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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado os efeitos da suplementacao dietética com fibra soltveis
na cicatrizacdo de feridas cutédneas, bem como a contribuicdo do receptor 43
acoplado a proteina G (GPR43), também conhecido como receptor 2 de acidos
graxos livres (FFAR2), e da interleucina 18 (IL-18). Camundongos C57BL/6
selvagens (WT — Wild-Type) ou camundongos com delecdo génica para o receptor
GPR43 (Gpr437) ou para a citocina IL-18 (IL187) foram alimentados com dieta AIN-
93 modificada contendo baixo (LF — Low Fiber) ou alto teor de fibras soluveis (HF —
High Fiber) e submetidos a remoc¢éo de fragmentos cutdneos de 5-mm de diametro
na regido toraco-dorsal para a criacdo de lesGes excisionais na pele. Observou-se
gque os camundongos do grupo WT-HF apresentaram acelerado fechamento das
feridas, acompanhado de reducdo no infiltrado de neutréfilos e aumento de
macrofagos e dos niveis de TNF, IL-1p, IL-18, IL-4 e IL-10, aumento da angiogénese
e reducdo do conteudo de coldgeno e da area da cicatriz nas feridas, quando
comparados aos camundongos do grupo WT-LF. Resultados similares foram
observados quando avaliamos os efeitos do acetato, o &cido graxo de cadeia curta
ligante de GPR43 produzido em maior quantidade pela metabolizacdo de fibras pela
microbiota intestinal. Para tal, foi utilizado o modelo de tecido de granulacdo induzido
experimentalmente pela implantacdo subcutdnea de uma matriz de esponja de
poliéster-poliuretano de 8-mm de didmetro na regido cérvico-dorsal. O tratamento
oral, mas ndo o tratamento local, com acetato, estimulou a angiogénese, reduziu o
infiltrado de neutrdfilos e aumentou o de macrofagos, bem como reduziu a producgéo
de colageno. Interessantemente, os efeitos da dieta rica em fibras sollveis foram
abolidos tanto em camundongos Gpr43”, quanto em camundongos IL187. A fim de
melhor entender o papel de IL-18 na cicatrizacdo de feridas, camundongos WT e
IL18”, alimentados com dieta padrdo, foram submetidos aos dois modelos
experimentais acima citados. Observou-se que os camundongos IL187
apresentaram atraso no fechamento das feridas cutaneas, bem como redugéo em
todos os componentes do tecido de granulacéo, tais como infiltrado de neutréfilos e
macréfagos, nimero de vasos sanguineos e conteldo coldgeno, em ambos 0s
modelos, sem, no entanto, alterar a area da cicatriz nas feridas cutaneas, quando
comparados aos camundongos WT. Finalmente, a fim de investigar qual a principal
fonte de IL-18 envolvida nos efeitos da dieta rica em fibras solluveis sobre a
cicatrizacdo de lesbes cutaneas, foram criados animais quiméricos, nos quais a
medula éssea foi transplantada de camundongos WT para camundongos WT-HF,
WT-LF e IL18"-HF ou de camundongos IL18" para WT-HF. Todos os animais
receptores foram previamente submetidos a deplecéo total da medula éssea com
radiacdo de 8 Gy. Observou-se atraso no fechamento das feridas cutédneas em
camundongos WT-HF portadores de células hematopoiéticas IL187, quando
comparados aos camundongos WT-HF portadores de células hematopoiéticas WT.
Em conjunto, os dados sugerem que a suplementacédo dietética com um alto teor de
fibras sollveis acelera o fechamento de feridas cutadneas, de modo dependente do
receptor GPR43 e da producdo de IL-18 por células derivadas da medula Ossea.
Este trabalho n&o s6 contribui para o conhecimento do impacto da microbiota, dos
acidos graxos de cadeia curta e da IL-18 na cicatrizacdo de feridas cutaneas, mas
também apresenta uma alternativa inovadora, segura e econdmica no tratamento
das feridas cutédneas através da suplementacgédo dietética com fibras soluveis.

Palavras-chave: Feridas cutaneas, microbiota, GPR43, dieta rica em fibra soltvel e
IL-18.



ABSTRACT

In this work, we evaluated the effects of dietary supplementation with soluble fiber on
the healing of cutaneous wounds, as well as the contribution of the G protein-coupled
receptor (GPR43), also known as free fatty acid receptor 2 (FFAR2), and of the
interleukin 18 (IL-18) for these effects. Wild-type C57BL/6 or gene knockout mice for
GPR43 (Gpr43”) or IL-18 (1L187) were fed with modified AIN-93 diet containing low
(LF-Low Fiber) or high soluble fiber (HF) contents and submitted to the removal of 5-
mm diameter cutaneous fragments from the thoraco-dorsal region for the creation of
excisional lesions in the skin. The WT-HF group showed accelerated wound closure,
reduction in neutrophil content and increased macrophages, and levels of TNF, IL-1f,
IL-18, IL-4 and IL-10, increased angiogenesis, and reduced collagen content and
scar area in wounds when compared to the WT-LF group. Similar results were
observed when we evaluated the effects of acetate, a GPR43 short chain fatty acid
ligand that is produced in greater amounts by the metabolization of fibers by the
intestinal microbiota. To that, we used the experimental model of granulation tissue
formation induced by the subcutaneous implantation of a 8-mm diameter polyester-
polyurethane sponge matrix in the dorsal region. Oral, but not intra-implant treatment,
with acetate, stimulated angiogenesis, reduced neutrophil infiltration and increased
macrophage as well as reduced collagen production. Interestingly, the effects of the
high soluble fibers diet were abolished in both Gpr43-- and in IL18” mice. In order to
better understand the role of IL-18 in wound healing, WT and IL18" mice, fed with
standard diet, were submitted to the two abovementioned experimental models. IL18"
" 'mice presented delayed closure of cutaneous wounds, as well as reduction in all
granulation tissue components, such as neutrophil and macrophages infiltration,
number of blood vessels and collagen content, in both models, without, however,
altering the scar area in the cutaneous wounds when compared to the WT mice.
Finally, in order to investigate the main source of IL-18 involved in the effects of the
high soluble fiber diet on the healing of cutaneous lesions, chimeric animals were
created after bone marrow transplantation from WT mice to 8-Gy-irradiated WT-HF,
WT-LF and IL18"-HF mice or from IL18” mice to irradiated WT-HF. Delayed skin
wound closure was observed in WT-HF mice bearing IL187- hematopoietic cells when
compared to WT-HF mice harboring WT hematopoietic cells. Taken together, our
data suggest that dietary supplementation with a high content of soluble fiber
accelerates skin wound closure in both GPR43-dependent manner and bone-
marrow-derived IL-18-dependent manner. This work not only contributes to the
knowledge of the impact of microbiota, short chain fatty acids and IL-18 on the
healing of cutaneous wounds, but also presents an innovative, safe and economical
alternative for the treatment of cutaneous wounds through dietary supplementation
with soluble fibers.

Key words: Skin wounds, microbiota, GPR43, high soluble fiber diet and IL-18.
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1. INTRODUCAO

Em mamiferos adultos, a capacidade regenerativa da pele ap6s uma leséo é
limitada. Nestes organismos, o reparo cutaneo se d& por meio da cicatrizacéo.
Diferente da regeneracado, na qual, apds uma leséo, o tecido restaura sua arquitetura
original, na cicatrizagcdo, o tecido afetado, diminui significativamente sua
funcionalidade, uma vez que o tecido original é substituido por uma cicatriz fibrética
(WYNN e VANNELLA, 2016; ANDREWS et al., 2016).

Embora a cicatrizacdo seja um evento fisioldgico, podem ocorrer falhas nos
mecanismos que regulam cada fase do processo cicatricial, como ocorre nas
desordens cicatriciais, como por exemplo, as feridas crénicas e isquémicas, Ulceras
diabéticas, deiscéncias cirargicas e cicatrizes hipertroficas (FRYKBERG; BANKS,
2015).

As desordens cicatriciais sdo consideradas como um relevante problema de
salude publica, uma vez que aproximadamente 1,5 bilhdo de pessoas em todo o
mundo sdo acometidas por problemas de saude relacionados a cicatrizacdo, dos
qguais sao responsaveis por cerca de 2-4% de todas as despesas de saude no
mundo (MEISSNER, 2014).

No Brasil, as feridas crénicas, por exemplo, estdo associadas a um aumento
nas taxas de internacdes e gastos hospitalares, afastamentos para o trabalho e
mortes associada a septicemia (REIS et al., 2013).

Atualmente, existem uma série de fatores, que dificultam o tratamento das
feridas cutaneas, como por exemplo, a falta de conhecimento sobre os mecanismos
bioldgicos béasicos envolvidos na cicatrizacdo (PATEL; MAHESHWARI; CHANDRA,
2016) e a falta de especificidade das terapias atuais (CULLUM et al., 2016). Por
isso, torna-se fundamental o estudo de novas estratégias terapéuticas na

cicatrizacgao.

Nos ultimos anos, o sistema imune tem sido um importante alvo das
investigagcbes cientificas na area de cicatrizacdo de feridas. Isso porque a

manipulagcdo deste sistema poderia estimular a capacidade intrinseca de
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cicatrizacdo do individuo (GODWIN; PINTO; ROSENTHAL, 2016; WYNN;
VANNELLA, 2016).

Nesta tese, apresentamos uma proposta de intervencdo no processo de
cicatrizacdo de feridas através da manipulagdo da microbiota intestinal por meio da
suplementacao alimentar com uma dieta rica em fibras soltveis (MAIER et al., 2013;
SCALES; HUFFNAGLE, 2013b; WONG et al., 2013; SIVAPRAKASAM; PRASAD;
SINGH, 2016).

A ideia deste projeto partiu de uma série de evidéncias cientificas que
demonstravam que a suplementacdo dietética com fibras sollveis era capaz de
modular a resposta inflamatéria sistémica em diversas patologias como a obesidade,
colite ulcerativa e doencas do sistema nervoso central (SIVAPRAKASAM; PRASAD;
SINGH, 2016).

Assim, nesta tese, buscou-se resolver a seguinte hipotese: Visto que
subprodutos produzidos a partir da fermentacéo de fibras dietéticas pela microbiota
intestinal s&o capazes de modular sistemicamente a inflamacdo e, sendo a
inflamacdo um evento determinante para o desfecho da cicatrizacdo, uma
alimentacdo rica em fibras sollveis poderia influenciar a cicatrizacdo de feridas

cutaneas.

E importante ressaltar, que durante a execucdo do projeto de pesquisa
buscou-se avaliar ndo sé papel da dieta rica em fibra na cicatrizagdo, mas também
entender o papel bioldgico da citocina IL-18, INOS e IFN-y, suas possiveis relacdes
relacdo com efeitos da dieta rica em fibra. Os resultados envolvendo iINOS e IFN-y
na cicatrizacdo de feridas estdo apresentados na integra, os quais foram publicados
nos periodicos Mediators of Inflammation no ano de 2015 e Journal of Biomedical

Materials Research: Part A no ano de 2018 (Anexo A).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido tegumentar e microbiota da pele

O tecido tegumentar ou pele é o maior 6rgdo dos mamiferos, com
aproximadamente 1,8 m? de superficie total, e é constituido por trés camadas: (1) a
epiderme, que € a camada mais superficial da pele, estando diretamente em contato
com o meio externo, sendo formada principalmente por células denominadas de
queratindcitos, os quais possuem uma alta atividade mitética, podendo migrar por
toda a superficie epitelial; (2) a derme, que contém inumeras células residentes,
especialmente macréfagos, células endoteliais e fibroblastos, sendo estas ultimas,
responsaveis por produzirem proteinas da matriz extracelular (MEC), como, por
exemplo, coldgeno e elastina; e (3) a hipoderme ou tecido adiposo subcutaneo, que
encontra-se abaixo da derme, e € um tecido formado principalmente por células
adiposas e vasos sanguineos, atuando, principalmente, como uma camada
protetora, isolante térmico e reservatorio de energia (SANMIGUEL; GRICE, 2016)
(Figura 1).
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Figura 1. Tecido tegumentar. A pele pode ser divida em trés camadas, a epiderme, derme e
hipoderme. Na imagem a direita, trata-se de um desenho esquemaético da pele e suas camadas. Na
esquerda, trata-se de uma fotomicrografia de corte histolégico da pele humana, evidenciando o tecido
epitelial e o tecido conjuntivo. Fonte: Google imagens, modificado pelo autor.

A pele exerce inumeras funcbes, dentre elas: (1) atuacdo como barreira
protetora contra lesdo, perdas de liquido, substancias nocivas e infeccao; (2)
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regulacdo térmica através das glandulas sudoriparas e vasos sanguineos; (3) atua
como o6rgdo sensorial por meio de suas terminagdes sensitivas; e (4) participa do
metabolismo de algumas vitaminas como a vitamina D (ROMANOVSKY,
2014)(TAKEO; LEE; ITO, 2015).

7

Além disso, a pele é colonizada por microrganismos residentes e
transitorios(CHRISTENSEN; BRUGGEMANN, 2014). Em humanos, por exemplo, as
principais bactérias da pele séo pertencentes a quatro filos principais: Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria. Nestes filos, Corynebacterium,
Propionibacterium e Staphylococcus sdo o0s géneros bacterianos mais
encontrados(SCHOMMER; GALLO, 2013).

Nos ultimos anos, as investigacBes cientificas tem demonstrando que a
microbiota comensal® participa de uma série de funcées como a protecdo contra
microrganismos patogénicos, absorcdo de nutrientes e homeostasia do sistema
imunol6gico(RODRIGUES HOFFMANN, 2017).

Os microrganismos da pele ndo residem somente na superficie cutanea, mas
também no interior de seus anexos, como foliculos pilosos e glandulas sebaceas
(COGEN; NIZET; GALLO, 2008). Essas comunidades microbianas formam
diferentes nichos em cada regido da pele, os quais séo influenciados por diferencas
de pH, temperatura, umidade, contetdo lipidico e topografia (SANFORD; GALLO,
2013). Além disso, fatores metabdlicos, dietéticos, nutricionais, nivel de estresse e a
presenca ou nao de co-morbidades, também influenciam a composicdo da
microbiota cutanea (HOLMES et al., 2015) (Figura 2).

! A microbiota comensal (também chamada de indigena, autéctone ou normal) consiste em um grupo
de microrganismos como fungos, virus e bactérias. Nos mamiferos, esses microrganismos estéo
presentes, principalmente, nas superficies epiteliais de tecidos que estdo em contato intimo com o
meio externo, como por exemplo, o epitélio do trato gastrointestinal, respiratério superior, urinario
inferior e pele (BELKAID; HAND, 2014)
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Figura 2. Multiplos fatores podem influenciar a composicdo da microbiota cutdnea. Fonte:
Imagem original de HOLMES, C. J. et al. Dynamic Role of Host Stress Responses in Modulating the
Cutaneous Microbiome: Implications for Wound Healing and Infection. Advances in Wound Care, v. 4,
n. 1, p. 24-37, 2015

Os mecanismos envolvidos nas interacdes entre células da pele e os
microrganismos da microbiota local sdo complexos. Um mecanismo conhecido € o
reconhecimento de microrganismos pelas células da pele através de receptores
denominados Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs), como por
exemplo, os receptores do tipo Toll (TLRs). Esses receptores, se ligam a padrdes
moleculares associados a patdogenos (MAMPs), como lipopolisacarideos e acido
lipoteicoico. Assim, a ativacdo de PRRs, em queratindcitos, por exemplo, resulta na
secrecdo de uma série de mediadores quimicos como 0s peptideos antimicrobianos
(AMPs), citocinas e quimiocinas, influenciando o comportamento de células da pele
e do sistema imunoldgico (GRICE; SEGRE, 2011).

Ainda, metabolitos bacterianos produzidos pela microbiota local, como por

exemplo, os acidos graxos de cadeia curta (SCFASs), parecem também influenciar o
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comportamento das células da pele, estimulando ndo so6 a producédo de mediadores
soluveis, mas também a migracéo e proliferacdo de celular (SCALES; HUFFNAGLE,
2013a; MANGONI; MCDERMOTT; ZASLOFF, 2016).

Diante da gama de fungbes exercidas pela pele, bem como suas funcdes
como barreira protetora, que o reparo deste érgdo deve iniciar-se 0 mais breve
possivel, por meio da cicatrizacdo, que sera abordada no topico a seguir
(BIELEFELD; AMINI-NIK; ALMAN, 2013).
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2.2 Cicatrizacao de feridas cutaneas

A cicatrizacdo de feridas cutaneas € um processo fisiolégico, dinamico, que
envolve interacdes complexas entre células, moléculas da MEC e mediadores
soluveis. O principal objetivo da cicatrizacdo cutédnea € a restauracdo da funcédo da
pele como barreira protetora. A cicatrizagdo pode ser classificada em quatro fases:
hemostasia, inflamatéria, proliferativa e de remodelamento (EMING et al., 2014)
(Figura 3).
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Figura 3. Etapas da cicatrizacdo de feridas. A cicatrizacdo de feridas pode ser classificada em
quatro estagios: (A) hemostasia, (B) inflamacdao, (C) proliferacdo e (D) remodelacédo. Cada estagio é
caracterizado por eventos moleculares e celulares, sendo coordenado por uma série de mediadores
quimicos que sao liberados e reconhecidos pelas células no local da lesdo. Fonte: Imagem original de
Sun BK, Siprashvili Z, Khavari PA. Advances in skin grafting and treatment of cutaneous wounds.
Science. 2014. p. 941-5.
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A fase de hemostasia inicia-se imediatamente apds a lesdo, como
consequéncia da interrupcéo da barreira epidérmica e ruptura de vasos sanguineos
no local da ferida. Em seguida, ocorre a ativagdo da cascata de coagulagao
sanguinea na é&rea lesada, induzindo a formacdo de um coagulo formado por
proteinas como vitronectina, trombospondina e fibrina, que dentre outras funcdes,
minimiza a perda sanguinea a partir de vasos lesados na regido; preenche os
espacos intercelulares e fornece uma MEC proviséria para adesdo e migracao
celular (PARK; BARBUL, 2004; GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015).

Além disso, a degranulacdo plaquetéria libera uma série de citocinas e
guimiocinas, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), a interleucina-1a (IL1-a) e
guimiocina CXC ligante 1 (CXCL-1), que estimulam o recrutamento de leucdcitos
circulantes para o leito da ferida (REINKE; SORG, 2012).

As células residentes no tecido lesado, como macroéfagos, células dendriticas
e mastqcitos, reconhecem tanto padr6es moleculares associados a microrganismos
(MAMPSs), tais como o lipopolissacarideo (LPS), quanto moléculas associadas a
dano celular (DAMPs), como o acido desoxirribonucleico (DNA) (PORTOU et al.,
2015). Em resposta, estas células secretam inUmeros mediadores vasoativos como
a histamina, o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e TNF, que
promovem alteracdes na microvasculatura local, como vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade e a expressdo de moléculas adesivas, como moléculas de adeséao
intercelular (ICAMs), integrinas e selectinas no endotélio, permitindo a interacdo de
células circulantes com o endotélio e consequentemente a migracdo dessas células
para a area o leito da ferida (EMING et al., 2014; BODNAR, 2015).

Dentre esses leucdcitos, os neutrdfilos, que infiltram a ferida logo nas
primeiras horas apés a lesdo, possuem um papel fundamental na fagocitose e
eliminacdo de bactérias, através da secrecdo de substancias, como espécies
reativas de oxigénico (ROS) e mieloperoxidase (MPO) (SU; RICHMOND, 2015).
Além disso, os neutroéfilos secretam proteases de matriz como as metaloproteinases
de matriz 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9), que degradam o tecido necrodtico no sitio da
lesdo, permitindo a formacdo do novo tecido (tecido de granulacdo). Entretanto,

falhas nos mecanismos que regulam a agdo de neutrofilos na ferida, pode resultar
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em retardo na cicatrizacdo de feridas, formacdo de cicatrizes ou feridas crbnicas
(ZHANG et al., 2014).

Outro importante mediador liberado pelas células no local da lesdo é a
quimiocina CC ligante 2 (CCL-2), que estimula o recrutamento de mondcitos
circulantes para a regido (SU; RICHMOND, 2015). No tecido, os mondcitos se
diferenciam em macrofagos, podendo assumir diferentes fenétipos em resposta aos
sinais do microambiente da ferida (SINDRILARU; SCHARFFETTER-KOCHANEK,
2013).

O fim da fase inflamatdria é marcado pela resolucdo da inflamacédo, um
processo ativo, caracterizado pela remocdo de neutréfilos apoptéticos e pela
liberac@o de mediadores anti-inflamatérios ou pré-resolutivos, como a IL-10 e o TGF-
B, que dentre outros efeitos, reduzem a migracao e ativacdo de leucdcitos na area
lesada (WHITE; MANTOVANI, 2013). A resolucdo da inflamacédo é de fato um
evento critico para homeostase cutanea apés uma lesao, uma vez que a inflamacéao
persistente dificulta a formacg&o do novo tecido (SATISH, 2015; SALAZAR; ENNIS;
KOH, 2016).

Além da liberacdo de mediadores inflamatérios, essa fase também é marcada
pela secrecdo de mediadores pré-angiogénicos e pré-fibrogénicos, como o fator de
crescimento fibroblastico (FGF), VEGF e TGF-f (BRUNO et al.,, 2014). Esses
mediadores induzem a proliferacdo de células endoteliais, fibroblastos e
queratinécitos, além de estimularem a sintese de proteinas da MEC (GREAVES et
al., 2013).

Na fase proliferativa, ocorre o restabelecimento da superficie cutanea, a
formacdo do tecido de granulacdo (novo tecido) e a restauracdo da rede vascular na
area lesada (MORTON; PHILLIPS, 2012). A MEC provisoria formada na fase de
hemostasia é lentamente substituida por proteinas colagénicas, como o colageno do
tipo Il ou colageno imaturo (COELHO; MCCULLOCH, 2016).

Além disso, durante a fase proliferativa, ocorre a formagédo de novos vasos
sanguineos (angiogénese), que € um evento essencial no reparo cutaneo, pois é
através da angiogénese que ocorre o fornecimento de nutrientes e oxigénio para a

area lesada, uma falha neste processo, induz a necrose da area lesada, o que
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frequentemente esta associada a infeccdo e septicemia (KASTELLORIZIOS;
PAPADIMITRAKOPOULOS; BURGESS, 2015).

Um importante mediador angiogénico liberado durante a fase proliferativa € o
VEGF, que é secretado por diversos tipos celulares como neutréfilos, macrofagos,
células endoteliais, células musculares lisas e fibroblastos (VAN GINDERACHTER,
2012). A neovascularizacdo nas feridas se da, principalmente, por meio do
brotamento de células endoteliais a partir de uma rede vascular pré-existentes, bem
como pode ser auxiliada pelo recrutamento de células progenitoras endoteliais
circulantes (POTENTE; GERHARDT; CARMELIET, 2011). Falhas nos mecanismos
gue regulam o processo angiogénico estdo associados a cronificacdo do ferimento
como ocorre em feridas diabéticas e isquémicas (TONNESEN; FENG; CLARK,
2000). Por outro lado, o crescimento excessivo ou persistente de novos vasos
sanguineos também esta associado a cronificacdo da inflamacgéo e desenvolvimento
de fibrose tecidual (DIPIETRO, LUISA A., 2016).

No final da fase proliferativa, ocorre a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos. Estas células encontram-se localizadas principalmente nas margens
da ferida e sdo caracterizadas por conter grandes concentracfes de actina a de
musculo liso (aSMA) (WYNN e VANNELLA, 2016), isso permite que essas células
realizem a contracdo da ferida que, em associacdo a migracdo e proliferacdo de
gueratindcitos, permite a aproxim¢ado das bordas epiteliais e, consequentemente, 0
fechamento da ferida (GREAVES et al., 2013).

A fase de remodelamento € marcada pela transformacéo gradual do tecido de
granulacdo em tecido cicatricial. Durante a formac&o do tecido cicatricial, ocorre a
apoptose das células presentes no tecido de granulagédo, reducdo do nuamero de
vasos sanguineos e um aumento significativo da deposicao de colageno, este tecido
dard origem a cicatriz, um tecido fibrético, acelular e avascular (MARTIN; NUNAN,
2015; COELHO; MCCULLOCH, 2016; DIPIETRO, L. A., 2016).

Outro evento importante na fase de remodelamento é a maturacdo do
colageno. Os fibroblastos e miofibroblastos secretam inicialmente colageno do tipo
[l (imaturo), posteriormente, estas células secretam, um tipo de colageno mais
estavel, o colageno do tipo | ou coldgeno maduro, que aumenta a resisténcia a

tensdo mecéanica da MEC. O aumento da deposicdo de colageno tipo | na ferida
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marca a transicdo do tecido de granulacdo para uma cicatriz madura (MAQUART;
MONBOISSE, 2014). Existem uma série de patologias associadas a falhas nos
mecanismos que regulam a fibrogénese na ferida, podendo levar a deposicdo
excessiva de colageno e, consequentemente, a formacao de cicatrizes hipertréficas
(queloides) (MAQUART; MONBOISSE, 2014).
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2.3 Complexo inflamasoma, IL-18 e reparo tecidual

Um importante papel do sistema imunolégico € manter a homeostase tecidual
em resposta a lesdo ou a infeccdo. Para tanto, o sitema imune deve possuir a
capacidade de detectar prontamente possiveis sinais de lesdo ou de invasédo de
patogénos e iniciar o processo de reparo tecidual (LISTON; MASTERS, 2017). Além
disso, durante a resposta, o sistema imune deve ser capaz de reconhecer e eliminar
0S agentes patogenicos, enquanto tolera os microrganismos da microbiota comensal
(RATHINAM; CHAN, 2018).

Esse processo se da, principalmente, pela ativacdo de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs - do inglés “Pattern Recognition Receptors”) que
sao expressos por diferentes tipos celulares, sendo capazes de reconhecer padroes
moleculares associados a microrganismos (MAMPS) e padrdoes moleculares
associados ao dano celular (DAMPs) (GUO; CALLAWAY:; TING, 2015). A ativacéo
dos PRRs por MAMPs ou DAMPs desencadeia uma série cascatas de sinalizacao
intracelular que estimulam a producdo de mediadores proé-inflamatérios, como por
exemplo, interferon-y, IL-1B8 e IL-18. Em particular, a inflamac¢do desencadeada por
DAMPs, quando ocorre na auséncia de patdgenos, € denominada de inflamacgéo
estéril, caracteristico de respostas de processos como trauma, feridas internas e
isquemia (GUO; CALLAWAY; TING, 2015; KOPITAR-JERALA, 2017).

Existem varias classes de PRRs e, dentre eles, os mais conhecidos sdo os
receptores do tipo Toll (TLRs) e os receptores pertencentes as familias do tipo NOD
(NLRs). Enquanto os TLRs sdo expressos na membrana celular, os NLRs séo
sensores citoplasmaticos que oligomerizam-se para formar complexos multiproteicos
denominado inflamasoma (EVAVOLD; KAGAN, 2018). O complexo inflamasoma
compreende complexos multiproteicos citosolicos que se agrupam em resposta a
deteccdo de uma série de estimulos, sejam eles associados a infecgdo ou ao
estresse, levando a ativacdo da resposta inflamatoria, mediada, principalmente, pela
ativacdo de caspase-1 e, consequentemente, a clivagem e secrecdo das formas
ativas das citocinas da familia IL-1, como IL-18 e IL-18. Estas citocinas
desempenham um papel central na resposta imunolégica, uma vez que estas
moléculas possuem uma diversidade de funcdes biolégicas, bem como a

capacidade de atuar sobre uma ampla gama de células-alvo (LEI-LESTON;
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MURPHY; MALQY, 2017). Aléem de seu papel na ativacdo da resposta inflamatoria
em resposta ao reconhecimento de sinais enddgenos e patdgenos, estudos recentes
sugerem que o inflamasoma também é um regulador critico da microbiota comensal
e esta associado a fisiopatologia de uma série de doencas crbnicas, como a gota,
aterosclerose e sindrome metabdlica (LAMKANFI; DIXIT, 2014).

Recentemente, também tem se discutido a relevancia da citocina IL-18 para a
cicatrizacdo de feridas. Sabe-se que esta citocina é altamente expressa em fases
iniciais do processo cicatricial (KAMPFER, 2000), na angiogénese (VOLIN; KOCH,
2011) e feridas diabéticas (SABUNCU et al., 2014). Além disso, IL-18 parece estar
envolvida na regulacdo da deposicdo de colageno, apresentando efeitos pro-
fibroticos em modelos experimentais como o de lesdo pulmonar aguda e de fibrose
coronariana (GASSE et al., 2007; XING; TAN, 2008). Por outro lado, dados na
literatura apontam que a inibicdo da via Caspase-1, uma via importante para a
producéo de IL-18, parece possuir um carater anti-fibrotico em modelo experimental
de infec¢do pulmonar pelo virus Influenza (THOMAS et al., 2009). Porém, o papel de

IL-18 na cicatrizacao de feridas permanece desconhecido.

A IL-18, em especial, descoberta ha apenas 20 anos, foi inicialmente
conhecida como fator indutor de interferon (IFN)-y devido a sua capacidade de
induzir linfécitos T auxiliares tipo 1 (Thl) a liberar IFN-y. Essa citocina é expressa
por diferentes tipos celulares, tais como macréfagos, células dendriticas (DCs),
células epiteliais e queratindcitos (SANDERS; MISHRA, 2016) e utiliza a via de
sinalizacdo do NF-kB para a inducdo de mediadores inflamatérios, como moléculas
de adesao, citocinas e quimiocinas (KAPLANSKI, 2018) (Figura 4).
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Figura 4. Via de transduc&o de sinal IL-18. Fonte: Wawrocki S, Druszczynska M, Kowalewicz-
Kulbat M, Rudnicka W. Interleukin 18 (IL-18) as a target for immune intervention. Acta Biochimica
Polonica. 2016. p. 59-63.

Poucos estudos investigaram o papel da IL-18 na cicatrizacdo ou fibrose.
Entretanto, sabe-se que o mRNA de IL-18 é expresso constitutivamente em baixos
niveis enddgenos na pele normal equanto, apés a lesdo, h4 um aumento
significativo na expressdo mRNA. A concentracdo da proteina IL-18 na pele é
transitoria, com um pico de concentracéo entre os dias 5-7 apds a leséo, que retorna
aos niveis normais com a completa re-epitelizagdo, que ocorre em torno do 13° dia
apos a lesdo(ARTLETT, 2013). Na cicatrizacao de feridas, a IL-18 induz a producdo
de TGFB1 e pode induzir a secrecao de IFN-y pelas células inflamatdrias. A adicéo

de IL-18 em fibroblastos in vitro aumentou a expressdo de proteinas de colageno
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tipo | e tipo Ill. Além disso, IL-18 aumenta a proliferacdo de fibroblastos, bem como
induz a expressdo de proteinas matricelulares como a osteopontina, que esta
associada a fibrose (ARTLETT, 2013) (Figura 5).
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Figure 5. Ativac&o da via inflamasoma durante a cicatriza¢&o de feridas ou fibrose. O complexo
inflamasoma se torna ativado durante a cicatrizacdo ou fibrose da ferida, apés reconhecimento de
DAMPs ou MAMPs, induzindo a conversdo nas formas ativas de IL-18 e IL-18. A sinalizacdo
autdcrina por IL-1B e IL-18 estimular4 a expressdo de genes relacionados a moléculas da matriz
extracelular, resultando, principalmente, na deposi¢cdo de coldgenos nos tecidos. Fonte: Artlett CM.
Inflammasomes in wound healing and fibrosis. J Pathol [Internet]. John Wiley & Sons, Ltd; 2013 Jan
[cited 2016 Sep 2];229(2):157—-67. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/path.4116

Assim, o estimulo ativador do complexo inflamasoma, MAMPs ou DAMPS,
bem como as moléculas envolvidas no processo, sdo determinantes para o desfecho
da resposta inflamatoria, seja para a resolugédo e cicatrizacdo da lesdo, ou para a
exacerbacdo do estimulo inflamatério e cronificacdo do processo, resultando em
feridas cronicas e fibrose tecidual. Interessantemente, em um artigo de reviséao,
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ARTLETT (2013) especula que o fendmeno da resolucao da leséo, em parte, parece
estar relacionado com a auséncia de sinal de iniciacdo (seja MAMPs ou DAMPS),
enquanto que, nas doencgas cronicas e na fibrose tecidual, os MAMPs ou DAMPs

ndo eliminados levariam a ativacdo continua do inflamasoma e processamento de
IL-1 e IL-18.
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2.4 Microbiota intestinal e dieta rica em fibra

Estudos tem demonstrado que a microbiota intestinal participa de uma série
de funcbes no organismo do hospedeiro, como a protecdo contra microrganismos
patogénicos (BAR et al., 2015), homeostasia do sistema imune(BELKAID; HAND,
2014), metabolismo lipidico (MISHRA; DUBEY; GHOSH, 2016), respostas
comportamentais (BIENENSTOCK et al., 2015), reparo tecidual (CANESSO et al.,
2014), absorcéo de nutrientes, producédo de vitaminas e metabolismo de compostos
nao-digestiveis (MARCHESI et al., 2016).

Essas funcbBes estdo intimamente associadas a composicdo da microbiota
intestinal que, em individuos saudaveis, € predominantemente constituida por
bactérias dos filos Firmicutes e Bacteroidetes. Entretanto, a composi¢cdo da
microbiota, pode ser alterada por uma série de fatores intrinsecos e extrinsecos do
hospedeiro, tais como doencas, estresse, envelhecimento, uso de farmacos, sistema
imunoldgico e habitos alimentares (MARCHESI et al., 2016).

Existem cada vez mais evidéncias demonstrando que um desequilibrio da
comunidade microbiana intestinal, condicdo denominada disbiose, esta associada a
uma série de patologias extra-intestinais, como obesidade (GERARD, 2016),
hipertensdo (JOSE; RAJ, 2015), diabetes (HU; WONG; WEN, 2015), doencas
cardiovasculares (KOUTSOS; TUOHY; LOVEGROVE, 2015) e fibrose tecidual
(SCALES e HUFFNAGLE, 2013).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que animais germ-free? submetidos
ao modelo experimental de ferida cutanea excisional, apresentaram acelerado
fechamento das feridas, aumento da angiogénese, diminuicdo da resposta
inflamato6ria e menor area cicatricial, quando comparados a animais convencionais,
sugerindo um importante papel da microbiota na regulagdo dos processos
associadas ao processo reparo tecidual (CANESSO et al.,, 2014). Aléem disso,
estudos experimentais tem demonstrando que a microbiota intestinal parece regular
a inflamacao sistémica, o que também poderia afetar a cicatrizacdo de feridas em
locais fora do trato gastrointestinal (SCALES; HUFFNAGLE, 2013).

2 S30 animais isentos de microbiota comensal. Tais animais sdo criados dentro de isoladores livres de germes, a
fim de controlar a sua exposicdo a agentes virais, bacterias ou parasitarios(GROVER; KASHYAP, 2014).
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Dentre estes fatores capazes de alterar a composi¢do da microbiota intestinal
e influenciar a salude do hospedeiro, a dieta € um fator critico, promovendo
repercussdes diretas na saude do hospedeiro (FLINT, 2012). Atualmente, as
alteracdes no eixo dieta-microbiota tém sido bastante estudadas para entender a
associacdo entre o aumento da incidéncia/prevaléncia de alergias e doencas
inflamatorias crénicas ao estilo de vida ocidental (Western lifestyle) (KEENAN et al.,
2015). Uma dieta rica em fibra estimula uma maior diversidade de microrganismos
benéficos no intestino, como as bactérias dos géneros Prevotella e Bacteroides. Por
outro lado, uma dieta ocidentalizada (rica em gordura e acucar e pobres em fibras)
estimula o predominio de algumas bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria,
além de diminuir bactérias do filo Firmicutes, importantes para a fermentacdo de
fibras no intestino (SIMPSON; CAMPBELL, 2015).

A fibra dietética, ou também denominadas fibra alimentar, pode ser definida
como uma substancia de origem vegetal, resistente a digestdo e a absorcao no
intestino delgado. Essas substancias sdo metabolizadas através da fermentacéo
parcial ou completa no intestino grosso pela microbiota local (SARMENTO;
BERNAUD; RODRIGUES, 2013;BULTMAN, 2016). Além disso, sdo consideradas
como prébioticos, pois funcionam como substratos alimentares, promovendo a
selecéo e proliferacdo de bactérias benéficas da microbiota intestinal (CONLON;
BIRD, 2014).

Existem inUmeras evidéncias demonstrando que os efeitos benéficos das
fibras no organismo do hospedeiro sdo produzidos, em parte, pela liberacdo de
acidos graxos de cadeia curta (SCFASs) produzidos durante a fermentacao de fibras
no limen intestinal. Os principais SCFAs produzidos durante a fermentag&o de fibras
sdo: acetato, propionato e butirato. Os SCFAs sédo utilizados pelos enterdcitos do
colon como fonte enérgica e auxiliam na manutencdo da integridade do epitélio
intestinal (HASEGAWA; INOHARA, 2014).

Além disso, os SCFAs podem exercer efeitos sistémicos como, por exemplo,
a influenciar na migracao celular, aumento do fluxo de célcio intracelular e a inibicdo
de vias de sinalizacéo celular (MASLOWSKI et al., 2009;TAN, J. et al., 2014). As

evidéncias cientificas atuais apontam que uma diminuigdo da producdo de SCFAs
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pode estar associada a patogénese das alergias, canceres, doencas auto-imunes,
metabdlicas e neurolégicas (MASLOWSKI et al., 2009).

Estudos experimentais tém demonstrado que a administracdo de SCFAs é
capaz de produzir efeitos anti-inflamatérios e pré-resolutivos em modelos
experimentais de artrite e doenca inflamatoria intestinal (MACIA et al., 2015b;
VIEIRA et al., 2015).

@ A~
Sumulation of
@ Mucous production O .99 N piecting @ Tissue repalr

?‘-fwmm-ﬂ-~mrﬂ;?m:t*m —
cani'hy \
\

fber g % '*lﬂ SCFAS
Indigestible ~
starch

Commenda ‘

bactena
j v

welldddidaddddiddgigiddddaide .7. elefaluialelainiale]

® Promotion of © o*n ® o
Treg cells, tolerance Inflammasome activation? b 01 I“ S
IL-1B production :“ _bon inflammatio
Epithelial integrity X

Figura 6. Dieta rica em fibra, SCFAs e alguns mecanismos associados a manutencdo da
homeostase intestinal. As principais acées dos SCFAs sdo: (1) "exclusdo competitiva”, pelo qual
uma dieta rica em fibras estimula positivamente bactérias comensais e limita o crescimento de
bactérias patogénicas no epitélio intestinal; (2) aumento da producdo do muco por células epiteliais
intestinais; (3) secrecao de IgA por células B; (4) reparagéo de tecidos e cicatrizacdo de feridas; (5)
promocéao e desenvolvimento de células Treg no intestino (6) manutencdo da integridade epitelial; e
(7) efeitos anti-inflamatorios, particularmente inibicdo de NF-kB. Fonte: Imagem original de
THORBURN, A. N.; MACIA, L.; MACKAY, C. R. Diet, Metabolites, and “Western-Lifestyle”
Inflammatory Diseases. Immunity, 2014.
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Dentre os diversos efeitos dos SCFAs nos sistemas organicos, 0s mais
estudados séo seus efeitos na resposta inflamatoria. Na literatura, ha uma série de
trabalhos que demonstram que os efeitos dos SCFAs podem ser atribuidos, em
parte, a sua capacidade de se ligar a receptores como o Receptor 43 acoplado a
proteina G (GPR43), que sdo expressos em uma gama de diferentes tipos celulares
como células epiteliais e células inflamatérias(THORBURN; MACIA; MACKAY, 2014;
VIEIRA, ANGELICAT. et al., 2015).

MASLOWSKI et al. (2009) demonstraram que o tratamento com acetato, por
exemplo, reduz a resposta inflamatdria em modelos experimentais de colite, asma e
artrite e que esse efeito é dependente da ativacéo do receptor GPR43 em leucécitos
inflamatorios, sugerindo, portanto, que a producdo de acetato e, possivelmente, de
outros SCFAs no colon, e sua distribuicdo para os tecidos periféricos é um
importante modulador da resposta inflamatéria. MACIA et al. (2015) demonstraram
que a dieta rica em fibras sollveis altera a ecologia microbiana do intestino para
produzir um microbioma altamente eficiente na ativacdo da via inflamasoma epitelial
e na estimulacdo da producdo de IL-18. Assim, a fibra dietética, a microbiota
intestinal e as vias de sinalizacdo associadas a ativacdo do receptor GPR43 se

combinam para promover o reparo e homeostase intestinal.

E possivel especular, portanto, que as intervencbes baseadas na
suplementacdo da dieta com fibras solGveis, poderiam ser uma alternativa
promissora para a modulacdo de processos de reparo de feridas, em especial, em
feridas cutaneas, uma vez que a inflamacéo tem um papel importante na regulagéo
do processo. Entretanto, até o0 momento ndo ha estudos que relacionem os efeitos

de uma dieta rica em fibras com a cicatriza¢éo e/ou reparo tecidual.

Diante do exposto, levantou-se 0s seguintes apontamentos, que nos levaram

as construcdes da hipotese deste estudo:

a) Visto que a microbiota possui um importante papel na regulagdo da

homeostase de diferentes 6rgaos, incluindo a pele;

b) Que produtos derivados da fermentacdo de fibras pela microbiota
intestinal, como por exemplo os SCFAs, possuem um importante papel na

regulacdo de respostas inflamatérias sistémicas atraveés da ativacao de
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d)

receptores GPR43 presentes em diferentes tipos celulares como, por
exemplo, células epiteliais, endoteliais e leucocitos, células estas

envolvidas na resposta cicatricial;

Que a inflamacdo é um importante componente da resposta cicatricial e
que a citocina pré-inflamatéria IL-18 estd envolvida no reparo intestinal
induzido pela dieta rica em fibra, bem como na regulacdo da microbiota e

na resposta tecidual a leséo;

E, finalmente, que a microbiota comensal parece interferir na cicatrizacao
de feridas cutaneas, € concebivel que dentre as funcdes fisiolégicas da
microbiota intestinal possa estar incluida a modulagcdo da resposta
cicatricial cutanea por moléculas produzidas por essa microbiota durante a
fermentacdo de fibras dietarias sollveis e liberadas sistemicamente na

circulacao sanguinea.

A nossa hipétese é, portanto, que os SCFAs produzidos pela microbiota

intestinal a partir da fermentacéo de fibras soltveis atuem via GPR43 e IL-18

modulando o processo cicatricial.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos da suplementagéo alimentar com uma dieta enriquecida
com fibras soluveis na cicatrizacdo de feridas cutdneas excisionais em

camundongos, bem como avaliar possiveis mecanismos envolvidos neste processo.

3.2 — Objetivos especificos

I.  Avaliar os efeitos da dieta enriquecida com fibras solGveis na cicatrizacdo de
feridas cutaneas excisionais em camundongos selvagem (C57BL/6) e
camundongos com delecéo génica para o receptor 43 acoplado a proteina G
(GPR437);

II. Avaliar o papel da citocina IL-18 na cicatrizacdo de feridas cutaneas
excisionais e na formacédo do tecido de granulacéo induzido pela implantacao
de matriz sintética em camundongos selvagem (C57BL/6) e com delegcéo
génica para a citocina IL-18 (IL187);

lll.  Avaliar o papel da citocina IL-18 na cicatrizagdo de feridas cutdaneas em
camundongos C57BL/6 e camundongos IL187 suplementados com dieta

enriquecida com fibras solaveis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Dieta

As dietas foram preparadas a partir dos padrdes minimos estabelecidos para
os estudos nutricionais com animais de laboratério (AIN-93) (REEVES; NIELSEN;
FAHEY, 1993) e conforme composicdo descrita por VIEIRA et al. (2017). A dieta rica
em goma-guar utilizada no estudo foi pré-fabrica pela empresa Specialty Feeds,
Glenn Forest®, Australia. Diferente da dieta rica em pectina, que foi preparada no
préprio laboratério, a partir de ingredientes comprados na empresa Rhoster®. Os
componentes das dietas estdo relacionados na Tabela 1. A consisténcia e aparéncia

das dietas é similar a dieta padrdo comercializada para camundongos.

Tabela 1. Composicéo das dietas com alto teor em fibras (HF) (10% de pectina e goma de guar, a
partir da modificacdo da dieta AIN93M) e dieta com baixo teor em fibras (LF).

Ingredientes Dietarica em fibra & Dieta rica em fibra Dieta com baixo
base de goma guar (kg) a base de pectina | teor de fibras (LF)
(Kg)
BHT 0.008 g 0.008 g 0.008 g
Bitartarato de colina 25¢ 25¢g 25¢g
Cistina (metionina) 1.8¢g 18¢g 1.8¢g
AIN93 Vitaminas 10.0g 10.0¢g 100g
AIN93 Mir_1e_rais 35.0¢g 35.0¢g 35.09
essenciais
Celulose 50.0¢ 50.0¢ 50.0¢g
Oleo de soja 40.0g 40.0 g 4009
Sacarose 100.0 g 100.0 g 100.0¢g
Maltodextrina 55.09g 55.0¢g 155.0g
Caseina 14009 14009 140.0g
Amido de milho 365.692 g 365.692 g 365.692 g
Fibra gomaguar ou 100.0 g 100.0 g 0.0g
pectina
H>O 200 ml 200 ml 200ml
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4.2 Animais

Foram utilizados camundongos, C57BL/6 (wild-type), C57BL/6 com delecao
génica para o receptor GPR43 (GPR43"") e C57BL/6 com delec&o para a citocina IL-
18 (IL187), machos, com aproximadamente 10 semanas de idade, pesando
aproximadamente 25 gramas.

Os camundongos GPR43”- foram doados pelo Professor Dr. Charles Mackay
(Monash University, Australia) e cedidos pelo Professor Dr. Mauro Martins Teixeira,
do Laboratério de Imunofarmacologia, do Departamento de Bioquimica e Imunologia
(UFMG). Os camundongos 1L187 foram cedidos pela Professora Dr2 Leda Quércia
Vieira, do Departamento de Bioquimica e Imunologia (UFMG). Os animais WT foram
obtidos do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
Todos os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Biofisica e
Fisiologia da UFMG. E importante destacar, que todos os animais derivados dos
laboratorios citados acima seguem um rigoroso protocolo de vermifugacao, antes da
execucao do procedimento cirargico, visando a reprodutibilidade dos experimentos.

Ap6s a cirurgia os animais foram mantidos em gaiolas isoladas, sob
condicdes controladas de temperatura (24°C) e luminosidade controlada de 12 horas
com acesso a alimentos e agua ad libitum, seguindo todos os procedimentos
padrées estabelecidos no Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério,
aprovados pelos comités de ética animal australiano (experimentos com goma guar)
MARP/ 2012/050 e brasileiro (experimentos com pectina) CEUA/UFMG (Protocolo
namero 116/2014).

4.3 Modelo experimental de feridas cutaneas excisionais e mensuracdo da area

da ferida

Conforme descrito por MOREIRA et al.(2015) quatro feridas cutaneas foram
criadas através da excisao da pele na regido dorsal dos camundongos utilizando um
punch de biépsia circular de 5mm de diametro.

A mensuracdo da area das feridas foi realizada com o auxilio de um
paquimetro digital. Para o acompanhamento do fechamento da feridas, utilizou-se a

seguinte formula para determinacdo da area: [(didmetro maior/2)x(diametro
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menor/2)xPi], onde Pi & aproximadamente 3,14. A fim de normatizar os dados, os
resultados foram expressos como porcentagem de fechamento relativo ao tamanho
original da ferida, utilizando-se a seguinte formula: [1-(area da ferida)/(area original
da ferida)x100].

Figura 7. Modelo de feridas excisionais. Fonte: MOREIRA, C.; CASSINI-VIEIRA, P.; DA SILVA, M,;
BARCELOS, L. da. Skin Wound Healing Model - Excisional Wounding and Assessment of Lesion
Area. BIO-PROTOCOL, v. 5, n. 22, 2015. Disponivel em: <http://www.bio-protocol.org/e1661>

4.4 Modelo de implante de esponja

Conforme descrito por ANDRADE e FERREIRA (2016), implantes de poliéter-
poliuretano foram introduzidos no tecido subcutaneo para induzir a inflamacéao,
angiogénese e fibrose. Antes da cirurgia para implantacao, as esponjas de 8 mm de
diametro e 5 de espessura mm foram mantidos em alcool 70% por 24 horas e
fervidos em agua destilada por 30 minutos.

Para o procedimento cirdrgico, os animais foram anestesiados com (cetamina
100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg por via intraperitoneal) e submetidos a tricotomia e
assepsia da regido dorsal com alcool 70%. Em seguida, foi realizada uma incisdo de
aproximadamente 1 cm na pele do dorso, proximo da cauda do animal, e apds
delicada apartacdo do tecido subcutaneo, foi introduzido o disco de esponja na
regiao cervical e a incisdo dorsal foi suturada.

Apos a cirurgia os animais foram mantidos sob aquecimento artificial até
completo restabelecimento de suas fungdes vitais, sendo mais tarde distribuidos em
gaiolas individuais. Todos os procedimentos cirargicos, foi executado no Laboratério
de Angiogénese e Células-Tronco.

4.5 Coleta dos tecidos para analise

A coleta de tecidos bioldgicos no modelo de feridas excisionais foi realizada

conforme descrito por MOREIRA et al. (2015), os animais foram sacrificados com
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uma overdose (cetamina 200 mg/kg e xilazina 20 mg/kg por via intraperitoneal) de
anestésico, em seguida 4 amostras de pele do dorso dos camundongos (regido da
ferida) foram coletadas com auxilio de um punch cirargico de 8mm, nos 1° (1° dia
apos a cirurgia), 3° 7° e 14° dias apo6s o ferimento inicial. A coleta do fragmento
cutaneo foi previamente padronizada para cada analise bioquimica ou histoldgica,
proposta neste estudo, visando a reprodutibilidade dos experimentos. Imediatamente
apés a coleta as amostras biologicas utilizadas foram mergulhadas em nitrogénio
liqguido para congelamento imediato ou em formalina 10%, para as analises
histoldgicas.

No modelo de implante de esponja, no 7° dia apds implantacdo os animais
foram sacrificados com uma dose excessiva de anestésico (cetamina 200 mg/kg e
xilazina 20 mg/kg por via intraperitoneal). Apés a eutandsia, as esponjas foram
coletadas através de incisdo mediana na regido dorsal, em seguida, dissecados,

pesados e processados para estudos bioquimicos e histologicos.

4.6 Grupos experimentais

4.6.1 Desenho experimental 1 — HF (goma guar/pectina) x LF (baixo teor de fibras)
Camundongos C57BL/6 (WT) ou GPR43" receberam a dieta rica HF ou LF 14
dias antes da inducdo do ferimento, que foi mantida durante todo o periodo
experimental. Diferentes grupos de animais foram sacrificados nos tempos 1, 3,7 e
14 dias ap6s o ferimento inicial, sendo 8 animais por grupo, em cada tempo

experimental estudado, utilizando um total de 128 animais.

Tabela 2 — Grupos experimentais desenho experimental 1

Grupo experimental Linhagem Abreviacédo Quantidade de animais
WT alimentado com dieta C57BL/6 WT-HF 8
rica em fibra (goma guar)
WT alimentado com dieta C57BL/6 WT-LF 8
com baixo teor em fibra
GPR43" alimentado com C57BL/6 GPR43"-HF 8

dieta com alto teor em
fibra (goma guar)

GPR43" alimentado com C57BL/6 GPRA43"-LF 8
dieta com baixo teor em
fibra
WT alimentado com dieta C57BL/6 WT-HFP 8
rica em fibra (pectina)
WT alimentado com dieta C57BL/6 WT-LFP 8

com baixo teor em fibra
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GPR43" alimentado com C57BL/6 GPR43"-HFP
dieta com alto teor em

fibra (pectina)

GPR43" alimentado com C57BL/6 GPR437-LFP

dieta com baixo teor em
fibra

WT ou GPR43/

Eutanasia e coleta dos tecidos

\ | :
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14 dias Indugéo do ferimento  Dia 1 Dia 7 Dia 14
| |
! e |
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Figura 8. Desenho experimental 1. Fonte: Do autor.

4.6.2 Desenho experimental 2 — Camundongos WT e IL187 submetidos a

implantagéo de esponja e ferida excisional cutanea.

Camundongos WT ou IL18" da linhagem C57BL/6 foram submetidos a

implantacdo de esponjas no tecido subcutaneo ou a excisdo de tecido cutaneo. As

amostras teciduais foram coletadas no 1°, 3°, 7° e 14° dia apds inducédo do ferimento

ou as esponjas coletadas no 7° dia apds implantacdo, sendo 8 animais por grupo,

em cada tempo experimental estudado, utilizando um total de 160 animais.

Tabela 3 — Grupos experimentais do desenho experimental 2

Grupo experimental Linhagem Abreviacdo Quantidade de animais
WT submetido a ferida C57BL/6 - 8
cutanea
WT submetido a C57BL/6 - 8
implantacdo de matriz
sintética
IL187- submetido a ferida C57BL/6 - 8
cutanea
IL187 submetido a C57BL/6 - 8
implantacdo de matriz
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Figura 9. Desenho experimental 2.
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4.6.3 Desenho experimental 3 —Tratamento com acetato intra-implante

Camundongos C57BL/6 foram submetidos a implantacdo de implantes de

esponja no tecido subcutaneo e tratados com PBS ou acetato de sodio (Sigma

Aldrich®) nas doses de 0,1pg, 1,0pg, 10pug e 100pg/mL em 100puL por gavagem.

Essas doses foram baseadas a partir dos estudos de LIU et al., 2016 e VIEIRA et al.,

2017. O tratamento iniciou imediatamente apds a implantacdo da esponja até o 6°

dia apds implantacdo. No 7° dia os animais foram sacrificados e os implantes de

esponja foram coletados.

Tabela 4 — Grupos experimentais do desenho experimental 3

Grupo experimental Linhagem Abreviacédo Quantidade de animais
C57BL/6 tratado intra- C57BL/6 PBS 8
implante com PBS
C57BL/6 tratado intra- C57BL/6 0,1pg/mL 8
implante com 0,1pg/mL
C57BL/6 tratado intra- C57BL/6 1,0pg/mL 8
implante com 1,0pg/mL
C57BL/6 tratado intra- C57BL/6 10pg/mL 8
implante com 10pg/mL
C57BL/6 tratado intra- C57BL/6 100pg/mL 8

implante com 100pg/mL
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Figura 10. Desenho experimental 3.
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4.6.4 Desenho experimental 4 —Tratamento com acetato por via oral

Conforme proposto por (VIEIRA et al,

2017) camundongos C57BL/6

receberam por via oral através de gavagem, PBS ou acetato de sédio (Sigma

Aldrich®) nas doses de 0,1pg, 1,0pg, 10pg e 100pg/mL, em 100uL por gavagem,

gue teve inicio 5 dias antes da implantacdo de esponjas até o 6° dia apds

implantagéo. Essas doses foram baseadas a partir dos estudos de LIU et al., 2016 e

VIEIRA et al.,, 2017. No 7° dia os animais foram sacrificados e os implantes de

esponja foram coletados.

Tabela 5 — Grupos experimentais do desenho experimental 4

Grupo experimental Linhagem Abreviacdo Quantidade de animais
C57BL/6 tratado C57BL/6 PBS 8
oralmente com PBS
C57BL/6 tratado C57BL/6 0,1pg/mL 8
oralmente com 0,1ug/mL
C57BL/6 tratado C57BL/6 1,0pg/mL 8
oralmente com 1,0ug/mL
C57BL/6 tratado C57BL/6 10pg/mL 8
oralmente com 10ug/mL
C57BL/6 tratado C57BL/6 100pg/mL 8
oralmente com 100ug/mL
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Figura 11. Desenho experimental 4.

4.6.4 Desenho experimental 5 — Camundongos IL187 tratados com dieta rica em

fibra e submetidos ferida cutanea excisional.

Camundongos C57BL/6 (WT) ou IL18" receberam a dieta HF (a base de
pectina) ou LF, a partir de 14 dias antes da inducéo do ferimento, que foi mantida

durante todo o periodo experimental. Diferentes grupos de animais foram

sacrificados nos tempos 1, 3,7 e 14 dias apos o ferimento inicial.

Tabela 6 — Grupos experimentais desenho experimental 5

Grupo experimental Linhagem Abreviacdo Quantidade de animais
WT alimentado com dieta C57BL/6 WT-HF 8
rica em fibra (goma guar)

WT alimentado com dieta C57BL/6 WT-LF 8
com baixo teor em fibra

IL187 alimentado com C57BL/6 IL187--HF 8

dieta com alto teor em

fibra (goma guar)

IL187 alimentado com C57BL/6 IL187-LF 8
dieta com baixo teor em

fibra
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Figure 12. Desenho experimental 5.

4.6.5 Desenho experimental 6 — Quimera de camundongos WT e IL18" tratados

com dieta rica em fibra e submetidos ferida cutanea excisional.

Conforme descrito por Castor et al. (2012) e detalhado no item 4.14 adiante,

foi realizado o transplante de medula éssea entre camundongos WT e IL187. Apds

um periodo de recuperacdo de 14 dias do tratamento com antibioticos, foi

introduzida a dieta HF ou LF, que foi mantida até o final do experimento. A inducao

das feridas foi realizada 14 dias ap0s a introducéo das dietas e 0 acompanhamento

da area da lesdo realizado nos dias 3, 5, 7,10 e 14. Os animais foram sacrificados

no 14° dia.

Tabela 7 — Grupos experimentais desenho experimental 6.

Grupo experimental

Linhagem

Abreviacédo

Quantidade de animais

Doador WT e receptor
WT alimentado com dieta
LF

C57BL/6

WT para WT LF

5

Doador WT e receptor
WT alimentado com dieta
HF

C57BL/6

WT para WT HF

Doador IL187 e receptor
WT alimentado com dieta
HF

C57BL/6

IL187 para WT HF

Doador WT e receptor
IL18" alimentado com
dieta HF

C57BL/6

WT para IL187
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Figura 13. Desenho experimental 6.

4.7 Analise da producao de mediadores soluveis

Concentra¢des das quimiocinas: CXCL1/KC, CXCL2/MIP-2 e CCL2/MCP-1 e
citocinas: TNF, IL-10, IFN-y, IL-4, IL-18 e IL-18 foram mensuradas na ferida
utilizando-se anticorpos adquiridos do fabricante R&D Systems (Minneapolis, USA)
de acordo com protocolo recomendado pelo fabricante.

Para dosagem de citocinas, amostras de ferida foram homogeneizadas em
solucdo tampéo de fosfato (PBS) (0,4 M NaCl e 10 mM de Na2HPO4) contendo
inibidor de proteases (0,1 mM phenylmethilsulfonyl fluoride, 0,1 mM
benzethoniumchloride, 10 mM EDTA e 20 KI aprotinina A) e 0,05% Tween 20, na
proporcao de 0,1 g de tecido para cada mL de solucéo; foi utilizado homogeneizador
de tecidos (Power Gen 125 - Fischer Scientific Pennsylvania, USA). As amostras
foram mantidas a -20° C para posterior realizacdo do ensaio enzimatico.

Todos os ensaios enzimaticos foram realizados em placas de 384 pogos. As
placas foram sensibilizadas com 10uL/pogco de solugcdo dos respectivos anticorpos
monoclonais anti-camundongo para quimiocinas/citocinas a serem analisadas e
incubadas a 40C overnight. Apds quatro lavagens (Bio-Tek Instruments, INC) com

PBS-Tween 20 (0,05% - pH=7,4); adicionou-se as placas 30uL por po¢o de tampao
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bloqueio (1% albumina bovina-BSA em PBS pH=7,4) e estas foram, entdo,
incubadas a temperatura ambiente por no minimo uma hora.

Apébs nova etapa de lavagem, adicionou-se 10uL/pogo dos padrbes e das
amostras diluidas (1:3) em BSA-PBS (0,1% - pH=7,4) e prossegue-se nova
incubacédo a 40C overnight.

Apoés lavagem das placas, adicionou-se 10uL/pogo de solugdo de anticorpo
de deteccdo anti-camundongo para as citocinas/quimiocinas em questdao e
incubaram-se as placas por duas horas. Apos nova lavagem, adicionou-se
15uL/poco de solugao de estreptavidina (1uL de estreptavidina em 15mL de solugéo
BSA 0,1%) e incubou-se por 1 hora.

Apés esse intervalo de tempo foi adicionado 15uL/pogo o cromégeno OPD (o-
fenilenodiamina, Sigma) diluido em tampao citrato (pH=5,0) acrescido de H202 (30%
v/v). As placas foram encubadas ao abrigo da luz por 30 minutos ou até que a
reacdo ocorresse.

A reacéo foi interrompida com a adi¢ao de 15uL/pogo de H2SO4 1M e a leitura
das placas foi realizada em espectrofotdmetro a 490 nm. Todos os passos de

incubacédo (exceto overnight) foram feitos a temperatura ambiente.

4.8 Dosagem de hemoglobina nos implantes (avaliacéo indireta da
neovascularizacao)

A dosagem do contetdo de hemoglobina foi feita utilizando-se o método do
reagente de Drabkin. As amostras que apresentaram hemorragia ou infeccdo a
analise macroscopica foram excluidas do ensaio. Em seguida, cada implante foi
homogeneizado em 2,0mL de um reagente cromogénico especifico para
hemoglobina (reagente de Drabkin-kit de Dosagem de Hemoglobina Labtest) e as
suspencdes foram adicionados a microtubos (ependorff) de 2,0mL.

As amostras foram centrifugadas a 4°C por 30 minutos a 12.000 rpm e 0s
sobrenadantes filtrados em filtros de 0,22 um (Millipore). Posteriormente, foi
realizada leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 540nm (Leitor de
Elisa), utilizando-se uma placa de 96 pocos.

A concentracdo de hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de
uma curva padréo conhecida (Labtest) e os resultados expressos em concentragao

de hemoglobina (microgramas) por miligrama de peso umido de implante.
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Apés a dosagem de hemoglobina, o sobrenadante remanescente foi
armazenado em freezer a -20°C para posteriores dosagens de citocinas. O
precipitado foi pesado para determinacdo da atividade de mieloperoxidase (MPO) e
N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG).

4.9 Avaliacao da atividade de MPO (neutrofilos)

A quantificacdo do acumulo de neutrofilos nas feridas foi mensurada pelo
ensaio de atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), presente nos neutrdfilos,
conforme descrito previamente por CASSINI-VIEIRA et al. (2015).

As feridas e a pele do contorno foram removidas com o auxilio de um punch
circular de 8mm, congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e estocados a -
200 C até o dia da homogeneizac¢éo do tecido. Apdés o descongelamento do tecido,
este foi pesado e homogeneizado em tampéao (0,1 M NacCl; 0,02 M NasPOg4; 0,015 M
NaEDTA - pH 4,7) na proporcao de 1 mL de tampé&o para cada 100 mg de tecido,
utilizando-se o homogeneizador de tecidos (PowerGen 125® - Fisher Scientific
Pennsylvania, USA). Apds esse procedimento, o homogenato foi centrifugado a
10.000g/10 minutos a 40 C (Centrifuga BR4, Jouan, Winchester, VA, USA) e o
precipitado foi submetido a lise hipotdnica (1,5 mL de solucédo de NaCl 0,2% seguido
de adicdo de igual volume de soluc¢édo contendo NaCl 1,6% e glicose 5% - 30s apos).
Apods nova centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido em tampao 2 (NasPOas
0,05 M; Hexadecyl trimethyl ammonium bromide — HTAB - Sigma 0,5% p/v - pH 5,4)
na proporcdo de 1 mL para cada 100mg de tecido. Apds essa etapa, 0 homogenato
foi submetido a trés ciclos de congelamento/descongelamento utilizando-se
nitrogénio liquido.

Essas amostras foram novamente centrifugadas a 10.000g/15 minutos e foi
recolhido o sobrenadante para a realizacdo do ensaio. As amostras foram diluidas
no tampéao 2 na razao 1:6. A atividade da mieloperoxidase foi calculada pela medida
das alteracbes na densidade Optica (OD) a 450 nm utilizando a reagdo entre
tetramethylbenzidine diluido em dimetilsufoxido (1,6 mM) e H202 (0,5 mM). A
reacdo foi parada com H2SO4 e a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro (Statuslabsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil). Os

resultados obtidos foram expressos como unidade relativa por OD.
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4.10 Avaliacdo da atividade de NAG (macroéfagos)

A quantificacdo do acumulo de macrofagos nas feridas foi mensurada pelo
ensaio de atividade da enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), presente nos
macréfagos(CASSINI-VIEIRA et al., 2015). As feridas e a pele do contorno foram
removidas com o auxilio de um punch circular de 8mm, congeladas imediatamente
em nitrogénio liquido e estocados a -200 C até o dia da homogeneizacao do tecido.

Apés o descongelamento do tecido, este foi pesado e homogeneizado
utilizando-se o homogeneizador de tecidos (PowerGen 125® - Fisher Scientific
Pennsylvania, USA) com solucédo salina 0,9% (4°C) contendo 0,1% v/v de Triton X-
100 (Merck) na proporcao de 1,9 mL de solucdo para cada 100mg de tecido. Logo
em seguida, a amostra foi centrifugada a 4°C 3.000g/10min. Os sobrenadantes
foram imediatamente recolhidos e utilizados para o ensaio da NAG. A reagao foi
iniciada ap0s a adicdo de 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-B-Dglicosaminidase (Sigma-
Aldrich) dissolvida em tampao citrato/fosfato (pH=4,5), concentracédo final de 2,24
mM, a 100 pL da amostra (sobrenadante recolhido apds centrifugacdo do tecido)
diluida em tampao citrato/fosfato (1:10). A reacdo se processou a 37°C/10 minutos,
em placas de 96 pocos. O término da reacédo foi dado pela adicdo de 100uL de
tampéo glicina 0,2 M (pH=10,6) e quantificada em espectrofotbmetro a 405 nm. Os

resultados obtidos foram expressos como unidade relativa por OD.

4.11 Avaliacéo da deposicao de colageno

A deposicdo de colageno foi avaliada pela dosagem de colageno presente
nos implantes. A quantidade de colageno solavel total foi quantificada
colorimetricamente baseada na reacdo do Picrossirius Red. Conforme descrita
previamente por (CASSINI-VIEIRA et al., 2014).

Sucintamente, as amostras de esponja foram homogeneizadas com tampao
(salina 0.1% Triton X-100) depois da homogeneizacéo, os debris foram removidos
pela centrifugacdo. Foram adicionados 50uL do reagente picrosirius red em 50uL da
amostra.

Ap6s 30 minutos de incubacdo em temperatura ambiente o complexo

coladgeno-picrosirius red foi separado por centrifugacdo a 10,000 durante 15 minutos,
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em seguida lavado com etanol e o complexo colageno-corante reconstituido em 1ml
de reagente alcalino (NaOH 0,5 M).

A absorbancia foi quantificada a 540 nm em um leitor de microplacas. A
quantidade de colageno em cada amostra foi determinada através da comparacéo
com uma curva padrdo utilizando-se padrdo de colageno (Merk) e os resultados

foram expressos em pg de colageno por mg de implante.

4.12 Transplante de medula 6ssea

O transplante de medula éssea foi realizado conforme descrito anteriormente
por CASTOR et al. (2012). Resumidamente, as células da medula 6ssea foram
obtidas a partir da medula tibial e femoral de camundongos WT e IL18” com PBS.

Aproximadamente um total de 1x107 células de camundongos doadores WT
ou IL187 foram transplantadas através de infusdo de veia ocular em camundongos
WT ou IL187 receptores, 0s quais tiveram seus corpos irradiados previamente com
uma radiacdo de 8 Gy (fonte 60Co) em duas doses a intervalos de 2 h para
minimizar a toxicidade gastrointestinal antes do transplante.

Apos o transplante os camundongos receptores receberam antibiético em
suspensao oral de ciprofloxacina (70 mg / L) na sua agua potavel a partir de 1° dia

até 14° dia apos o transplante.

4.13 Analises histolégicas

Na ocasido do sacrificio, as feridas foram clivadas ao meio em duas metades.
Tanto as feridas cutaneas, quanto os implantes foram fixados em solucéo
tamponada de formol a 10% em PBS por 48 horas.

Posteriormente, os tecidos foram submetidos a etapas de desidratacao,
diafanizacdo, banho e inclusdo em parafina, em processador de tecidos automatico
(Lupetec® PT09 TS). ApGs estes procedimentos, os blocos foram cortados a 5um e
corados com Hematoxilina-Eosina (H&E) ou Picrosirius Red.

Os cortes foram analisados em microscopio oOptico (Olympus BX43) e as
imagens coletadas usando uma camera digital acoplada ao microscopio (Olympus
Q-color 5®).
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Conforme descrito anteriormente por LE et al. (2012), as analises
morfométricas em cortes histolégicos da ferida cutanea foram realizadas em
fotomicrografias, utilizando o software de imagens ImageProPlus 7.0 Software®. Foi
realizada a morfometria da lingua epitelial, tecido de granulagéo e area cicatricial. A
extensdo da lingua epitelial (distancia do novo epitélio que se estende da margem
da ferida, que é definida pela presenca anexos cutaneos) avaliada em cortes
histologicos de 3 dias, tecido de granulacdo (caracterizado como o novo tecido
formado, rico em vasos sanguineos e fibroblastos e células inflamatorias) avaliado
em cortes histologicos de 7 dias, area cicatricial (area compreendida entre as bordas
da ferida, caracterizado por auséncia de células, vasos sanguineos e anexos
cutaneos), avaliado em cortes histologicos de 14 dias.

Conforme descrito anteriormente por GUPTA; KUMAR (2015), o escore
qualitativo de células polimorfonucleares e mononucleares, foram avaliados em
cortes histologicos de feridas cutdaneas de 1 e 3 dias, corados com H&E. As
pontuagOes foram dadas da seguinte forma: "+" = infiltragdo baixa, "++" = infiltracao
moderada e "+++" = infiltrac&o alta.

A contagem dos vasos sanguineos foi realizada tanto em cortes histologicos
das feridas cutaneas, quanto nos implantes de esponja de 7 dias. Considerou-se
como um vaso contavel aquele definido como uma estrutura com um lamen
contendo ou nao glébulos vermelhos(CANESSO, MARIA C. C. et al., 2014).

A andlise de colageno foi realizada tanto em cortes histolégicos das feridas
cutaneas, quanto nos implantes de esponja de 14 dias e 7 dias, respectivamente, e
analisados utilizando um filtro de luz polarizada (Olympus). Todas as analises
histomorfométricas foram realizadas de forma cega e por dois pesquisadores
independentes.
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Figura 14. Esquema demonstrativo das principais estruturas analisadas por morfometria
digital. Fonte: Imagem modificada de MORI, R.; SHAW, T. J.; MARTIN, P. Molecular mechanisms
linking wound inflammation and fibrosis: knockdown of osteopontin leads to rapid repair and reduced
scarring. The Journal of Experimental Medicine, v. 205, n. 1, p. 43-51, 2008.

4.14 Andlise estatistica

As analises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 5.3. Os resultados
sdo apresentados como média = e.p.m. A comparacdo entre os grupos foi feita
utilizando-se o teste t de Student, dados ndo pareados, quando os dados consistiam
de apenas dois grupos. Quando foram comparados trés ou mais grupos foi utilizado
a andlise de variancia (ANOVA). Quando a ANOVA indicou significAncia, os dados
foram analisados utilizando o pos-teste de Newman Keuls para comparagao entre os
grupos.

Two-way ANOVA foi utilizado para andlises dos gréficos de linha para verificar
interacdes entre as variaveis independentes tempo e grupos, sendo utilizado o pos-
teste de Bonferroni. Apenas os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados |

5.1.1 Dieta rica em fibras induz o fechamento das feridas cutaneas, efeito
dependente da presenca do receptor GPR43.

Para investigar se o fechamento da ferida cutdnea era alterado em
camundongos alimentados com uma dieta rica em fibra e se esses efeitos eram
dependentes do receptor Gpr-43, camundongos WT e Gpr43” foram alimentados
com uma dieta rica em fibra (HF) ou com baixo teor em fibras solaveis (LF) e
avaliou-se o fechamento da ferida através da mensuracao da area da ferida no 3°, 7°
e 14° dia apos a lesdo inicial e através da analise morfométrica da lingua epitelial
em cortes histolégicos corados com H&E no 3° dia ap6és a leséo inicial.

As feridas dos animais do grupo WT-HF, apresentaram um aumento na taxa
de fechamento da ferida no 3° (p<0,05) e 7° (p<0,001) dia, quando comparado as
feridas dos animais do grupo WT-LF ou Gpr43/-HF (figura 15 a e b).

A andlise morfométrica da lingua epitelial revelou uma lingua epitelial maior
em feridas do grupo WT-HF quando comparadas com as feridas de animais do
grupo WT-LF e Gpr437-HF (p<0,01 e p<0,001, figura 15 c e d).

Resultados semelhante também foram observados em animais alimentados
com uma dieta suplementada com a fibra pectina, na qual os animais do grupo WT-
HFP apresentaram um aumento na taxa de fechamento das feridas, quando

comparadas as feridas de animais do grupo WT-LFP e Gpr43”/-HFP (figura 16).
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Figura 15. Efeitos da dieta rica em fibras sobre o fechamento de feridas cutdneas (goma guar).
(a) Cinética de fechamento das feridas cutaneas no 3°, 7° e 14° dia apés a confecc¢éo do ferimento
inicial. (B) Fotografias representativas das feridas. (C) Fotomicrografias de cortes histoldgicos da
ferida corados com H&E no 3° dia apds a confeccdo inicial do ferimento, nesta imagem, a linha
pontilhada destaca a lingua epitelial. (d) Avaliacdo do comprimento da lingua epitelial. As letras nas
fotomicrografias representam: d, derme; gt, tecido de granulacgdo; s, crosta. Ampliacéo original de 200
X; barra de escala: 100um. Os dados representam a média + E.P.M, n = 8 animais por grupo (Two-
way ANOVA e ANOVA).
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Figura 16. Efeitos da dieta rica em fibras sobre o fechamento de feridas cuténeas (pectina). (A)
Cinética de fechamento das feridas cutdneas no 3°, 7° e 14° dia ap6s a confecc¢do inicial da ferida. Os
dados representam a média + E.P.M, n = 8 animais por grupo (Two-way ANOVA e ANOVA).
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5.1.2 Dieta rica em fibras altera a resposta inflamatoéria na ferida, efeito dependente
do receptor GPR43.

Avaliou-se o conteudo inflamatorio da ferida através dos seguintes
parametros: analise qualitativa de cortes histolégicos corados com H&E no 3° e 7°
dia apos o ferimento inicial, andalise indireta do contetdo de neutrdéfilos e macréfagos
nas feridas, através dos ensaios enzimaticos de MPO e NAG, respectivamente e
através da mensuracdo da concentracdo na ferida das citocinas de TNF, IL-4,
CXCL-1, CXCL2, CCL-2, IL10, IL-1B e IL-18.

Na avaliacdo qualitativa de cortes histologicos das feridas do 3° dia,
observou-se que os animais do grupo WT-HF apresentaram um infiltrado
polimorfonuclear discreto, quando comparado as feridas de animais dos grupos WT-
LF ou Gpr43”-HF. Por outro lado, observou-se um infiltrado de células
mononucleares moderado tanto em cortes histologicos das feridas no 3° dia, quanto
do 7° dia em animais do grupo WT-HF (tabela 8 e figura 17a).

Resultados semelhantes foram observados em feridas de animais
alimentados com uma dieta rica em fibra do tipo pectina, observou-se uma reducao
da atividade enzimatica de MPO no 3° dia (p<0,01) e um aumento da atividade de
NAG (p<0,001), quando comparado as feridas de animais dos grupos WT-LFP ou
Gpra3”-HFP (Tabela 8, figura 18a e b).

A concentragédo das citocinas TNF, IL-4, CXCL-1, IL-10, IL-1B e IL-18 nas
feridas do grupo WT-HF apresentaram-se aumentadas, quando comparadas as
feridas do grupo WT-LF ou Gpr43’-HF (figura 19, a, b, d, f, g, h). No entanto, a
concentragéo das citocinas CXCL-2 e CCL-2 apresentaram-se reduzidas nas feridas
de animais do grupo WT-HF, quando comparado as feridas dos animais do grupo
WT-LF ou Gpr43---HF (figura 19 c e e).
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Tabela 8 — Andlise qualitativa do infiltrado leucocitario na ferida

Grupo Celularidade Mononuclear Polimorfonuclear
WT-LF 3d +H+ . 44
WT-HF 3d - + +

Gpr43-KO HF 3d +++ + 4+
WT-LF 7d 4 + *
WT-HF 7d ++ -+ +

Gpr43-KO HF 7d s - +

Legenda: + discreta, ++ moderado, +++ intensa
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Figura 17. Efeitos da dieta rica em fibras sobre a infiltrado leucocitario na ferida (goma guar).
Avaliagdo qualitativa da infiltrado leucocitario em cortes histolégicos de feridas coradas com H&E no
3% e 7° ap6s o ferimento inicial (Tabela 8). (A) Fotomicrografias representativas da infiltragédo
leucocitaria na ferida. As setas pretas nas fotomicrografias indicam a presenca de células
polimorfonucleares e as cabecas de setas indicam células mononucleares. Ampliacdo original de
1000 x. Bar 50um.
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Figura 18. Efeitos da dieta rica em fibras sobre o infiltrado de leucécitos (pectina). (a) Acimulo
de neutrdfilos e (b) Acumulo de macroéfagos nas feridas, avaliados por meio do ensaio enzimatico de
MPO e NAG, respectivamente. Os dados representam a média + E.P.M., n=8 para cada ponto da
cinética e grupo experimental. #* p <0,05; ***### p<0,001 versus WT-HF (2-way ANOVA).
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Figura 19. Efeitos da dieta rica em fibras sobre a concentracdo de citocinas e quimiocinas em
feridas cutaneas (goma guar). (A) TNF, (B) IL-4, (C) CCL-2, (D) CXCL-1, (E) CXCL-2, (F) IL-10, (G)
IL-1B3, (H) IL-18. Os niveis de citocinas foram avaliados através do ensaio “ELISA sandwiche”. Os
dados representam a média + E.P.M., n=8 animais para cada grupo e ponto da cinética. # * p <0,05;
** 4 p <0,01; *** #4## p <0,001 versus WT-HF (2-way ANOVA).

57



5.1.3 Dieta rica em fibras estimula a neovascularizacdo da ferida, efeito dependente
do receptor GPR43.

O tecido de granulacédo € rico em células inflamatérias, fibroblastos, matriz
extracelular e vasos sanguineos. A formacédo deste tecido é essencial para o
fechamento da ferida. Para verificar se a dieta rica em fibra € capaz de alterar a
formacdo do tecido de granulacdo, mensurou-se a area do tecido de granulacdo
através de andalise morfométrica e a neovascularizagdo por meio da contagem de
vasos sanguineos, ambas as avaliacdes realizadas em cortes histologicos de feridas
coradas com H&E no 7° dia apos o ferimento inicial.

Observou-se uma reducdo da area de tecido de granulacdo em feridas de
animais do grupo WT-HF, quando comparada as feridas dos animais do grupo WT-
LF (p<0,001) e Gpr43 KO-HF (p <0,01, figura 20a e c).

Por outro lado, observou-se um aumento significativo do nimero de vasos
sanguineos nas feridas de animais do grupo WT-HF, quando comparado as feridas
de animais dos grupos WT-LF (p<0,01) e Gpr43 KO-HF (p<0,01) (figura 20b e d).
Efeitos semelhantes foram observados em animais alimentados com a dieta a base

de pectina.
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Figura 20. Efeitos da dieta rica em fibras sobre o tecido de granula¢cdo e a neovascularizacéo
em feridas cutaneas (goma-guar). (A) Area do tecido de granulagcdo. (B) Numero de vasos
sanguineos. C-D Fotomicrografias representativas de cortes histol6gicos corados com H&E de feridas
no 7° dia apds a confeccéo do ferimento inicial. As letras pequenas nas fotomicrografias representam:
d, derme; f, gt, tecido de granulacao; s, crosta e as setas pretas evidenciam os vasos sanguineos. Os
dados representam a média + E.P.M., n=8 animais para cada grupo e ponto da cinética. ** ## p
<0,01; *** ### p <0,001 versus WT-HF (ANOVA). Bar 50um.
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5.1.4 Dieta rica em fibra atenua a deposicdo de colageno e a formacao de cicatriz,

efeito dependente do receptor GPR43.

O desfecho do reparo tecidual no adulto € a cicatriz, a qual é caracterizada,
principalmente, por aumento da deposicédo de colageno, especialmente, de colageno
do tipo | (maduro) na regido da lesdo. Além disso, o tamanho da cicatriz por vezes &
correlacionado com a qualidade do fechamento da ferida (quanto maior a cicatriz,
menor a qualidade do fechamento). Para avaliar se a dieta rica em fibra é capaz de
alterar o tamanho da cicatriz, avaliou-se a area do tecido cicatricial por meio de
analise morfométrica em cortes histologicos de tecidos corados com H&E. Além
disso, também foi avaliada a deposicéo total e diferencial de coldgeno por meio de
quantificacdo automatizada utilizando o software de imagens ImageProPlus® em
cortes histolégicos corados com Picrosirius-Red, avaliados sob um filtro de luz
polarizada. Ambas as avaliacdes, foram realizadas em cortes histolégicos da pele no
14° dia apos a confeccao do ferimento inicial.

A érea cicatricial apresentou-se reduzida em feridas de animais do grupo
WT-HF, quando comparado as feridas de animais dos grupos WT-LF ou Gpr43 KO-
HF.

A deposicdo total de colageno nas feridas apresentou-se reduzida em
feridas de animais do grupo WT-HF, quando comparado as feridas de animais dos
grupos WT-LF ou Gpr43 KO-HF.

Na analise do colageno diferencial, observou-se que as feridas de animais
do grupo WT-HF apresentaram uma reducao na deposicao de colageno tipo | (feixes
de fibras apresentados na cor laranja-vermelho), quando comparado as feridas de
animais dos grupos WT-LF e Gpr43 KO-HF (figura 21 10b). Por outro lado, as fibras
de colageno do tipo Il (feixes de fibras apresentados na cor verdes) apresentam-se
aumentadas em feridas de animais do grupo WT-HF, quando comparado as feridas
do grupo WT-LF e Gprd3 KO-HF (figura 21e). Resultados semelhantes foram
observados usando uma dieta baseada na fibra pectina (Figura 22).
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Figura 21. Efeitos da dieta rica em fibra na deposicdo de colageno e area cicatricial (goma
guar). (A) Andlise morfométrica da area do tecido cicatricial. (B) colageno total por se¢des coradas de
Picrosirius Red. (C) Analise diferencial de colageno. (D) Fotomicrografias representativas coradas em
H&E no 14° dia apos o ferimento, na area pontilhada estd evidenciando o tecido cicatricial. (E)
Fotomicrografias representativas do tecido cicatricial corado com Picrosirius Red e observados sob
luz polarizada. Os dados morfométricos foram obtidos por anélise duplo-cego usando o software
ImageProPlus 7.0. Os dados representam a média + E.P.M n = 8 animais para cada ponto do tempo

€ grupo. ** ## p <0,01; *** ### p <0,001 versus WT-HF (ANOVA). Bar 50um.
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Figura 22: Efeitos da dieta com rica em fibra na deposicao de coladgeno e na area cicatricial
(pectina). (A) Area cicatricial em cortes histologicos de tecido no 14° dia apds o ferimento incial. (B)
Analise diferencial de colageno. (C) Fotomicrografias representativas de cortes corados com H&E. (D)
Fotomicrografias representativas de cortes corados com Picrosirius Red, na avaliacdo dos cortes
foram examinados colageno tipo | e colageno tipo Ill. Os dados morfométricos foram obtidos por
analise duplo-cego usando o software ImageProPlus 7.0. Os dados representam a média + E.P.M.; n
= 8 para cada grupo. * # p <0,05; ** ## p <0,01; *** ### p <0,001 (ANOVA) versus WT-HFP.
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5.1.5 Tratamento local com acetato ndo € capaz de modular os componentes do
tecido fibrovascular induzido pelo implante de esponja

Parte dos efeitos da dieta rica em fibras solUveis se deve a fermentacdo das
fibras no intestino e, consequentemente, a producdo de SCFAs pela microbiota
intestinal. O acetato € o mais abundante desses SCFAs induzidos pela fermentacao
de fibras. Para verificar se a administracdo de acetato local poderia afetar a
formacao do tecido fibrovascular induzido pelo implante de esponja, os animais
receberam PBS ou diferentes doses de acetato (0,1 pg/mL;1,0 pug/mL;10 pg/mL e
100 pg/mL) intra-implante e avaliou-se a neovascularizacdo através do contetdo de
hemoglobina nos implantes, o acumulo de neutrofilos e macréfagos, através da
atividade de MPO e NAG, respectivamente e o conteldo de colageno através da
dosagem de colageno solavel. Como pode ser observado na figura 23 a-d, o
tratamento local com acetato ndo foi capaz de induzir nenhuma alteracdo nos

parametros avaliados.
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Figura 23: Efeitos do acetato administrado localmente intraimplante. (A) Hemoglobina. (B)

Atividade de MPO (C) Atividade de NAG. Os dados representam a média + E.P.M; n

grupo experimental (ANOVA).
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5.1.6 Tratamento oral com acetato alterou os componentes do tecido fibrovascular

induzido pelo implante de esponja

Diferente do tratamento local, o tratamento oral com acetato foi capaz de
modular inameros componentes do tecido fibrovascular. Como pode ser observado
na figura 13a, os implantes de animais tratados com acetato por via oral nas doses
de 1.0ug e 10ug apresentaram um aumento do conteddo intra-implante de
hemoglobina (1.0ug, p<0,001 e 10ug, p<0,05), quando comparados a implantes de
animais tratados com PBS.

Os implantes de animais tratados com a dose de 1.0ug apresentaram uma
reducdo no acumulo de neutréfilos (p<0,01, figura 24b), um aumento no acumulo de
macréfagos (p<0,05, figura 24c) e uma reducdo na concentracdo de colageno
soluvel (p<0.001, figura 24d), quando comparado a implantes de animais tratados
com PBS.
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Figura 24. Efeitos do acetato administrado por via oral. (A) Hemoglobina. (B) Atividade de MPO

(C) Atividade de NAG. (D) Colageno soluvel. Os dados representam a média + E.P.M; n

grupo experimental (ANOVA).
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5.2. Resultados Il

5.2.1 Deficiéncia da citocina IL-18 atrasa o fechamento de feridas cutaneas.

Visto que camundongos alimentados com dieta rica em fibras soluveis,
apresentaram aumento sustentado da citocina IL-18 e que o papel de IL-18 no
processo cicatricial € desconhecido, buscou-se entender o papel desta citocina na
cicatrizacdo de feridas cutaneas. Para tanto utilizou-se o modelo experimental de
feridas excisionais e 0 modelo de implantes de esponja.

Observou-se um atraso no fechamento das feridas de animais IL-187,
evidenciado principalmente, no 5° dia (p <0,05) e 7° dia (p <0,001) apds a confeccéo

do ferimento inicial, guando comparado as feridas de animais WT (Figura 25 a-b).

a -- WT
~ 1001 - L1g*
sl 4
© “
© 80+ Fg
5 * %k
- ,I
g 604 ¥ 4
S * e
4
I LB
= &
= -
Q 20+
&
c 1 Li L) L) 1
b 3 5 7 10 14

Dias apods o ferimento inicial

IL-187/

Dia 0 Dia 3 Dia5 Dia7 Dia10 Dia14

Figura 25. Avaliacdo do fechamento das feridas cutaneas em camundongos IL18". (A)
Fechamento macroscopico da ferida (B) Imagens representativas de feridas de camundongos WT e
IL18". Os dados representam a média + E.P.M, n= 8 animais para cada ponto cinética e grupo.
*p<0,05; ***p<0,001 (Two-way ANOVA).
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5.2.2 Deficiéncia de IL-18 reduz o0 acumulo de leucdcitos na ferida cutanea e no

tecido fibrovascular.

Para verificar o impacto da auséncia de producéo de IL-18 sobre a resposta
inflamatoria, avaliou-se, através da mensuragcdo das atividades de MPO e NAG, o
acumulo de neutroéfilos e macrofagos, respectivamente, e mensurou-se 0s niveis da
citocina pré-inflamatdria TNF.

O acumulo de neutréfilos na ferida de animais IL187 apresentaram-se
diminuidos no 1° (p <0,001) e no 3° (p <0,01) dia ap6s a confecgcdo do ferimento
inicial, quando comparado as feridas de animais WT (figura 26a). Da mesma forma,
o acumulo de macréfagos mostrou-se diminuido nas feridas de animais IL187 no 7°
dia (p <0,001) apds o ferimento inicial na pele, quando comparado a camundongos
WT (figura 26b).

Similarmente, no tecido fibrovascular induzido pelo implante de esponja, o
acumulo de neutrdéfilos revelou-se diminuido no 3° dia (p <0,001) em animais 1L187,
quando comparado a animais WT (figura 26d). Da mesma forma, o acumulo de
macrofagos mostrou-se diminuido nos dias 3 (p<0,001), 7 (p <0,01) e 14 (p<0,001)
apos implantacdo, quando comparado a implantes de animais WT (figura 26e).

Os niveis de TNF e VEGF apresentaram-se diminuidos na ferida cutanea no
1° e 3° dia apls a leséo inicial (p<0,05 figura 27a) e no tecido fibrovascular de 7 dias
em animais IL-18 7~ quando comparados a animais WT (p<0,01, figura 27a).
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Figura 26. Avaliacdo do infiltrado leucocitario na ferida cutanea e no tecido fibrovascular em
camundongos IL18". O actimulo de neutrdfilos e macrofagos nas feridas foram determinados pelas
atividades de MPO e NAG, respectivamente, no dia 1°, 3°, 7° e 14° apds lesdo. (A) Atividade MPO na
ferida cutanea. (B) Atividade NAG na ferida cutanea. (C) Fotomicrografias representativas de cortes
histolégicos da ferida cutanea no 7° dia apds a leséo inicial, corados com H&E. (D) Atividade MPO no
tecido fibrovascular. (E) Atividade NAG no tecido fibrovascular. (F) Fotomicrografias representativas
dos cortes histoldgicos do tecido fibrovascular de 7 dias, corados com H&E. Os dados representam a
média + E.P.M. de grupos de 8 animais para cada grupo e ponto da cinética. **p<0,01; ***p<0,001
(Two-way ANOVA). Bar = 50 ym. Legenda: *, poros do implante subcutaneo, vistos como formas
triangulares.
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Figura 27. Avaliacdo da concentracdo de citocinas nas feridas cutédneas e no tecido
fiorovascular em camundongos IL18". Os niveis de TNF e VEGF diminuiram em feridas de
camundongos IL187. (A) TNF na ferida cutanea. (B) VEGF na ferida cutanea. (C) TNF no tecido
fibrovascular. (D) VEGF na ferida cutédnea. Os dados representam a média + E.P.M. de 8 animais por
grupo. *p <0,05; **p<0.01 (ANOVA e Two-way ANOVA).
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5.2.3 Deficiéncia de IL18 reduz a formacéo do tecido de granulacdo nas feridas
cutaneas e no tecido fibrovascular.

Para verificar se a auséncia de IL18 afetaria a formacédo do tecido de
granulacdo, avaliou-se a area do tecido de granulacdo nas feridas cutaneas por
meio de analise morfométrica no 7° dia e o peso dos implantes de esponja (para
avaliacao indireta do tecido fibrovascular infiltrado) no 7° dia apos a implantacéo.

Observou-se uma reducdo na area do tecido de granulacdo em cortes
histolégicos da ferida cutanea em animais 1L187, quando comparado as feridas de
animais WT (figura 28 a e c).

Da mesma forma, observou-se uma reducdo no peso dos implantes de
animais IL187, quando comparado aos implantes de animais WT (p<0,001, figura 28
b). Durante a inspe¢do macroscépica das esponjas de animais IL187, é possivel

notar essa diferenca na quantidade de tecido fibrovascular infiltrado (figura 28d).
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Figura 28. Avaliagcdo do tecido de granulag&o na ferida cutanea e no tecido fibrovascular de de
camundongos IL18". (A) Area do tecido de granulagdo nas feridas cutineas. (B) Peso dos
implantes, que corresponde ao tecido fibrovascular infiltrado. (C) Fotomicrografias representativas de
cortes histologicos da ferida cutanea coradas com H&E no dia 7° apo6s lesdo. (D) Imagem
representativa mostrando um implante subcutdneo de 7 dias apds a implantacdo. Os dados
representam a média + E.P.M de 8 animais por grupo. *P<0,05; **P<0,01 (ANOVA). Bar = 50 ym.
Legendas: gt = tecido de granulacao.
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5.2.4 Deficiéncia de IL-18 reduz a neovascularizacdo em feridas cutaneas e no

tecido fibrovascular.

Para verificar se a auséncia de IL18 promoveria alteragdes na
neovascularizacdo, avaliou-se 0 nuamero de vasos sanguineos em cortes
histologicos corados com H&E, os niveis de VEGF e o conteudo de hemoglobina
intra-implante. Observou-se uma redu¢do do numero de vasos sanguineos nas
feridas cutaneas e no tecido fibrovascular induzido pelo implante esponja, quando
comparado aos tecidos de camundongos WT (figuras 29 a e b, p<0,01 e p<0,05 e d
e e, p <0,05). Conforme pode ser observado na figura 18c, o contetdo intra-implante
de hemoglobina em camundongos IL187-, também apresentou-se reduzido, quando
comparado a implantes de camundongos WT. Corroborando com esses dados, a
dosagem dos niveis de VEGF, apresentaram-se reduzidas, tanto na ferida cutanea,
quanto no tecido fibrovascular induzido pela esponja em camundongos IL18”- (figura
27 b ed).
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Figura 29. Avaliacdo da angiogénese em feridas cuténeas e no tecido fibrovascular de
camundongos com deficiéncia de IL18". A angiogénese foi avaliada através da contagem de
vasos de em cortes histolégicos das feridas cutaneas e do tecido fibrovascular corados com H&E no
7° dia. (A) Namero de vasos sanguineos na ferida cutanea. (B) N° de vasos sanguineos no tecido
fibrovascular subcutaneo. (C) Teor de hemoglobina do implante subcutaneo. (D) Fotomicrografias
representativas de cortes histologicos nas feridas cutdneas no 7° dia apd6s a lesdo. (E)
Fotomicrografias representativas de cortes histologicos tecido fibrovascular corados com H&E de 7
dias. Os dados representam a média + E.P.M de 8 animais por grupo. *p<0,05; ***p<0,001 (ANOVA).
Bar = 50mm. Legenda: (*), poros do implante subcutaneo, vistos como formas triangulares; setas
brancas, vasos sanguineos.
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5.2.5 Deficiéncia de IL18 diminui a deposicéo de colageno nas feridas cutaneas

e no tecido fibrovascular induzido pelo implante de esponja

A citocina IL18 é conhecida por modular a deposicao de coldgeno e a fibrose
tecidual. Estimou-se o conteudo de colageno nas feridas cutaneas e no tecido
fibrovascular induzido pelo implante de esponja, através da quantificacdo digital do
coldgeno total em cortes histoldégicos corados com Picrosirius-Red e avaliados sob
luz polarizada. Além disso, também foi mensurada a &rea cicatricial em cortes
histoldgicos da ferida cutanea corados em H&E de 7 dias.

Conforme pode ser observado na Figura 30 a e c, os tecidos de animais
IL187 apresentaram uma reducéo na deposicéo de colageno tanto na ferida cutanea
de 14 dias, quanto no tecido fibrovascular de 14 dias, em comparagdo com animais
WT. Por outro lado, ndo foram observadas diferencas significativas na area cicatricial

de animais 1L187, quando comparado a animais WT (figura 30 b e d).

75



Q
o
0O

150~ 250+
= 2000+
g 200
£ 2 1004 2 1500 T 2
SE £ = E 150+
23 : s
L o 84
5% G o =g 1001
32 : S&
: 500 50+
©
| < J ‘
= 0 — 4=
WT IL-18™" . wWT 18+ WwWT IL-18
Ferida cutanea Tecido fibrovascular

Ferida cutanea

IL-18""

Tecido fibrovascular

IL-18""

Figura 30. Avaliacdo da deposicdo de coldgeno em feridas de camundongos IL18". A
guantidade de colageno foi avaliada em cortes histologicos de feridas cutaneas no 14° dia e no tecido
fibrovascular no 14° dia, ambos corados com Picrosirius Red. (A) Deposi¢do de colageno na ferida
cutanea. (B) Area de cicatriz. (C) Fotomicrografias representativas do tecido de granulagéo de 14 dias
corados com Picrosirius Red e observados sob luz polarizada (ampliagdo original x 40). (D)
Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos coradas com H&E de 14 dias, evidenciando a
area da cicatriz. Os dados morfométricos foram obtidos usando o software ImageProPlus 7.0. Os
dados representam a média + E.P.M de 8 animais por grupo. *p<0,05; **p<0,001 (ANOVA). Bar = 50
pm.
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5.3 Resultados lli
5.3.1 Dieta rica em fibras acelera o fechamento das feridas cutaneas, porém este

efeito é atenuado em camundongos 1L187-.

Visto que a dieta rica em fibras soluveis acelerou o fechamento das feridas
cutdneas e promoveu aumento sustentado dos niveis da citocina IL18, bem como
camundongos IL187 apresentaram prejuizo do processo cicatricial, a etapa seguinte
foi avaliar se os efeitos da dieta rica em fibra eram dependentes da producédo da
citocina IL18. Para tanto, camundongos WT ou IL187 alimentados com uma dieta
rica em fibra foram avaliados quanto ao perfil de fechamento, inflamacéo,
angiogénese e fibrogénese.

O fechamento da ferida cutanea foi avaliado através da mensuracdo da area
da ferida no 3°, 7°, 10° e 14° dia ap0s a lesao inicial. As feridas dos camundongos do
grupo WT-HF quando comparado ao grupo WT-LF, apresentaram um aumento na
taxa de fechamento da ferida no 3°(p<0,001), 5° (p<0,001), 10° (p<0,05) e 14°
(p<0,05). Entretanto, camundongos IL187 alimentados com a dieta rica em fibra
(IL187 HF), apresentaram uma reducdo na percentagem de fechamento das feridas

no 3°, 5° e 7° dia, quando comparado ao grupo WT-HF (figura 31).
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Figura 31. Efeitos da dieta rica em fibra sobre o fechamento da ferida nas feridas de
camundongos WT e IL18"(goma guar). Os dados representam a média + E.P.M, n=8 animais por
grupo e para cada ponto da cinética. *p<0,05; ***p<0,001 (Two-way ANOVA). Legenda: (*) representa
a comparacéo entre o grupo WT-HF versus WT-LF e (#) WT-HF versus IL18" HF.
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5.3.2 Dieta rica em fibras reduz o infiltrado de neutroéfilos e estimula o infiltrado de

macrofagos na ferida, porém este efeito é atenuado em camundongos 1L187-.

O infiltrado inflamatorio na ferida foi avaliado através do ensaio enzimatico
de MPO e NAG, que é uma avaliagdo indireta do conteudo de neutréfilos e
macréfagos, respectivamente. As feridas de camundongos do grupo WT-HF, quando
comparadas as feridas de camundongos do grupo WT-LF, apresentaram uma
reducéo da atividade enzimatica de MPO no 3° dia (p<0,001) e um aumento da
atividade de NAG no 7° dia (p<0,001). Entretanto, as feridas do grupo 1L18" HF,
apresentaram um aumento da atividade enzimatica de MPO no 7° dia (p<0,001) e
reducdo da atividade de NAG no 7° dia (p<0,001) quando comparadas as feridas de

camundongos do grupo WT-HF.
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Figura 32. Efeitos da dieta rica em fibras sobre o infiltrado de leucécitos nas feridas de
camundongos WT e IL18"(goma guar). (A) Acimulo de neutréfilos e (B) Acimulo de macréfagos
nas feridas, avaliados por meio do ensaio enzimético de MPO e NAG, respectivamente. n=8 animais
por grupo e para cada ponto da cinética. *p<0,05; ***p<0,001 (Two-way ANOVA). Legenda: (*)
representa a comparacéo entre o grupo WT-HF versus WT-LF e (#) WT-HF versus IL187 HF.).
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5.3.3 Dieta rica em fibras estimula a formacdo de componentes do tecido de
granulacao, porém este efeito € atenuado na auséncia de IL-18.

Os componentes do tecido de granulacdo foram avaliados através da
contagem de vasos sanguineos, area do tecido de granulacdo, ambas avaliagfes
em cortes histologicos corados em H&E no 7° dia apds a leséo inical. O conteudo de
colageno total foi avaliado através de morfometria digital de cortes histoldgicos de 14
dias corados com Picrosirius Red e avaliado sob luz polarizada.

As feridas dos camundongos do grupo WT-HF, quando comparado as
feridas dos animais do grupo WT-LF, apresentaram um aumento do numero de
vasos sanguineos (p<0.05), uma reducdo tanto da area do tecido de granulacéo
(p<0,001), quanto do conteudo total de colageno (p<0,01).

Por outro lado, as feridas de camundongos do grupo 1L187"HF apresentaram
uma reducédo do numero de vasos sanguineos (p<0,001), um aumento tanto da area
do tecido de granulacdo (p<0,001) e do conteudo total de colageno, quando

comparado as feridas de camundongos WT-HF.
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Figura 33. Efeitos da dieta rica em fibra sobre componentes do tecido de granulacdo nas
feridas de camundongos WT e IL187(goma guar). (A) Nimero de vasos sanguineos; (B) Area do
tecido de granulagéo; (C) Colageno Total. Os dados representam a média = E.P.M, n=8 animais por
grupo e para cada ponto da cinética. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (One-way ANOVA). Legenda: (*)
representa a comparacéo entre o grupo WT-HF versus WT-LF e (#) WT-HF versus IL187 HF.
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5.3.4 O efeito da dieta rica em fibras sobre o fechamento da ferida é dependente da

IL-18 derivada das células hematopoiéticas.

Para entender se a influéncia da citocina IL18 derivada de células da medula
0ssea ou de células residentes eram determinantes para o efeito da dieta rica em
fibra, realizou-se o transplante de medula 6ssea de animais WT doadores para
camundongos IL187 receptores (para verificar a influéncia das células residentes) e
de IL187 doadores para WT receptores (para verificar a influéncia das células
circulantes). Realizado o transplante de medula 6ssea entre WT e IL187, os animais

foram alimentados com a dieta rica em fibra.

As feridas dos camundongos do grupo WT para WT HF apresentaram
diferencas significativas no 3°(p<0,0001), 5°(p<0,0001), 7°(p<0,0001) e 10°
(p<0,0001) no fechamento da ferida, quando comparados as feridas de

camundongos do grupo WT para WT-LF.

Por outro lado, os camundongos do grupo IL187 para WT HF apresentaram
um atraso no fechamento da ferida no 3° (p<0,01), 5° (p<0,001), 7° (p<0,001) e 10°
dia (p<0,001), diferente do fechamento da ferida em camundongos do grupo WT
para IL187 HF, que ndo apresentaram diferencas significativas, em comparacéo ao
grupo WT para WT HF. Estes resultados indicam que os efeitos da dieta rica em
fibra sobre a ferida, especialmente, o fechamento da ferida, dependem em parte da

presenca de IL-18 derivada de células do compartimento hematopoiético.
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Figura 34. Efeitos da dieta rica em fibra sobre o fechamento da ferida em quimeras de medula
O0ssea entre camundongos WT e IL18""(goma guar). (A) Cinética de fechamento da ferida
cutanea. (B) Imagens representativas das feridas nos dias 3, 7, 10 e 14. (C) Area sob a curva da
cinética de fechamento da ferida. Os dados representam a média + E.P.M, n=5 animais por grupo e
para cada ponto da cinética. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (Two-way ANOVA). Legenda: (*)
representa a comparacéo entre o grupo WT-HF versus WT-LF e (#) WT-HF versus IL187 HF.
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5.4 Resumo dos resultados

Tabela 9 - Resumo dos principais resultados do objetivo I.

Anédlise WT-LF (controle) WT-HF GPR43KO - HF
Fechamento da ferida ! 7 !
MPO 1 ! i
NAG l 1 !
Tecido de granulagéo 1 ! i
Contagem de vasos sanguineos l 1 !
Colageno 1 ! i
Cicatriz 1 ! i

Tabela 10 - Resumo dos principais resultados do tratamento com acetato intra-implante.

Anélise PBS 0,1pg/mL 1,0 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL
(controle)

Hemoglobina - - - - -
MPO - - - - -
NAG - - - - -

Colageno - - - - -
Tabela 11 - Resumo dos principais resultados do tratamento oral com acetato.
Anélise PBS 0,1pug/mL 1,0 ug/mL 10 pg/mL 100 pg/mL
(controle)

Hemoglobina - - 1 1 -
MPO - - ! - -
NAG - - 1 - -
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Colageno - - 1 - -

Tabela 12 - Resumo dos principais resultados do objetivo .

Andlise WT IL187"
Fechamento da ferida 1 l
MPO 1 i
NAG 1 !
Tecido de granulagéo 0 l
Contagem de vasos sanguineos 0 !
Colageno 1 l
Cicatriz - -

Tabela 13 - Resumo dos principais resultados do objetivo IlI.

Analise WT-LF WT-HF IL18™ HF
Fechamento da ferida ! i) !
MPO ! l 1
NAG l T 1
Contagem de vasos ! 1 !

sanguineos

Tecido de granulac&o 1 ! 1
Colageno 1 ! T




Tabela 14 - Resumo dos principais resultados do objetivo Il (Avaliacdo dos efeitos da dieta rica em
fibra em camundongos 1L187)

Analise WT-LF WT-HF IL18"HF
Fechamento da ferida 1 l
MPO ! 0
NAG ) !
Contagem de vasos 1 l
sanguineos
Colageno l 1

Tabela 15 - Resumo dos principais resultados do objetivo Il (Avaliacdo dos efeitos da dieta rica em
guimera de camundongos WT e IL187).

Analise

WT para WT-LF

WT para WT-HF

WT para IL18"

IL18" para WT-HF

Fechamento da ferida
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, demonstrou-se que a dieta rica em fibras sollveis € capaz
de modular componentes do tecido de granulagéo, acelerando o fechamento de
feridas cutaneas e reduzindo a area de cicatriz. Observou-se a modulacdo de
processos importantes para a formacdo do tecido de granulacdo, tais como
inflamacéo, angiogénese e fibrogénese, sendo esses efeitos dependentes da
expressdo do receptor GPR43 de &cidos graxos de cadeia curta (SCFAs), bem
como da producdo da citocina IL-18 derivada de células circulantes.

Atualmente, discute-se bastante sobre o fato de a microbiota intestinal
contribuir para a saude geral do hospedeiro, desempenhando uma série de fungbes
fundamentais, tais como metabolismo de nutrientes, manutencdo da integridade
estrutural da barreira mucosa intestinal, modulacdo do sistema imunoldgico e
protecdo contra agentes patogénicos (JANDHYALA et al., 2015). De fato, uma das
importantes funcdes da microbiota intestinal é a degradacdo de polissacarideos
vegetais oriundos da dieta, fornecendo ao hospedeiro substratos ricos em energia
como, por exemplo, os SCFAs (SIMPSON; CAMPBELL, 2015; WOTING; BLAUT,
2016). Essas moléculas ndo sé participam das vias relacionadas ao metabolismo
enérgico das células do colén, mas também possuem a capacidade de influenciar a
atividade de diferentes tipos celulares, tais como células inflamatorias e epiteliais
(BRANDSMA et al., 2015).

As fibras sé@o classificadas como fibras sollveis, viscosas ou facilmente
fermentaveis no coélon, como a pectina e goma guar, ou como fibras insollveis como
o farelo de trigo que tem agdo no aumento de volume do bolo fecal, mas com
limitada fermentacdo no cdélon. Assim, pelo fato das fibras solGveis apresentarem
maiores taxas de fermentacdo no intestino, esses tipos de fibras, alteram
significativamente a composi¢cdo da microbiota intestinal e, consequentemente,
estimulam a producéo de altas concentracdes de SCFAs(BERNAUD; RODRIGUES,
2013). Dentre os SCFAs, como 0 acetato, propionato e butirato sdo produzidos
durante a fermentagdo de fibras alimentares sollUveis e ocorrem na propor¢cdo de
aproximadamente 60: 20: 20, respectivamente. Assim, o0 acetato é considerado o
mais abundante (DEN BESTEN et al., 2013). Tem sido sugerido que parte do
acetato produzido no intestino durante a fermentacdo de fibras alimentares seja
capaz de ser absorvido pela circulacdo sistémica e € distribuido para os tecidos
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periféricos, promovendo a modulacéo de respostas inflamatérias em locais distantes
do intestino (TAN et al., 2017).

Os resultados deste trabalho, demonstraram que camundongos alimentados
com uma dieta rica em fibra apresentaram um aumento na taxa de fechamento da
ferida cutanea, acompanhado de efeitos modulatérios sobre componentes da
resposta inflamatéria, angiogénica e cicatricial, quando comparados aos animais
alimentados com dieta contendo baixo teor em fibras. Resultados similares foram
observados nos experimentos envolvendo tanto a suplementacdo com goma guar,
quanto com pectina, sugerindo que, independente da fonte, a suplementagao
alimentar com fibras sollveis exerce efeitos positivos sobre a cicatrizacdo de feridas

cutaneas.

Esses efeitos foram abolidos na auséncia do receptor GPR43, indicando que
este € um receptor relevante para os efeitos da dieta rica em fibras sollveis na
cicatrizacdo. Esse achado é consistente com dados da literatura que mostram que
os efeitos da dieta rica em fibras solGveis sobre a resposta inflamatéria séo em
grande parte dependentes do receptor GPR43 (VIEIRA et al., 2017; TAN et al.,
2017).

Na literatura ha inameros trabalhos demonstrando que tanto goma guar,
guanto pectina, tem como principal SCFAs produzido o acetato (HEINRITZ et al.,
2016). O acetato quando comparado com o butirato e proprionato, possui maior
atividade anti-inflamatéria (TEDELIND et al., 2007). A administracdo de acetato por
via oral é capaz de atenuar a resposta inflamatéria em modelos experimentais de
colite e artrite (VIEIRA et al., 2015; MASLOWSKI et al., 2009; MACIA et al., 2015b;
VIEIRA et al., 2017). De fato, nossos resultados utilizando o modelo experimental de
formacado de tecido de granulacdo induzido pelo implante subcutaneo de esponjas
evidenciaram reducdo do conteudo de neutrdfilos e aumento do conteddo de

macrofagos em implantes de animais tratados com acetato por via oral.

Além disso, nossos experimentos também mostraram que a administracédo
de acetato por via oral é capaz de aumentar conteudo de hemoglobina intra-
implante, sugerindo a estimulacdo da angiogénese, bem como reduzir o conteudo de
colageno intra-implante. Corroborando esses achados, alguns trabalhos

demonstram que SCFAs também podem atuar sobre outros tipos celulares como,
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por exemplo, células endoteliais, através da ativacdo do receptor GPR43 (VINOLO
et al., 2011) ou influenciar o comportamento de outras células, tais como neutréfilos
e macroéfagos, através da modulacdo da secrecdo de citocinas e quimiocinas, como
TNF, IL-10 e CCL-2/MCP-1 (LUSTER; ALON; VON ANDRIAN, 2005), as quais
podem influenciar na angiogénese e na fibrogénese. Além disso, LIU et al. (2016)
demonstraram que a administracdo de butirato local € capaz de estimular a
angiogénese tanto in vivo, quanto in vitro. Curiosamente, no presente trabalho, o
tratamento local com acetato ndo foi capaz de alterar os componentes do tecido
fibrovascular. Em parte, especula-se que uma provavel acdo do acetato sobre a
microbiota intestinal seja a responsavel por essa discrepancia entre os efeitos do
tratamento oral e local. De fato, a administragdo oral de SCFAs parece promover
alteracdes significativas sobre a microbiota, bem como a redugdo de mediadores
pré-inflamatérios como TNF (TEDELIND et al., 2007; SIMPSON; CAMPBELL, 2015).

Tem sido demonstrado que a dieta rica em fibras sollveis estimula a
producao local de citocinas através da ligacdo do acetato derivado da fermentacéo
dessas fibras a receptores GPR43 e consequentemente ativacdo de vias associadas
a resposta inflamatéria (TAN, J. et al., 2016; ULVEN, 2012; HALNES et al., 2017). A
dieta rica em fibras sollveis alterou a resposta inflamatoria na ferida, aumentando os
niveis de citocinas como TNF, CXCL-1/KC, IL-4, IL-1pB e IL-18. Essas citocinais e
guimiocinas, embora sejam mais conhecidas pelo seu papel pré-inflamatorio,
também estdo envolvidas na resposta angiogénica e na deposi¢cdo de colageno
(SZADE et al., 2015).

Além disso, observamos aumento da angiogénese nas feridas de
camundongos alimentados com dieta rica em fibras sollveis. Embora na literatura
nao haja trabalhos relacionando dieta rica em fibra e angiogénese, sabe-se que
camundongos isentos de microbiota comensal (germ-free) apresentam um aumento
da angiogénese em feridas cutaneas, quando comparado a feridas de animais
convencionais (CANESSO et al.,, 2014). Ainda, Schirbel e colaboradores (2013)
mostraram que o remodelamento vascular no intestino é induzido principalmente
pela microbiota intestinal. Dessa forma, como a dieta rica em fibras solGveis acelerou
o fechamento das feridas e considerando que formacdo de novos vasos sanguineos
via angiogénese é essencial para a cicatrizagcdo adequada (DIPIETRO, 2016), é

possivel sugerir que o efeito benéfico da dieta rica em fibras sollveis sobre o
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fechamento das feridas cutaneas esteja associado a estimulacdo da formacéo de
novos vasos sanguineos, melhorando o aporte de oxigénio e nutrientes, bem como
de células inflamatorias, no leito da ferida, fatores esses necessarios para o
adequado processo de reparo e fechamento das leses cutaneas.

Os camundongos alimentados com as dietas ricas em fibras solGveis
apresentaram ainda uma reducdo da area cicatricial, acompanhada de uma
producdo de uma diminuicdo de colageno do tipo | e um aumento do colageno do
tipo Ill, quando comparado com animais alimentados com a dieta com baixo teor de
fibras soluveis. A deposicédo de coldgeno pode ser influenciada pela acao da citocina
IL-10, a qual tem sido associada a regeneracéo tecidual, pois, dentre suas fungdes,
encontram-se a promocao de efeitos pré-resolutivos/anti-inflamatérios e regulacéo
da deposicdo de matriz extracelular (MEC) a partir de sua acdo sobre fibroblastos
(KING et al., 2014). De fato, camundongos alimentados com a dieta rica em fibras
soluveis apresentaram aumento da concentracdo local da citocina IL-10 nas feridas
cutaneas, quando comparados com animais alimentados com a dieta com baixo teor
de fibras solluveis. A superexpressdo de IL-10 em modelos experimentais de
cicatrizacdo pés-natal, parece restaurar o fenétipo regenerativo observado durante a
cicatrizagdo cutanea fetal (PERANTEAU et al., 2008). No modelo experimental de
cicatrizacdo cutanea em fetos, utilizado como modelo de reparo de feridas sem a
formacdo de cicatrizes, observa-se uma maior propor¢cdo de colageno tipo Il em
comparacdo com o colageno do tipo |. Essa deposicdo diferencial de colageno
durante a cicatrizacdo de feridas na pele parece contribuir para a cicatrizacdo sem
cicatrizes (XUE; JACKSON, 2015).

Existem trabalhos na literatura demonstrando que alguns dos efeitos da
dieta rica em fibras sollveis parecem estar relacionados a ativacdo da via
inflamasoma, estimulando, por exemplo, a producéo da citocina IL-18 por células do
epitélio intestinal (MACIA et al., 2015). O complexo inflamasoma séao reguladores
centrais da resposta inflamatoéria, sendo a via ativada, logo apds a deteccdo de
varios fatores associados a estresse celular ou a entrada de patégenos na area da
lesdo, resultando em secrecdo de IL18(HENNIG et al.,, 2018). A pro IL-18, um
precursos inativo de IL18, ja foi identificado em diferentes tipos celulares, incluindo

queratindcitos, células dendriticas, macréfagos. Ja o receptor de IL-18 (IL-18R) &
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encontrado em macroéfagos, neutrofilos, basofilos, células endoteliais, queratindcitos,

fibroblastos, melandcitos, linfécitos e numerosos epitélios(LEE; CHO; PARK, 2015).

Interessantemente, no presente trabalho, observou-se aumento sustentado
dessa citocina apds o 7° dia da cicatrizagcdo de feridas em animais alimentados com
a dieta rica em fibras sollveis. KAMPFER et al. (1999) demontraram que IL18
apresenta-se em niveis baixos de expressado na pele integra e que, logo apods leséo
excisional, a expressao desta citocina aumenta rapidamente, apresentando picos
elevados por volta do 5° ao 7° dia apOs leséao, reduzindo imediatamente apods,
sugerindo que essa citocina possa participar do processo de cicatrizagdo de feridas
cutdneas. Curiosamente, este periodo do processo cicatricial é considerado ser
importante para a formacao do tecido de granulagcédo. Entretanto, na literatura atual,
nao havia suporte para entender a participacao de IL-18 na cicatrizacdo de feridas

cutaneas.

De modo interessante, animais com delecdo génica para citocina IL-18
apresentaram um atraso no fechamento das feridas cutaneas, bem como reducgéo
significativa em todos os componentes do tecido de granulacdo, como novos vasos
sanguineos, células inflamatérias e deposicdo de colageno, tanto o modelo de
feridas excisionais cutaneas quanto o modelo de implantes de esponja. Resultados
semelhantes também foram observados em um estudo in vivo utilizando o modelo
experimental de feridas excisionais, na qual os pesquisadores inibiram ou fizeram a
supressdo de Nod-Like Receptor, um componente da via inflamasoma (ARTLETT,
2013; MIRZA et al., 2013; WEINHEIMER-HAUS et al., 2015). Pode-se especular que
a liberacdo de IL-18 e suas acdes pro-inflamatérias durante as fases iniciais da
cicatrizacdo parece ser importante para aumentar a disponibilidade de fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas no local para estimular o crescimento do tecido
de granulacdo. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para entender o papel de
componentes da via inflamasoma na cicatrizacédo de feridas e na formacéo do tecido

de granulacao.

As vias relacionadas com a citocina IL-18 s&o conhecidas por participar da
manutenc¢ao da integridade epitelial, reparacdo e homeostase intestinal (ZAKI et al.,
2010). MACIA et al. (2015a) demonstraram que uma dieta rica em fibras soluveis,

além de alterar a composicdo da microbiota intestinal, também ativa a via
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inflamasoma epitelial, estimulando a producéo de IL-18 no intestino, embora o papel
de IL-18 na protecéo do epitélio intestinal ainda ndo esteja claro, em parte, especula-
se que as fibras alimentares, microbiota intestinal, vias associadas a ativacédo de
GPR43 e inflamasoma, juntas, estdo associadas na promocdo da homeostase
intestinal. Camundongos com delecao genica para a citocina IL-18 alimentados com
uma dieta rica em fibra apresentaram resultados semelhantes a animais tratados
com dieta com baixo teor em fibras, demonstrando, em parte, que IL-18 parece ser
importante para os efeitos da dieta rica em fibra na cicatrizagao de feridas cutaneas.

Por fim, determinamos a contribuicdo de IL-18 derivada de células
circulantes versus residentes para os efeitos da dieta rica em fibra na cicatrizacao de
feridas, usando quimeras de medula 6ssea entre medulas WT e camundongos IL-18
alimentados com a dieta rica em fibra. Camundongos WT que receberam o
transplante de medula 6ssea de camundongos deficientes de IL187 e foram
alimentados com dieta rica em fibras solGevis (IL187 para WT HF), mostraram um
fechamento de feridas atrasado, quando comparado com camundongos WT-LF que
transplantados com a medula 6ssea de WT e camundongos 1L187 que receberam
medula 6ssea de camundongos IL18”. Esses dados mostram que os efeitos
benéficos da fibra alimentar sdo, em parte, mediados por IL-18 derivada do
compartimento hematopoiético, provavelmente, liberada pelas células inflamatérias

no local da leséo.

Em conjunto, nosso estudo sugere que a suplementacao dietética com dieta
enriquecida com fibras solGveis (pectina ou goma de guar) é capaz de modular
varias etapas da cicatrizacdo de feridas, incluindo infiltracdo de leucdcitos, producéo
de citocinas inflamatorias, reepitelizacdo, angiogénese, formacdo de tecido de
granulacéo e deposicao de colageno, de modo dependente da ativacdo do receptor
GPR43 e com a participagcdo da producdo da citocina IL18 de células
hematopoiéticas, fornecendo perspectivas para o0 uso de prébidticos como

modalidade terapéutica na cicatrizacdo de feridas.

91



6. CONCLUSOES

A administracdo de acetato por via oral reduz o conteudo de neutrofilos,
aumenta o conteudo de macrofagos, estimula a angiogénese, reduz o contetdo

de colageno no tecido fibrovascular no modelo de implante de esponja;

A dieta rica em fibras sollveis, através do receptor GPR43, acelera o
fechamento de feridas cutaneas, modula a resposta inflamatéria, estimula a

angiogénese, reduz a deposicéo de colageno e a area da cicatriz;

A citocina IL-18 estimula a formacdo do tecido de granulacdo através da
modulacdo de componentes inflamatérios, angiogénicos e fibrogénicos,

participando do fechamento de feridas cutaneas;

A citocina IL-18 é importante para os efeitos da dieta rica em fibras soluveis,
sendo a IL-18 derivada de células hematopoiéticas importante para o efeito da

dieta rica em fibras solUveis na cicatrizacédo de feridas.
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ANEXO | — Artigos relativos a tese publicados em periddico cientifico

1. Resultados do papel de IFN-y e iNOS na cicatrizagao de feridas.

A Interleucina (IL)-18 é um potente indutor de IFN-y, o qual, por sua vez, € um
potente estimulador da expressdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
(YANG et al., 2014) (KAPLANSKI, 2018). Com o intuito de verificar se IFN- y e INOS
poderiam estar envolvidos na cascata de sinalizacdo desencadeada por IL-18,
avaliamos a formacao do tecido de granulacdo em animais com delec&o génica para
IFN- y (IL-18-KO) e iNOS (iNOS-KO).

As respostas observadas nos animais IFN-gama se assemelham aquelas
observadas nos animais IL-18-KO, sugerindo que essa molécula pode estar
envolvida na cascata de sinalizacdo desencadeada por IL-18. Entretanto, resultados
distintos, especialmente no concernente a inflamacéo e a deposicdo de colageno,
foram observados nos animais iNOS-KO.

Esses artigos ndo foram incluidos no corpo da tese por se tratarem de
avaliacbes preliminares ainda sem um estudo de contrapartida nas feridas

excisionais de animais suplementados com a dieta rica em fibras solaveis.
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Anexo Il - Manuscritos em preparacao relativos a tese
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