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RESUMO

Com o objetivo de verificar o envolvimento do sistema das cininas no processo
de cicatrizacdo cuténea, animais nocaute para 0S receptores cininérgicos
(KOB1, KOB2 e KOB1B2) e wildtype (WT/controle) foram submetidos ao modelo
de cicatrizacdo por excisdo cutanea. Observou-se que no décimo dia apds a
excisdo, os animais WT apresentaram ocluséo da ferida igual a 96,13 + 0,55%,
enquanto os grupos nocaute KOB1, KOB2 e KOB1B2 apresentaram contracao
da lesdo de 91,39 + 0,93%, 86,80 = 1,93% e 82,0 + 1,73%, respectivamente.
Uma vez que foram observadas diferengcas com relacéo ao tempo de resolucéo
do processo de reparo tecidual, foi realizada a avaliacéo do periodo de oclusdo
total das feridas nestes grupos. Os animais WT apresentaram fechamento
completo de suas lesGes no 12° dia apos a realizacdo da exciséo, ja 0s animais
nocautes tiveram suas lesdes elucidadas no 17° (KOBa1), 21° (KOB2) e 23° dia
(KOB1B2). Anadlises realizadas com amostras coletadas durante as diferentes
fases do processo de cicatrizacdo (fase inflamatéria - 2°, 3° dias, fase
proliferativa - 7 °, e fase de remodelamento tecidual - 10 ° dia), reforcaram a
ocorréncia de diferengcas no processo de reparacdo tecidual nos grupos
nocaute. Os resultados mostraram que houve reducéo significativa do niumero
de células infiltradas no tecido lesionado durante a fase inflamatéria nos grupos
nocaute, sendo esta reducédo de 30,65 + 3,66% (KOBz1), 48,20 + 2,52% (KOB:2)
e 47,72 + 2,29% (KOBiB2), no 2° dia apés a excisdo. Esta reducdo
permaneceu no 3° dia, sendo iguais a 44,26 + 7,79% (KOB1), 67,19 * 2,88%
(KOB2) e 60,03 + 4,28% (KOB1B2), quando comparados ao grupo WT. Na fase
proliferativa (7° dia), observaram-se reducdes significativas na taxa de
reepitelizacdo nos grupos nocautes para 0 receptor B2, em comparagdo ao
grupo WT (76,16 + 8,03%), sendo estas reducdes iguais a 24,94 + 8,45%
(KOB2) e 23,63 = 5,41% (KOB1B2). Analises de amostras referentes a fase de
remodelamento tecidual (10° dia) mostraram diferencas nos niveis de colageno
tecidual nos animais nocautes para 0s receptores das cininas, sendo estas
redugdes iguais a 18,13 + 2,7% (KOBzy), 12,11 + 1,52% (KOB2) e 16,96 + 0,51%
(KOB1B2), em comparagdo com o grupo controle (88,9 + 2,62 ug/tecido).
Através de andlises imunohistoquimicas, foram constatadas reducdes
significativas na taxa de proliferacdo de fibroblastos nos grupos nocautes B2,
com reducdes de 39,01 £ 5,96% (KOB:2) e 38,03 £ 4,32% (KOB1B2). Assim
como, foram observadas reducdes no numero de miofibroblastos nestes
grupos, sendo estas reducdes iguais a 34,87 + 3,31% (KOB:2) e 44,10 * 3,54%
(KOB1B2), em comparado ao grupo controle (32,5 + 4,92 células/campo). No
entanto, os dados dos animais KOB:1 foram semelhantes aos dos WT. Os
resultados obtidos sugerem a participacdo do sistema das cininas em
processos que compdem a reparacdo tecidual, auxiliando na compreensao
desse processo fisiopatologico e tornando as cininas uma nova o0pcao
terapéutica. Observou-se a participagéo direta do receptor B2 em processos de
proliferacéo e diferenciacéo de células que compdem a pele.

Palavras-chave: Cininas, Cicatrizacéo, Pele, receptores cininérgicos, Receptor
B1, Receptor Ba.



ABSTRACT

To verify the involvement of kinins in the skin healing process, knockout animals
for kinin receptors (KOB1, KOB2 and KOB1B2), and wildtype (WT / control) were
subjected to excision wound healing model. It was observed that on the tenth
day after excision, WT animals had occlusion of the wound equal to 96.13 +
0.55%, while knockout groups KOBi1, KOB2 and KOB:iB:2 presented wound
closure of 91.39 + 0.93 % 86.80 + 1.93% and 82.0 + 1.73%, respectively. Since
differences with time resolution of tissue repair process were observed, the
evaluation of the period of total occlusion of wounds in these groups was
performed. Thus, the WT animals showed a complete closure of injuries on the
12t day after excision, and the knockout animals had their injuries elucidated
on the 17" (KOB1), 21™ (KOB:2) and 23" day (KOB1B2). Analyzes performed on
samples collected during the different phases of wound healing (inflammatory
phase - days 2 and 3, proliferative phase — day 7, and tissue remodeling phase
- day 10), reinforced the occurrence of differences in the repair process tissue in
the knockout groups. Results in the knockout groups also show reduction of
infiltrated cells in the tissue during the inflammatory phase, with a decline of
30.65 + 3.66% (KOBz1), 48.20% + 2.52 (KOB2) and 47.72 + 2.29% (KOB1B2), on
the day 2 after excision. This reduction remained on day 3 being equal to 44.26
+ 7.79% (KOB1), 67.19 + 2.88% (KOB2) and 60.03 = 4.28% (KOB1B2), both
compared to WT group. In the proliferative phase (day 7), there was a
significant reduction in re-epithelialization rate in knockouts groups for the B2
receptor in comparison to WT (76.16 + 8.03%), presenting rate reductions of
24.94 = 8.45% (KOB2) and 23.63 = 5.41% (KOB1B2). Analysis of samples
relating to the phase of tissue remodeling (day 10) showed differences in the
levels of collagen tissue, with reduced levels in knockout animals of 18.13 +
2.7% (KOBa1), 12.11 + 1.52% (KOB2) and 16.96 + 0.51% (KOB1B2), compared
with the control group (88.9 + 2.62 g /tissue). In knockouts B2 groups,
immunohistochemical analyzes show significant reductions in fibroblast
proliferation rate of 39.01 + 5.96% (KOB:2) and 38.03 + 4.32% (KOB:1B2). Again,
decreases were observed in the number of myofibroblasts in these groups,
equal to 34.87 + 3.31% (KOB2) and 44.10 = 3.54 % (KOB1B2), in comparison
with the control group (32.5 + 4.92 cells/field). Data from KOB1 animals did not
show differences concerning fibroblast proliferation and myofibroblasts. The
results suggest the involvement of the kinin system in processes that make up
the tissue repair, assisting in the understanding of pathophysiological process,
and making kinins a new therapeutic option. Highlighting the B2 receptor direct
participation in proliferation and differentiation of fibroblasts in the skin.

Keywords: Kinins, Wound Healing, Skin, kinin B1 receptors, kinin B2 receptors.
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1. INTRODUCAO
1.1 Sistema Calicreina — Cininas.

O sistema calicreina-cininas € um importante mediador de diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos. Dentre algumas das atividades biologicas
atribuidas a este sistema estd a modulacdo da pressao arterial, vasodilatacéo,
extravasamento plasmatico, contracdo da musculatura lisa e sensibilizacdo de
fibras nociceptivas (MARGOLIUS, 1998; PHYSIOL et al., 2003). Além disso,
em estados inflamatérios, como na asma, alergia e ap0s a ocorréncia de
lesBes, as cininas promovem a migracdo de células inflamatérias do sangue
para os tecidos e ativam Vvarios componentes teciduais como, por exemplo,
mastoécitos, fibroblastos e ativam fibras sensoriais (SCHREMMER-
DANNINGER et al., 1999; CAMPBELL, 2003; COSTA-NETO et al., 2008).

Nesse sistema as cininas sao formadas a partir da atividade enzimatica
de proteases denominadas calicreinas, sobre moléculas precursoras, o0
cininogénio. Sendo que, a partir de um unico gene séo codificadas moléculas de
cininogénio de alto peso molecular (HMWK) e cininogénio de baixo peso
molecular (LMWK), ambos resultantes de “splicing” alternativo durante a
transcricdo do RNA mensageiro (RNAm) (CAMPBELL, 2003). As calicreinas
plasmaticas, formadas no figado, sdo responsaveis por clivar o HMWK em
bradicinina (BK), a principal representante da familia das cininas. Calicreinas
teciduais, as quais sdo expressas em uma variedade de células, clivam o
LMWK tecidual, levando a formacdo da calidina (LBK). Ambas, BK e LBK
podem ainda ser clivadas por carboxipeptidases em metabolitos com atividades
bioloégicas especificas, a des-Arg®>-BK e a des-Arg®-LBK (MARGOLIUS, 1998;
REGOLI et al., 1998).

Existem ainda, vias alternativas para a formacdo das cininas que néo
dependem exclusivamente da atividade dessas proteases, principalmente em
tecidos onde ndo ha a expressao de calicreinas teciduais. Nesses casos, as
elastases, oriundas de neutrofilos, possuem um papel fundamental, onde clivam
o LMWK, tornando-o susceptivel a atividade de calicreinas plasmaticas e
possibilitando a formacéo de BK (CAMPBELL, 2003).



14

A sintese, assim como, 0s niveis das cininas sdo controlados, em
parte, por inibidores enddgenos das calicreinas. Dentre os principais inibidores
das calicreinas esta a a2-macroglobulina e a antitrombina Ill, ambas proteinas
plasméticas que se ligam a porcao carboxila da enzima, culminando na inibi¢cao
da atividade catalitica destas proteases (CAMPBELL, 2003).

Apos sua liberacdo, os efeitos biologicos exercidos pelas cininas
duram poucos segundos, devido a sua rapida metabolizacdo por um grupo de
peptidases chamadas genericamente de “cininases” (STEWART, 2004,
COSTA-NETO et al.,, 2008; KAKOKI e SMITHIES, 2009). A principal via de
metabolizacdo das cininas decorre da acdo de cininases do tipo I, ou enzima
conversora de angiotensina (ECA), pela remocéo de peptideos da porcédo C-
terminal da molécula, tornando-as inativas (BLAIS et al.,, 2000). Além disso,
tanto a BK quanto a LBK podem ser metabolizadas por outras enzimas
denominadas cininases do tipo | ou carboxipeptidases, que retiram residuos de
arginina da posicdo nove destes peptideos, originando os metabdlitos ativos
des-Arg®-BK e a des-Arg®-LBK, como descrito anteriormente. Estes metabdlitos
possuem um tempo de meia-vida maior, se comparado com o das cininas,
contudo, também sofrem rapida inativacao através da atividade enzimatica de
cininases do tipo Il (REGOLI e BARABE, 1980).

A maioria das atividades biologicas atribuidas ao sistema das cininas &
gerada a partir da ativacdo de receptores cininérgicos especificos, B1 e Boa.
Ambos séo receptores com sete dominios transmembrana acoplados a proteina
G (GPCRs - “G protein—coupled receptors”, em inglés), entretanto apresentam
algumas diferencas entre si, como quanto a seus agonistas. O receptor B2 é
preferencialmente ativado pelas cininas ditas “intactas”, BK e LBK, enquanto
que o receptor B1 tem como principais agonistas os metabdlitos ativos das
cininas, des-Arg>-BK e a des-Arg®-LBK (HALL, 1997; CAYLA et al., 2002;
MARCEAU e REGOLI, 2004).

Outra diferengca € que o receptor B2 é expresso constitutivamente em
muitos tecidos, ja o B1 em condi¢gdes normais esta presente em poucos tecidos
e em guantidades pequenas, contudo sua expressdo € rapidamente induzida
frente a situacdes de estresse ou lesdo tecidual. Além disso, o receptor Bz ,
assim como a maioria dos receptores metabotrépicos, ap0s ser ativado sofre

internalizacdo e dessensibilizacdo, o que ndo ocorre com 0 receptor Bi
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(REGOLIT e BARABEF, 1980; MARCEAU e REGOLI, 2004; BERTRAM et al.,
2007).

Uma vez ativados pelas cininas os receptores cininérgicos (Gq e/ou
Gs) podem iniciar a transduc¢do de varias vias de sinalizacdo, sendo a principal
delas desencadeada através da estimulacdo da enzima fosfolipase Az, levando
a liberacédo de acido araquidbnico e gerando mediadores inflamatérios como a
prostaglandina E2 (PGE2). Outra possibilidade, € a estimulacdo da atividade
enzimética da fosfolipase C, levando a formacdo dos segundos mensageiros
inositoltrifosfato (IPs) e diacilglicerol (DAG), os quais induzem a mobiliza¢cdo do
célcio intracelular e a ativacdo da proteina quinase C. Sendo, principalmente, a
partir dessas vias que as cininas sdo capazes de ativar as células e
desencadear os diversos efeitos celulares descritos anteriormente (Figura 1)
(HALL, 1997; MARCEAU e REGOLI, 2004; PIETROVSKI et al., 2011).

Alguns autores sugerem que a ativacdo dos receptores Bi1 e B2 esta
diretamente envolvida com o estabelecimento de processos inflamatorios
agudos e crbénicos (MARCEAU e REGOLI, 2004). Isso por que a maioria dos
efeitos observados durante um processo inflamatorio agudo, como, por
exemplo, vasodilatacdo, edema, dor e hiperalgesia, sao resultantes da ativacao
do receptor B2. J& em processos inflamatorios cronicos, observa-se que
moléculas de cininas sofrem intensa acdo de carboxipeptidases, havendo
producdo de grandes quantidades dos metabdlitos des-Arg®-cininas. Essa alta
concentracdo dos agonistas seletivos para o receptor Bi sugere aumento
importante de seus efeitos, 0os quais estdo relacionados ao acréscimo na
migracdo de leucdcitos e na formacdo de edema, por exemplo (COSTA-NETO
et al., 2008).
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Figura 1. Representacao da via de formacado das cininas BK e LBK e seus metabdlitos
ativos, des-Arg®-BK e des-Arg®-LBK, assim como, mecanismos referentes a ativagéo
dos receptores cininérgicos (B: e By) e suas principais vias de transducdo apos a
ligacdo com seus respectivos agonistas.
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O receptor B1 possui um importante papel aumentando ou substituindo
as atividades desencadeadas pela ativacdo do receptor B2 (COSTA-NETO et
al., 2008). Assim, a inducdo da expressao do receptor B1 pode ser vista como
um mecanismo para a amplificagdo do efeito tecidual das cininas, uma vez que,
este receptor é geralmente expresso nos mesmos tipos celulares que esta
presente o receptor B2 e recrutando a mesma via de sinalizagdo, sem sofrer
dessensibilizacdo ou internalizacdo (BOCK e LONGMORE, 2000; CALIXTO et
al., 2000; MARCEAU e REGOLI, 2004). Além disso, sabe-se que a ativagado de
receptores B2 leva a ativacdo de mecanismos de transducao responséaveis pelo
aumento da populacdo de receptores Bi, sugerindo a existéncia de um
processo de balanco entre as duas populacoes de receptores cininérgicos,
durante desordens inflamatérias ou apds a ocorréncia de injurias (CALIXTO et
al., 2000).

Existem diversas evidéncias indicando que as cininas sao rapidamente
geradas apos leséo tecidual, estando diretamente relacionadas a indugcdo da
migracéo, proliferacdo, diferenciagcdo e ativacdo de diversos tipos celulares,
eventos esses, essenciais durante o processo de reparacao tecidual (HALL e
MORTON, 1997; CALIXTO et al.,, 2000). No entanto, apesar de diversos
estudos demonstrarem o envolvimento das cininas em processos essenciais a
elucidacdo de uma injuria tecidual, ndo existem ainda dados cientificos que
demonstrem a atuacdo desses mediadores no processo de cicatrizacdo da pele,
0 que torna interessante a investigacdo da atuacdo das cininas durante a
reparacdo cutanea, assim como sua influéncia sobre as células que compde a
pele (WIERNAS e DAVIS, 1998; GRECO et al., 2005; BURRELL et al., 2008;
PIETROVSKI et al., 2011).

1.2 Processo de Cicatrizagcdo Cutaneo

A pele € o maior 6rgao do corpo humano e por sua localizacéo externa
estd em contato direto com o meio ambiente, sendo sua principal funcéo
proteger o organismo de possiveis agressdes externas, formando, portanto,
uma barreira entre 0os 0rgaos internos e o ambiente externo. A pele é ainda o
componente periférico do sistema imune, sendo capaz de iniciar uma resposta

imune primaria frente a um estimulo, como um patégeno. E na verdade um
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orgdo complexo que envolve diversos tipos celulares e estruturas, e pode ser
dividida em trés camadas principais: epiderme, derme e hipoderme
(DEBENEDICTIS et al., 2001; MAKRANTONAKI e ZOUBOULIS, 2007,
SPELLBERG, 2000).

A epiderme, por ser a camada mais externa € a responsavel pela
protecdo contra traumas mecanicos, impedir a perda de agua, e a entrada de
possiveis patdogenos provenientes do meio ambiente (MAKRANTONAKI e
ZOUBOULIS, 2007; DENNING, 2004). Nessa porcdo da pele os queratindcitos
sdo o0s principais tipos celulares, e formam um epitélio estratificado
pavimentoso constituido de cinco camadas: camada basal, camada espinhosa,
camada granulosa, camada lacida e camada cérnea. Essas células sao
formadas constantemente na camada basal e migram através das demais
camadas enquanto sofrem processos de especializacdo e diferenciacdo
celular. Quando estdo préoximas da superficie morrem e descamam. Sendo
assim, a epiderme é uma estrutura bastante dindmica (GNIADECKI, 1998;
GARTNER e HIATT, 1999). Na epiderme também podem ser encontrados 0s
melandcitos, células responsaveis pela producdo de pigmentos, como a
melanina (DENNING, 2004). A epiderme nao possui vasos sanguineos,
entretanto, esta intimamente associada a derme através de uma lamina basal,
sendo, portanto, a derme responsavel pelo suporte sanguineo da epiderme
(SPELLBERG, 2000).

A derme tem, portanto, dentre outras funcdes o aporte de nutrientes e
de oxigénio para a epiderme, realizar a termorregulagéo e, além disso, células
dessa camada tém papel fundamental em processos inflamatérios e cicatriciais
(MAKRANTONAKI e ZOUBOULIS, 2007). Essa porcao da pele é, por sua vez,
subdividida em duas camadas, uma mais superficial e frouxa, denominada
camada papilar, e uma mais profunda e densa, a camada reticular (GARTNER
e HIATT, 1999). Essas camadas apresentam matrizes extracelulares com
composicdes diferentes, na derme papilar as fibras de colageno sédo pouco
organizadas e finas, e consistem principalmente de colageno do tipos lll. Ja na
derme reticular a matriz é densa, com fibras mais grossas e organizadas,
sendo encontradas principalmente fibras de coldgeno do tipo | (SORRELL e
CAPLAN, 2004; GARTNER e HIATT, 1999). Entre os componentes celulares

existentes na derme encontram-se mastocitos, linfécitos e macrofagos, mas as
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principais e mais abundantes células dessa regido séo os fibroblastos, que sao
0S responsaveis por sintetizar colageno, elastina, glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, fibronectina e outras proteinas constituintes da matriz
extracelular, ou seja, proteinas responsaveis pela estrutura, resisténcia e
elasticidade da pele (MAKRANTONAKI e ZOUBOULIS, 2007; GARTNER e
HIATT, 1999).

A perda da integridade tecidual devido a cirurgia, trauma, isquemia,
gueimadura ou outro tipo de agressao externa, podem promover alteracbes na
morfologia da pele, resultando em lesdo tecidual. Para que esta perda de
integridade tecidual ndo prejudique a funcao protetora desempenhada por este
tecido, logo apdés a ocorréncia de uma lesdo é iniciado um processo de
cicatrizagdo, com o objetivo de reparo tecidual (ALMEIDA, 2014). Assim, ap0os
a ocorréncia de injuria tecidual uma cascata de eventos € iniciada, a qual vai
mediar o processo de reparacao tecidual e o restabelecimento da funcéo
protetora da pele (SUN, 2014).

A cicatrizacdo € um processo extremamente dindmico, e envolve
interacbes complexas entre moléculas da matriz extracelular, mediadores
soluveis, varias células residentes e leucdcitos infiltrados (LAU et al., 2009).
Para isso, o processo envolve trés fases: Inflamacdo, Proliferacdo e
Remodelamento tecidual, havendo regulacdo temporal destes processos.
Quando nédo a regulacéo destas fases é ineficiente pode haver a formacéao de
cicatrizes hipertroficas, queldides ou cicatrizacbes crénicas (MAHDAVIAN
DELAVARY et al., 2011).

1.2.1 Fase Inflamatoéria

LesBes cutaneas causam, principalmente, danos celulares e em vasos
sanguineos. A perda de sangue apés a ocorréncia de uma lesédo € reduzida
gracas a uma sequéncia de eventos que se inicia logo apds a ocorréncia da
injuria, sendo estes: vasoconstricdo, agregacao plaquetaria e formacgdo de
coagulo (“clloting”) (THOMAS e O’'NEILL, 1995).

Esse coagulo é formado basicamente de plaquetas inseridas em uma
matriz formada de fibras de fibrina e fibronectina. Serve como tampéao

temporario para proteger o tecido exposto e também como matriz provisoéria
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que permite a migracdo das primeiras células para que se inicie o processo de
reparacao. Além das funcdes ja descritas, o coagulo atua como reservatério de
fatores de crescimento e citocinas que séo liberados durante a degranulacao
de plaquetas e esses mediadores irdo recrutar células inflamatérias circulantes
para o local da injuria (MARTIN e LEIBOVICH, 2005).

Assim, a agregacao plaquetaria € seguida por intensa infiltracdo de
células inflamatorias no local da lesdo. A inflamacdo é uma fase de extrema
importancia, pois € considerada instrumento para suprir o tecido de fatores de
crescimento e citocinas que sinalizam os movimentos celulares e teciduais
necessarios para a reparacao tecidual (VANCHERI et al., 2005; EMING et al.,
2009). As primeiras células inflamatorias a chegarem ao local da injuria liberam
mediadores como, histamina, serotonina e bradicinina, 0os quais sdo capazes
de promover aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacdo, dor e
prurido, além de induzirem o recrutamento de mais células inflamatorias para o
tecido lesionado (GREAVES et al., 2013).

Portanto, o processo inflamatorio estabelecido apds a ocorréncia de
lesdo tecidual caracteriza-se por rapido acumulo de células polimorfonucleares
durante os dois primeiros dias. Ja no terceiro dia, ap0s a ocorréncia da leséo,
observa-se a reducdo do numero de neutrdéfilos, os quais sdo substituidos por
aumento do infiltrado de células fagocitarias mononucleares (SALEH et al.,
1997). O infiltrado destas células inflamatorias esta diretamente envolvido com
a protecdo do tecido lesionado contra a invasao de possiveis patégenos. Além
disso, estas células também estdo associadas a liberacdo de fatores de
crescimento que irdo induzir a ativacdo e a proliferacdo de células, como os
fibroblastos, auxiliando na formacdo do tecido de granulagdo (SIMPSON e
ROSS, 1972).

Os neutrofilos representam o principal leucdcito polimorfonuclear
observado durante a fase inflamatéria, ap6s a ocorréncia de uma lesdo
tecidual. Possuem papel de protecdo, onde sdo responsaveis por realizarem a
fagocitose de possiveis patdgenos e a ‘“limpeza” do tecido, removendo
fragmentos da matriz extracelular e celulares (KOLACZKOWSKA e KUBES,
2013).

Neutrofilos expressam algumas proteases que possuem papel
importante durante o processo de reparacao tecidual. Como por exemplo, a
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metaloproteinase 9 (MMP9), responsavel pela degradacdo de diversos
componentes da matriz extracelular, incluindo moléculas de actina, tubulina e
anexinas. Esta atividade catabodlica sinaliza um processo de reparacao,
induzindo resposta de renovacéo e reconstituicdo do tecido afetado (SIMPSON
e ROSS, 1972).

A presenca do infiltrado de polimorfonucleares também promove uma
facilitacdo do recrutamento de mondcitos para o tecido lesionado, uma vez que,
a presenca de neutrdfilos apoptéticos representa um sinal capaz de atrair
monadcitos. Assim, por promover respostas de prote¢cdo e renovagdo, 0S
neutrofilos contribuem de maneira direta para a reparacdo tecidual
(KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013).

Apds o recrutamento, mondcitos oriundos da circulacdo periférica
diferenciam-se em macréfagos, 0os quais possuem papel central em todas as
diferentes fases do processo de reparacéo tecidual. Estes tipos celulares sao
responsaveis pela sintese e liberacdo de diversas citocinas e quimiocinas, que
estimulam a formagdo de novos vasos e a sintese de colageno durante a
reparagdo tecidual. O numero de macrofagos aumenta durante a fase
inflamatoria, tendo seu pico durante a fase de proliferacéo e reducéo durante a
fase de remodelamento tecidual (MAHDAVIAN DELAVARY et al., 2011).

Os macréfagos presentes no tecido lesado, durante o processo de
cicatrizacdo, podem ser divididos em dois grupos, de acordo com 0 seu
fendtipo e funcdo. Os macrofagos ditos M1 séo caracterizados por produzirem
citocinas e mediadores inflamatérios, como o interferon gama (IFN-8), fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), Oxido nitrico (NO) e interleucina-6 (IL-6).
Macrofagos ativados pela interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13 (IL-13) séo
chamados alternativamente de M2, os quais suprimem respostas inflamatérias
e respostas imunolégicas adaptativas. Esta populacdo de macrofagos tem uma
importante fungéo durante o processo de cicatrizagdo, uma vez que, induzem a
angiogenese e a proliferacdo celular, além de também atuarem na defesa
contra infec¢des (LAl et al., 2009; PLOEGER et al., 2013).

O predominio dos diferentes fenétipos de macréfagos pode influenciar
0 processo de cicatrizacdo em diferentes caminhos, dependendo do
microambiente no qual estardo exercendo suas funcbes, havendo fina

regulacdo da presenca destes dois fenétipos durante as diferentes fases do
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processo de cicatrizacdo e sendo ambas as populacbes de macréfagos
essenciais ao processo de reparo tecidual (MAHDAVIAN DELAVARY et al.,
2011). De uma maneira geral, as popula¢cdes de macréfagos M1 encontram-se
em maior numero nas fases iniciais do processo de reparacdo, estando
relacionados com a fagocitose de possiveis patdgenos invasores e de debris
celulares. Ja os macrofagos M2 sdo predominantes nas fases tardias do
processo de cicatrizacdo, onde estdo associados ao remodelamento tecidual
(PLOEGER et al., 2013).

1.2.2 Fase Proliferativa.

s

A fase proliferativa € a fase responsavel pelo fechamento da leséo
propriamente dito, caracterizando-se pela ocorréncia de trés eventos, a
angiogenese, fibroplasia e reepitelizacdo. Nesta fase ha a formacao de tecido
de granulagéo, com o objetivo de preencher a area lesionada para restabelecer
a integridade tecidual. Assim, o tecido de granulacdo é composto
essencialmente por leito capilar, fibroblastos, macrofagos, frouxo arranjo de
colageno e fibronectina (MOUSSAD e BRIGSTOCK, 2000; SCHREML et al.,
2010).

As préprias caracteristicas anatdmicas do tecido lesionado sao
capazes de estimular a migracdo e proliferacdo de células da pele, como
gueratinécitos e fibroblastos. Estes tipos celulares possuem potencial mitético
latente e com a ocorréncia da lesdo a inibicdo da proliferagcdo decorrente do
contato celular desaparece e a capacidade mitética é restabelecida
(HATANAKA e CURI, 2007). Aléem disso, a migracao e ativacao de fibroblastos
e gueratindcitos séo intensificadas em decorréncia da liberacdo de mediadores
liberados por macréfagos, principalmente pelos M2 (HATANAKA e CURI,
2007).

O aumento do numero de fibroblastos, além de ser essencial para o
preenchimento do tecido lesado, esta diretamente relacionado ao aumento da
sintese de colageno, culminando na formacgédo de matriz extracelular mais forte
e elastica. Este processo é denominado de fibroplasia, e para a sua eficiéncia é
necessaria a ocorréncia em paralelo da formacdo de novos vasos sanguineos

(GREAVES et al., 2013). Apos intensa atividade proliferativa com o objetivo de
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compor o tecido de granulagéo, fibroblastos comecam a se diferenciar em
miofibroblastos, 0s quais s&o0 responsaveis por sintetizar e depositar
componentes da nova matriz extracelular (SCHREML et al., 2010)

Os novos vasos formam-se a partir de vasos preexistentes, onde
células endoteliais sdo estimuladas a proliferarem e a migrarem sobre a malha
de fibrina depositada no leito da ferida. As cininas, prostaglandinas e outros
mediadores quimicos oriundos dos macrofagos sdo o0s principais responsaveis
por estimular estas respostas celulares (EMING et al., 2007). Esse processo
de angiogenese tem grande relevancia durante a cicatrizagdo, uma vez que,
estes novos vasos sao responsaveis por suprir de nutrientes e de oxigénio o
tecido em crescimento (ENOCH e LEAPER, 2008; RODRIGUES et al., 2013).

A estruturagéo do tecido de granulacdo forma uma base sobre a qual
queratindcitos presentes nas margens da lesdo proliferam e migram em direcédo
0 centro da lesdo com o objetivo de cobrir a superficie exposta e restabelecer a
funcdo protetora da pele, sendo este processo denominado reepitelizacédo
(GREAVES et al.,, 2013; SUN, 2014). Assim, durante a reepitelizagdo o0s
queratindcitos se desprendem da camada basal e migram em dire¢cdo ao local
da lesao, reduzindo a superficie exposta. No local onde se forma o coagulo os
gueratinécitos migram e proliferam através da matriz proviséria até que uma
monocamada epidérmica seja estabelecida, e entdo as fases migratorias e
proliferativas cessam e inicia-se a fase de diferenciagéo celular, objetivando o
restabelecimento de todas as camadas da epiderme (GILLITZER e
GOEBELER, 2001; GURTNER et al., 2008; HU et al., 2014).

Durante todo o processo de reparagao interagdes entre diversos tipos
celulares proporcionam a coordenagédo de eventos individuais, permitindo um
controle espacial e temporal. Nas fases médias e tardias da cicatrizacdo, as
interacOes celulares sdo dominadas pela acéo reciproca de queratinocitos e
fibroblastos, os quais gradualmente substituem o microambiente inflamatdrio
pelo tecido de granulacdo. Essa interacdo entre derme e epiderme é capaz de
regular a homeostasia da pele e parte da resposta de cicatrizacdo (THOMAS;
O'NEILL, 1995; SCHREML et al., 2010).
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1.2.3 Fase de Remodelamento Tecidual.

Durante a fase de remodelamento tecidual ocorre a maturacdo da
ferida, caracterizando-se por aumento da resisténcia do tecido lesionado.
Nessa fase do processo de cicatrizagdo ocorre uma tentativa de recuperacao
da estrutura tecidual normal. Desta forma, a fase € marcada principalmente por
alteracdes na matriz extracelular, principalmente, pela transicdo da deposicao
de colageno do tipo lll para o do tipo I, assim como o rearranjo destas fibras
(SHOULDERS e RAINES, 2009).

O remodelamento das fibras de colageno envolve a atividade de
metaloproteinases e alteracéo do perfil de sintese e deposi¢cdo de colageno no
local da injuria (LI et al., 2007; SUN, 2014). Havendo, portanto, equilibrio entre
a producédo, quebra e rearranjo das fibras de coldgeno na matriz extracelular.
Desequilibrios nestes processos podem resultar em defeitos cicatriciais
importantes, levando ao aparecimento de queldides, por exemplo (SCHREML
et al., 2010; SUN, 2014).

A sintese de coldgeno é dependente da oxigenacdo das células e da
hidroxilagdo da prolina, reacdo essa mediada por uma enzima produzida pelos
préprios fibroblastos, em presenca de co-enzimas, vitaminas A, C e E, ferro,
testosterona e zinco (SHOULDERS e RAINES, 2009). Nesta fase, os principais
responsaveis pela sintese dos componentes da matriz extracelular sdo os
miofibroblastos (FRIMM et al., 1996).

Os miofibroblastos sdo um fendtipo alternativo de fibroblastos, sendo a
transicdo destes dois estados mediada, principalmente, pelo fator de
crescimento de transformante $ (TGF-B) (WERNER et al., 2007). Estudos tém
demonstrado que os miofibroblastos comecam a aparecer no tecido de
granulacao a partir da fase intermediaria da cicatrizacdo, o que coincide com
forte inducdo das propriedades contrateis e tensdo mecanica observadas
nesse periodo. Uma vez que, os miofibroblastos possuem caracteristicas
contrateis, o aumento do numero destas células durante a fase de
remodelamento esta diretamente associado a contracdo da lesdo, por meio de
movimento centripeto de toda a espessura da pele circundante, reduzindo o
tamanho da cicatriz (THOMAS e O’'NEILL, 1995).



A sintese, a deposicdo e a remodelagem da matriz extracelular sé&o
indispensaveis para a resolucdo do reparo tecidual. As respostas teciduais as
lesbes envolvem interacdes diretas entre as células e, entre células e a matriz
extracelular, assim como, crosstalk indireto entre diferentes populacdes
celulares através de mediadores soluveis. Entdo, o cuidadoso balango entre
mediadores inibitdrios e estimulantes durante as diferentes fases da reparacao
sdo essenciais para alcancar a homeostasia do tecido apds uma lesao
(GILLITZER e GOEBELER, 2001; EMING, 2007; MARTIN, 1997).
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Figura 2. Representacdo das diferentes fases que compdem o processo de
cicatrizacdo cutéaneo, assim como, 0S principais eventos celulares que
caracterizam cada uma destas fases. Sendo a fase inflamatéria caracterizada por
intenso influxo de neutrdéfilos e macréfagos, a fase proliferativa composta por processos
de reepitelizacdo, fibroplasia e angiogenese e o0 remodelamento tecidual pela
producdo, digestdo e rearranjo das fibrilas de coldgeno (adaptado de KONDO e
ISHIDA, 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, varios estudos tem sido realizados no sentido de
identificar substancias capazes de favorecer o reparo tecidual. Avancos na
compreensdo da base molecular e celular que compdem o processo de
cicatrizacdo cutaneo tém auxiliado na busca por alternativas terapias e
meétodos profilaticos que visem acelerar o processo de reparo, contribuindo
para o restabelecimento da homeostasia do organismo e reduzir possiveis
complicacbes (SUN, 2014).

O principal problema encontrado durante o desenvolvimento de uma
terapia que possa auxiliar o processo de reparacao tecidual diz respeito a
dificuldade de definir em qual das fases do processo de cicatrizacdo sera
empregado o possivel farmaco (THOMAS e O'NEILL, 1995). Isso por que,
dependendo da etapa, determinadas células e mediadores possuem relevancia
mais destacada, sendo importante o conhecimento cronolégico da leséo
(BALBINO et al., 2005).

Atualmente, sdo largamente empregadas no tratamento de injarias
teciduais substancias contendo agentes enzimaticos, como pomadas a base de
colagenase, os quais auxiliam na remocao de fragmentos da matriz extracelular
oriundos da ocorréncia da lesdo. Contudo, estas préaticas apresentam baixa
eficacia (BALBINO et al., 2005). Dentre algumas das substancias que possuem
maior eficacia na intervencdo do processo de reparo, destacam-se alguns
fatores de crescimento que, quando aplicados topicamente sobre a ferida,
demonstram boa capacidade de acelerar o reparo tecidual em experimentos
animais (MORIYA, 2008). Um exemplo é o “becaplermin”, produto desenvolvido
a base do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e que tem
capacidade de interferir diretamente no processo de cicatrizacdo, onde pode
auxiliar no influxo de células inflamatdrias, reepitelizacdo, fibroplasia e
angiogenese. Porém, estas sdo intervencdes terapéuticas com alto custo, que
se encontram distantes da realidade socioecondmica da maioria da populacao
(MANDELBAUM et al., 2003).

Além disso, sabe-se que técnicas simples como a manutengdo de um
ambiente limpo no local da injuria, ajuda a acelerar a reepitelizacdo e reduz

riscos do estabelecimento de processos inflamatérios. Assim como, a
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estimulacdo elétrica auxilia na migracdo de diferentes tipos celulares,
favorecendo processos de fibroplasia e reepitalizacdo, através da criacdo de
um campo elétrico na regido da lesdo (SUN, 2014). Mesmo assim, ainda nao
existe nenhum método de referéncia no tratamento de lesGes cutaneas, o que
também é influenciado pelo pouco conhecimento dos diversos processos que
compdem a reparacéo tecidual.

Pensando na melhor compreensao a respeitos de alguns mediadores
inflamatoérios e também na busca de novos alvos para a terapéutica, as cininas
tornaram-se interessantes nesta perspectiva. Sao peptideos com atividade proé-
inflamatdria bem estabelecida e pouco se conhece a respeito de sua
participagdo no processo de cicatrizacdo, especialmente na pele. Assim, a
compreensao da atividade desses mediadores na reparacdo cutanea poderia
elucidar mecanismos desconhecidos, além de fazer dos receptores das cininas
possiveis alvos terapéuticos. Nesse contexto, o desenvolvimento e utilizacao
de animais nocautes tém auxiliado e revelado o envolvimento de diferentes
moléculas no processo de cicatrizagdo. Auxiliando, desta maneira, na
compreensao destes processos celulares e no estabelecimento de novos alvos
terapéuticos (THOMAS et al., 1995; GROSE e WERNER, 2004; SCHREML et
al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar o processo de cicatrizagdo cutanea em camundongos
nocaute para os receptores Bi1 (KOB1), B2 (KOB2) e duplo nocaute (KOB1B2),
objetivando compreender a participacdo desses receptores no processo de

reparo tecidual.

3.2. Objetivos Especificos

1- Avaliar a contracdo da ferida em camundongos nocaute para os receptores
das cininas submetidos ao modelo de cicatrizacdo de pele por excisédo, e
comparar com 0 processo em camundongos wild type (WT), usados como

controle.

2- Analisar o efeito da auséncia dos receptores das cininas na qualidade da

cicatriz, através da avaliacao dos niveis teciduais de hidroxiprolina.

3- Investigar parametros essenciais a reparacao tecidual, como: infiltrado
celular e taxa de reepitelizagdo, através de analise histologica, em animais

nocautes para os receptores das cininas e WT.

4- Avaliar alteracbes na proliferacdo e diferenciacdo celular, a partir de
amostras teciduais da lesdo de camundongos nocautes para os receptores das

cininas e WT.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos da
variedade C57BL/6 (WT e nocautes), cedidos pelo Professor Dr. Jodo Bosco
Pesquero, do Departamento de Biofisica da Universidade Federal de Sé&o
Paulo. A dele¢céo da sequéncia de codificagdo do receptor Bi, B2 e de ambos
os receptores foi obtida e descrita previamente por Pesquero et al. (2000),
Borkowiski et al. (1995) e Cayla et al. (2007), respectivamente. Os animais
foram mantidos no Biotério Setorial do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana, em condi¢cdes de temperatura controlada (22
+ 2 °C), respeitando uma fase claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a
agua e racdo comercial. Ao menos uma hora antes da realizacdo dos
experimentos os animais foram transferidos e mantidos na sala de experimento
para adaptacao.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com 0s principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA)da
Universidade Federal do Parand sob o nuamero 531. Além disso, para
realizacdo dos modelos animais foram levadas em consideracdo diretrizes
experimentais subscritas em ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments Guidelines), objetivando reduzir fatores que possam vir a
promover variagdes nos resultados, e contribuindo para posteriores replicacoes
dos resultados (KILKENNY et al., 2010).

4.2. AVALIACAO DO PROCESSO DE CICATRIZACAO PELO METODO DE
EXCISAO.

Objetivando verificar a participagdo das cininas no processo de
cicatrizacdo da pele, animais WT e nocautes para 0s receptores das cininas
(KOB1, KOB2 e KOB:iB2) foram submetidos ao modelo de avaliagdo de

cicatrizacdo pelo método de excisdo cutanea. Os animais tiveram a regido
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dorsal tricotomizada, aproximadamente 24 horas antes da realizagcdo das
cirurgias. Posteriormente, os animais foram anestesiados com cetamina e
xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, ip.) e com o auxilio de um punch de biépsia (6
mm de diametro) foi realizada uma excisdo cutdnea. A excisdo circular é
realizada no dorso dos animais, regido que dificulta que 0os mesmos consigam
lamber a ferida, reduzindo assim, algum possivel caso de irritacdo ou infec¢ao
(LIM et al., 2004). Individualmente, cada ferida foi mensurada diariamente, com
0 auxilio de uma transparéncia, sendo considerado o dia da realizacdo do
processo operatdrio como “dia zero”, o qual serve como padréo de referéncia
do inicio do processo de cicatrizacdo a ser comparado com os demais dias
avaliados.

O fechamento da ferida foi quantificado utilizando o software “Image
Tool 3.0". Assim, a taxa de cicatrizacdo foi expressa através da avaliacdo da
area da ferida, comparada com a area inicial da ferida. Sendo a reducdo da
area da injuria um indicativo da taxa de cicatrizacdo cutanea. No decorrer do
experimento e ao final, os animais foram eutanasiados e amostras do tecido

contendo as cicatrizes foram coletadas para analises posteriores.

4.3. AVALIACAO DA CONCENTRACAO TECIDUAL DE HIDROXIPROLINA.

A quantificacdo de hidroxiprolina permite a determinacédo indireta do
conteudo de colageno total no tecido (REDDY e ENWEMEKA, 1996). Para
tanto, amostras de tecido contendo as cicatrizes (6 mm) foram
homogeneizadas em solugdo salina 0,9% e congeladas a -70°C, sendo
posteriormente submetidas ao processo de liofilizacdo. Em seguida, 0,6 mg do
produto deste liofilizado foram submetidos a hidrolise alcalina em 2 mol/L de
NaOH. Uma aliquota de 50 uL do hidrolisado foi conduzido a um processo de
oxidacdo com Reagente Oxidante de Cloramina T. Por fim, foram adicionados
500 pL de Reagente de Ehrlich, que se complexa com a hidroxiprolina presente
na amostra, gerando uma reacao colorimétrica, sendo a intensidade da
coloragdo proporcional a quantidade de hidroxiprolina tecidual A leitura da
absorbancia foi realizada em 550 nm.
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4.4. ANALISE HISTOLOGICA.

Amostras de tecido, contendo as cicatrizes, foram fixadas em solucao
ALFAC (85 mL de &lcool 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de acido acético
glacial) por um periodo de 16 horas, sendo em seguida conservadas em alcool
70% até inicio do processo de desidratacdo. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a uma desidratacdo seriada, emblocadas em parafina,
seccionadas em cortes de 5 ym e coradas com Tricrémio de Masson.

O preparo histoloégico das amostras possibilita a avaliacdo de alguns
parametros como, taxa de reepitelizacdo e infiltracdo celular, em areas
representativas com aumento de 200x e 400x, respectivamente. Estas analises
foram realizadas com o auxilio do software “ImageJ” e a taxa de reepitelizagdo
mensurada a partir da diferenca entre a area final e inicial da lesdo. Para tais
analises, as imagens histoldgicas foram obtidas através do Scanner Zeiss Axio
Imagen Z2, Software Metafer 4, camera Cool Cob 1 — Metasystems.

4.5. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA.

Amostras de tecido contendo a cicatriz foram coletadas dos animais
submetidos ao modelo de cicatrizacdo por excisdo, emblocadas em parafina
(como descrito no item 4.4) e seccionadas em cortes de 5 ym. Estes cortes
histolégicos foram montados em laminas contendo filme de silano 2%.
Posteriormente, as laminas foram entdo submetidas a banhos de xilol para
desparafinizacdo e em seguida hidratados com banhos sucessivos, em
concentracbes decrescentes de alcool. Em seguida as laminas foram
submetidas a um banho de glicina 0,1 M para o bloqueio dos radicais aldeidos,
enquanto a peroxidase enddgena e os sitios inespecificos foram bloqueados
com banhos de H202 3% em metanol e PBS/BSA 1%, respectivamente.
Posteriormente, os cortes foram incubados com anticorpos anti-PCNA (1:100),
ou anti a-SMA (1:300), durante duas horas a temperatura ambiente em camara
umida. Apés banho com PBS, as laminas foram novamente incubadas, desta
vez com anticorpo secundario conjugado com peroxidase (1:100), durante uma
hora a temperatura ambiente e em camara umida. As laminas foram lavadas

com PBS e incubadas com kit contendo o cromégeno DAB durante 15 minutos.
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Em seguida, as laminas foram lavadas, contracoradas com hematoxilina e os
cortes submetidos a desidratacdo com banhos sucessivos de alcool em
concentracbes crescentes. A presenca de células imunomarcadas
positivamente para PCNA ou a-SMA foram quantificadas a partir de areas
representativas, utilizando imagens capturadas em microscopia Optica, com
aumento de 400x. A quantificacdo foi realizada através da contagem do
numero de células positivas por campo, sendo analisados 12 campos de 3
cortes histologicos distintos por lamina, e trés laminas por animal, havendo 3

animais por grupo.

4.6. ANALISE ESTATISTICA.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M) e avaliados por analise de variancia com um critério (ANOVA — uma
via), seguido do teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Sendo
considerados significativos valores de p<0,05. Todos os calculos foram
realizados utilizando o Programa estatistico GraphPad Prism versdo 6 (San
Diego, California EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO DA TAXA DE CICATRIZACAO

A fim de verificar a participacdo das cininas no processo de
cicatrizacdo de pele, animais nocautes para os receptores das cininas (KOB;4,
KOB2 e KOB:1B2) foram submetidos ao modelo de avaliagdo da cicatrizacao
pelo método de excisdo, assim como animais WT utilizados como controle. A
reducdo da area da ferida € um indicativo da taxa de cicatrizacdo da pele,
desta maneira os resultados demonstram que no décimo dia apds a excisao, 0s
animais WT apresentaram oclusdo da ferida igual a 96,13 = 0,55%, enquanto
0S grupos nocaute KOB1, KOB2 e KOB:1B:2 apresentaram fechamento da ferida
igual a 91,39 + 0,93%, 86,80 £ 1,93% e 82,0 + 1,73%, respectivamente (Figura
3).



34

Area da Excisédo (%)
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Figura 3. Analise da taxa de cicatrizacdo cutanea em animais nocaute (KOB;,
KOB; e KOB1B>) e animais wild type (WT), submetidos ao modelo de cicatrizacao
por excisdo cutanea. Os animais foram anestesiados, tricomizados e com o auxilio
de um punch para bidpsia foi realizada uma excisdo cutanea de 6 mm de didmetro no
dorso dos animais, sendo realizadas mensuracdes diarias das lesGes. Os pontos
representam a média das areas das excisdes (8 — 12 animais) ao longo dos dez dias
de experimento, sendo o dia O considerado 100%. A andlise estatistica entre os
grupos foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de
Newman-Keuls. * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos de significancia
quando comparados ao grupo controle WT.

Durante o periodo de avaliagcdo do processo de cicatrizacdo, além das
mensuracoes, foram realizados registros fotograficos em dias referentes as
diferentes fases do processo de cicatrizacdo. Sendo estas: Fase Inflamatéria
(22, 3£ dias), Fase Proliferativa (% dia) e Fase de Remodelamento Tecidual
(102 dia). A partir destes registros é possivel visualizar que o fechamento da
lesdo cutédnea nos animais nocaute € diferente do observado no grupo controle
(WT), sendo esta diferenca observada em todas as fases do processo de
reparo tecidual. A Figura 4 mostra fotos representativas das feridas em

diferentes periodos e nos diferentes grupos de animais, onde € possivel
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observar o atraso na contracdo da lesdo nos grupos nocaute, principalmente,

ao décimo dia de avaliacdo (Figura 4).

Dia 0

Dia 2

Dia 3

Dia 7

Figura 4. Fotos representativas do processo de cicatrizacdo de animais nocaute
para os receptores das cininas (KOB1, KOB; e KOB:B>) e animais wild type (WT),
submetidos ao modelo de cicatrizagdo por excisdo cutanea. Fotos representativas
da excisdo de animais nocaute e WT submetidos ao modelo de excisdo cutanea,
sendo consideradas as diferentes fases do processo de cicatrizacdo: fase inflamatoéria
(2 °, 3 ° dias), fase proliferativa (7 ° dia) e fase de remodelamento tecidual (10 ° dia).

Uma vez que, os resultados mostraram que 0s animais nocaute para
0s receptores das cininas (KOB1, KOB2 e KOB1B2) apresentaram atraso com
relacdo a contracdo da lesdo em comparacdo aos animais WT, foi realizada a
avaliacdo do periodo de oclusao total das feridas nestes grupos (Figura 5A).

Assim, observou-se que as diferencas detectadas anteriormente se mantiveram
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diferentes periodos de resolucéo das lesdes foram observados entre 0s grupos.
Os animais controle WT apresentaram em média o fechamento completo de
suas lesdes no 12° dia apos a realizagcdo da excisdo, ja 0s animais nocaute
tiveram suas lesfes elucidadas no 17° (KOB1), 21° (KOB2) e 23° dia (KOB1B2)
(Figura 5B).

Com o objetivo de verificar a ocorréncia de possiveis alteracdes
durante o processo de reparo tecidual, amostras teciduais foram coletadas
durante as diferentes fases do processo de cicatrizacdo (2° e 3° dias - Fase
inflamatoria, 7 °- Fase Proliferativa, e 10 ° - Fase de Remodelamento Tecidual),

e submetidas a posteriores andlises.
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Figura 5. Avaliacdo do periodo de resolucéo da lesdo de animais nocaute para
0s receptores das cininas (KOB;, KOB; e KOB;1B;) e animais wild type (WT),
submetidos ao modelo de cicatrizagdo por excisdo cutanea. (A) Os animais foram
anestesiados, tricomizados e com o auxilio de um punch para biopsia foi realizada
uma excisdo cutdnea de 6 mm de didmetro, sendo realizadas mensuracdes diarias
das lesbes até sua resolucdo. Os pontos representam a média das areas das excisbes
(3 — 5 animais) ao longo dos dias de experimento, sendo o dia O considerado 100%.
(B) Média de dias necessarios para a resolucao da lesdo cutanea nos grupos nocaute
e controle. A andlise estatistica entre os grupos foi verificada através da andlise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. * P<0,05, ** P<0,01 e ***
P<0,001 foram indicativos de significancia quando comparados ao grupo controle WT.
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5.2. INFLUENCIA DO SISTEMA DAS CININAS SOBRE O INFILTRADO
CELULAR.

Objetivando averiguar uma possivel participacdo das cininas sobre o
infiltrado de células inflamatérias no tecido lesionado, foram realizadas
quantificacbes a partir de analise histologica de amostras teciduais coletadas
no 2° e 3° dia, apods a realizacdo da excisdo cutanea (Figura 6).

Os resultados mostraram reducdo do namero de leucécitos infiltrados
durante a fase inflamatdria nos grupos nocaute para os receptores cininérgicos.
Sendo esta reduc¢ao de 30,65 + 3,66% (KOB1), 48,20 + 2,52% (KOB2) e 47,72
2,29% (KOBi1B2), no 2° dia apd6s a realizagdo do processo operatorio. A
alteracao no influxo celular nos nocautes permaneceu no 3° dia apos a excisao,
de 44,26 + 7,79% (KOB31), 67,19 + 2,88% (KOB2) e 60,03 * 4,28% (KOB1B>),
ambos comparados ao grupo WT (Figura 7).
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KOB:2

KOB1B:2

Figura 6. Fotos representativas do infiltrado celular presente durante a fase
inflamatéria (2° e 3° dia) do processo de reparacédo tecidual em animais nocautes
para os receptores de cininas (KOB1, KOB; e KOB1B;) e animais wild type (WT),
submetidos ao modelo de cicatrizagdo por excisdo cutanea. As amostras teciduais
foram coletadas no 2° e 3° dia apds a realizacdo da excisdo cutanea, com o auxilio de
um punch (6 mm). Em seguida as amostras foram fixadas em ALFAC, desidratadas,
emblocadas, seccionadas em cortes de 5 ym, e submetidas a coloragdo com Tricromio
de Masson, 400x.
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Figura 7. Quantificacdo do infiltrado celular presente durante a fase inflamatoria
do processo de cicatrizagdo em animais nocaute para os receptores das cininas
(KOB;1, KOB; e KOB:B,) e animais wild type (WT), submetidos ao modelo de
cicatrizacdo por excisdo cutanea. A analise da migracao leucocitaria para o local da
injuria foi realizada a partir da avaliacdo de imagens representativas obtidas de
laminas histolégicas de amostras teciduais coletadas no 2° e 3° dia apds a realizacéo
da excisdo, e referentes a fase inflamatdria do processo de reparo tecidual. A
quantificag@o do influxo celular foi realizada com o auxilio do software “Image J”, onde
foram avaliados 12 campos de 3 cortes histoldgicos distintos por Iamina, e trés laminas
por animal, havendo 3-5 animais por grupo. A analise estatistica entre os grupos foi
verificada através da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-
Keuls. * P<0,05, * P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos de significAncia quando
comparados ao grupo controle WT.

5.3. AVALIACAO DA TAXA DE REEPITELIZACAO

A taxa de reepitelizacdo corresponde a uma quantificacdo indireta da
taxa de migracdo e proliferacdo dos queratindcitos durante o processo de
reparacao tecidual. A partir de mensuracdes realizadas durante as diferentes
fases do processo de cicatrizacdo (Fase inflamatoria, Fase proliferativa e Fase
de remodelamento tecidual), os resultados mostraram significativas redugbes
da taxa de reepitelizacdo nas fases iniciais e tardias do processo de
cicatrizagdo dos grupos nocaute KOB2 e KOB1B2, em comparado ao grupo WT
(Figura 8).
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No 2° dia, apls a realizagdo da excisdo, foram observadas reducdes
na taxa de reepitelizagdo 25,33 + 3,59% (KOB2) e 37,31 + 4,21% (KOB1B2). No
terceiro dia do processo de cicatrizacdo este perfil se manteve, havendo
inibicbes iguais a 37,37 £ 5,53% (KOB2) e 38,55 + 4,49% (KOB1B2), ambos
comparados ao grupo WT.

Durante a fase proliferativa (7° dia) as redu¢des permaneceram, sendo
de 24,94 + 8,45% (KOB2) e 23,63 + 5,41% (KOB1B2). No 10° dia a interferéncia
na taxa de reepitelizacdo, comparado com o grupo controle (97,25 £ 0,47%), foi
igual a 29,08 + 6,4% (KOB2) e 26,62 + 3,8% (KOBi1B2). Além disso,
mensuracdes realizadas a partir de amostras coletadas de animais nocaute
para o receptor Bi ndo mostraram diferengas na taxa de reepitelizagdo quando

comparados ao grupo controle WT.
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Figura 8. Avaliacdo da taxa de reepitelizacdo em animais nocaute para 0S
receptores das cininas (KOBi:, KOB, e KOB;:B,) e animais wild type (WT),
submetidos ao modelo de cicatrizacdo por excisdo cutanea. A andlise da taxa de
reepitelizacao foi realizada a partir da avaliacdo de imagens representativas obtidas de
laminas histolégicas de amostras teciduais coletadas ao longo das diferentes fases do
processo de cicatrizagdo (Fase Inflamatéria -2°, 3 ° dias, Fase Proliferativa -7 ° dia e
Fase de Remodelamento Tecidual -10 ° dia). A taxa de reepitelizacdo foi mensurada a
partir da diferenca entre a area final e inicial da lesdo com o auxilio do software
“ImageJ”, sendo avaliadas trés laminas por animal, havendo 3-5 animais por grupo. A
analise estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001
foram indicativos de significAncia quando comparados ao grupo controle WT.
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A Figura 9 apresenta fotos representativas obtidas a partir de amostras
teciduais coletadas no 10° dia ap0s a realizacdo da injuria e possibilita a
observacédo de diferencas com relacédo ao processo de contracdo das feridas e
na estruturacdo do tecido de granulacdo. A partir das imagens é possivel
visualizar que os animais KOB2 e KOBiB: exibem atraso na taxa de
reepitelizacao (flechas), em comparacéo ao grupo WT.

J& com relacdo ao tecido de granulacdo, a auséncia dos receptores
das cininas resultou em desestruturacdo na formacéo deste tecido nos grupos
nocaute, quando comparados com os animais WT (Figura 9). A formacao
anormal deste tecido pode ter sido resultado de alteracbes durante o processo
de reparo, possivelmente em algum dos eventos caracteristicos da fase
proliferativa, como fibroplasia ou angiogenese. Assim, 0S receptores
cininérgicos parecem estar associados a alguns desses eventos, uma vez que,
o0 aumento do numero de fibroblastos e 0os novos vasos sanguineos sao 0s

principais responsaveis por compor o tecido de granulacao.
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Figura 9. Fotos representativas da histologia de amostras teciduais coletadas
durante a fase de remodelamento do processo de cicatrizagdo de animais
nocaute para os receptores das cininas (KOB;, KOB, e KOB;B,) e animais wild
type (WT), submetidos ao modelo de cicatrizagcdo por excisdo cutanea. As
amostras teciduais foram coletadas no décimo dia apdés a realizacdo do processo
cirirgico, com o auxilio de um punch (6mm). Posteriormente, foram fixadas em
ALFAC, desidratadas, emblocadas, seccionadas em contes de 5 ym e coradas com
Tricrbmio de Masson, aumento de 200x. Flechas indicam regides em que 0 processo
de reepitelizacdo encontra-se atrasado nos grupos KOB. e KOB:iB,, quando
comparados ao grupo WT.

5.4. DETERMINACAO DOS NIVEIS TECIDUAIS DE COLAGENO

A partir da quantificacdo do contetdo de hidroxiprolina é possivel
determinar os niveis de colageno tecidual e verificar possiveis diferencas na
expressdo e/ou deposicdo de colageno entre os grupos. Desta forma, foram
realizadas analises dos niveis de hidroxiprolina a partir de amostras teciduais
contendo as cicatrizes, coletadas durante as diferentes fases do processo de

cicatrizacao.
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Como demonstrado na Figura 10A, os animais nocaute apresentaram
reducdes significativas dos niveis de hidroxiprolina tecidual em todas as fases
do processo de cicatrizacdo. No 2° dia apOs a realizacdo da excisdo, a taxa de
hidroxiprolina tecidual nos animais nocaute foi menor do que nos animais WT
(83,82 + 1,84 pyg/mg de tecido), sendo esta reducao de 10,99 * 3,12% (KOB:)
14,88 + 1,81% (KOB2) e 13,16 + 2,24% (KOB:1B2). No 3° dia, essas alteractes
permaneceram iguais a 11,81 + 4,1% (KOB41), 14,93 £ 2,77% (KOB2) e 18,72 +
0,83% (KOBi1B2), quando comparado ao grupo controle (89,36 + 0,44
Mg/tecido).

No 7° dia apds a excisdo as inibicbes na quantidade de hidroxiprolina
tecidual se mantiveram em todos o0s grupos nocautes em 16,27 + 2,01%
(KOB31), 15,58 + 1,84% (KOB2) e 22,70 + 1,57% (KOB1B2). Assim seguiu no
10°dia, sendo as reducdes da taxa de hidroxiprolina nos grupos nocaute de
18,13 £ 2,7% (KOBz1), 12,11 + 1,52% (KOB2) e 16,96 + 0,51% (KOB1B2), em
comparagao com o grupo controle (88,9 + 2,62 ug/tecido).

Em amostras coletadas apds a resolucdo da lesdo tecidual observou-
se gque as diferencas com relacdo ao conteudo de hidroxiprolina, mensuradas
durante as diferentes fases do processo de cicatrizacdo, persistiram apos o
fechamento completo da excisdo (Figura 10B). Assim, o percentual de
hidroxiprolina tecidual observado nos animais WT foi de 88,89 + 3,42 ug/tecido,
sendo detectadas nos grupos nocautes reducdes de 16,27 £ 1,94%, 15,59 *
1,85% e 22,67 + 0,52%, respectivamente para KOB1, KOB2 e KOB1B:2.
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Figura 10. Quantificacdo dos niveis de hidroxiprolina em amostras teciduais de
animais nocaute (KOB1, KOB; e KOB1B>) e wild type (WT), submetidos ao modelo
de cicatrizacdo por excisdo cutanea. (A) Amostras de tecido contendo a cicatriz foram
coletadas dos animais submetidos ao modelo de cicatrizacdo cutanea, com o objetivo de
verificar possiveis diferencas referentes aos niveis de hidroxiprolina tecidual ao longo do
processo de cicatrizacdo. Desta forma, as amostras foram coletadas em diferentes fases
do processo de cicatrizagdo: 2°, 3° dias - fase inflamatoéria, 7° dia - fase proliferativa, e
10 ° dia - fase de remodelamento tecidual (3 — 4 animais, em cada fase). (B) Periodo de
fechamento da lesdo em cada grupo experimental (3 — 4 animais). A analise estatistica
entre os grupos foi verificada através da analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo
teste de Newman-Keuls. * P<0,05, * P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos de
significancia quando comparados ao grupo controle WT.
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5.5. AVALIACAO DA TAXA DE PROLIFERACAO CELULAR

A partir da quantificacdo do numero de células positivas para a
proteina PCNA, foi possivel avaliar o numero de fibroblastos em proliferacéo
durante a fase de remodelamento tecidual do processo de reparo. As
avaliacbes mostraram que houveram reducdes significativas na taxa de
proliferacdo celular em amostras teciduais coletadas dos animais que nao
expressam os receptores B2 (Figura 11 e 12). As redugdes calculadas foram de
39,01 £ 5,96% (KOB2) e 38,03 £ 4,32% (KOB1B2), quando comparados ao
grupo WT (50,83 £ 7,08 células/campo). Novamente, ndo foram observadas

alteracdes significativas nos animais KOB:1 (Figura 12).
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Figura 11. Fotos representativas de amostras de tecido da ferida de animais
nocaute para os receptores das cininas (KOB;, KOB, e KOB;B,) e animais wild
type (WT), submetidos ao modelo de cicatrizacdo por excisdo cutanea
imunomarcadas para PCNA. As amostras teciduais foram coletadas no 10° dia ap6s
a realizacé@o do processo cirurgico com o auxilio de um punch (6 mm). Posteriormente,
as amostras foram fixadas em ALFAC, desidratadas, emblocadas, seccionadas em
contes de 5 ym e incubadas com o anticorpo para PCNA, 400x.
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Figure 12. Quantificagdo do numero de células imunomarcados para a proteina
PCNA em amostras teciduais coletadas durante a fase de remodelamento
tecidual do processo de cicatrizacdo de animais nocaute para 0s receptores das
cininas (KOB1, KOB; e KOB1B>) e animais wild type (WT), submetidos ao modelo
de cicatrizagdo por excisdo cutanea. A quantificacdo foi realizada a partir de fotos
de laminas histolégicas de amostras teciduais coletadas no décimo dia apds a
realizacdo do processo cirargico, com o auxilio de um punch (6 mm). A contagem de
células imunomarcadas foi realizada com o auxilio do software “ImageJ”, sendo
analisados 12 campos de 3 cortes histoldgicos distintos por lamina, trés laminas por
animal, havendo 3 -4 animais por grupo. A analise estatistica entre os grupos foi
verificada através da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-
Keuls. * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos de significAncia quando
comparados ao grupo controle WT.

5.6. QUANTIFICACAO DO NUMERO DE MIOFIBROBLASTOS

Os miofibroblastos sédo células com grande importancia durante a fase
de remodelamento tecidual, estando diretamente relacionados com a resolucao
do processo de reparo, atuando, principalmente, na contracéo da lesao. Assim,
foi realizada a quantificacdo do numero de miofibroblastos presentes em
amostras teciduais coletadas no 10° ap0s a realizacdo da excisdo, a partir da
quantificacdo de células imunomarcadas para a-SMA. As analises mostraram
reducdes no niumero de células positivas para a-SMA em animais nocaute para
o receptor B2 (Figura 13 e 14). Foram observadas redugdes iguais a 34,87 *
3,31% (KOB2) e 44,10 + 3,54% (KOB1B2) quando comparado ao grupo WT
(32,5 + 4,92 células/campo). Nao foram detectadas alteracdes significativas

nos tecidos obtidos de animais KOB:1 (Figura 14).



49

Figura 13. Fotos representativas do tecido da ferida de animais nocaute para os
receptores das cininas (KOBi, KOB, e KOB:B,) e animais wild type (WT),
submetidos ao modelo de cicatrizagdo por excisdo cutanea com imunomarcagao
para a a-SMA. As amostras teciduais foram coletadas no décimo dia apdés a
realizacdo do processo cirargico com o auxilio de um punch (6 mm). Posteriormente,
as amostras foram fixadas em ALFAC, desidratadas, emblocadas, seccionadas em
contes de 5 ym e incubadas com o anticorpo para a-SMA, 400x.
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Figure 14. Quantificagdo do namero de células imunomarcadas para a-SMA em
amostras teciduais coletadas durante a fase de remodelamento tecidual do
processo de cicatrizagdo de animais nocaute para os receptores das cininas
(KOB1, KOB, e KOB:B;) e animais wild type (WT), submetidos ao modelo de
cicatrizacdo por excisdo cutanea. A quantificacdo foi realizada a partir de fotos de
laminas histolégicas de amostras teciduais coletadas no décimo dia apds a realizacédo
do processo cirargico, com o auxilio de um punch (6 mm). A contagem de células
imunomarcadas foi realizada com o auxilio do software “ImageJ”, sendo analisados 12
campos de 3 cortes histolégicos distintos por Iamina, trés laminas por animal, havendo
3 - 4 animais por grupo. A andlise estatistica entre os grupos foi verificada através da
analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. * P<0,05, **
P<0,01 e *** P<0,001 foram indicativos de significAncia quando comparados ao grupo
controle WT
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento de animais nocautes tem auxiliado na
compreensao e determinacgao “in vivo” do envolvimento de diversos fatores de
crescimento, moléculas constituintes da matriz extracelular e proteinas
estruturais durante os processos que compdem a reparacao tecidual (GROSE
e WERNER, 2004). Igualmente, o desenvolvimento de animais com delecao
dos receptores cininérgicos foram ferramentas importantes para a
compreensdo do sistema das cininas e seu envolvimento em diferentes
processos fisiopatoldgicos, como, por exemplo, rinite alérgica, cirrose, doencas
do coracdo, traumas cerebrais, doenca de Alzheimer, asma, pancreatite e
sepse (GROSE; WERNER, 2004; GURTNER et al., 2008).

Assim, visando elucidar o possivel envolvimento do sistema das
cininas durante o processo de reparacao tecidual, animais nocaute para 0s
receptores cininérgicos (KOB1, KOB2 e KOB1B2) foram submetidos ao modelo
de cicatrizacdo por excisdo, nesse modelo a reducdo da é&rea da ferida
representa um indicativo da taxa de cicatrizagdo cutanea. Os resultados
obtidos mostraram que no décimo dia aplds a realizacdo do processo de
excisdo, 0s animais nocaute apresentaram diferencas com relacdo a contracao
da ferida, em comparacdo com o grupo controle WT. Ou seja, a auséncia dos
dois receptores das cininas promoveu atraso no processo de cicatrizagao
cutanea, sugerindo a participacdo do sistema das cininas no processo de
reparacao tecidual.

Uma vez que, diferencas foram visualizadas no modelo de excisdo
cutanea quando avaliado por dez dias e que mesmo o grupo controle WT nao
apresentou oclusdo completa da lesdo neste periodo, foi realizada uma
segunda avaliacdo da taxa de cicatrizacdo para verificar o tempo necessario
para a resolucao total da ferida nos animais nocaute e WT. Observamos que as
diferencas na taxa de cicatrizacdo se mantiveram e o atraso na contracdo das
feridas nos grupos nocaute foi comprovado. Assim, 0S animais controle
apresentaram resolugdo completa de suas lesdes em média de 12 dias ap0s a
realizacdo da excisdo, ja os animais nocaute tiveram suas lesdes elucidadas
com 17 (KOBa1), 21 (KOB2) e 23 dias (KOB1B2).
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Dando continuidade a investigacdo do envolvimento do sistema das
cininas no processo de cicatrizacao cutanea, foram realizadas analises durante
as diferentes fases do processo de reparo, com 0 objetivo de avaliar a
participacdo dos receptores para estes peptideos vasoativos nos diferentes
processos que compdem a reparagédo tecidual. Durante o processo cicatricial
leucadcitos infiltrados no local da injaria sdo os principais componentes celulares
da resposta inflamatéria. Eles ndo sdo somente células imunes efetivas contra
a invasdao de possiveis patdogenos, mas também estdo envolvidos na fase
catabdlica de degradacdo do tecido, principalmente ao produzir proteases e
espécies reativas de oxigénio (ROS) (DUCHENE et al., 2007). O infiltrado
celular também tem papel importante na fase anabolica de reconstituicdo do
tecido lesionado ao produzir diversos fatores de crescimento e citocinas que
irdo dar continuidade ao processo de cicatrizacdo (LAU et al., 2009). Assim o
influxo excessivo ou reduzido de leucdcitos no tecido lesionado pode interferir
na migracao, proliferacdo e diferenciacdo de outras células, como por exemplo,
fibroblastos e gueratinécitos, e finalmente na qualidade da resposta de reparo
(GILLITZER e GOEBELER, 2001; EMING et al., 2007).

Desta forma, com o objetivo de avaliar o infiltrado celular nos animais
submetidos ao modelo de cicatrizagcdo por excisdo cutanea, foram realizadas
guantificacfes a partir de imagens histoldgicas de amostras teciduais coletadas
no 2° e 3° dia, apdés a realizacdo do processo operatorio. Os resultados
mostraram que 0S Qrupos nocaute para 0S receptores cininérgicos
apresentaram menor influxo de células inflamatérias no tecido lesionado,
guando comparados com o grupo WT. Este efeito ndo foi surpresa, uma vez
gue o envolvimento das cininas no processo de migracdo celular ja é
conhecido. Estudos ja mostraram que a utilizacdo de um antagonista especifico
para o receptor Bz, HOE140, inibiu o influxo celular promovido pela
administracdo de BK de maneira dose-dependente (CALIXTO et al., 2000;
DUCHENE et al., 2007). Além disso, essa reducao no influxo celular foi
similarmente observada ap6és a administracdo de um antagonista dos
receptores Bi, des-Arg®-Leus-BK (CALIXTO et al.,, 2003), mostrando que os
dois receptores estdo envolvidos nesse evento da inflamacédo. Além disso, as
cininas estdo relacionas com aumento da permeabilidade vascular e

favorecimento do processo de diapesede de células inflamatorias, assim como
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0S seus receptores, que participam de processos de quimiotaxia de diversos
tipos celulares (CALIXTO et al., 2003; DUCHENE et al., 2007).

Os receptores B1 parecem estar associados a importantes processos
referentes a migracdo de neutrofilos, como, recrutamento, rolamento, adeséo e
migracdo celular, propriamente dita (COUTURE e HARRISSON, 2001). Ja os
receptores B2 estdo associados ao recrutamento de mononucleares para o
local da injuria. Isso por que estudos mostram que o antagonista HOE140 afeta
a migracdo de macrofagos em modelo de pleurisia, sem afetar o
extravasamento plasmatico e a migracdo de neutrofilos (COUTURE e
HARRISSON, 2001). Além disso, a estimulacdo de receptores B2 favorece a
migracdo de mondcitos através da ativagdo da enzima fosfolipase C e
consequente aumento da concentracdo de calcio intracelular, reafirmando o
envolvimento desse receptor na migracdo destes tipos celulares (BERTRAM et
al., 2007).

A fase inflamatoria do processo de cicatrizacdo caracteriza-se pelo
aumento do namero de células polimorfonucleares nos dois primeiros dias apos
a ocorréncia da lesédo, havendo reducéo destas células e aumento do influxo de
mononucleares a partir do terceiro dia. Desta forma, unindo aos resultados
obtidos é possivel que a auséncia do receptor B1 possa estar influenciando a
migracdo de neutrdfilos, enquanto a auséncia do receptor Bz parece estar
regulando negativamente o influxo de mondécitos nos animais nocaute. Esse é
um dos fatores que pode estar alterando as demais fases do processo de
cicatrizacdo, ja que o infiltrado celular possui um importante papel na fase
anabdlica de reconstrucao do tecido lesionado, devido a producédo de diversos
fatores de crescimento e citocinas que contribuem para a manutencdo e
continuidade do processo de reparacdo tecidual. Assim, um excessivo ou
reduzido influxo de leucécitos no local da injaria tecidual pode interferir na
migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de outras ceélulas, como fibroblastos e
queratindcitos, interferindo na qualidade do reparo tecidual (GILLITZER e
GOEBELER, 2001; EMING et al., 2009).

Leibovich et al. (2005) demonstraram a importancia do influxo celular
no processo de cicatrizagdo através do estudo com camundongos com
deplecdo de células leucitarias, onde estes animais apresentaram retardo no

processo de reparacdo tecidual. Sendo este atraso associado a reducdes no
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processo de reepitelizagdo, angiogenese e formacao de tecido de granulagéo
aberrante (MARTIN e LEIBOVICH, 2005; MAHDAVIAN DELAVARY et al.,
2011). Desta maneira, a expressiva redugcdo da migracao celular promovida
pela auséncia dos receptores Bi e Bz na fase inicial do processo de
cicatrizagdo, seria um fator suficiente capaz de alterar as demais fases do
processo de cicatrizagao.

O colageno é uma proteina estrutural de grande importancia em
tecidos conectivos e desempenha um importante papel em processos de
cicatrizacdo, onde participa diretamente da reconstituicdo da matriz extracelular
(SANDHU et al., 2012). A deposicédo e remodelamento do colageno contribuem
para o aumento da for¢ca ténsil do tecido lesionado. Contudo, a sintese
excessiva ou reduzida de colageno pode resultar em danos no processo de
reparacao, resultando na formacao de cicatrizes anormais (VANCHERI et al.,
2005).

A quantificacdo de hidroxiprolina permite a determinacédo indireta do
contetdo de colageno tecidual (REDDY e ENWEMEKA, 1996). Assim, a partir
de amostras teciduais coletadas durante as diferentes fases do processo de
cicatrizagdo, além de amostras coletadas apos resolugdo completa da ferida,
foi realizada a avaliagdo do conteddo de hidroxiprolina tecidual nos animais
nocaute (KOB1, KOB2 e KOB1B2) e WT submetidos ao modelo de cicatrizagao
por excisdo cutanea. Os dados mostraram menores indices de hidroxiprolina
tecidual em todas as diferentes fases do processo de cicatrizagdo nos animais
com delecado dos receptores das cininas, quando comparados ao grupo WT.
Mesmo apos a resolucdo completa da lesdo esse perfil se manteve,
permanecendo a ocorréncia de reducdes significativas dos indices de
hidroxiprolina tecidual nos grupos nocaute. A partir do perfil de resposta
observado, € possivel deduzir o envolvimento, direto ou indireto, de ambos os
receptores das cininas na producao de colageno na pele, notando-se também
gue os animais duplo nocaute apresentaram reducao intensa na quantidade de
hidroxiprolina do inicio ao fim da cicatrizacdo. Contudo, o receptor B2 parece
estar envolvido na fase inicial e o receptor B1 nas fases tardias do processo de
sintese de colageno durante a cicatrizacéo. Isso € devido ao fato que, no inicio
da cicatrizacao (dias 2 e 3) os animais nocaute para o receptor B2 mostraram
reducdes significativas nos niveis de coldgeno tecidual, do que as observadas
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No grupo nocaute para o receptor Bi. No 7° dia a avaliagdo mostrou a inversao
deste resultado, onde KOB2 mostra mais coldgeno do que os KOB:i. Além
disso, CATALAN et al. (2012) mostraram, a partir de estudos com fibroblastos e
miofibroblastos isolados do coracdo de ratos enfartados, que estes tipos
celulares apresentam expressdo constitutiva de receptores cininérgicos.
Contudo, os fibroblastos apresentam apenas o receptor B2, enquanto
miofibroblastos expressam ambos os receptores, B:1 e B2 (CATALAN et al.,
2012). Estes resultados poderiam explicar o perfil do nivel de hidroxiprolina
tecidual observado, uma vez que, fibroblastos sdo os principais tipos celulares
envolvidos na sintese de colageno nas fases iniciais do processo de reparo, ja
nas fases intermediarias e tardias seriam os miofibroblastos.

Logo, as alteracGes nos indices de hidroxiprolina observadas no tecido
de animais nocaute pode ser resultante de interferéncia direta na sintese e
deposicdo de colageno e/ou por redugdo no numero de fibroblastos e/ou
miofibroblastos, sendo esses 0s principais tipos celulares envolvidos na sintese
de componentes da matriz extracelular (SHOULDERS e RAINES, 2009).
FRIMM et al. (1996) demonstraram que o bloqueio de receptores cininérgicos
promoveu reducdo da deposicdo de tecido fibroso no miocérdio de ratos
enfartados, o que foi verificado através de redu¢bes na deposicdo de fibras de
colageno (FRIMM et al.,, 1996). Este € mais um estudo sugerindo que as
cininas estdo envolvidas em processos referentes a sintese e deposicdo de
coldgeno, um parametro essencial durante o processo de cicatriza¢cdo, uma vez
gue, esta diretamente envolvida com a qualidade do reparo tecidual.

Lesdes cutaneas causadas por punch, como a utilizada no modelo de
excisdo, sdo um modelo util para avaliar a taxa de reepitelizacdo durante um
processo de cicatrizacdo (KIM et al., 2008). Assim, a partir de imagens dos
cortes histoldgicos de amostras coletadas nas diferentes fases do processo de
cicatrizacdo, foi possivel mensurar a taxa de reepitelizacdo nos diferentes
grupos nocaute e WT. Este € um parametro que indica a taxa de migracao e
proliferacdo dos queratindcitos e os resultados evidenciaram que novamente
ha o envolvimento do sistema das cininas nesses processos. Diferentemente,
neste parametro os receptores B2 parecem ter maior envolvimento, uma vez
gue, a auséncia deste promoveu reduclOes significativas na taxa de

reepitelizagdo, em comparagcdo com o grupo controle. O envolvimento dos



56

receptores das cininas na modulacdo da proliferacdo de queratindcitos da pele
foi apresentado por PIETROVSKI et al. (2011), onde a administracdo de SSR
240612 (antagonista do receptor B1) ou FR173657 (antagonista do receptor B2)
promoveram redu¢des na taxa de hiperproliferacdo de queratindcitos na orelha
de camundongos. Além disso, TALWAR et al. (1990) observaram que o
tratamento de queratindcitos humanos com BK levou ao rapido e significativo
aumento nos niveis dos segundo mensageiros IP3 e DAG, sendo a ativacéo
dessas vias diretamente relacionada com o aumento da taxa de crescimento
dessas células. Esta inducdo parece ser mediada pela ativacdo de receptores
B2, uma vez que, quando estimuladas com des-Arg®-BK o mesmo perfil de
inducdo da proliferagdo dos queratinécitos ndo foi observado (TALWAR et al.,
1990).

O envolvimento dos receptores Bz foi novamente detectado na
avaliacdo da taxa de fibroblastos em proliferagdo durante a fase de
remodelamento tecidual, através da quantificagdo de células imunomarcacao
para a proteina PCNA. O PCNA € um co-fator essencial para a replicacao
génica, o qual se posiciona ao redor da fita de DNA orientando a atividade da
DNA polimerase. Assim, expressdao dessa proteina estd associada a
proliferacdo celular, tendo méxima expressado nas fases G1 e S do ciclo celular
(MOLDOVAN; PFANDER; JENTSCH, 2007). Desta forma, as reducobes
significativas no namero de fibroblastos imunomarcados positivamente para a
proteina PCNA nas feridas de animais nocaute para o receptor Bz, reforcam o
envolvimento das cininas no processo de proliferagdo celular. Alguns estudos
sustentam o possivel envolvimento das cininas em processos de migracdo e
proliferacdo celular, como WIERNAS et al. (1998). Eles demonstraram a
inducdo da proliferacdo de células epiteliais da cérnea humana por BK,
sugerindo que este peptideo possui importante papel na cicatrizacdo desse
tecido (WIERNAS e DAVIS, 1998). VANCHERI et al. (2005) verificaram que em
cultura de fibroblastos de pulm&o a BK € capaz de induzir a proliferacédo e a
diferenciacao de fibroblastos, assim como, aumentar a sintese de colageno. Da
mesma forma, SABATINI et al. (2013) mostraram a partir da cultura de
fibroblastos bronquiais que o receptor B2 das cininas esta envolvida nos
processos de proliferacédo e diferenciacdo destes tipos celulares, uma vez que,

a utilizacdo de uma antagonista especifico, HOE140, suprimiu as respostas
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mitogénicas induzidas por BK (SABATINI et al., 2013). Estes artigos
corroboram com os resultados obtidos, confirmando a participacdo das cininas
nestes processos celulares essenciais ao reparo tecidual.

Outro componente essencial para a resolucdo de lesdes cutaneas € o
aparecimento dos miofibroblastos. Estes sao fibroblastos com caracteristicas
de células musculares lisas, possuindo um importante papel na contracdo da
ferida durante o processo de reparacédo tecidual. Os miofibroblastos expressam
actina de musculatura lisa do tipo alfa (a-SMA), assim como células do musculo
liso vascular, o que lhes conferem maior forca contractil, comparado com
fibroblastos a-SMA negativos (ALMEIDA, 2014).

Uma vez que foi observado retardo na contragdo da leséo, nos grupos
nocaute, tornou-se interessante a avaliacdo do numero de miofibroblastos
presentes em amostras coletadas no décimo dia ap0s a realizacdo da excisao
cutédnea. A partir da contagem de células imunomarcadas positivamente para
a-SMA observou-se menor indice de miofibroblastos nos grupos nocaute KOB:2
e KOB1B:. Indicando o possivel envolvimento do receptor B2 na diferenciacao
dos fibroblastos em miofibroblastos. Em seu trabalho KIM et al. (2008)
demonstraram que a BK estimula a expressdo a-SMA em células tronco
mesenguimais, ao ativar o receptor B2 e estimular a liberacdo de TGF-B. Além
disso, os autores sugerem que a ativacdo do receptor B2 é crucial para os
processos de remodelagem tecidual e fibrose, uma vez que o a-SMA é um
marcador de células contrateis como os miofibroblastos, que estdo altamente
envolvidos no processo de reparagao tecidual (KIM et al., 2008). Da mesma
maneira, SABATINI et al. (2013) demonstraram que a ativacédo dos receptores
cininérgicos B2 induz a expressdao e polimerizagdo de o-SMA em
miofibroblastos bronquiais, o que foi completamente suprimido pelo antagonista
HOE140 (SABATINI et al.,, 2013). Nossos dados corroboram com os ja
descritos na literatura, correlacionando a ativacédo do receptor B2 das cininas a
diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos, uma vez que, a delecao
desses receptores promoveu reducdes significativas do nuamero de
miofibroblastos presentes na fase de remodelamento tecidual de animais
nocautes submetidos ao modelo de exciséo cutanea.

Os resultados obtidos comprovam o envolvimento das cininas no

processo de reparagdo cutanea, uma vez que, a auséncia dos receptores B1 e
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B2 prejudicou a resolugdo do processo de cicatrizagdo em camundongos
nocaute. Além disso, o receptor B2 esta envolvido na regulagéo da proliferacao
de células da pele, como queratindcitos e fibroblastos, bem como no processo
de diferenciacéo celular, estando diretamente relacionado ao aparecimento de
miofibroblastos durante o processo de cicatrizagdo (figura 15).

Sao muitos os fatores que podem interferir, em uma ou mais fases do
processo de cicatrizacdo, prejudicando a resposta de reparo e podendo levar
ao desenvolvimento de cicatrizes hipertroficas, queldides, ou entdo a
cronificagdo do processo (GUO e DIPIETRO, 2010). A diabetes, por exemplo,
prejudica a cicatrizacdo em diversos estagios do processo, levando a reducao
da taxa de proliferacdo de fibroblastos, atrasos na reepitelizacdo e ocorréncia
de hipoxia devido a prejuizos na formacdo de novos vasos sanguineos (SUN,
2014).

A utilizacdo de alguns medicamentos também pode alterar a resposta
de reparo, como os glicocorticoides, que suprimem respostas da fase
inflamatodria do processo de cicatrizacdo, reduzem a taxa de proliferacdo de
diversos tipos celulares e a contracdao da lesado (MENDONCA, 2009). Da
mesma forma, a utilizacdo de anti-inflamatérios nédo esteroides (AINE)
utilizados no tratamento de diversas doencas como, artrite reumatoide,
promovem efeitos negativos a resolucdo do processo de reparo, reduzindo a
agregacdo plaquetaria, infiltrado e proliferagdo celular. Quimioterapicos
interferem em vias referentes ao metabolismo celular, divisdo celular ou
angiogenese com o0 intuito de combater células cancerosas. Esses
medicamentos inibem a sintese de DNA, RNA ou proteinas, promovendo
reducbes na taxa de reepitelizagdo, fibroplasia e neo-vascularizacdo nos
tecidos lesionados (GUO e DIPIETRO, 2010).

Além disso, o0s altos custos dos tratamentos de patologias
relacionadas a deficiéncia cicatricial aumentam a importancia de estudos em
busca de alternativas terapéuticas capazes de modular processos que
compdem o reparo tecidual objetivando acelerar a resolucéo da lesdo (SUN,
2014). Os resultados obtidos neste estudo auxiliam na compreensdo dos
eventos envolvidos na cicatrizagdo cutadnea e revelam o envolvimento e
contribuicdo do sistema das cininas em todas as fases que compdem o

processo de reparo tecidual. Desta forma esses peptideos poderiam ser
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empregados na modulaao de diferentes etapas do processo cicatricial,

auxiliando na sua resolu9ao, tornando-os uma potencial alternativa terapeutica.



Reparo Tecidual

Figura 15. Esquema demonstrando o envolvimento dos receptores das cininas
em diferentes processos na cicatrizagdo cutanea. Com base nos resultados
obtidos nesse estudo ambos os receptores das cininas (B1 e B>) participam de eventos
que compdem a reparacao tecidual, como influxo de células inflamatérias para o tecido
lesionado e sintese de colageno. Os receptores B, estdo também relacionados com a
reepitelizacado, fibroplasia e na diferenciacdo de miofibroblastos. Portanto, a auséncia
dos receptores cininérgicos, consequentemente do sistema das cininas, promove
desestruturacdo da formacdo do tecido de granulacdo e retardo na contracdo da
ferida, gerando deficiéncia na cicatrizacao.

60
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7. CONCLUSAO

e Os resultados comprovam o envolvimento das cininas no processo de
reparacdo cutanea, uma vez que, a auséncia dos receptores Bi e/ou B,
responsaveis por desencadear as atividades destes peptideos, prejudicou a

resolucdo do processo de cicatrizagdo em camundongos nocaute;

e Andlises histologicas de amostras teciduais dos animais nocaute
demonstraram reducdes significativas do influxo de células inflamatdrias no
tecido lesionado, sugerindo a participacdo de ambos os receptores cininérgicos

nesse processo;

e Resultados obtidos através da avaliacdo da taxa de reepitelizacdo
mostraram que a proliferacdo e migracao de queratindcitos foram menores nos
animais nocautes KOB2 e KOB1B2, sugerindo a participagdo do receptor B2

NEesSSEeS Processos,

e A partir das dosagens teciduais, observaram-se reducdes dos niveis de
hidroxiprolina, nas fases iniciais e tardias do processo de cicatrizacdo, nos
grupos nocautes para os receptores das cininas, sugerindo a participacdo do

sistema das cininas em processos de sintese e/ou deposi¢ao de colageno.

e Avaliagdes imunohistoquimicas mostraram menor taxa de fibroblastos
em proliferacdo durante a fase de remodelamento tecidual nos grupos KOB: e

KOB:1B2, reforgando a atividade mitogénica do receptor B2;

e Quantificacbes mostraram menores indices de miofibroblastos em
amostras coletadas durante a fase de remodelamento tecidual nos grupos
KOB:2 e KOB1B2, sugerindo a participacdo do receptor B2 nesse processo de

diferenciacao celular;
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