletadas trés dias apés realizacdo das mesmas e coradas com H&E (a-d). Feridas de animais
tolerantes a OVA e injetados com RU-486 uma hora antes da injecdo de OVA em adjuvante e
realizacdo da ferida (d), apresentaram uma reducéo significativa de leucécitos (e), fibroblastos
() e mastécitos (g) na regido da ferida, semelhante aos animais tolerantes a OVA (b) e
diferentemente dos grupos injetados com salina (a) ou somente RU-486 (c). As letras nas
fotomicrografia representam: c, crosta; f, coagulo de fibrina; e, epitélio; sm, muisculo
esquelético; tg, tecido de granulacdo. Magnificacdo original nas fotomicrografias 28x (a-d).
Escala das barras: 500 ym. Analise morfométrica nos animais do grupo lesdo (barra branca),
tolerante (barra preta), RU (barra hachurada) e tolerante+RU (barra reticulada). Dados

representam a média * erro padrao. *p<0,05. N=6.



76

6 — Discussao

A inflamacéo fisiolégica é fundamental para a recuperacdo dos tecidos,
mas uma alteracdo da mesma pode ser prejudicial ao processo de reparo. Uma
das consequéncias da resposta inflamatoéria persistente no local da ferida € o
desequilibrio da atividade proteolitica, que sobrecarrega 0S mecanismos
protetores do tecido (Eming et al., 2007). Esse evento tem a participacdo de
diferentes células e um grande numero de fatores de crescimento, citocinas e
outras substancias, tais como neuropeptidios (Rolfe and Grobbelaar, 2012).

O a-MSH, uma melanocortina natural que atua na sintese de
eumelanina, tem se destacado por apresentar ampla atividade anti-inflamatéria.
Diferentes estudos mostraram que a injecao i.p. de a-MSH em camundongos
bloqueia a inflamacdo aguda da pata produzida por carragenina e a
sensibilidade de contato de uma maneira relacionada com a dose (Hiltz and
Lipton, 1990). Neste trabalho mostramos que a injecao i.p. de 1,0 mg/kg de a-
MSH em camundongos C57BL/6, 30 minutos antes de uma ferida na pele,
reduzem a inflamacéo da ferida. Por outro lado, a injecdo de 0,5 mg/kg ou 2,5
mg/kg de a-MSH néo reduzem a inflamacédo da ferida indicando que a-MSH
tem uma curva invertida em forma de U para o seu efeito anti-inflamatorio como
relatado em estudos utilizando diferentes modelos de inflamacgéo (Delgado et
al., 1998; Lyson and McCann, 1993). Interessantemente, a injecéo i.p. de 1,0
mg/kg de a-MSH, logo antes da realizacdo da ferida na pele, resultou em
cicatrizes menores e menos distinguiveis da pele adjacente.

A melhora da cicatriz nos animais injetados com a-MSH provavelmente
€ iniciada logo ap0s a sua injecao, afetando a fase de hemostasia/inflamacéo

da cicatrizacdo de feridas e convergindo na direcao de alteracbes combinadas
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da migracgéo/acéo de leucdcitos e fibroblastos. E interessante que no grupo a-
MSH, dos resultados relatados no capitulo 1 deste trabalho, o nimero de
fibroblastos na area da leséo foi significativamente reduzido no dia 7, enquanto
a intensidade de imunofluorescéncia para a-SMA que € expressa em
miofibroblastos nédo foi diferente da encontrada para o grupo controle lesao.
Noés sugerimos que isso pode ser atribuido ao padrdo alterado de ativacao de
fibroblastos desencadeada pelo peptideo a-MSH o que explica a alteracéo
posterior da deposicdo de matriz extracelular e organizagcdo em nova derme.
Seria interessante avaliar em trabalhos futuros se o tratamento com a-MSH
ativa diferentes tipos de fibroblastos durante a reconstituicdo cutanea, uma vez
que os fibroblastos ndo sdo homogéneos como sugerido por (Driskell et al.,
2013).

A reducdo ou auséncia da cicatriz apés o fechamento de feridas na pele
de fetos tem sido correlacionada com uma matriz extracelular rica em colageno
do tipo Il e &cido hialurdnico (King et al., 2013). Isso esta de acordo com 0s
nossos resultados que mostram um nivel maior de colageno Ill apés injecao de
a-MSH e nenhuma alteracdo nos niveis de colageno |. O colageno Il pode
atenuar o estresse biomecéanico o que pode indicar que fibroblastos nas lesdes
do grupo a-MSH séo submetidos a diferentes sinais de estresse e modificam
ainda mais a matriz extracelular (MEC) uma vez que durante a maturacao e as
fases de remodelacdo o colageno € remodelado e realinhado ao longo das
linhas de tenséao.

Outra observacdo importante no nosso trabalho é que a reorganizacao
da derme papilar foi observada no grupo a-MSH aos 60 dias ap6s a ferida. No

entanto, mais estudos sdo necessarios para explorar melhor o significado desta
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reorganizacao da derme papilar e verificar se isto seria um passo na direcdo da
regeneracao do foliculo piloso e de maior interacdo derme/epiderme.

Nosso estudo sobre a atuacdo do a-MSH na cicatrizacdo de feridas
preenche uma lacuna importante na literatura sobre os efeitos sistémicos desse
peptideo hormonal na cicatrizacdo de feridas cutaneas e abre uma nova
possibilidade de intervencdo terapéutica para lidar com a formacdo de
cicatrizes indesejaveis. Mais estudos sdo necessarios para descobrir os efeitos
moleculares de a-MSH sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas e da sua
interacdo com outros fatores paracrinos, tais como IL-10 e TGF-B3, que
também impedem a formagéo de cicatrizes excessivas.

Nosso trabalho mostrou pela primeira vez que uma Unica injecdo de a-
MSH administrado previamente por via i.p. melhora acentuadamente o
processo de reparo. De forma semelhante aos efeitos sistémicos da injecdo de
proteinas toleradas (Costa et al., 2011), a injecdo de 1,0 mg/kg desse peptideo
se mostrou capaz de reduzir a inflamagéo e melhorar a deposi¢cdo de matriz
extracelular, o que nos chamou muita atengao.

A tolerancia oral € um fenbmeno muito intrigante e pouco reconhecido
como uma consequéncia usual dos contatos que temos através das mucosas.
Embora seja mais bem conhecido que a ingestdo de uma proteina pode inibir a
resposta imune especifica para esta proteina, mais intrigante e menos
conhecido € que a injecdo parenteral de uma proteina tolerada mais adjuvante
tem efeitos sistémicos que inibem a inflamacdo em diferentes locais do
organismo. O estudo dos mecanismos destes efeitos sistémicos da injecdo de
uma proteina tolerada nos levou a considerar a participacdo de neuropeptidios.

Entdo expandimos nossa investigacado para saber se os neuropeptidios a-MSH,
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VIP e SP estariam envolvidos na melhora do reparo de feridas cutaneas por
meio dos efeitos sistémicos da injecdo de proteinas toleradas.

Assim, sabendo que os efeitos da injecdo de proteinas tolerada séo
sistémicos e de acdo rapida, analisamos o0s niveis séricos dos trés
neuropeptidios ja descritos na literatura como sendo capazes de alterar a
cicatrizacdo ou a tolerancia oral.

Nossos resultados mostraram que houve um aumento dos niveis séricos
de a-MSH, mas nenhuma diferenca nos niveis de VIP ou SP em animais
tolerantes 3 dias ap6s receberem uma injecdo da proteina tolerada. Como este
resultado sugeria a participacdo do hormoénio a-MSH nos efeitos sistémicos da
tolerancia oral aprofundamos os estudos sobre a possivel participacdo de a-
MSH na melhora da cicatrizagcédo de feridas cutaneas resultante da injecao da
proteina tolerada.

Utilizando a técnica de imunohistoquimica verificamos que na regido da
ferida de animais tolerantes ha maior expressdo do peptideo a-MSH em
comparacdo com feridas de animais controle. Esse nivel, no entanto, é
semelhante ao da pele intacta. As regides que apresentaram maior expressao
do peptideo a-MSH em lesdes de animais tolerantes foram a lingua epitelial,
rica em queratindcitos, o leito da ferida, rico em células inflamatorias e
fibroblastos e a regido de formacéo inicial do tecido de granulagcéo rica em
células endoteliais e fibroblastos. Na pele intacta o padrdo de expressdo é
diferente da ferida, pela maior expressdo do peptideo nos foliculos pilosos que
estdo ausentes na regiao da ferida.

O aumento dos niveis séricos de a-MSH provavelmente é resultado da
secrecdo deste peptideo pela glandula hipéfise e liberada de maneira

enddcrina, entretanto 0 aumento da expressdao em feridas de animais
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tolerantes pode ter outras origens. Quando estimulos nocivos ativam nervos
sensoriais, 0s potenciais de acdo podem ser transmitidos, a partir de um ramo,
de forma antidrémica e induzir a liberacdo de neuropeptidios nos terminais de
neurénios periféricos (Chiu et al., 2012). Dessa forma, a liberacédo de a-MSH na
pele poderia alterar as funcfes de células da pele e células do sistema imune,
tais como a proliferacdo celular, producdo de citocinas, apresentacdo de
antigenos, neurotransmissao sensorial e degradacdo de mastocitos sob
condic0es fisioldgicas ou fisiopatoldgicas (Luger, 2002), que podem resultar na
melhora do processo de cicatrizacdo ap0s a injecdo da proteina tolerada.

Além disso, células locais também podem contribuir para expressédo do
peptideo na pele. A clivagem proteolitica de POMC d& origem ao hormonio
adenocorticotréfico (ACTH), que por sua vez, da origem ao peptideo a-MSH. A
expressdo de ACTH ja foi detectada na camada basal da epiderme (Slominski
et al., 1998), sugerindo que estas melanocortinas estdo envolvidas na
proliferacdo e diferenciacdo de queratinécitos (Bohm et al., 2006a). Durante
estimulos lesivos queratindcitos aumentam a sintese de mRNA de POMC e
liberacdo de a-MSH (Bohm et al., 2006b), bem como de citocinas, tais como
IL1 e TNF-a (Sanchez, 2010). Além disso, a-MSH inibe a ativacdo de NFkB/p65
em queratindcitos (Moustafa et al., 2002). A injecdo da proteina tolerada eleva
0s niveis de a-MSH em lesdes de animais tolerantes, e esse peptideo, por
meio de MC-1R localizados em queratindcitos, de maneira autdcrina ou
enddcrina, pode participar da re-epitelizacdo, bem como da inibi¢cdo da ativacéao
de NFkB alterando a liberacao de citocinas por estas células.

Os macrofagos sdo criticamente importantes para a cicatrizacao de
feridas cutdneas uma vez que exercem funcdes especificas em diversos

estagios deste processo (Willenborg and Eming, 2014). O peptideo a-MSH
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pode ser secretado por macréfagos (Star et al., 1995). Nossos resultados
mostram que aos 3 dias ap6s a lesdo, h4 uma expressdo elevada deste
peptideo no leito da ferida, local repleto de macréfagos nesta fase do reparo.
Embora haja uma reducdo de células inflamatorias, o nimero de macrofagos,
apos 5 dias, encontra-se aumentado em lesdes incisionais (Costa et al., 2011)
e inalteradas em lesdes excisionais (Costa et al, 2015) de animais tolerantes
injetados com a proteina tolerada. Possivelmente, além do sistema nervoso e
queratindécitos, os macréfagos também sejam um dos produtores de a-MSH na
pele durante os efeitos indiretos da tolerancia oral.

Alguns estudos sugerem um papel antifibrogénico para a-MSH. Em
modelo de camundongos neonatais nos quais a fibrose cutanea foi induzida por
injecdes subcutaneas repetidas com TGF-f1 a deposicdo de colageno foi
significativamente suprimida por co-injecdo de a-MSH (Bohm et al., 2004).
Além disso, no modelo de escleroderma induzido em camundongos por
bleomicina, a-MSH reduziu a fibrose da pele e o teor de colageno (Kokot et al.,
2009). No nosso trabalho a intensidade de colageno | nas cicatrizes do grupo
a-MSH néo foi diferente do grupo controle lesdo no dia 40, entretanto o
colageno Il foi aumentado. Em nosso modelo, a-MSH alterou o padrdo de
organizacédo do colageno | tornando-o mais semelhante ao encontrado em pele
intacta, sem leséo.

Em animais tolerantes encontramos também uma reducdo de
fibroblastos, que é revertida pela injecdo de um antagonista do receptor de a-
MSH. Embora ndo haja uma reducao na producdo de coldgeno em animais
tolerantes aos 60 dias, é observada a formacdo de uma cicatriz menor, mais
suave cuja matriz extracelular € mais organizada, apresenta deposicao de

fibras colagenas mais semelhantes a da pele intacta, bem como a formacao da
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derme papilar. O bloqueio da reducéo de fibroblastos em animais tolerantes por
um antagonista do receptor de a-MSH é um forte indicativo da participacao
deste peptideo neste fenémeno.

O peptideo a-MSH inibe a expressdo de moléculas de adeséo, tais
como ICAM-1(Luger et al., 2003) e a injecdo da proteina tolerada também inibe
a expressdo de ICAM-1 ao redor de granulomas em torno de ovos de
Schistosoma mansoni no pulmé&o de animais tolerantes (Azevedo et al., 2012).
Em nosso trabalho ainda ndo analisamos a expressao de ICAM-1 nas feridas
de animais tolerantes, mas uma possibilidade é que a-MSH se ligue, via MC-
1R, e reduza a expressdo de ICAM-1 em células endoteliais resultando em
uma reduzida migracao de células inflamatdrias para a regido da leséo.

Os resultados comparativos das analises histologicas e
imunohistoquimicas entre a injecdo da proteina tolerada e a injecdo de a-MSH
durante o processo de reparo de feridas cutaneas, sugerem que ambos tém
acbes similares. Em ambos os grupos had uma reducdo de leucécitos,
mastoécitos e fibroblastos. Similaridades entre as cicatrizes formadas 60 dias
apos a lesdo, tanto no grupo tolerante quanto no grupo a-MSH, expandem a
possibilidade de que este neuropeptidio participe dos efeitos sistémicos da
tolerancia oral.

A proteina agouti € um potente antagonista de MC-1R e MC-4R (faixa
nanomolar), um antagonista relativamente fraco de MR-R2 e MC-3R, e um
antagonista muito fraco para o MC-5R (Dinulescu and Cone, 2000). Nossos
resultados mostram que os efeitos anti-inflamatérios desencadeados pela
injecdo de uma proteina tolerada podem ser bloqueados pela proteina agouti: a
injecdo de agouti em animais tolerantes impediu a reducdo do numero de

leucécitos, mastocitos e fibroblastos na regido da ferida durante a fase
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inflamatoria do processo de reparo. A reducdo da acdo anti-inflamatoria
observada nas fases iniciais do reparo de feridas em animais tolerantes pela
injecdo da proteina agouti € um fator chave para relacionar a participacdo do
neuropeptidio a-MSH aos efeitos sistémicos da tolerancia oral.

Os neurbnios nociceptores e células imunes compartilham muitas vias
de interacdo molecular e em resposta a eles uma intensa rede de fibras
sensoriais e autondmicas, em tecidos periféricos, comunicam-se diretamente
com o sistema imune formando uma rede neurogénica rapida de interacdes
(Chiu et al., 2012).

Os neuropeptidios podem ser liberados dos terminais periféricos de
neurdnios sensoriais aferentes da pele e modular fungbes em células nesse
local, em células do sistema imune, tais como a proliferacdo celular, producéo
de citocinas, apresentacdo de antigenos, neurotransmissao sensorial e
degradacdo de mastocitos sob condices fisioldgicas ou fisiopatoldgicas
(Luger, 2002) que podem resultar na melhora do processo de cicatrizacao.

A atividade imunoldgica € dindmica e conservativa, sendo que as
imunopatologias interferem com esta estabilidade e resultam em uma
expansdao oligoclonal, com consequente perda da conectividade entre linfocitos
(Vaz and Carvalho, 2014). A injecdo da proteina tolerada em adjuvante deve
alterar esta conectividade de tal modo que aumenta a expressao do peptideo
a-MSH favorecendo reacfes inflamat6rias menos intensas e melhorando o
processo de cicatrizacdo de feridas. Os efeitos indiretos da tolerancia oral
dependem de linfécitos e os receptores MC-1R, MC-4R e MC-5R também séo
expressos nestas células (Bohm et al., 2006b; Brzoska et al., 2008; Yamaguchi
et al., 2009). A injecdo da proteina agouti, por via i.p., pode bloquear estes

receptores em linfdcitos, perturbando a estabilidade da conexdo entre estas
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células e interferindo nas alteracdes sistémicas que permitem a ocorréncia dos
efeitos indiretos.

Uma das perguntas frequentes que ouvimos sobre as acdes dos efeitos
anti-inflamatoérios da injecdo de proteinas toleradas € se esses envolvem o0s
glicocorticéides. Entdo, considerando que no fendbmeno dos efeitos indiretos da
tolerancia oral pode haver aumento transitério de corticosteréide, avaliamos a
participacdo deste hormoénio em nosso modelo de cicatrizacdo de feridas.
Nossos resultados, usando o antagonista RU-486 (mifepristone), nao
mostraram evidéncias do envolvimento de glicocorticoides nos efeitos
sistémicos da injecdo de proteinas toleradas. As conseqiéncias de alteracfes
sistémicas ou locais dos niveis de glicocorticoides no fechamento de feridas
cutdaneas podem variar se estas alteracbes sdo agudas ou cronicas. Em
estudos sobre a influéncia do stress cronico no fechamento de feridas, o
aumento de glicocorticéide esta correlacionado com um atraso no seu
fechamento (Christian et al., 2006). Por outro lado, um aumento agudo de
glicocorticéide e sua acdo anti-inflamatéria pode acelerar a cicatrizacao de
feridas (Lin et al., 2014).

Nossos resultados mostraram que uma injecéo i.p. de RU-486 1h antes
da injecado da proteina tolerada nao inibiu os seus efeitos anti-inflamatérios.
Mais estudos sdo necessarios para descartar ou afirmar a participacdo deste
hormdénio nos efeitos indiretos da tolerancia oral. Uma das possibilidades seria
investigar os receptores deste hormoénio ou a preseca desse hormoénio no
plasma de animais tolerantes.

De qualquer maneira a observagdo de que 0 processo de reparo e
fechamento de lesdes cutaneas pode ser melhorado através de imunizacfes

com pequenas doses de uma proteina previamente dada por via oral tem uma
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importancia biolégica muito grande. Neste trabalho ndés mostramos, pela
primeira vez, que o neuropeptidio a-MSH esta envolvido neste fenbmeno. Além
disso, fomos os primeiros a avaliar o potencial anti-inflamatério de a-MSH na

melhora de lesdes cutaneas .
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7 — Conclusdes

1) O horménio alfa-melanécito estimulante melhora o processo de
cicatrizacdo de feridas cutdneas reduzindo o numero de leucécitos,
fibroblastos, mastécitos e area de cicatriz e melhorando a organizacdo das

fibras de colageno.

2) O padréo de reparo de lesGes cutaneas ocasionado pela injecao i.p. de

a-MSH é semelhante ao ocasionado pela injecao da proteina tolerada.

3) A injecdo da proteina tolerada eleva os niveis séricos a-MSH e a
expressao desse peptideo no leito das feridas de animais tolerantes aos 3 dias

apos a leséao.

4) A injecdo da proteina tolerada ndo modifica a expressao de receptor

MC-1R, ao menos no tempo avaliado.

5) A injecdo da proteina agouti pouco antes da administracdo da proteina
tolerada inibiu a ocorréncia dos efeitos sistémicos da tolerancia oral na

cicatrizacao.

6) O hormoénio alfa-melanécito estimulante participa da melhora observada

em lesdes cutaneas ocasionada pela injecao da proteina tolerada.
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Abstract: Skin wound healing is a complex process involving
many types of cells and molecules and often results in scar tissue
formation in adult mammals. However, scarless healing occurs in
foetal skin and minimal scars may occur after cutaneous healing
in the adult with reduced inflammation. Alpha-melanocyte-
stimulating hormone («-MSH) is widely distributed within the
central nervous system and in other body regions, such as the
skin, and has strong anti-inflammatory activity. The aim in the
present experiments was to learn whether intraperitoneal (i.p)
injection of o-MSH just before skin wounds antagonize
inflammation and improves skin wound healing in adult mice.
C57BL/6 young adult mice received an i.p. injection of 1 mg/kg of
o-MSH and, 30 min later, two circular through-and-through holes
(6.5 mm diameter) were made in their dorsal skin under
anaesthesia. Control mice were wounded after vehicle injection.
The wound healing process was analysed macroscopically and

microscopically at 3, 7, 40 and 60 days. Skin samples were fixed
in formalin, embedded in paraffin, sectioned at 5 pum, stained
with H&E or toluidine blue for cell analysis or Gomori’s
trichrome for extracellular matrix (ECM) analysis. Other samples
were fixed in DMSO-+methanol, embedded in paraplast and
incubated with anti-CD45, antismooth muscle actin, anticollagen-I
and anticollagen-IIT for immunofluorescence analysis. Alpha-MSH
significantly reduced the number of leucocytes, mast cells and
fibroblasts at 3 and 7 days after injury. On days 40 and 60, o-
MSH reduced scar area and improved the organization of the
collagen fibres indicating that it may direct the healing into a
more-regenerative/less-scarring pathway.

Key words: alpha-melanocyte-stimulating hormone and scarless healing —
inflammation — scars — wound healing
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Introduction

Skin wound healing in adult mammals results in the formation of
scars that may be visible with different degrees, from a smooth
and barely detectable line to hypertrophic or keloid scars (1). The
mature scar tissue develops some weeks after the wound when
most of the cells found on the wound bed undergo apoptosis, and
the region is now made mainly by extracellular matrix (ECM)
proteins (2). Actually, the reorganization of this matrix involves
the degradation and replacement of the immature ECM, rich in
fibronectin and type IIT collagen, by type I collagen with fibres
organized in bands (3,4). However, scarless skin wound healing is
a normal outcome after skin lesion during the early foetal devel-
opment in mammals. At this stage of skin development, skin
wound healing may totally reconstruct the original tissue architec-
ture in a process called regeneration (5-7).

One of the hypotheses suggested to explain why the process of
repair changes during ontogeny involves the activation of the
immune system, as adult athymic mice or mouse foetuses with an
immature immune system are able to repair skin wounds without
scars (8,9). In fact, the repair of foetal wounds follows a different
kinetics of inflammatory cell infiltration wherein macrophages and
mast cells are reduced in numbers and differentially activated
(10,11). Concerning the fibres of collagen, lesions in foetal skin

display a larger proportion of collagen III/I than those in adult
skin. Interestingly, the difference is not restricted to this propor-
tion but also in the organization of the fibres. In foetal wounds,
collagen is deposited in a basket-weave pattern undistinguishable
from the pattern observed in neighbouring normal tissues,
whereas in adult wounds, the fibres are aligned in linear parallel
bands (12-14).

In addition to the immune system, the sensory nervous system
plays a role in mediating inflammation and healing and the inter-
action between these two systems can be mediated by cytokines
and neuropeptides. In the skin, neuropeptides are synthesized and
released predominantly by small unmyelinated afferent neurons,
known as C-fibres, and in smaller amounts by myelinated A-delta
fibres. In addition, neuropeptide may be produced by skin resi-
dent cells, such as keratinocytes, endothelial cells and fibroblasts,
as well as by cells of the immune system that infiltrate the skin
under inflammatory conditions (15,16).

Skin diseases, such as psoriasis and atopic dermatitis, include a
neurogenic component (15,17,18). Moreover, neuropeptides are
implicated in inflammatory, angiogenic and fibroproliferative pro-
cesses occurring during skin lesions (15).

Among several neuropeptides, alpha-melanocyte-stimulating
hormone («-MSH), a natural melanocortin, is outstanding by
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displaying a strong anti-inflammatory and immunomodulatory
activity suggesting a general role for «-MSH in the regulation of
inflammatory immune responses (17,19-22). Alpha-MSH is a tri-
decapeptide originating from the post-translational processing of
pro-opiomelanocortin (POMC) by the proteolytic action of a fam-
ily of prohormone convertases (23). Although originally described
in the pituitary gland, o-MSH is made by skin cells such as kerati-
nocytes, Langerhan’s cells, melanocytes, cells from hair follicles,
endothelial cells from the dermal microvasculature and also
monocytes and lymphocytes (24-26).

The actions of «-MSH are triggered by its binding to melano-
cortin receptors (MC-R) that include five subtypes MC-1R to
MC-5R (27,28). MC-1R is expressed in cells of different tissues,
among which skin cells, such as melanocytes, keratinocytes, fibro-
blasts, basophils, endothelial cells and cells of pilosebaceous uni-
ties. In addition, MC-R1 is also expressed in macrophages,
lymphocytes, neutrophils, mast cells and dendritic cells (29,30).
Initially, it was believed that the main function of MC-1R was
related to skin physiology and melanogenesis, but its expression in
cells of the immune system, associated with a significant reduction
in the activation and translocation of NF-xB shows that it is
actively involved in inflammation (31,32). Among the melanocor-
tins, «-MSH is the one displaying higher affinity for MC-1R, and
therefore, it has been suggested that its anti-inflammatory effects
are mediated by binding and activation of MC-1R (33,34).

Studies performed on mice have shown that intracerebroven-
tricular or intraperitoneal administration of o-MSH 1-13 or its
COOH-terminal tripeptide o-MSH 11-13 inhibits the cutaneous
inflammation induced by application of topical irritants and intra-
dermal injection of cytokines (17,35,36). During murine wound
repair, MC-1R and o-MSH were detected in inflammatory cells
and keratinocytes at the leading edge of the migrating epithelial
tongue in the wound area (26). However, the role of «-MSH in
the inflammatory, fibroproliferative and remodelling phases of
cutaneous wound healing has not been previously addressed.

As the absence or reduction of inflammation during the process
of skin wound healing is correlated with scarless or better healing,
we studied the effects of intraperitoneal injection of a-MSH before
excisional skin lesions. Herein we show that it is able to inhibit
leucocyte infiltration into the wound and to improve the healing
in adult mice.

Materials and methods

Animals

Eight- to 10-week-old male C57BL/6 mice were provided by Insti-
tute of Biological Sciences, Universidade Federal Minas Gerais
(UEMG), Brazil and treated according to the guidelines of the
Ethics Committee of Animal Experimentation of UFMG (Protocol
number 7/2009). The groups contained six mice per time point.
Administration of a-MSH

Experimental groups were intraperitoneally (i.p.) injected with
0.5 mg/kg, 1.0 mg/kg or 2.5 mg/kg of «-MSH (CALBIOCHEM,
San Diego, CA, USA) diluted in saline, 30 min before skin exci-
sional wound.

Wounding

Mice were anesthetized with ketamine (97 mg/kg) and xylazine
(16.5 mg/kg) and their dorsal thoracic skin was shaved and
cleaned with 70% ethanol before wound. Two circular through-
and-through (6.5 mm diameter) full-thickness excisional wounds
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were made by picking up a fold of skin and using a biopsy punch,
resulting in one wound on each side of the midline. The wounds
were left unsutured and without dressing. All the animals were
housed individually to prevent traumatic damage to the wounds
by other mice.

Macroscopic analysis

Wounds or the healed area were photographed with an in-picture
ruler for scale using a digital camera (Sony DSC-F717, Tokyo,
Japan) at 3, 40 and 60 days postwounding. The images were
imported into image analysis software (Image Tool 3.0 http://
ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html), and outlines were manually
traced for calculation of wound area and scar area.

Histology

Mice were sacrificed by lethal doses of anaesthetics at 3, 7, 40 and
60 days, shaved when necessary, and the skin around the two
lesions was dissected. One of the lesions was fixed in Carson’s
modified Milloning’s phosphate-buffered formalin for 24 h, per-
pendicularly sectioned in its half and the separate pieces were
dehydrated in ethanol and embedded in paraffin for histological
studies following standard protocols. Serial 5 um transverse sec-
tions from the middle of the wound were stained with haematoxy-
lin and eosin (H&E), toluidine blue or Gomori’s trichrome. Each
group contained six mice per time point, and we analysed one
section per wound, per mouse, per time point resulting in six sec-
tions per time point. The experiments for analyses 3 days after
wound were performed three times, and in this case, the data
shown are from one representative experiment. Digital images of
tissues were obtained using a BX50 Olympus microscope and an
Olympus Q Colour 3 Camera (Olympus, Tokyo, Japan), which
was connected to a computer running the Q-Capture Pro software
program (Q Imaging, Surrey, BC, Canada).

Morphometry

Histological sections were examined under a light microscope
using an intersection grid placed at the ocular lens, at high magni-
fication (1000x). Fibroblasts and leucocytes were identified by
their characteristic morphology in H&E-stained sections: the
nuclei of fibroblasts are elongated and can be quite condensed.
Most of the leucocytes are rounded cells with variable nuclei
forms. Mast cells were identified after toluidine blue staining that
metachromatically stains these cells purple. Leucocytes, fibroblasts
and mast cells were counted in 10 fields of 100 um?, within the
wound healing area of one section per mouse, and the results
from six sections per group were expressed as the mean + SEM.
For the dose-response experiment, we analysed four sections per
group.

Immunostaining and confocal microscopy
Immunofluorescence-labelling and quantitative confocal micros-
copy were used to investigate the distribution and quantity of
leucocytes (CD45+), myofibroblasts (o-smooth muscle actin, o-
SMA), collagen type I and collagen type III. One of the lesions
were immediately fixed and cryosubstituted in a —80°C solution
containing 80% methanol and 20% dimethyl sulfoxide for 6 days,
transferred to —20°C for 1 day and then brought to room temper-
ature. Samples were rinsed 3x in absolute ethanol, 2x in xylene
and embedded in paraplast. Five um transverse sections from the
middle of the wound were mounted on slides, deparaffinized, re-
hydrated and incubated in blocking solution (1% BSA and 0.1%
Tween 20 in PBS) at room temperature for 1 h. Sections were
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incubated overnight at 4°C with one of the following primary
antibodies: APC rat anti-CD45 (BD Biosciences, bdbioscienc-
es.com), mouse anti-a-SMA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA), rabbit anticollagen type I and rabbit anticollagen type III
(Rockland, Gilbertsville, PA, USA). After 4-5 rinses in PBS, sec-
tions were incubated for 1 h at room temperature in the dark
with Alexa Fluor ® 488 goat anti-mouse IgG,a (y2a) or Alexa
Fluor ® 488 anti-rabbit IgG (H+L) (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) secondary antibody. After several rinses in PBS, sections
were mounted in a mixture of 10% 1.0 m Tris-HCI, pH 9.0 and
90% glycerol and viewed using a laser scanning confocal micro-
scope (Zeiss 510META; Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany).
Optimal confocal settings (aperture, gain and laser power) for
each antibody used were determined at the beginning of each
imaging session and then held constant during the analysis of all
the samples. Nuclei were labelled with 4'6-diamidino-2-phenylin-
dole dihydrochloride (DAPI) (Molecular Probes, Carlsbad, CA,
USA). The distribution patterns and levels of expression of colla-
gens types I and III, and «-SMA were analysed on digitalized pho-
tomicrographs with Image Tool 3.0 software (http://ddsdx.uthscsa.
edu/dig/itdesc.html). Images were captured at 12 bit and analysed
in the grey scale range of 0-255. Fluorescence intensity was
recorded as the sum of grey values of all pixels divided by the area
(in um?) x 10°. Background fluorescence was measured in each
sample and subtracted from the values obtained for the fluores-
cence intensity. We captured 3-5 images per section in different
areas of wound bed or scar tissue.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) and the statistical sig-
nificance of differences between groups was determined using
one-way ANOVA followed by Student-Newman—Keuls test. Values
of P 0.05 were considered significant. The results were expressed
as the mean + SEM.

Results

Dose-response experiment

In the first experiment, three doses of alpha-MSH were tested for
their effects in cutaneous wound healing: 0.5 mg/kg, 1.0 mg/kg
and 2.5 mg/kg. The peptide was injected intraperitoneally (i.p.)
30 min before excisional skin wound, and 3 days after wounding,
the lesions were harvested and processed for routine histology and
H&E staining. We analysed four sections per group and in addition
to qualitative analyses of inflammatory signals we counted leuco-
cytes on the wound bed as described in M&M. The data for each
group (mean £ SEM) were as follows: vehicle (2.963 + 0.2535);
alpha-MSH 0.5 mg/kg (3.388 + 0.3985); alpha-MSH 1.0 mg/kg
(2.090 £ 0.1399); alpha-MSH 2.5 mg/kg (3.100 % 0.1670). Only
the dose of 1.0 mg/kg significantly inhibited leucocyte counts and
this was the dose used in subsequent experiments.

Scarless cutaneous wound healing in adult mice after
intraperitoneal injection of a-MSH

Experimental mice received an ip. injection of 1.0 mg/kg of
o-MSH 30 min before wound in their dorsal skin. Control mice
were wounded after i.p. vehicle injection. There was a striking dif-
ference between the healing of full-thickness skin wounds between
the control and the experimental group (Fig. 1). At 3 days, the
lesions in o-MSH mice were well demarcated with regular and
smooth borders continuous with the rest of the lesion. At 40 and

60 days, the wound sites from mice treated with a-MSH are diffi-
cult to discern and significantly smaller than the obvious scars at
the sites of the control wounds (Fig. 1).

Impaired inflammatory cells infiltration and reduced
fibroblasts in the healing wounds after intraperitoneal
injection of a-MSH

Histological analysis of the lesions performed at 3 and 7 days
showed that injection of a-MSH resulted in qualitative differences
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Figure 1. Injection of alpha-melanocyte-stimulating hormone («-MSH) improves
cutaneous wound healing. (a) Representative pictures of dorsal skin from mice of
control group (left column) and «-MSH group (right column), at 3, 40 and 60 days
after lesion; At 3 days, the scab is prominent in control lesion group and at 40 and
60 days the scars are well noted at the sites of the control lesions while at the
sites of lesions in mice treated with alpha-MSH the scars are difficult to discern.
Wound healing area (b) at 3 days and scar area (c) at 40 and 60 days. Data
represent mean + SEM. *P 0.05; N = 6 mice.
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such as decreased inflammation with less inflammatory exudate,
vascular congestion and inflammatory cells (Fig. 2). At 3 days, the
fibrin clot occupies the wound healing area and at 7 days, re-epi-
thelialization is complete in both groups. At 7 days, thickened epi-
thelium can be seen above the granulation tissue area.
Morphometric analysis of sections stained with H&E or toluidine
blue showed a significant reduction of leucocytes, fibroblasts and
mast cells in «-MSH group (Fig. 2g-i). Immunostaining with
anti-CD45 confirmed the reduction of leucocytes at the healing
area in mice injected with a-MSH (Fig. 2m—o0). Expression of -
SMA, a phenotypic marker of myofibroblasts, was examined in
the healing wounds, and there was marked expression of this mar-
ker in the cell-rich granulation tissue with no difference between
groups at 7 days (Fig. 2j-1).
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Figure 2. Analyses at the initial phases of cutaneous wound healing. Sections of
wounds harvested on days 3 and 7 postwounding were stained with H&E (a, b, d,
e, f) or toluidine blue (c) or immunostained with anti-x-SMA (j, k) or with anti-
CD45 (m, n). Fluorescence intensity was determined in sections immunostained
with anti-a-SMA (myofibroblasts, 1) and anti-CD45 (leucocytes, 0). Wounds from
melanocyte-stimulating hormone (alpha-MSH) treated mice have significantly lower
leucocytes (g, o) and mast cells (i). At day 7, postwounding re-epithelization has
occurred in both groups (d, e) and small number of fibroblasts was present in
wounds from alpha-melanocyte-stimulating hormone (a-MSH) treated mice (h).
Small letters on photomicrographs represent: f, fibrin clot; s, scab; e, epithelium;
gt, granulation tissue. Original magnification of photomicrographs 100x (a, b, d,
e) or 1000x (c, f); scale bars: 100 um (a, b, d, e), 50 um (c, f) or 20 um (j, k, m,
n). The asterisk in (e) represents the area where the region is shown in higher
magnification in (f) to illustrate leucocytes (black arrow) and fibroblasts (white
arrow). In (c), mast cell was pointed. Data represent mean + SEM. *P 0.05; N = 6
mice.
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Improved collagen deposition in the healed area after
intraperitoneal injection of a-MSH

Histological analysis of tissue sections stained with Gomori’s
trichrome at 40 and 60 days after lesion showed that injection of
o-MSH produced significant qualitative differences in the organiza-
tion of extracellular matrix (Fig. 3). Note the basket-weave pattern
of collagen in the dermis of normal, unwounded skin (Fig. 3b). By
contrast, the collagen fibres in the neodermis of the control wound
(Fig. 3e,g) are compactly arranged in an abnormal pattern with dis-
tinct scarring. The collagen fibres in the neodermis of wounds trea-
ted with o-MSH (Fig. 3fh) are arranged in a reticular pattern
closely resembling that from normal dermis with a marked reduc-
tion in scarring. Imunofluorescence staining using antibodies for
collagen I and collagen III corroborates the histological findings
and shows a higher expression of collagen III in o-MSH group at
40 days (Fig. 4). No hair growth and no regeneration of skin
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Figure 3. Alpha-melanocyte-stimulating hormone (¢-MSH) improves extracellular
matrix remodelling. Representative photomicrographs of normal intact skin (a, b),
skin from control mice with scar tissue (c, e, g) and skin from alpha-MSH treated
mice with scarless tissue (d, f, h) at day 40 (c—f) and day 60 (g, h) after wounding.
The boxes in low magnification (100x) photomicrographs (a, ¢, d) represent the
area where the region is shown in higher magnification (1000x) in (b, e, f) to
better illustrate the pattern of tissue organization. At day 60 after lesion, the
neodermis in alpha-MSH injected mice (h) closely resembles that of the normal
dermis with the collagen fibres arranged in a basket-weave pattern (b). Gomori's
trichrome-stained sections. Scale bars: 100 um in low magnification picture (a) and
10 um in high magnification picture (b). One asterisk (papillary dermis, b, h) and
two asterisks (reticular dermis, b).
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appendages were observed although reorganization of papillary
dermis seems to be prominent in the o-MSH group at 60 days
(Fig. 3h).

Discussion

Wound healing is a complex process involving cell death, cell pro-
liferation, differentiation, migration and the synthesis and remod-
elling of the extracellular matrix (ECM) resulting in restoration of
tissue integrity. This process occurs in a coordinate and overlap-
ping sequence of events that may be separated into three stages:
haemostasis/inflammation, proliferation and remodelling (5,6,37).
It involves a large number of growth factors, cytokines and other
substances such as neuropeptides (11). We reported here the first
evidence that injection of o-MSH improves cutaneous wound
healing. Intraperitoneal injection of 1 mg/kg of a-MSH prior to
cutaneous excisional wounds resulted in a marked improvement

Lesion + o-MSH

Lesion

@ / (b)

Collagen | - 40d

Collagen Il - 40d

[ Lesion

I Lesion +
a-MSH

Fluorescence
intensity/mm? (x10%)

0 g
Collagen | Collagen Il

Figure 4. Effects of alpha-melanocyte-stimulating hormone (2-MSH) on collagen
deposition in healed wounds. Sections of wounds harvested 40 days postwounding
and immunostained with anticollagen | (upper panels) and anticollagen Ill (lower
panels) were photographed under identical settings using a confocal microscope.
Wounds treated with «-MSH show an increase in the intensity of staining for
collagen Ill (d, e) compared to that in the control wound (c, ). The intensity of
staining for collagen | is not significantly different between groups (a, b, e).
Confocal microscope images were captured with a 63x objective, and the graphs
represent the green fluorescence intensity (the sum of grey values of all pixels
divided by the area (in um?) x 10 in control wounds (open bars) and a-MSH
wounds (black bars). Data represent mean + SEM. *P 0.05; N = 6 mice.

in the architecture of the neodermis and a reduction in scarring.
This was preceded by significantly reduced leucocyte infiltration
into healing wounds and also reduction in other inflammatory
signals such as inflammatory exudate, vascular congestion and
oedema.

It has been previously shown that i.p. injection of o-MSH into
mice blocked acute inflammation in the footpaw and contact sensi-
tivity in a dose-related manner (17). In our hands, the i.p. injection
of 0.5 mg/kg or 2.5 mg/kg of «-MSH into C57BL/6 mice did not
block wound triggered inflammation indicating that «-MSH has an
inverted U-shaped curves for its anti-inflammatory effect as
reported in studies using different models of inflammation (38,39).

The present study does not define the molecular mechanism
through which systemic administration of o-MSH exerts the
effects on cutaneous wound healing and several of the various
pathways implicated in the regulation of inflammation and fibro-
blast activation may be involved. Alpha-MSH affects nuclear factor
NF-xB activation and cytokines production/action, expression of
adhesion molecules and inflammatory cell migration, T-cell prolif-
eration and activity, expression of antioxidative enzymes, prosta-
glandin and histamin (21,40-43).

It is important to note that in our experiments o-MSH was
administered i.p. only once soon before skin wounding and that
the effects of o-MSH on the early phases of wound healing
resulted in altered remodelling of dermis. Thus, the scarless
response in o-MSH group is probably initiated soon after its injec-
tion, affects the haemostasis/inflammation phase of wound healing
converging in combined alterations in leucocyte and fibroblast
migration/action. It is interesting that in ¢-MSH group the num-
ber of fibroblasts in the healing area was significantly reduced at
day 7 while the immunofluorescence intensity to a-SMA that is
expressed by myofibroblasts was not different from control lesion
group. We think that this can be attributed to altered pattern of
fibroblast activation triggered by «-MSH peptide explaining the
subsequent alteration in ECM deposition and organization in neo-
dermis. It would be interesting to look whether o-MSH treatment
activates different fibroblast lineages in dermal reconstitution (44).

Some reports in the literature suggest an antifibrogenic role for
o-MSH. In a neonatal mouse model in which dermal fibrosis was
induced by repetitive intracutaneous injections with TGF-f1,
collagen deposition was significantly suppressed by co-injection of
o-MSH (45). In addition, in the bleomicin mouse model for
scleroderma, o-MSH reduced skin fibrosis and collagen content
(42). In our work, the intensity of collagen I in the scars of
o-MSH group was not different from control lesion group at day
40, while collagen III was increased. In our model, -MSH chan-
ged the pattern of collagen I organization turning it more similar
to that found in intact skin.

The scarless response in foetal wound healing has been corre-
lated with an extracellular matrix rich in type III collagen and
hyaluronan (46) which is in accordance with our results that
shows higher level of collagen III after «-MSH injection and no
alteration in the levels of collagen I. Collagen III is supposed to
attenuate biomechanical stress which can indicate that fibroblast
in the lesions from «-MSH group is submitted to different stress
signals and modifies further the ECM since during maturation
and remodelling phases collagen is remodelled and realigned along
tension lines.
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Another important observation in our work is that the reorga-
nization of papillary dermis seems to be prominent in the a-MSH
group at 60 days. However, further studies are necessary to sub-
stantiate this observation and to explore its significance for hair
follicle regeneration and enhancement of neodermis/epidermis
interaction.

The present study covers an important gap in the literature
regarding the systemic effects of «-MSH on cutaneous wound
healing and opens a new possibility for therapeutic intervention to
deal with undesirable scar formation. Efforts to uncover the
molecular effects of o-MSH on cutaneous wound healing and its
interaction with other paracrine factors, such as IL-10 and TGFp3,
that also prevents excessive scarring should be emphasized.
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