UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA
LABORATORIO DE BIOLOGIA DO SISTEMA LINFOIDE E DA REGENERAGAO

Liana Biajoli Otoni de Matos

Efeitos indiretos da tolerancia oral melhoram o processo de reparo
de lesdes excisionais na pele de camundongos

Belo Horizonte
2011



Liana Biajoli Otoni de Matos

Efeitos indiretos da tolerancia oral melhoram o processo de reparo
de lesGes excisionais na pele de camundongos

Dissertacdo apresentada ao Departamento
de Morfologia, Instituto de Ciéncias
Biolégicas, UFMG, como requisito para
obtencado de titulo de Mestre em Biologia
Celular.

Orientadora; Claudia Rocha Carvalho

Colaboradores: Geraldo Magela de Azevedo Junior
Nelson Monteiro Vaz
Raquel Alves Costa

Belo Horizonte
2011



Dedico este trabalho a minha familia, em
especial minha filha, Ana Luisa, por entender
0S momentos de auséncia e, ao meu marido,
Joao César, pelos momentos de
compreensio e incentivo. A Dr2. Raquel Alves
Costa por todo ensinamento, paciéncia,
amizade e calma. E a Prof.2 Claudia Rocha
Carvalho pelos ensinamentos e confianga.



Agradecimentos

Ao professor Nelson Monteiro Vaz pelas discussdes que me
fizeram compreender imunologia e percebé-la de maneira
diferente daquela antes vista.

Ao doutorando Geraldo Magela de Azevedo Junior por toda
ajuda nas andlises histologicas.

Ao professor Gregory Thomas Kitten pelo seu empenho e
dedicacdo na organizagdao do uso e manutencdo do
microscopio confocal utilizado neste trabalho.

A professora Luciola da Silva Barcelos por nos ensinar o
modelo de ferida excisional.



Este trabalho foi realizado com apoio financeiro da Fundacao de
Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPQ).



Agradecimentos Especiais

A Prof2, Claudia Rocha Carvalho por ter confiado a mim este
trabalho, ter me aceitado no laboratério mesmo ndo me
conhecendo e, principalmente, pela paciéncia.

A Dr2, Raquel Alves Costa por ter me iniciado no mundo da
morfologia, histologia e imunologia. Pelas discussdes de
trabalhos, por todos os ensinamentos que vao de como cuidar
de animais a como analisar os materiais coletados, pelas
conversar amigas e pela compreensao sempre.

Aos amigos do grupo: Geraldo, Thiago, Mariana e Kénia pela
constante ajuda.

Aos demais amigos do laboratério e da Pos-graduacao pelos
momentos de alegria, amizade e companheirismo.

Aos Professores da Poés-graduacdo pelas aulas e
ensinamentos tao importantes ao aprendizado e compreenséo
de muitos resultados obtidos.

Ao Joao Cesar, marido, companheiro e amigo. Por ter me
incentivado a fazer o mestrado e ter sempre se mostrado
interessado a ouvir e argumentar.

A minha filha, Ana Luisa, razdo da minha vida. Por entender
0S momentos de auséncia e retribui-los com mais carinho.

A minha familia: minha mae (Dulcinea), meu pai (Paulo
César), minha irméa (Larissa), Dinda Lizete e Tia Téia pelo
apoio e incentivo.



SUMARIO

1 - INTRODUGAO ... ..ottt ettt ettt et ae st et steare e 14
1.1 Regeneracao € CICAtriZACAD..........c.uuuurruuriiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerananran e 14
1.2 A inflamagéo e sua influéncia no processo de reparo tecidual................. 16

1.3 TOIErANCIA OF@l......ceeeeeeieee e e s 20
1.4 Relacao tolerancia oral e inflamacao............ccccceevieieiiiie e, 21
2 = OBUIETIVO ...ttt ettt e e e e e et e e e e e eeeaeees 24
2.1 ODJELVO GEIAL... ..t e e e 24
2.2 ObjetivoS ESPECITICOS. ... .uuuiiiiiiiiiiiiiiee ettt 24
3 - MATERIAIS E METODOS.......cciieeeeiee ettt en e ene s 25
I N 1] =YL PO PP PP PP PPPPPURTR 25
I A g 1o =1 oL T TP ERP PP 25
3.3 AQJUVANTE. ... e as 25
3.4 Tratamento oral com clara de OVO...........eeeiieiiiiiiiiiiiiiie e 25
3.5 IMUNIZACAO PArENtaAl..........uuueiiiieiiie e 26
3.6 Modelo experimental para estudo da leséo excisional no dorso................ 26

3.7 Avaliacdo da cinética de fechamento da ferida excisional no dorso do

(o7= 10 48[ To (o] o T [0 F PP PP 26
3.8 Coleta do material e processamento histologico da lesdo excisional........ 27
3.9 Processamento para Histoquimica da lesdo excisonal..............ccccc..ouuee. 27
3.10 Andlise Morfolégica do tecido da leséo excisional..................cccccvvrrrnnnee. 28

3.11 Processamento para analise de imunofluorescéncia da lesdo
EXCISIONAL.....cciiiiiieeee e a e e e ——————————— 29
3.12 Analise de linfocitos T, neutroéfilos, colageno 1, colageno lll, tenascina C e
miofibroblasto na [eSA0 eXCISIONAl ............oovvvviiiiiiiii e 29

3.13 Analise quantitativa de linfocitos T, neutrdfilos, colageno | e |l

miofibroblastos e tenascina C na area da leséo excisional...........cc.ccovvveeuna... 31
3.14 Anélise estatistica dOS resultadosS.......c.oveueen e 31
4 - RESULT AD S . . ottt e e et e e e e e e eereaaaes 32

4.1 Analise do efeito indireto da tolerancia oral na cinética de fechamento de

lesdes na pele do dorso de camunNdONQOS.........covviviiiiiiiiieeeiciiiee e 32



4.2 Efeitos da administracdo parenteral de uma proteina tolerada sobre o
processo  de reparo  de lesbes  excisionais na pele de
(oF= 10 018 [ To (o] g T [0 - F TP PPPPPPPPPPPPN 35
4.3 Analise quantitativa do infiltrado inflamatério na area da lesdo apos
imunizacdo com proteina tolerada...............uueiiiiiiieciie e 39
4.4 Andlise da matriz depositada na area da lesdo durante o processo de

reparo das feridas excisionais ap0s imunizagdo com proteina

110] (=] 2= Lo F= VR U PR PPRPRRN 50
B = DISCUSSAD . ..ottt e e e e e et e e e e e 60
B - CONCLUSOES. ... ettt 67

7 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 68



Lista de Abreviaturas

OVA — Ovalbumina

Al(OH)3; — Hidroxido de Aluminio

i.p. — Via intraperitoneal

DMSO - Dimetilsulfoxido

HE — Coloracdo de Hematoxilina e Eosina

PBS — Phosphate Buffered Saline — Salina Tamponada com Fosfato
BSA — Albumina de Soro fetal

CEBIO — UFMG - Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas
Gerais

Fig. - Figura

d — dia (s)

SMA — smooth muscle actin

DIC - differential interference contrast

DAPI — 4'-6-Diamidino-2-phenylindole (marcador de DNA)

CD - Cluster of Differentiation

PDGF - Fator de Crescimento Derivado de Plagueta

TGF- B - Fator de Transformacéo 3

H,O, - Peréxido de Hidrogénio

GM-CSF - Fator Estimulador de Colbnias — granuldcito macréfago
OPN — osteopontin

IL — interleucina

EGF - Fator de Crescimento Epitelial

FGF - Fator de Crescimento de Fibroblastos

VEGF - Fator Endotelial de Crescimento Vascular

APC — Célula Apresentadora de Antigeno

MMP — metaloproteinase

NKT — linfocito NKT

PMN — Polimorfonucleares



Lista de Figuras

Fig. 1 — Modelo excisional de leséo na pele do dOrso ..........cccevveeeeiiieiiieeeeeennn. 26
Fig. 2 - Coleta para processamento do material histol0gico ...........ccccceeeeerennnn. 27

Fig. 3 - Cinética de fechamento da lesdo excisional no dorso de camundongos

CBTBI/B.... ettt e e s e e e e e ea e e ane 33
Fig 4 — Cinética de fechamento da area da lesdo no dorso de camundongos
COTBI/B ...t 36

Fig. 5 - Analise histologica do processo de reparo 1 dia apoés lesdo excisional
na pele do dorso de CamuNAONQOS...........uuuirimiiiriiiiiiiieeeie e e e e e e e 35
Fig. 6 - Analise histologica do processo de reparo 3 dia apoés lesédo excisional
na pele do dorso de camunNdONQOS...........coovviiieiiiiiiiiiiie e e e e e e e ee e eea s 36
Fig. 7 - Andlise histologica do processo de reparo 5 dia apds lesédo excisional
na pele do dorso de CamuUNAONQOS.........uuuuuiriiiiiiiiiiieeee e e e 37
Fig. 8 - Analise histologica do processo de reparo 7 dia apoés lesédo excisional
na pele do dorso de camuNAONQOS..........covvvvuiiiiiiiiiiiieee e ee e e ee e s 38
Fig. 9 — Numero de células inflamatérias e fibroblastos por micrémetro

guadrado presentes na area da

=T ST= Lo J PP EEPRPPRRRT 41
Fig. 11 - Imagem da area da lesdo mostrando presenca de mastécitos........... 42
Fig. 12 — Marcacao especifica para granuldcitos na area da leséo................... 44
Fig. 13 — Avaliagdo do numero de granuldcitos na area da leséo....... ............. 45
Fig. 14 — Marcacéao para linfocitos T na area da 1€S80..........cccccceeeeeeiiieeeeeeennn... 46
Fig. 15 — Avaliacdo do numero de linfécitos T na area da leséo....................... 47
Fig. 16 — Marcacéo de miofibroblastos (Alfa-SMA+) na area da leséo............. 48

Fig. 17 — Avaliagdo do numero de miofibroblastos (Alfa-SMA+) na area da



Fig. 19 - Efeitos indiretos da tolerancia oral melhoram a deposicdo de matriz
na area da 1€S80 aPOS 40 AIBS......uuuieiiiiiiiiiie e 52
Fig. 20 — Efeitos indiretos da tolerancia oral alteram o padrao de deposicao das
fibras de colageno | depositadas na area da leséo.............cccoevvvvvvvvvviiiiiccnnennn. 54
Fig. 20 — Efeitos indiretos da tolerancia oral alteram o padrdo de deposicdo das
fibras de colageno Il depositadas na area da [€S80............ccccooviiieeeiiiiiinneenn. 55
Fig. 22 — Os efeitos indiretos da toleréncia oral nao interferem na intensidade
de fluorescéncia das fibras de colageno | e Il depositadas na area da leséo..56
Fig. 23 — Os efeitos indiretos da tolerancia oral interferem na deposicdo de
Tenascina C Na area da l€S80..........cccccceiiiiiiiiiiiiiee e e e 57
Fig. 24 — Os efeitos indiretos da tolerancia oral interferem na deposicao de

Tenascina C Na Area da I8SE0. ..c.uvcun e 58



Lista de Tabelas

Tabela 1: Especificagdo dos anticorpos utilizados na técnica de

IMUNOTIUOIrESCENCIA QIT LA ... e e e 30



Resumo

A re-exposicdo parenteral a ovalbunima (OVA) em animais tolerantes
orais a OVA inibe a inflamacdo e respostas imunes a antigenos nao
relacionados injetados concomitantemente. Este efeito inibitério denominado
efeitos indiretos da tolerancia oral também diminui a inflamacdo apds lesdo
incisional na pele. Neste trabalho, investigamos se a injecdo i.p. de um
antigeno tolerado concomitante com lesdes excisionais feitas na pele do dorso
de camundongos inibiria 0 processo inflamatoério nestas lesdes e se alteraria o
processo de reparo das mesmas.

Camundongos C57BL/6 oralmente tolerantes a OVA por beber uma
solucéo de clara de ovo durante 3 dias (Tolerantes) e camundongos controle
que beberam agua (Imunes), foram imunizados i.p. com OVA em Al(OH); 7
dias apos o tratamento oral e imediatamente antes da lesdo cutanea ser feita.
Em outro grupo controle (Leséo) foi feita apenas a leséo. As lesbes foram feitas
na pele do dorso, sob anestesia, com a utilizacdo de um punch dermatoldgico
de 6,5mm de didametro. Os animais foram sacrificados 1, 3, 5, 7, 14 e 40 dias
apos a leséo e a pele contendo a leséo foi coletada. Parte do material coletado
foi fixado em formalina e embebido em parafina para andlises histologicas
(coloracdo de HE, Azul de Toluidina e Tricromatico de Gomori), enquanto a
outra parte foi fixada em 80% metanol e 20% DMSO e embebido em paraplast
para andlise de imunofluorescéncia com anti- Ly-6C/G (Gr-1), anti-CD3, anti-
alfa-SMA, anti-tenascina-C, anti-colageno | e anti-colageno Ill. Além disso,
fotografias da area da lesdo foram obtidas do dia 0 ao dia 14 para medida de
suas areas.

Os grupos tolerante e imune apresentaram maior reducdo da area da
lesdo nos dias 3 e 5 apds a lesdo. O grupo Tolerante apresentou menor
namero de células inflamatdrias e de fibroblastos na area da lesédo e uma
reducd@o da cicatriz; as fibras de colageno | e Il depositadas na area da lesdo
eram mais similares as fibras da pele intacta e houve também um aumento da
deposicdo de Tenascina-C. Concluimos que os efeitos indiretos da tolerancia
oral reduzem o processo inflamatério na area da lesédo, bem como a cicatriz

formada na pele.



Abstract

The parenteral injection of ovalbunima (OVA) in OVA-orally tolerant mice
inhibits inflammation and immune responses to others antigens injected
concomitantly. This inhibitory effect named indirect effect of oral tolerance also
inhibits inflammation after incisional skin lesion. Herein, we investigate if the i.p.
injection of an orally tolerated protein inhibit the inflammatory process in
excisional lesions in the skin of adult mice and alter the repair process of these
lesions.

C57BL/6 mice were made orally tolerant to OVA by drinking a solution of
egg white for 3 days (Tolerant) and control mice drank tap water (Immune).
Seven days after oral treatment both groups were immunized i.p. with
OVA+AI(OH); immediately before the skin lesions under anesthesia using a
dermatological punch with 6.5 mm diameter. Another control group (Lesion)
received the lesion without immunization. Mice were sacrificed 1, 3, 5, 7, 14 and
40 days after and the skin around the lesion was fixed in formalin and
embedded in paraffin for histological analysis (HE staining, Toluidine Blue and
Gomori Trichrome) or fixed in 80% methanol and 20% DMSO and embedded in
paraplast for immunofluorescency analysis with anti-Ly-6C / G (Gr-1), anti-CD3,
anti-alpha-SMA, anti-tenascin-C, anti-anti-collagen | and collagen lIll. In addition,
photographs of the wounds were obtained from day O to day 14 to measure
their areas.

Tolerant and Immune groups showed greater reduction in wound area on
days 3 and 5 after lesions. Tolerant mice had fewer inflammatory cells and
fibroblasts in the wound area and a reduced scar; in tolerant mice collagen |
and collagen IIl in the wound area were more similar to the fibers of the intact
skin and tenascin-C was increased. We conclude that the indirect effects of oral

tolerance reduce inflammation and scar tissue after skin wound healing.



1 INTRODUCAO

1.1 Regeneracdao e cicatrizacéo

A capacidade dos animais regenerarem partes do corpo apés sua perda
ou lesdo sempre causou especial fascinacdo em cientistas interessados no
estudo de desenvolvimento animal (Tseng et al, 2008). Para efetivamente
refazer um membro perdido ou outra estrutura, mais do que o simples
preenchimento com tecido fibrotico, é preciso formar novos tecidos similares

aos formados durante o desenvolvimento embrionario (Mescher e Neff, 2004).

No século XVII, Abraham Trembley mostrou que hidras conseguem se
regenerar mesmo quando cortadas em diversos pedacos. Além das hidras, as
planarias também possuem capacidade regenerativa, como mostrado em
experimentos de T.H. Morgan no inicio do século XX (citados por: Tseng et al,
2008).

Anfibios da classe dos urodelos, como salamandras e tritdes, possuem a
capacidade de regenerar multiplos tecidos como a cauda, coracdo, medula,
cérebro, maxilar e retina e inclusive membros inteiros, em processos que
demonstram um alto grau de plasticidade celular (Tseng et al, 2008). Essa
caracteristica regenerativa ndo é, no entanto, observada em anfibios adultos da
classe dos anuros ou em mamiferos adultos. Os estudos das diferencas na
capacidade regenerativa entre diversos animais permitem a andlise de
processos envolvidos na diferenciacdo e organizagéo celular que surgiram ao

longo do processo evolutivo.

De acordo com Mescher e Neff (2004), o desenvolvimento da imunidade
adaptativa nos vertebrados mandibulados que suplementa o mecanismo da
imunidade inata e permite ao organismo adquirir alta especificidade de defesa
contra microorganismos invasores, envolveu a producao de células de defesa e

citocinas que, ao infiltrar o tecido lesado, impedem a dediferenciagao celular ou



algum sinal necessario ao inicio da regeneracdo do membro. Assim, a resposta
a lesdo em presenca dessa infiltracdo é caracterizada pelo reparo dos tecidos e
pela fibrose, em lugar de regeneracao, ou restauragao do tecido original.

A regeneracao da pele, além de incluir a formacéo e a orientacdo normal
de colageno (fibras reticulares), inclui também a formacdo de -capilares,
foliculos pilosos e glandulas (Harty et al, 2003). Por outro lado, a formacao de
cicatrizes esta relacionada a producdo abundante e desorganizada de matriz
extracelular por fibroblastos (Aarabi et al, 2007), fazendo com que no local

lesado ocorra a fibrose.

Alguns poucos vertebrados mantém a capacidade de restaurar com
perfeicdo a parte lesada, funcional e estruturalmente. Armstrong e Ferguson
(1995) compararam o reparo de lesbes na pele de mamiferos marsupiais
recém-nascidos e ainda no marsupio com os de marsupiais adultos. Nos
animais adultos, que ndo regeneram, as bandas de colageno sao diferentes em
tamanho, didametro e orientacdo; a camada de tecido adiposo ndo retorna a
espessura normal e a camada muscular da derme é substituida por coldgeno.
Por sua vez, até o dia 9 ap6s o nascimento o fechamento da lesdo nédo exibe
tais mudancas estruturais e ocorre regeneracdo da pele. Assim, apenas
durante a fase fetal em mamiferos eutéria, ou logo apés o nascimento em
marsupiais, o reparo de lesdes de pele pode ocorrer sem a formacao de
cicatriz, com restauracéo plena dos tecidos. Na maioria dos casos, 0 processo
de regeneracdo ndo ocorre e, o reparo das lesbes, ocorre com cicatrizacao
(Mendonca e Coutinho-Netto, 2009).

Alguns componentes da matriz extracelular da derme e suas vias de
sintese e degradacdo durante o reparo sao diferentes entre fetos e adultos. A
pele fetal é rica em acido hialurénico de alto peso molecular em um estado
altamente hidratado que promove a migracdo de fibroblastos, protege as
células contra danos por radicais livres e influencia a quantidade e a natureza
do colageno produzido. A sintese de acido hialurénico persiste por mais tempo
nas feridas de fetos do que nas de adultos e isso pode influenciar nas

respostas inflamatorias e resultar na reducdo da cicatriz nos fetos (Harty et al,



2003). Além disso, os processos inflamatérios que ocorrem em mamiferos
nessas duas fases da vida sao diferentes uma vez que elas diferem na

producédo de citocinas pré- e anti-inflamatérias.

1.2 A inflamacéao e sua influéncia no reparo do tecido

O processo de reparo de uma lesdo pode ser dividido em trés fases:
inflamac&o, formacgé&o do tecido e remodelacdo (Eming et al, 2007; Wang et al,
2006). Uma deficiéncia ou modificagdo em uma dessas fases altera a fase

seguinte, retarda ou acelera o processo de reparo (Kinsey et al, 2003).

As lesbes normalmente resultam no rompimento de capilares o que
desencadeia a ativagcdo de plaquetas, iniciando a cascata de coagulacao, que
converte fibrinogénio em fibrina e impede a perda de sangue no local (Martin
and Leibovisch, 2005). Também se iniciam eventos inflamatérios sendo que um
dos primeiros fatores inflamatdérios liberados no local da lesédo € o peroxido de
hidrogénio (H,0;) atraindo células do sistema imune (Martin e Feng, 2009).
Também ocorre a producdo de fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF) e fator de transformacédo tumoral (TGF-beta) ativando fibroblastos e
células mesenquimatosas. Neutrofilos e macrofagos migram para o local
devido a modificagBes que ocorrem nas superficies das células endoteliais dos
vasos capilares, que passam a expressar moléculas de adeséo, e permitem a

ligacdo e transmigracéo destes leucdécitos para o local da leséao.

Os neutrofilos sdo os primeiros a chegar ao local lesado. Esta rapida
chegada, embora eficiente na remocao rapida de bactérias, geralmente resulta
na liberagcdo de radicais livres que matam ndo somente agentes infecciosos,
como também, células saudaveis (Martin e Leibovisch, 2005). Além disso,
neutrofilos sdo responsaveis pela producdo de citocinas pro-infamatorias que

ativam fibroblastos, queratinécitos e células endoteliais.



Os macréfagos chegam ao local da injuria depois dos neutréfilos
removem fibrina, células mortas e restos de neutréfilos. Também produzem
citocinas e fatores de crescimento, que amplificam os sinais liberados por
plaguetas e neutrofilos (Martin, 1997; Eming et al, 2007) e fatores
angiogénicos, que também sdo importantes para a regulacdo da fibro-

proliferagao (Martin e Leibovich, 2005).

Em um estudo sobre a importancia do fator estimulador de granulécitos
e macréfagos (GM-CSF) Mann et al (2006) mostraram que durante o reparo da
ferida na pele em animais transgénicos, que nao produziam GM-CSF, ocorreu
proliferacdo de queratinécitos, uma vascularizagdo reduzida e, uma extensa
deposicdo de colageno com formacdo de fibrose na nova matriz formada.
Desta forma, pode-se dizer que o macréfago € importante para o processo de

reparo.

Em camundongos sem mastocitos ocorre reducdo no namero de
neutrofilos no local da ferida, embora o reparo ocorra de forma normal. Logo,
acredita-se que os mastocitos presentes no tecido antes da lesdo atuem na
ativacao imediata dos eventos que ocorrem neste local, que levam a atracéo de
neutréfilos (Egozi et al 2003). Além disso, 0s mastocitos estao relacionados

com a formacao de novos vasos sanguineos (Crivellato e Ribatti, 2005).

Os fatores liberados durante o processo inflamatério no local da injaria
ativam fibroblastos que adicionam hialuronato e glicoproteinas na matriz
extracelular e, mais tarde, colageno para formacdo dos tecidos. Também
ocorre a transformacdo de alguns fibroblastos em miofibroblastos, o que
promove a contracao da ferida (Martin, 1997; Harty et al, 2003).

Ainda existem controvérsias sobre o beneficio do processo inflamatério
para o reparo tecidual. Embora o processo inflamatério possa ser importante
para impedir a proliferacdo e infiltracdo exacerbada de microorganismos nos
orgaos lesados, estudos recentes tém demonstrado que ele ndo € essencial
para o processo de reparo de tecido. Ao contrario, a inflamacdo em excesso

resulta em fibrose. Martin et al (2003) mostraram, em camundongos PU.1 null



gue ndo possuem macrofagos, neutréfilos e mastocitos, que esses animais
regeneram feridas sem formacgédo de fibrose. Isso nos permite inferir que a
reducdo da resposta inflamatoria estd relacionada com um melhor reparo da

ferida.

Outro estudo feito por Mori et al (2008) mostrou que o gene OPN
(Osteopontin) é expresso pelos fibroblastos presentes no tecido de granulacéo
da ferida e sua expressao coincide com a resposta inflamatéria no local. Em
experimento com camundongos OPN-null, verificou-se um reparo mais rapido
das feridas e uma reducdo do infiltrado inflamatério, bem como, redugdo na
formacdo de cicatriz. Neste trabalho Mori descreve que os macréfagos
infiltrados no local da ferida s@o responsaveis por ativar fibroblastos que por

sua vez passarao a expressar OPN.

Em um estudo sobre a inflamacgéo e o reparo, Ferguson e O’Kane (2004)
dizem que a ferida no embrido apresenta respostas inflamatérias diferentes
guando comparada a ferida no adulto. No embrido, o sistema imunoldgico esta
em desenvolvimento, o que leva a diferencas na concentracdo de células
(neutrdfilos, macréfagos e linfocitos) e também nas citocinas secretadas, como
€ 0 caso do fator de crescimento transformador-beta (TGF-beta) e suas
isoformas. A ferida embrionaria tem alta concentracdo de TGF-beta-3,
sintetizado por fibroblastos e queratinécitos, mas uma baixa concentracdo de
TGF-beta-1 e 2, que sao responsaveis pela resposta inflamatéria de plaquetas
e macréfagos que, por sua vez, estdo presentes em alta concentracdo em
feridas em adultos (Ferguson and Kane, 2004; Martin, 1997). Sabe-se que o
TGF-beta-1 é essencial para iniciar a inflamacao e a formacao do tecido de
granulacao ja que tem atuacao importante na migracao celular para o local da
injuria (Wang et al, 2006).

Além disso, a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como a
interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8), pelos fibroblastos na ferida de pele
de fetos, apdés estimulo pelo fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF), é minima quando comparada com a produc¢do em adultos (Liechty et

al, 2000). Enquanto a IL-8 recruta neutrofilos e promove a inflamacéo, a IL-6



recruta e ativa mondécitos e macrofagos. A reducdo na producdo dessas
citocinas na ferida de fetos explica a quase auséncia desses leucdcitos e a
reducdo da resposta inflamatéria. Desta forma, quando IL-6 exdgena é
adicionada a feridas de fetos, ocorre a formacéao de cicatriz (Liechty et al, 2000;
Harty et al, 2003).

Também hé& diferencas na producdo de interleucina 10 (IL-10), uma
citocina anti-inflamatéria, que inibe a migracdo celular de mondcitos,
macrofagos e neutrofilos para o local da injuria (Peranteau et al, 2008) e inibe a
expressao de IL-6 e IL-8 (Liechty et al, 2000; Harty et al, 2003).

Eming et al. (2007) estudaram camundongos deficientes em IL-10 (IL-10
"), e verificaram a importancia desta citocina na reducdo do processo
inflamatério no reparo das feridas. Esses animais apresentaram um maior
ndmero de macréfagos na ferida e também tiveram um processo de
cicatrizacdo acelerado, com maior deposi¢cao de coldgeno, quando comparado
a animais normais que exibiam uma concentracdo maior de miofibroblastos na

ferida.

Também Liechty et al. (2000), em experimento com feridas na pele de
fetos de camundongos selvagens e IL-10", viram que na ferida dos fetos IL-10"
" houve formacéo de cicatriz, bem como, infiltrado inflamatério mais intenso,
gquando comparado a animais normais, que nhao apresentaram cicatriz e
exibiam um infiltrado inflamatério menor. Também compararam o reparo na
pele de fetos e de adultos normais e IL-10"" e verificaram que adultos normais
formam cicatrizes enquanto fetos normais ndo o fazem; e que adultos 1L-10"

formam cicatrizes ainda mais pronunciada que os adultos normais e fetos IL-10
/-

Peranteau et al. (2008) mostraram que o0 aumento da expresséao de I1L-10
em adultos produz uma diminuicdo de mediadores inflamatorios produzindo um

ambiente que propicia o reparo de feridas na pele com menor cicatriz.



Portanto, a atuacdo de uma série de fatores e citocinas produzidos no
momento da leséo influenciam no processo de reparo e na formacdo do
infiltrado inflamatério em feridas na pele e, isso, contribui para que ocorram
diferencas entre o reparo em fetos e animais adultos. Além dos fatores e
citocinas ja citados, outros elementos como o fator de crescimento epitelial
(EGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), o fator de crescimento
derivado de plagueta (PDGF) e o fator endotelial de crescimento vascular
(VEGF) (Stappenbeck et al, 2009), estdo também presentes e influenciam no

processo de reparo.

1.3 Tolerancia oral

Através do trato gastrintestinal os organismos entram em contato com
diversas substancias externas, como as provenientes da alimentacdo. O
contato com tantos elementos representa um constante estimulo antigénico
para o organismo. No entanto, a consequéncia mais frequente destes contatos
ndo é uma imunizacao progressiva, mas sim, a tolerancia oral, definida como
uma reducao da resposta imune especifica apds imunizacdo com antigeno

previamente contactado por via oral (Carvalho et al, 2002).

A tolerancia oral foi descrita inicialmente como uma inibicdo da
sensibilizacdo anafilatica em cobaias através da sua alimentacdo prévia com
leite bovino (Besredka, 1909) ou proteinas do ovo de galinha (Wells, 1911),
(ver: Hanson et al. 1979). Porém, desde 1829, Dakin havia descrito a ingestdo
de um extrato de plantas sensibilizantes (poison ivy) por indios norte-

americanos como método de prevencao de dermatites alérgicas.

Proteinas administradas por via oral sdo processadas por células
apresentadoras de antigenos (APC) presentes no intestino que ativam linfécitos
T e estas interacdes repercutem em todo o organismo, de tal maneira que
camundongos alimentados com dieta livre de macromoléculas, apresentam

alteragdes significativas no seu sistema imune (Menezes et al.,2003).



A injecdo parental da proteina tolerada em adjuvante em animais
tornados tolerantes orais por ingestdo prévia da mesma resulta em uma
diminuicdo da resposta imune antigeno-especifica. Inesperadamente, fica
também inibido o desencadeamento de respostas imunes primarias a outros
antigenos nédo relacionados. Esse fendbmeno de inibicdo de respostas a
antigenos nao relacionados ao antigeno tolerado é conhecido como bystander
suppression ou, como preferido em nosso laboratorio, efeito indireto da

tolerancia oral (Carvalho et al, 1994).

De acordo com Faria e Weiner (2006) a liberacdo de citocinas
moduladoras como TGF-f, IL-4 e IL-10 depende da resposta de células T
reguladoras a administracdo de baixas doses do antigeno. Uma das
explicacbes para o mecanismo de acdo do efeito indireto seria a ativacdo de
linfécitos T reguladores gerados pelo contato com o antigeno pela via oral, que

inibiriam a ativacao de linfocitos para antigenos nao especificos pela secrecdo

de citocinas inibitérias como o TGF-f (Miller et al, 1991).

Experimentos em nosso laboratério mostraram que os efeitos indiretos
nao podem ser explicados pela proximidade entre os linfocitos tolerantes com
linfécitos nao tolerantes, ou seja, por “bystander supression” (Carvalho et al,
1994, 1997). Por exemplo, a inje¢éo i.p. ovalbumina (OVA) em camundongos
tolerantes a OVA impede a formacdo do granuloma nos pulmdes de
camundongos nao infectados que foram submetidos a injecdo intravenosa de
ovos de Schistosoma mansoni (Carvalho et al , 2002). Os efeitos indiretos da
tolerancia oral também ndo podem ser explicados pela delecao clonal ou pela
anergia de células T especificas (Carvalho et al, 1994, 1997).

1.4 Relagéo entre a tolerancia oral e a inflamacéo



Experimentos realizados em nosso laboratorio indicam que os efeitos
indiretos da tolerancia oral interferem no processo inflamatério. Rodrigues e
colaboradores (2006) mostraram que a injecdo de OVA em animais tolerantes
orais a OVA bloqueia a migracdo de células para um local inflamado. Em
outros experimentos, Ramos et al. (2008) mostraram que a injecao s.c.
concomitante de OVA+hemoglobina em animais tolerantes orais a OVA,
impede a peritonite desencadeada pela injecdo i.p. de hemoglobina, bem
como, inibe a producéo de eosinodfilos na medula éssea. Além disso, os efeitos
indiretos da injecdo parenteral do antigeno tolerado bloquearam a inflamacao
desencadeada pela injecdo de carragenina na pata dos camundongos e
resultou também na inibicdo da producdo de NAG e MOP (indicadores indiretos

do influxo de células polimorfonucleares e mononucleares) (Ramos et al. 2008).

Como falado anteriormente, a inflamacéo € de fundamental importancia
no processo de reparo que depende da quantidade de células e dos tipos
celulares que chegam ao local lesado e, na dependéncia do que se passa, este
processo pode ocorrer com a regeneracdo do tecido ou com a formacao de

cicatriz.

Por sabermos que os efeitos indiretos da tolerancia oral interferem nos
processos inflamatdrios bloqueando a migracdo de certos tipos celulares para o
local inflamado, levam a diminuicdo da producao de leucécitos pela medula
0ssea e, ainda, diminuem o infiltrado inflamatério, decidimos investigar se a
tolerancia oral pode contribuir para um melhor reparo de lesdes cutaneas,
diminuindo o infiltrado inflamatorio e alterando os tipos celulares que migram

para o local lesado.

O processo de cicatrizagcdo de lesGes de pele pode ocorrer de duas
formas: cicatrizacdo priméria, por primeira intencdo (em feridas incisionais), ou
cicatrizagdo secundaria, por segunda intencdo (em feridas excisionais).

No caso do fechamento por primeira intencédo, além de ser pequena de
tal maneira que, durante o processo de resolucéo ha menor destruicao tecidual

0 que ocasiona uma reacao inflamatéria menor com menor formacéo de cicatriz



a ferida tem suas bordas aproximadas por sutura levando a um processo de re-
epitelizagdo mais rapido.

J& a cicatrizacdo por segunda intencdo, por ocorrer em feridas amplas
onde houve remocao de parte do tecido e por ndo ter as bordas da ferida
aproximadas, ha uma grande reacao inflamatdria no local levando a um
processo de reparo mais longo e maior propenséo para formacéo de cicatriz.
Além disso, o fechamento da lesdo é dependente da contragdo do proprio

tecido.

Desta maneira, desenvolvemos em nosso laboratério modelos para
investigar os efeitos indiretos da tolerancia oral no reparo de lesdes na pele.
Costa et al. (2011) analisou estes efeitos no processo de reparo de leses
incisionais na pele do dorso de camundongos tolerantes a OVA. Observou-se
gque nos animais tolerantes a OVA a injecdo i.p de OVA+AI(OH)3
concomitantemente com a lesao, houve melhor reparo da ferida incisional,
onde o reparo ocorre por primeira intencdo; houve reducdo do tecido de
granulacdo e de miofibroblastos e as fibras de colageno | e Il estavam
dispostas de forma similar a da pele intacta com espessura proxima a fibra de
colageno normal, quando comparados com animais néo tolerantes. Ou seja, 0s
efeitos indiretos da tolerancia oral melhoraram o reparo de lesfes incisionais
(Costa et al. 2011).

Neste trabalho, avaliamos o processo de reparo em lesdes excisionais

na pele do dorso de camundongos adultos C57BL/6.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se os efeitos indiretos da tolerancia oral alteram o reparo de

lesGes excisionais na pele do dorso de camundongos adultos.

2.2 Objetivos Especificos

1 - Avaliar “in vivo” a cinética de fechamento da lesdo excisional, por medida da
area da ferida nos dias: 0, 1, 3,5,7,10e 14 .

2 - Analisar histologicamente a lesdo excisional nos dias 1, 3, 5, 7, 14 e 40
avaliando o infiltrado inflamatério, o processo de re-epitelizacdo, a presenca de
vasos, as regeneracdes de foliculos pilosos e glandulas e a deposicdo de

colageno nos fragmentos dos tecidos coletados.

3- Aos 1, 3,5, 7, 14 e 40 dias ap6s a ferida, avaliar por imunofluorescéncia o
infiltrado inflamatdrio e a deposicéo de matriz extracelular na regido da leséo:
3.1 - linfocitos T através da marcacdo com anticorpos anti-CD3.
3.2 — granulécitos através da marcagdo com anti-Ly-6C/G (Gr-1).
3.4 - miofibroblastos através da marcagao com a- SMA.
3.5 -fibras de colageno | e lll na area da lesédo com marcacao por

anticorpos especificos.



3.6 — tenascina-C na area da lesdo com marcacao por anticorpos

especificos.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Camundongos C57BL/6, machos, com idade entre 8 e 10 semanas,
obtidos do Centro de Bioterismo da UFMG. Durante todo o experimento 0s
animais ficaram no Biotério de Animais Experimentais do Departamento de
Morfologia (Camara Climatizada) com racao padrao e agua de acordo com as
recomendacdes do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da

UFMG. O numero de animais por grupo foi 5 ou 6.
3.2 Antigeno
Ovalbumina cristalizada (OVA, grau V) obtida da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO) e solucéo de clara de ovo diluida 1:5 em agua.
3.3 Adjuvante
Hidréxido de Aluminio — Al(OH); (Medicamento Genérico, Sdo Paulo,

Brasil).

3.4 Tratamento Oral com clara de ovo



Os animais do grupo tolerante receberam solucédo de clara de ovo na
concentracdo 1:5 em &gua como Unica fonte de liquido durante 3 dias
consecutivos. Apds a retirada da solucéo de clara de ovo os animais ficaram 7
dias bebendo agua ‘ad libitum” e foi feita a lesdo nos animais. Os demais

grupos néo receberam tratamento oral.

3.5 Imunizagéo Parental

Animais do grupo tolerante e do grupo imune receberam 10 ug de OVA
+ 1,6 pg de Al(OH); num volume final de 200 pl por via intraperitoneal (i.p.)
minutos antes da lesdo. Os animais do grupo controle ndo foram imunizados e

receberam somente salina.

3.6 Modelo Experimental para estudo do fechamento da lesdo excisional

no dorso

Os animais foram anestesiados pela injecédo i.p. de 0,10 ml de uma
solucdo de cloridrato de Ketamina (97 mg/Kg) (Dopalen injetavel-Vetbrands) e
xilazina (16,5 mg/Kg) (Dopaser solucdo injetavel) diluidos 1:3 em salina
fisiolégica. Apds anestesia, fez-se tricotomia dos animais com lamina de
barbear, limpou-se e esterilizou-se o local com alcool 70% e foi feita ferida no
dorso do animal com punch dermatol6gico com didmetro de 6,5mm como

mostra figura 1.

! 2 Fig. 1- Excisdo no dorso. Adaptado de:
GALIANO et al. 2004




3.7 Avaliacao da cinética de fechamento da ferida excisional no dorso do

camundongo

As les@es foram fotografadas nos dias 0, 1, 3, 7, 10 e 14. Para tanto, os
camundongos foram anestesiados com dose minima de anestésico, e eles
foram posicionados em decubito ventral ao lado de uma régua milimetrada. As
fotos foram feitas com maquina digital (Sony DSC-F717, Japan) e foram
transferidas para o computador para posterior analise com o programa Image
Tool Version 3.0 (UTHSCSA, San Antonio, Texas USA). Nesse programa a

area da lesdo é delimitada e medida em mm>.

3.8 Coleta do material e processamento histolégico da lesédo excisional

Nos dias 1, 3, 5, 7, 14 e 40 apoés a lesdo os animais foram sacrificados
para avaliacdo histolégica da mesma. Como cada animal possui duas feridas,
enquanto uma foi fixada em formalina de Carlson em tampéao Millong (pH 7.0)
por 24h e incluida em parafina para analise histologica de rotina, a outra ferida
foi fixada em DMSO (dimetilsulféxido) + metanol para inclusdo em paraplast
para analise de imunofluorescéncia. Antes de ser fixada cada ferida foi cortada

em duas partes a partir do centro da lesdo , como mostra a figura 2.

Fig 2- Coleta para processamento do material
histologico: Adaptado de: GALIANO et al, 2004

3.9 Processamento para avaliacao histolégica da lesdo excisonal



O material histologico foi fixado em formallina de Carlson em tampéao
Milloning (pH 7.0) por 24h, transferido para alcool 70% e submetido as etapas
de desidratacéo, diafanizagéo, infiltracéo e inclusédo em parafina a 56°C.

Apos a incluséo realizaram-se cortes histologicos com uso do Microtomo
Automatico (Microm — HM 335 E) na espessura de 5um. Esses cortes foram
entdo corados com HE (Hematoxilina e Eosina), Tricromético de Gomori e Azul
de Toluidina para avalia¢des histolégicas qualitativas.

3.10 Anélise Morfolégica do tecido da lesdo excisional

A coloracdo de HE foi utilizada para evidenciar os componentes
estruturais do tecido, como foliculo piloso, glandulas sebéaceas, tecido epitelial,
tecido adiposo, musculo e infiltrado inflamatorio. Os tecidos coletados de todos
os dias foram corados em HE. O Tricromatico de Gomori foi usado para anélise
de fibras colagenas e tecido conjuntivo e por isso somente o material coletado
nos dias 14 e 40 apos a lesdo foram corados com esta técnica. O Azul de
Toluidina foi utilizado para avaliar a presenca de mastdcitos na regido da lesdo
durante o processo de reparo dos dias 1 e 3.

Para quantificar as células presentes na area da lesdo foi feita uma
andlise morfométrica do nimero de células inflamatdrias e fibroblastos. Desta
forma, 10 areas de 100 micrometros quadrados foram contadas na area da
lesdo. As areas contadas foram sempre trés areas abaixo do epitélio, trés
areas no meio da leséo (regido da derme) e quatro areas abaixo desta area e

nas laterais.

3.11 Processamento para andlise de imunofluorescéncia da lesao

excisional

O material histologico (pele ao redor da lesdo) foi cortado, esticado
sobre papel filtro, fixado em metanol 80% / DMSO 20% e criosubstituida a —
80°C durante 6 (seis) dias quando foi removido para -20°C por 1 (um) dia.

Apés esta etapa, a pele foi submetida as etapas de desidratacéo,
diafanizacao, infiltracao (Xilol 50% / Paraplast Plus 50% - 12 hs a 63°C) e

inclusdo em paraplast como segue protocolo:



Desidratagao: Alcool absoluto 30 min a temperatura ambiente
Alcool absoluto 30 min a temperatura ambiente
Alcool absoluto 30 min a temperatura ambiente
Diafanizagéo: Xilol 30 min a temperatura ambiente
Xilol 30 min a temperatura ambiente
Infiltracao: Xilol 50%/ | 12hs a 63°C
Paraplast Plus
50%
Paraplast 30 min a 63°C
Paraplast 30 min a 63°C
Inclusao: Paraplast a 63°C

ApGs a inclusdo em paraplast foram feitos cortes histolégicos seriados
com 5um de espessura. Esses tecidos foram submetidos a técnica de
imunofluorescéncia com anticorpos anti-CD3, anti-Ly-6C/G, anti-colageno |,

anti-colageno lll, anti-aSMA (miofibroblasto) e anti-tenascina-C.

3.12 Analise da distribuicdo de linfocitos T, granulécitos, colageno |,

colageno lll, tenascina-C e miofibroblasto na area da lesédo excisional

Para analise de linfocitos T, granulécitos, colageno I, colageno llI,
miofibroblasto e tenascina-C fez-se técnica de imunofluorescéncia indireta.
Amostras das lesdGes de animais de cada grupo foram analisadas, sendo
também utilizadas amostras de animais controles, sem nenhum tipo de
tratamento ou lesdo. Foram utilizados de 5 a 6 animais por grupo em cada
experimento. A concentragdo dos anticorpos primarios e secundarios foi

determinada para cada anticorpo especificamente tendo sido feito teste




controle com os tecidos sem anticorpos para verificar se ele ndo possuia auto-

fluoréscencia tendo este resultado dado negativo para todos 0s grupos.

Etapas de imunofluorescéncia indireta:

Desparafinizagao:

Xilol

temperatura ambiente.

Hidratacao:

Séries graduais de

etanol, agua, PBS

temperatura ambiente

Etapa de bloqueio:

PBS! em BSA? 1% em
Tween® 20 0,1%

60 min a temperatura

ambiente.

Incubacéo anticorpo

primario:

Diluigio em PBS com
BSA 0,1% e Tween 20
0,01%

overnight a 4°C

Lavagem de laminas:

3 banhos com PBS.

5 min cada.

Incubacéo anticorpo | Diluicho em PBS com |60 min a temperatura
secundario: BSA 0,1% e Tween 20 | ambiente
0,01% -
Lavagem de laminas: 3 banhos em PBS 5min cada
Montagem laminas: Solugéo de glicerina a 25°C

00% TRIS 1M 10%
pH 9,0

'Phosphated Buffered Saline —

Tampao fosfato Salino

Bovine Serum Albumine — Albumina de soro bovino (Boehringer Mannheim)
*Tween 20 - detergente usado para inibir ligacdes inespecificas de imunoglobulinas (Fisher

Scientific)

Os cortes foram analisados em microscopia confocal Zeiss 510 Meta.

Os anticorpos utilizados encontram-se listados na tabela a seguir.

Tabela 1: Especificagdo dos anticorpos utilizados na técnica de imunofluorescéncia direta.




Anticorpos Especificacéo Diluicdo | Fonte

Primarios Policlonal, camundongo anti-a-SMA 1:50 Sigma - Aldrich
Policlonal, cabra, anti- tenascina -C 1:200 SantaCruz
Policlonal, coelho, anti- colageno | 1:100 Rockland
Policlonal, coelho, anti-colageno |l 1:100 Rockland
Monoclonal, rato, anti- CD3 1:25 Pharmigen

Conjugado Policlonal, Alexa 488, rato, anti-Ly- | 1:50 Caltag
6C/G (Gr-1)

Secundarios | Policlonal, cabra anti-lgG de 1:400 Molecular
camundongo conjugado a Alexa 488 Probes
Policlonal, galinha anti-IgG de cabra 1:400 Molecular
conjugado a Alexa 488 Probes
Policlonal, cabra anti-lgG de coelho 1:400 Molecular
conjugado com Alexa 488 Probes
Policlonal FITC-conjugado cabra anti 1:100 e-Bioscience
IgG de rato
DAPI 1:100 Molecular

Probes

3.13 Anédlise guantitativa de linfécitos T, granuldcitos, colageno | e ll

miofibroblastos e tenascina-C na area da lesdo excisional

Para investigar a presenca dessas estruturas nos diferentes grupos
(lesdo, imune e tolerante) e a possivel diferenca entre os grupos foi feita a
quantificacdo dos materiais coletados a partir da intensidade de fluorescéncia

na regido da leséao.

Para tanto foram feitas quatro medidas da intensidade de fluorescéncia
na area da lesdo de cada animal, sendo duas delas localizadas na regido
epitelial e duas na camada muscular. As imagens foram analisadas em escala
de cinza no programa Image Tool 3.0. A intensidade de fluorescéncia é dada
através do nivel de cinza que pode variar de 0 (preto) a 255 (branco). Quanto

mais proximo de 255, maior a intensidade de fluorescéncia da imagem.

3.14 Anélise estatistica dos resultados




Para andlises estatisticas usou-se o programa Graphpad Prism 4
(GraphPad Software, CA, USA) e as diferencas estatisticas entre 0s grupos
foram determinadas usando ANOVA one-way e teste Student-Newman-Keuls.

Valores para p<0,05 foram considerados significativos.

4 RESULTADOS

4.1 Analise do efeito indireto da tolerancia oral na cinética de fechamento

de lesdes na pele do dorso de camundongos

Para a inducdo de tolerancia oral camundongos C57BI/6 de 8 a 10
semanas de idade foram tratados com solucéo de clara de ovo 1:5 durante 3
dias consecutivos como Unica fonte de liquido. Este tratamento terminou sete

dias antes de realizar a leséo na pele do dorso destes animais.

Os animais do grupo Les&o e Imune ndo passaram por tratamento oral
com solucéo de clara de ovo ingerindo agua ad libitum durante este periodo.
No dia da lesdo os animais do grupo Leséo foram anestesiados e receberam
salina (0,25 ml) intraperitonialmente. Os animais dos grupos Imune e Tolerante
depois de anestesiados receberam injecdo i.p. de 10 ug de OVA adsorvida em
1,6 mg de AI(OH);. Logo apo6s a injecdo i.p. de salina e a imunizagdo nos
respectivos grupos, o dorso dos animais foi raspado e foram feitas as lesGes
excisionais utilizando-se um punch dermatolégico de 6,5mm de didametro. Logo
apos a lesao ter sido feita ndo foram observadas diferencas macroscépicas
entre 0S grupos.

Medimos a area das lesbes, em vez de seu diametro, devido ao seu
fechamento irregular em muitos animais. Para a medida, os animais foram
levemente anestesiados e fotografados nos dias 1, 3, 5, 7, 10 e 14 apés a
lesdo. A medida da area foi realizada nas fotografias digitais através do
programa UTHSCSA Image Tool version 3.0.



Como mostra a Fig. 3, a cinética de fechamento da leséo foi similar entre
0s grupos sendo possivel observar macroscopicamente, no entanto, que o
reparo da ferida do animal do grupo Tolerante apresenta uma ferida mais
regular, sem formacéo de crosta grossa e edemas ao redor da lesdo quando

comparado com os outros grupos (Fig 3- Fel).



TOLERANTE

Fig 3 — Cinética de fechamento da lesdo excisional no dorso de camundongos
C57BI/6. A figura mostra a lesdo na pele do dorso dos camundongos que foi feita com
puch dermatolégico de 6,5 mm de didmetro. As fotos da &rea foram feitas do dia 0, 3, 5, 7,
10 e 14 para avaliar se havia diferenga macroscopica no processo de fechamento e
reparo inicial desta leséo entre os grupos.
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Fig 4 — Cinética de fechamento da area da lesdo no dorso de camundongos C57BI/6.
O gréfico mostra o fechamento da area da lesdo. A medida foi feita com auxilio do
programa de analise de imagens UTHSCSA Image Tool version 3.0. Asteriscos para
andlises no mesmo dia representam diferengas significativas em comparacdo com grupo
controle que recebeu apenas a leséo (p<0,05).

A cinética de fechamento da lesédo foi similar entre os grupos, mas,
houve diferencas na area da lesdo nos dias 1 e 3 entre os grupos Tolerante e
Imune quando comparados com o controle que recebeu apenas a Lesdo. No
dia 5 a diferenca permaneceu apenas entre 0os grupos Imune e controle Leséo
(Fig. 4). A partir deste dia n&o houve diferenca na area de fechamento da lesdo
entre os grupos. O fechamento da lesdo nos primeiros dias de reparo foi mais
efetivo nos grupos Tolerante e Imune quando comparados com ao grupo

controle.



4.2 Efeitos da administracdo parenteral de uma proteina tolerada sobre

0 processo de reparo de lesdes excisionais na pele de camundongos

Como mostra a Fig. 5 (A, B e C), um dia apos a lesdo, em todos os
grupos, houve uma deposicdo de tecido adiposo na area da lesdo e a
aproximacdo da camada muscular do epitélio ao redor da area da lesdo. Em
todos os grupos o tecido esta vascularizado e os vasos estdo congestionados,
porém, no grupo Tolerante a resposta inflamatoria vascular € menor. Em todos
0S grupos nota-se a presenca de necrose ao redor da area da lesdo. Células
inflamatdrias j& estdo presentes sendo em sua maioria de neutrofilos e
macréfagos. A crosta, neste primeiro dia, esta presente em todos 0s grupos
sendo ela no grupo Tolerante mais delgada quando comparada a do grupo
Lesdo (Fig.5D, EeF).

TOLERANTE

Fig. 5 - Andlise histolégica do processo de reparo 1 dia apés lesdo excisional na pele do dorso
de camundongos. Em A, B e C observa-se deposicdo do tecido adiposo na area da lesédo , as
bordas da lesédo estdo necrosadas, com infiltrado inflamatdrias e crosta formada. D, E e F foto
mostrando detalhe demarcado em A, B e C, respectivamente, da costa formada A, B, e C fotos em
aumento 40X, escala da barra: 100um e D, E e F fotos em aumento de 100x , escala da barra: 10 pm

apos coloragcdo em HE. Letras indicam: c, crosta; ta, tecido adiposo.



No terceiro dia apés a lesao (Fig. 6 A, B e C) a crosta esta totalmente
formada em todos os grupos, sendo mais delgada no grupo Tolerante. Este
grupo também n&o apresenta necrose ao redor da borda da lesdo como nos
demais grupos. Também € possivel observar inicio de reepitelizacdo nas
bordas da lesdo em todos os grupos (Fig. 6 D, E e F). E abundante a presenca

de fibroblastos no grupo Tolerante e, além disso, a deposi¢éo inicial de matriz

extracelular na area da leséo € observada neste grupo.

Fig. 6 - Analise histolégica do processo de reparo 3 dias apdés lesd@o excisional na pele
do dorso de camundongos. Em A, B e C observa-se inicio de reepitelizacdo nas bordas
mostrado em detalhe em D, E e F, respectivamente. Inicio de deposi¢cao de matriz na &rea da
lesdo no grupo Tolerante (C). A, B, e C fotos em aumento 40X, escala da barra: 100um e D, E
e F fotos em aumento de 400x , escala da barra: 25 um apés coloracdo em HE. Letras
indicam: c, crosta; ep: epitélio recém formado.

No quinto dia apés a lesdo (Fig. 7 A, B e C) as bordas, ja nao mais
necrosadas, estdo re-epitelizadas em todos os grupos. A area da leséo
encontra-se menos elevada no grupo Tolerante quando comprada com o grupo
Lesdo e apresenta uma crosta espessa e regular. O tecido de granulagéo esta
bem formado sendo que o grupo Tolerante apresenta menor numero de
fibroblastos e de células inflamatérias que os demais grupos (Fig. 7 D, E e F).

Ainda é possivel observar neste dia a presenca de tecido adiposo na &rea da



lesédo nos grupos Leséo e Tolerante e de vasos sanguineos principalmente no

grupo Tolerante.

Fig. 7 - Analise histolégica do processo de reparo 5 dias ap0s lesdo excisional na pele
do dorso de camundongos. Em A, B e C tecido encontra-se bem vascularizado e tecido de
granulacao comecando a se formar, mostrado em D, E e F. A, B, e C fotos em aumento 40X,
escala da barra: 100um e D, E e F fotos em aumento de 100x , escala da barra: 10 um apos
coloracdo em HE. Letras indicam: tg; tecido de granulacéo.

Sete dias ap6s a lesdo (Fig. 8 A, B e C) vé-se que o epitélio esta
formado em todos os grupos e somente no grupo Tolerante a crosta
permaneceu aderida a area da lesédo, nos demais grupos esta crosta se soltava
facilmente ao manipular o animal.

No grupo Tolerante o tecido de granulacéo estd bem formado possuindo
poucos fibroblastos e poucas células inflamatérias que em sua maioria séo
linfécitos, além disso, ele apresenta deposicdo de matriz pronunciada quando
comparada com os demais grupos e vasos sanguineos menos dilatados (Fig.8
D,EekF).

N&o ha sinal de foliculogénese, adipogénese ou formacdo da camada

muscular em nenhum dos grupos analisados.
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Fig. 8 - Andlise histolégica do processo de reparo 7 dias apo6s lesé@o excisional na pele
do dorso de camundongos. Em A, B e C a area esta reepitelizada e somente o grupo
tolerante apresenta crosta grossa. Em D, E e F aumento mostrando tecido de granulacdo. A,
B, e C fotos em aumento 40X, escala da barra: 100um e D, E e F fotos em aumento de 100x ,
escala da barra: 10 pm apés coloracdo em HE. Letras indicam ep, epitélio recém formado.

4.3 Analise quantitativa do infiltrado inflamatorio na area da lesdo apoés

imunizagdo com proteina tolerada



Para quantificar as células presentes na area da lesdo foi feita uma
analise morfométrica do numero de células inflamatorias e fibroblastos. Desta
forma, 10 areas de 100 micrometros quadrados foram contadas na area da
lesdo. As areas contadas foram sempre trés areas abaixo do epitélio, trés
areas no meio da leséo (regido da derme) e quatro areas abaixo desta area e

nas laterais.

O infiltrado inflamatério local foi contado do primeiro ao décimo quarto
dia (Fig. 9A). Diferencgas estatisticas na quantidade de células inflamatdrias
foram notadas somente no terceiro dia apds a lesdo: o infiltrado estava

reduzido no grupo Tolerante quando comparado com o grupo Lesdao.

O numero de fibroblastos no dia 1 (Fig. 9B) € menor no grupo Tolerante
quando comparado com o grupo Imune enquanto que o Imune apresentou
mais fibroblastos que o grupo Lesédo. Ja no dia 3, o grupo Tolerante apresenta
menor quantidade de fibroblastos quando comparado com o grupo Imune e nao
h& diferenca entre os grupos Imune e Lesdo. E apds 7 dias tanto o grupo
Tolerante quanto o Imune apresentam menor quantidade de fibroblastos

quando comparados com o grupo Les&o.
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Fig. 9 — Namero de células inflamatdrias e fibroblastos por micrémetro %]uadrado presentes na
area da les&o. (A) Células inflamatérias por pm?® x 10° , (B) fibroblastos ym® x 10°. Barras abertas:
injecdo i.p de salina + lesdo, barras hachuradas: imunizados i.p. com 1,6mg Al(OH); + 10 ug OVA,
barra preta: : previamente tolerizados com OVA e imunizados i.p. com 1,6mg Al(OH); + 10 uyg OVA.
Asterisco representa diferenca significativa comparado com grupo lesdo no mesmo dia e cruz
representa diferenca significativa comparado com o grupo imune no mesmo dia (p<0,05)
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Fig. 10 — Numero de mastécitos por micrémetro quadrado presentes na area da lesdo. Barras
abertas: injecdo i.p de salina + lesdo, barras hachuradas: imunizados i.p. com 1,6mg Al(OH);+ 10 ug
OVA, barra preta: : previamente tolerizados com OVA e imunizados i.p. com 1,6mg Al(OH); + 10 ug
OVA. Asterisco representa diferenca significativa comparado com grupo leséo no mesmo dia e cruz
reoresenta diferenca sianificativa comparado com o arubo imune no mesmo dia (p<0.05)

Analisamos também de forma quantitativa se os mastécitos (Fig. 10) se
encontram reduzidos no grupo Tolerante. Para tanto os tecidos com 1 e 3 dias
foram corados com Azul de Toluidina e utilizou-se a mesma técnica de

contagem descrita anteriormente.

No primeiro dia de lesdo, o grupo Tolerante apresenta poucos
mastdcitos na area da lesédo quando comparado com o grupo Imune (Fig. 10 e
11). E este apresenta mais mastocitos que o grupo Lesdo. No terceiro dia
somente o grupo Tolerante apresenta menos mastocitos quando comparado

com o grupo Leséao (Fig. 10 e 11).
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Fig. 11 - Imagem da area da lesdo mostrando presenca de mastécitos. O tecido foi
corado com Azul de Toluidina para verificar a presenca de mastdcitos na area da leséo.
Em A, B, C, G, H e | foto feita com objetiva de 40x — escala da barra: 10um. O quadrado
mostra onde foi feita foto com objetiva de 100x, figuras D, E, F, J, K e L — escala da barra:
10um.

Em seu conjunto, estes achados mostram que os efeitos indiretos da
tolerancia oral interferem na migracdo das células inflamatérias para o local da
leséo e, paralelamente, ha melhoras no processo de reparo e cicatrizacdo das
lesbes.



Realizamos outras analises do infiltrado inflamatoério presente na area da
lesdo por imunofluorescéncia com anticorpos anti-granuldcito, linfécitos T e

miofibroblasto. Os resultados foram obtidos por andlise da intensidade de

fluorescéncia/um? da forma como descrito em material e métodos.

Granulocito:

No primeiro dia ap0s a lesdo, a intensidade de fluorescéncia dos
granuldcitos na area da leséo foi igual em todos os grupos (Fig. 12A, Fig. 13).
No terceiro dia, no entanto, o grupo Lesdo apresentou um numero mais

elevado destas células em relacdo aos demais grupos (Fig. 12B, Fig. 13).

Linfocitos T:

A intensidade de fluorescéncia para linfocitos T (CD3+) também foi
medida na area da lesédo 5 dias ap0s a ferida ter sido feita. O grupo Tolerante
apresentou maior intensidade de fluorescéncia quando comparado com 0s
demais grupos, inclusive maior que a pele intacta (Fig. 14 e Fig. 15).

Analisamos também a intensidade de fluorescéncia de linfécitos T CD4 e
T CD8. A intensidade de fluorescéncia destas células néo foi significativa e os

resultados desta marcacédo nao foram colocados aqui.

Miofibroblastos:

Analisamos também a intensidade de fluorescéncia de alfa-SMA (Fig. 16
e Fig. 17) presente na area da lesdo no sétimo dia. A intensidade de
fluorescéncia neste dia foi maior no grupo Lesdo quando comparado com 0s
demais grupos. A intensidade de alfa-SMA com 5 dias também foi medida,

porém, mostrou-se muito fraca ndo sendo os dados apresentados aqui.
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Fig. 12 — Marcacédo especifica para granulécitos na area da lesdo. Imunofluréscencia
com anticorpo anti-Ly6C/G 1dia (em A) e 3 dias ap0ds a lesdo (em B). Barra de escala:
20um (todas as imagens possuem 0 mesmo aumento). Primeira coluna mostra as células
marcadas com 0 anticorpo; segunda coluna: DIC mostra a imagem do tecido sem a
marcacao e terceira coluna: MERGE mostra a sobreposi¢cdo das imagens do DIC e
da marcacéo.
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Fig. 13 — Avaliagdo do numero de granulocitos na area da lesdo. Imunofluorescéncia
com anticorpo anti-LyC/G. O grafico mostra a intensidade de fluorescéncia dos neutréfilos
na area da lesdo nos dia 1 e 3. Asteriscos representam diferenca significativa em relagao
ao grupo lesdo no mesmo dia. (p < 0,05).
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Fig. 14 — Marcacg&o para linfocitos T na area da lesé@o. Imunofluorescéncia com anticorpo
anti-CD3, 5 dias apoés a lesdo. Barra de escala: 20um (todas as imagens possuem 0 mesmo
aumento). Primeira coluna mostra linfécitos marcados com anticorpo, segunda coluna :
DAPI mostra o nlcleo das células presentes na mesma éarea da 12 coluna (marcacgéo
especifica para nudcleo) e terceira coluna: MERGE mostra a sobreposi¢do destas outras
imagens.
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Fig. 15 — Avaliacdo do numero de linfécitos T na area da lesdo. O gréfico
mostra a intensidade de fluorescéncia dos linfécitos T na area da leséo.
Asteriscos representam diferenga significativa em relacdo ao grupo leséo, cruz
diferenga em relagao ao grupo imune e trés pontos em relagéo a pele intacta. (p <
0,05).
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Fig. 16 — Marcacdo de miofibroblastos (alfa-SMA+) na area da lesdo. Imunofluorescéncia
com anticorpo anti-alfa — SMA, 7 dias apds a les@o. Barra de escala: 20um (todas as imagens
possuem 0 mesmo aumento). Primeira coluna mostra miofibroblastos marcados com anticorpo,
segunda coluna : DAPI mostra 0 nucleo das células presentes na mesma é&rea da 12 coluna
(marcacd@o especifica para nucleo) e terceira coluna: MERGE mostra a sobreposi¢cdo destas
outras imagens.
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Fig. 17 — Avaliacdo do numero de miofibroblastos (alfa-SMA+) na area da lesdo. O gréfico
mostra a intensidade de fluorescéncias de miofibroblastos presentes na area da lesédo. Asteriscos
representam diferenga significativa em relagéo ao grupo lesao. (p < 0,05).



4.4 Analise da matriz depositada na area da lesdo durante o processo de

reparo das feridas excisionais apds imunizagdo com proteina tolerada

Para analisar o processo de reparo e deposicdo de matriz extracelular
na éarea da lesdo em camundongos e avaliar se a imunizagdo com uma
proteina tolerada altera a deposicdo de coldgeno e melhora o processo de
reparo da ferida comparamos os tecidos dos grupos mencionados
anteriormente através de analises histologicas e de imunofluorescéncia apos a

marcacgao da matriz extracelular depositada na area da leséo.

Os tecidos foram coletados apds 14 e 40 dias apos a leséo, fixados,
incluidos em parafina e analisados apds coloracdo em Tricromatico de Gomori.
Ja a inclusdo em paraplast para posterior marcacdo de imunofluorescéncia
com anticorpos especificos foi feita somente com tecidos coletados com 40

dias.

Aos 14 dias apos a lesao (Fig. 18 A-F) o tecido de todos os grupos
encontra-se reepitelizado com epitélio fino e sem crosta. No grupo Tolerante, a
matriz extracelular depositada na area da lesdo é densa e bem parecida com a
matriz presente na pele intacta ao redor da lesdo enquanto que no grupo Lesao
a matriz depositada na area da leséo é frouxa. Além disso, no grupo Tolerante
€ possivel observar que o reparo se deu de forma homogénea e a lesao esta
nivelada com a pele normal, enquanto que a area da lesdo do grupo Lesao

encontra-se em uma depresséo.
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Fig. 18 - Melhora do reparo da lesdo pelos efeitos indiretos da tolerancia oral. Matriz
depositada na area da lesdo apés 14 dias. A, C e E: aumento das fotos de 40x, escala da
barra: 10um; setas indicam a area da les&o. Area da lesdo ampliada em B, D e F: aumento das
fotos 100x, escala da barra: 50um. Setas grossas indicam a area da lesdo. A matriz depositada
na area da lesdo é mais uniforme e menos compacta em F quando comparada com B. O epitélio
em F apresenta menor deformidade quando comparado com B e D. Coloracgao de tricromatico de
Gomori. Em G, pele intacta, aumento 40x, escala de barra 10 um; em H foto em maior aumento
da pele intacta, aumento de 100x e escala de barra 50 um;
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Fig. 19 - Efeitos indiretos da tolerancia oral melhoram a deposicdo de matriz na é&rea da
lesdo apés 40 dias. A, C e E : aumento das fotos de 40X, escala da barra = 100um; setas indicam
a area da lesdo. Area da lesdo ampliada em B, D e F : aumento das fotos: 100X, escala da barra:
100um. A disposicédo das fibras é semelhante a de uma pele normal no grupo tolerante (E e F). Em
G (Lesao), H (Imune) e | (Tolerante) aumento de 1000x na regido do epitélio neoformado, escala
da barra: 10 um. E possivel observar em | varias camadas do epitélio. Coloragdo com tricromatico
de Gomori.



Apoés 40 dias de lesdo (Fig. 19) o epitélio esta formado em todos os
grupos com uma espessura normal, mas, o epitélio formado na érea da leséo

dos animais do grupo Tolerante encontra-se com camadas (Fig. 19 G-I).

Ainda com 40 dias, em todos os grupos ha uma grande quantidade de
células na érea da lesdo o que sugere que a matriz ainda ndo esté totalmente
formada e que seu processo de deposicdo e remodelamento ndo esti
terminado. No grupo Lesao, a matriz esta compactada e achatada com fibras
alongadas e finas, enquanto que no grupo Tolerante a matriz, apesar de menos
densa, apresenta fibras mais espessas e a sua organizacao € semelhante a da
pele intacta.

Utilizamos também a técnica de imunofluorescéncia para fazer a
diferenciacdo dos tipos de colagenos presentes na matriz depositada na area
da leséo e, assim, melhor estudarmos e entendermos o processo de reparo na
area da lesdo. Realizamos marcac¢des com anticorpos anti-colageno | (Fig. 20 e
Fig. 22) e anti-colageno Il (Fig. 21 e Fig. 22), pois estes sdo 0s principais tipos
de colagenos presentes na pele e sua deposicdo ocorre em momentos e

formas distintos durante o processo de reparo.

Os resultados foram obtidos através de intensidade de fluorescéncia por
um? como descrito anteriormente. A intensidade de fluorescéncia para
colageno | na area de reparo nao foi diferente entre os grupos (Fig. 20 e Fig.
22). E possivel, porém, notar diferencas na disposicdo, alinhamento e
espessura das fibras quando comparado os animais do grupo Tolerante com os
do grupo Lesdo - o que ja havia sido observado com a coloracdo de

Tricroméatico de Gomori.
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Fig. 20 — Efeitos indiretos da tolerancia oral alteram o padrdo de deposi¢cédo das fibras
de coladgeno | depositadas na area da lesdo. Imunofluorescéncia com anticorpos anti-
colageno |. Escala da barra das imagens: 20um (todas as imagens possuem o mesmo
aumento). Primeira coluna mostra colageno | marcado com anticorpo, segunda coluna :
DAPI mostra o nlcleo das células presentes na mesma area da 12 coluna (marcacao
especifica para nicleo) e terceira coluna: MERGE mostra a sobreposicdo destas outras
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Fig. 21 — Efeitos indiretos da tolerancia oral alteram o padréo de deposi¢céo das fibras
de coladgeno lll na area da lesdo. Imunofluorescéncia com anticorpos anti-colageno |l.
Escala da barra das imagens: 20um (todas as imagens possuem 0 mesmo aumento).
Primeira coluna mostra colageno Il marcado com anticorpo, segunda coluna : DAPI mostra o
nacleo das células presentes na mesma area da 12 coluna (marcacdo especifica para
ndcleo) e terceira coluna: MERGE mostra a sobreposicao destas outras imagens.
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Fig. 22 — Os efeitos indiretos da toler@ncia oral n&o interferem na intensidade
de fluorescéncia das fibras de colageno | e Ill depositadas na area da leséo.
Grafico representa a intensidade de fluorescéncia de colageno | e Il medidos na
area da lesao 40 dias ap0s a ferida. Grafico referente as imagens de colageno | e lll.
N&o hé diferenga entre os grupos.
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Fig. 24 — Os efeitos indiretos da tolerancia oral interferem na deposicdo de Tenascina
C na &rea da lesao. Avaliagéo da intensidade de fluorescéncia de tenascina C marcada na
area da lesdo apds 40 dias. Asterisco representa diferenga significativa em comparacao
com o grupo lesdo e trés pontos diferenca da pele intacta em compara¢cdo com o grupo
tolerante. (p < 0,05).



A intensidade de fluorescéncia de colageno Il (Fig. 21 e Fig. 22) é
também semelhante entre os grupos e a disposicdo destas fibras na area da
lesdo do grupo Tolerante € semelhante a do grupo imune e diferente da Pele

Intacta.

Fizemos também a marcagcdo com anticorpo anti-tenascina-C uma vez
que esta € uma proteina de matriz que pode influenciar a adeséo,
diferenciacdo, crescimento e migracdo celular, além de estar presente em

tecidos que se regeneram.

Os animais do grupo Tolerante apresentam maior intensidade de
Tenascina-C (Fig. 23 e Fig. 24) em relacdo ao grupo Lesdo e também em
relacdo a Pele Intacta. Mostrando que a matriz destes animais, possivelmente,

ainda se encontra em fase de remodelamento.

5 DISCUSSAO



Explicar as diferencas na capacidade regenerativa entre os animais tem
sido um desafio para todos os cientistas desta area. Por exemplo, a
capacidade de regenerar diversos tecidos e partes do corpo esta presente em
anfibios urodelos enquanto que os anuros s6 a possuem antes da metamorfose
(Harty et al., 2003; Nescher and Neff, 2004). Para Mescher e Neff (2004) isto
pode ser explicado como aspecto da filogénese e ontogénese do sistema
imune uma vez que existem diferencas significativas na atividade imunoldgica
dos anuros e urodelos, como exemplo, a rejeicdo de enxertos. Apesar de
importante na defesa anti-infecciosa o processo inflamatério, em excesso, pode
ser prejudicial para o reparo de lesGes aos tecidos e, uma possivel causa da

fibrose excessiva no local da lesdo (Mory et al., 2008).

A fase inicial do processo de reparo das lesbGes é caracterizada pela
infiltracdo de células inflamatdrias que produzem e secretam inumeros fatores
qgue por sua vez, recrutam mais ceélulas inflamatérias para o local lesado. A
importancia de diferentes tipos de células inflamatérias no processo de
fechamento e reparo da lesdo ainda nao esta bem definida uma vez que a
inflamacdo € importante para o processo de "limpeza" da éarea lesada e
importante para o inicio do processo de reparo propriamente dito, mas a
inflamacé&o excessiva pode atrasar o fechamento da lesdo e gerar uma cicatriz
maior (Martin, 1997; Ferguson & O’Kane, 2004; Eming, 2007a). Varios estudos
mostram que a eliminacdo de um ou mais tipo de células inflamatérias, como
neutroéfilos, macréfagos, mastécitos e plaquetas, ndo impede o fechamento das
lesGes de pele e em alguns casos resulta em cicatrizes menores (revisto por
Martin e Leibovich 2005).

Em experimentos com camundongos knockdown para osteopontin, uma
glicoproteina relacionada com a matriz 6ssea mas que também ocorre em
locais inflamados, Mori et al. (2008) observaram que feridas excisionais nestes
animais se fecham mais depressa nos primeiros dias de reparo, indicando que
um processo inflamatério menos intenso no local da lesédo, beneficia o

processo de reparo.



Em nosso laboratério, mostramos anteriormente a possibilidade de
interferir na resposta inflamatéria pela exposi¢cdo parenteral a antigenos aos
quais se induziu previamente a tolerancia oral (Carvalho et al., 1994; Carvalho
et al., 2002; Rodrigues et al., 2006; Ramos et al., 2008). Em seguida, a mesma
metodologia (exposi¢cao de animais tolerantes ao antigeno tolerado) foi utilizada
em modelos de lesdo incisional na pele de camundongos para analisar o efeito
da diminuicdo do processo inflamatdrio na area da lesdo sobre seu processo
de fechamento e reparo. Observamos que os efeitos indiretos da imunizacao
com a proteina tolerada melhoram o reparo das lesbes incisionais, que
cicatrizam por primeira intencdo, com reducdo da cicatriz e melhora na
deposicdo de colageno no local da lesdo (Costa et al, 2011). No presente
trabalho, avaliamos se o0 mesmo ocorreria com feridas excisionais na pele do
dorso de camundongos, cujo processo de cicatrizacdo se da por segunda
intencdo. Os resultados apresentados aqui corroboram com achados anteriores
gue mostram que a imunizacdo parenteral com a proteina previamente tolerada
diminui o processo inflamatério desencadeado por antigenos nao
especificamente relacionado (Carvalho et all, 2002; Rodrigues et all, 2005;
Ramos et al, 2008; Costa et all, 2011;).

A ferida excisional, com cicatrizacdo por segunda intencdo, passa por
um processo de reparo diferente do observado na ferida incisional. Por ser
maior e ndo ter as bordas aproximadas o fechamento requer a contracdo do
préprio tecido lesado havendo, portanto, necessidade de maior proliferacdo
celular, formacao de tecido de granulacédo e deposicdo de matriz na area da

lesdo.

Os mastocitos estdo entre as primeiras células a se aproximar da area
da lesdo uma vez que ja estdo presentes na derme e, possivelmente,
interferem no reparo da lesdo pelo recrutamento de neutréfilos (Egozi et all,
2003), na ativacao de células endoteliais pela liberacdo de VEGF, na ativacéo
dos fibroblastos e consequente deposicdo e remodelamento do colageno
depositado (Ng, 2010; Nishikori Y, 1998). Em experimentos com feridas na pele

em camundongos deficientes de mastdcitos, Egozi et al. (2003) mostraram que



a auséncia de mastqcitos interfere na migracao de neutréfilos para o local da
lesdo nos primeiros dias de leséo. De acordo com Ng (2010), a presenca de
mastdcitos na area de lesdo tem sido relacionada com a formacao de cicatrizes
hipertroficas. Em nossos experimentos, os animais do grupo Tolerante
mostravam menos mastocitos na area da lesdo em ambos os dias analisados
(1 e 3 dias, Fig. 10). Fizemos a analise quantitativa de granuldcitos na area da
lesdo através da técnica de imunofluorescéncia e observamos que os animais
do grupo Tolerante apresentavam menor intensidade de fluorescéncia para
estas células por mm? na &rea da lesdo no dia 3 (Fig. 12B e Fig. 13). Tal
resultado vem ao encontro dos achados por Egozi et al. (2003), que sugeriram
que a reducdo do numero de mastocitos na lesdo reduz ativacdo de células
endoteliais resultando, temporariamente, em uma menor migracdo de
neutroéfilos para o local. Assim podemos inferir que os granulécitos de modo

geral também encontram-se reduzidos na area da leséo.

Com 5 dias observamos a presenca de muitos vasos sanguineos no
grupo Tolerante (Fig. 7C). Matrtin et al. (2003) também verificaram o aumento
da vascularizagao do tecido no local da lesdo nos animais com menor processo
inflamatoério. Isto sugere que a inflamacdo em demasia € prejudicial a
angiogénese. Diferente de nossos dados, no entanto, Martin et al. (2003)
utilizaram marcadores para angiogénese, enquanto que nosso achado a esse

respeito € somente morfoldgico.

Embora o numero de células inflamatérias seja menor nos animais
Tolerantes, com 7 dias apds a lesdo pdde-se observar o tecido de granulacéo
bem formado, porém, menos celularizado neste grupo (Fig. 8 letra C). O grupo
Tolerante apresentou também menor quantidade de fibroblastos na area da
lesdo desde o inicio do processo de reparo (Fig. 9B). Para identificar
miofibroblastos fizemos também a analise da intensidade de fluorescéncia de
a-SMA na éarea da lesédo apos 7 dias (Fig. 16 e Fig. 17). Os miofibroblastos,
células que se diferenciam no tecido conjuntivo quando este sofre algum tipo
de trauma, possuem caracteristicas de fibroblastos, mas apresentam em seu
citoplasma grande quantidade de actina e miosina de musculatura lisa o que

Ihes confere a capacidade contratil importante para o fechamento da lesdo



(Junqueira, 92 edicao, pp 81). Animais do grupo Tolerante apresentaram menor
intensidade de fluorescéncia para alfa-SMA indicando poucos miofibroblastos e
sugerindo que o processo de contracdo da ferida neste grupo nao ocorre como
nos outros grupos. No entanto, foi também possivel observar que o grupo
Tolerante apresentou fechamento da area da lesdo maior que o grupo Leséo
até o quinto dia apdés a lesdo (Fig. 5) sugerindo que o grupo Tolerante
apresenta processo de contracdo mais rapido. Além disso, foi observado que o
epitélio formado no grupo Tolerante era mais parecido ao da pele intacta tanto

com 14 dias apos a lesdo como com 40.

A analise macroscépica da lesdo também mostra diferencas
significativas entre os grupos. A crosta formada na area da lesdo do grupo
Tolerante era mais delgada mostrando que houve menor deposicao de fibrina
para sua formacgéo (Fig. 5 C e F); além disso, no dia 3 apds a lesdo néo se
encontrava edemaciada como a dos demais grupos (Fig. 6C ) e nao
apresentava areas necrosadas e edemaciadas ao redor da lesdo como ocorreu
nos grupos Lesdo e Imune. A injecdo de OVA+AI(OH); em animais néo
tolerantes (grupo Imune) também apresenta efeitos no processo de reparo. Nos
animais imunes o fechamento da lesdo também € maior. No entanto, os
aspectos macroscopicos e microscépicos sdo diferentes e a deposicdo das
fiboras de colageno nos animais Tolerantes é mais semelhante ao da pele
intacta, resultando em uma cicatriz menor. De acordo com Ng (2010), a
presenca de mastocitos na area de lesdo pode estar relacionada com a
formacdo de cicatrizes hipertroficas. Em nossos experimentos, 0s animais
imunes apresentaram um maior nimero de mastécitos no primeiro dia apés a
lesdo, o que poderia estar relacionado com as diferencas na deposicdo de

matriz extracelular entre os animais Imunes e Tolerantes.

Depois de observada uma melhora qualitativa evidente nos animais do
grupo Tolerante fizemos uma analise quantitativa por imunofluorescéncia das
fibras de colageno | e lll existentes na area da leséao (Fig. 20, 21 e 22). Durante
0 processo de reparo, primeiramente, ha a deposicéo de fibras de colageno 1l
e estd passa por processo de remodelamento e em seu lugar é depositado

colageno |. As fibras de colageno lll sédo fibras mais finas quando comparadas



as de colageno | e portanto ndo confere ao tecido a rigidez necessaria para a
formacao da pele. J4 a fibra de colageno Ill por apresentar uma estrutura mais
espessa é responsavel por esta rigidez e firmeza.

Apesar de ndo haver diferenca significativa na intensidade de
fluorescéncia destas fibras de colageno | entre os diferentes grupos (Fig. 22) foi
possivel observar que elas apresentam-se, no animal do grupo Tolerante,
depositadas de maneira semelhante as mesmas fibras da pele intacta no que

se diz respeito a sua deposicao, espessura e organizacao (Fig. 20).

Ao analisarmos as fibras de colageno Il presentes na area da lesédo o
gue encontramos foi que ndo havia diferencas estatisticas na sua intensidade
entre os grupos (Fig. 22). J4 a deposicdo e espessura sao diferentes da pele
intacta, 0 que nos mostra que o tecido presente na area da lesdo encontra-se

em fase de remodelamento (Fig. 21).

Fizemos ainda a marcacédo especifica com anticorpo anti-Tenascina C,
outra proteina que é componente da matriz extracelular e esta presente nos
locais onde ha migracédo ou proliferacao celular durante o reparo de lesbes e
também durante a embriogénese. Sendo também encontrada em maior
guantidade na pele de animais que regeneram, do que nos que ndo o fazem.
Além disso ela é uma proteina capaz de prevenir a contracdo prematura de
matriz e permite a deposi¢do adequada de colageno (Clarck, 1996). Em nossos
resultados, a Tenascina C estava presente em todos 0S grupos e em maior
guantidade no grupo Tolerante, aos 40 dias ap0s a leséo (Fig. 23 e Fig. 24).
Neste dia (Fig. 19), também em todos os grupos havia muitas células no local
da lesdo. Estas caracteristicas sugerem, mais uma vez, que o tecido ainda

esteja em fase de remodelamento.

Apesar da matriz depositada na area da lesdo no grupo Tolerante e o
epitélio formado serem semelhantes aos da pele intacta (Fig. 19 G, H e I) ndo
observamos de forma clara a ocorréncia de regeneracao de musculo e foliculos
pilosos embora estas estruturas tenham sido observadas em alguns animais do

grupo Tolerante. Ndo podemos, no entanto, afirmar que houve regeneracéo



genuina destas estruturas uma vez que ndo estudamos especificamente a

miogénese e a foliculogénese .

De acordo com Ito et al. (2007), a regeneracédo de foliculos € possivel
em feridas excisionais de aproximadamente 0,5 cm de diametro (Chuong
2007). Como nossas feridas tinham o diametro de 6,5 mm (0,65 cm) estas
estruturas poderiam se formar. No entanto, nossos resultados sao similares
aos encontrados por Mori et al. (2008) que observaram uma melhora na
deposicdo de colageno na area da lesdo do grupo sem Osteopontin aos 14

dias apds lesé@o nédo visualizando, como n@s, a formacdo dos anexos da pele.

Em resumo, nossos resultados demonstram que a imunizacdo com
proteina para qual o animal é previamente tornado tolerante, melhora o reparo

de lesdes excisionais na pele e reduz a cicatriz formada.

A literatura imunoldgica recente destaca influéncias da imunidade
‘inata”, por exemplo, a acdo de macréfagos, sobre a imunidade dita
“adaptativa” ou dependente de linfocitos. Nossas investigagdes sobre a
exposicdo de animais tolerantes a antigenos tolerados seguem no sentido
oposto, ou seja, mostram como a atividade especifica de linfocitos pode afetar
a inflamacao, isto €, a imunidade “inata” e, através de tais efeitos, fenbmenos
basicos como a formacado de granulomas e a cicatrizacdo de feridas incisionais

e excisionais.

Interessantemente, ao analisarmos a presenca de linfécitos T (CD3+)
encontrados na area da lesédo verificamos que o grupo Tolerante apresentava
maior quantidade destas células no 5° dia apos a leséo (Fig. 14 e Fig. 15). No
entanto, a marcagdo para linfécitos T CD4+ mostrou uma intensidade de
fluorescéncia muito reduzida. Da mesma forma, a intensidade de fluorescéncia
de linfécitos T CD8+ foi muito pequena quando comparada com a intensidade
de marcacédo de células CD3+ embora o grupo Tolerante tenha apresentado
uma menor intensidade de fluorescéncia CD8+. Estes estudos precisam ser
confirmados, mas a principio, sugerem gue as células CD3+ detectadas podem

ser linfocitos T y6 e/ou NKT.



Linfocitos T yd compdem a maior parte da populagéo de linfocitos T no
tecido epitelial. Eles proliferam e produzem citocinas em resposta a lesdes ou
estresse em queratindcitos. Jameson et al. (2002) mostraram com ratos
deficientes para linfécitos T yd que estas células sdo importantes para a
proliferacdo de queratindcitos e para a reepitelizacdo durante o processo de
reparo. Agaiby et al. (1999) em experimentos com ratos Wistar, mostraram que
linfécitos NKT estédo presentes na area da leséo. Tais células séo vistas desde
as primeiras horas de injuria tendo o seu numero elevado entre os dias 5 e 7
apos a lesdo. Em interagcdo com os queratinécitos os linfécitos T podem ser
importantes no processo de reparo e para a regeneracdo da epiderme.
Enquanto os linfocitos T yd estdo presentes no epitélio e podem ser ativados
apos a lesédo dos queratindécitos, os linfécitos NKT sdo recrutados para a area
da lesdo mediante a liberacdo de fatores de atracdo produzidos pelos

queratinécitos no momento de ruptura do epitélio.

Além do interesse tedrico, por permitir a unido de uma mesma area de
investigagdo, as imunidades adaptativa e inata e, além disso, a cicatrizagdo de
feridas, a ampliacdo desta investigacdo inclui promessas de aplicacao clinica e

cirrgica da maior importancia.

6 CONCLUSOES

— Os efeitos indiretos da imunizagdo parenteral com uma proteina tolerada

(Ovalbumina) :



a) reduzem o infiltrado inflamatério na area da lesao excisional,

b) apesar de reduzir o infiltrado inflamatério, eleva o numero de células CD3+

(linfocitos T) na area da lesao;

c) melhora o reparo e reduz a cicatriz formada pela deposi¢do de uma matriz

extracelular de estrutura mais similar a pele normal.
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