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intercambio material com a natureza... P6e em movimento as forgas naturais de seu corpo,
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Ihes forma dtil a vida humana. Atuando assim sobre a natureza externa e modificando-a, ao
mesmo tempo modifica sua prépria natureza.... Nao se trata aqui das formas instintivas,
animais, de trabalho... Pressupomos o trabalho sob forma exclusivamente humana. Uma
aranha executa operagbes semelhantes as do tecelédo, e a abelha supera mais de um arquiteto
ao construir sua colmeia. Mas o que distingue o pior arquiteto da melhor abelha é que ele figura
na mente sua construgdo antes de transforma-la em realidade. No fim do processo do trabalho
aparece um resultado que ja existia antes idealmente na imaginagéo do trabalhador. Ele nao
transforma apenas o material sobre o qual opera; ele imprime ao material o projeto que tinha

conscientemente em mira...”

Karl Marx (1818-1883)

“..86 0 que podem fazer os animais é utilizar a natureza e modifica-la pelo mero fato de

sua presencga nela. O Homem, ao contrario, modifica a natureza e a obriga a servir-lhe, domina-
a. E ai esta, em dltima analise, a diferenga essencial entre 0 homem e 0s demais animais,
diferengca que, mais uma vez, resulta do trabalho. Contudo, ndo nos deixemos dominar pelo
entusiasmo em face de nossas vitorias sobre a natureza. Apos cada uma dessas vitérias, a
natureza adota sua vinganga. E verdade que as primeiras consequéncias dessas vitrias sdo
as previstas por nés, mas em segundo e em terceiro lugar aparecem consequéncias muito
diversas, totalmente imprevistas e que, com frequéncia, anulam as primeiras... Assim... n0Sso
dominio sobre a natureza... ndo é o dominio de alguém situado fora da natureza, mas que nds,
por nossa carne, NnosSso sangue e nosso cérebro, pertencemos a natureza, encontramo-nos em
seu seio, e todo o0 nosso dominio sobre ela consiste em que, diferentemente dos demais seres,
somos capazes de conhecer suas leis e aplica-las de maneira adequada. Com efeito,
aprendemos cada dia a compreender melhor as leis da natureza e a conhecer tanto os efeitos
imediatos como as consequéncias remotas de nossa infromissédo no curso natural de seu
desenvolvimento. Sobretudo depois dos grandes progressos alcan¢cados neste século pelas
ciéncias naturais, estamos em condigbes de prever e, portanto, de controlar cada vez melhor
as remotas consequéncias naturais de nossos atos na produgéo, pelo menos das mais
correntes. E quanto mais isso seja uma realidade, mais os Homens sentirdo e compreenderao
Sua unidade com a natureza, e mais inconcebivel sera essa ideia absurda e antinatural da

antitese entre o espirito e a matéria, o homem e a natureza, a alma e o corpo...”

Friedrich Engels (1820-1895)
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APRESENTAGAO

Acidentes com queimaduras sdo um problema de saude publica mundial.
Somente no Brasil, anualmente, ocorrem inumeros casos de queimaduras,
geralmente associados a inflamagdes e infecgdes, sendo, ainda, causas de
invalidez e morte. Mesmo com progressos nos tratamentos, n&o sao raras as
cicatrizes hipertroficas, deformacbdes e outros danos teciduais nas areas
afetadas do corpo do paciente.

Alguns estudos associam os mastocitos a formacdo de cicatrizes
patolégicas, enquanto, a proteina Anexina A1 é grandemente relacionada a
fungdes anti-inflamatdéria e antiproliferativa e, mais recentemente, segundo
pesquisas com diferentes modelos de fibrose, apresenta também efeitos
antifibroticos. Nesta investigagao, buscamos aprofundar o conhecimento sobre
o comportamento dos mastdcitos em aspectos variados, bem como analisar a
expressao e possiveis agdes da proteina Anexina A1 durante as distintas fases
do processo de reparo tecidual em lesbes de origem térmica. Para isso,
utilizamos um modelo de queimadura de segundo grau em ratos, na busca de
subsidios para o desenvolvimento de novas terapias relacionadas ao
tratamento de pacientes com queimaduras.

Os dados obtidos neste trabalho foram compilados no manuscrito
entitulado “Heterogeneity of mast cells and expression of Annexin A1 protein in
second degree thermal injury model treated with Silver Sulfadiazine”, que foi
submetido a revista indexada internacional Experimental Dermatology (ISSN:
1600-0625).

Paralelamente ao desenvolvimento deste projeto de mestrado, utilizamos
0 mesmo modelo de lesdo térmica de segundo grau em um trabalho de
iniciagao cientifica de alunos do curso de medicina das Faculdades Integradas
Padre Albino (FIPA), também sob a orientagao da Profa. Dra. Ana Paula Girol e
auxilio da mestranda Helena Ribeiro Souza. Neste trabalho, investigamos os

efeitos do tratamento de 6leo essencial de lavanda (Lavandula officinalis) puro
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ou associado ao extrato da planta medicinal conhecida como bardana (Arctium
lappa). O conjunto dos dados propiciaram a confec¢cdo do artigo “Lavandula
officinalis and Arctium lappa in a model of second degree burn’, que foi
submetido para a revista indexada internacional Journal of Histochemistry &
Cytochemistry, ISSN (1551-5044).

Ainda, o trabalho de iniciacdo cientifica da mestranda Helena Ribeiro
Souza, desenvolvido anteriormente durante o seu Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas, sobre a influéncia do exercicio aquatico em modelo de osteoporose,
com orientagdo do Prof. Dr. Mauricio Ferraz de Arruda e colaboragao da Profa.
Dra. Ana Paula Girol, possibilitou a redacdo do artigo entitulado “Biochemical
analysis and bone remodeling in response to oophorectomy and aquatic
training”. Este trabalho foi aceito pela revista Acta Ortopédica Brasileira (ISSN
1809-4406), e sera publicado no seu proximo volume (v.24, n.5, julho/agosto,
2016).

Um outro trabalho de iniciagao cientifica, também com alunos do curso de
medicina das FIPA, com orientacdo da Profa. Dra. Ana Paula Girol e
participacdo da mestranda Helena Ribeiro Souza, recentemente foi publicado
na revista do curso de Enfermagem das FIPA, a CuidArte Enfermagem (ISSN
1982-1166, v.10, n.1, janeiro/junho, 2016) com o titulo “Expressdo de
metaloproteinases de matriz e anexina a1l em tumores de pele de diferentes
graus de malignidade”.

Os manuscritos e os artigos citados seguem anexados na integra.



RESUMO

O processo de reparo de lesdes térmicas pode ser dividido nas fases de
inflamacéo, proliferacédo e remodelagdo. No seu processo de desgranulagéo, os
mastocitos (MCs) liberam fatores quimiotaticos, citocinas e proteases, como
triptase e quimase, para o meio extracelular, contribuindo na degradacao da
matriz lesada e sintese de uma nova. Além disso, estudos indicam que os MCs
armazenam a proteina anti-inflamatéria anexina A1 (AnxA1), envolvida na
inflamacé&o, apoptose, crescimento e diferenciagdo celular. Contudo, n&o se
conhecem relatos da expressao e fungcdo da AnxA1 no reparo de queimaduras.
Diante disso, os objetivos desse estudo foram quantificar e avaliar a ativacgao,
acumulo de histamina e heterogeneidade para triptase e quimase dos MCs,
bem como, verificar a expressao da AnxA1, quantificar macrofagos, e dosar as
citocinas TNF-a, IL-13, IL-6, IL-10 e a quimiocina MCP-1 em modelo de
queimadura de segundo grau em ratos Wistar. Para o desenvolvimento da
lesdo os animais foram anestesiados e submetidos a aplicacdo de um bloco
metalico aquecido no dorso. Os animais foram divididos em grupos controles e
tratados com pomada de sulfadiazina de prata a 1% (SDP 1%). As analises
foram realizadas em 3, 7, 14 e 21 dias apoés injuria, e também em fragmentos
de pele normal. Avaliagdes macroscopicas e histopatolégicas da cicatrizagéo
confirmaram as caracteristicas de queimadura de segundo grau e a melhor
evolugdo da cicatrizagdo nos animais tratados. A quantificagdo dos MCs
mostrou grande quantidade de células intactas na pele normal e reducgéo
significante dessas células nas fases de inflamagao (dia 3) e de proliferagédo
(dia 7). Nas fases de proliferagdo de matriz (dia 14) e remodelagao (dia 21) foi
verificada maior quantidade de MCs nos animais controles e essas células
foram observadas, principalmente, desgranuladas no dia 14 e intactas no dia
21. Ainda, no grupo tratado aos 7 dias e em ambos os grupos aos 14 dias, foi
encontrada diferenga entre MCs com grande quantidade de histamina e MCs
totais. A analise da heterogeneidade dos MCs revelou maior numero de MCs
positvos para triptase (MCT) do que para quimase (MCQ) na pele normal e
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reducdo de MCTs e MCQs nas primeiras fases da cicatrizagdo. Contudo, na
fase de remodelagdo, muitos MCQs foram observados no grupo controle. A
expressao da AnxA1 foi fraca na pele normal com aumento nas fases de
inflamacao e de proliferagcdo. Aos 21 dias apoés lesdo, a expressao da AnxA1
foi maior nos animais tratados com SDP 1%, no estroma e também em regides
epiteliais proximas a neogénese dos anexos cutaneos. As analises das
citocinas mostraram aumento das proé-inflamatérias TNF-a, IL-18 e IL-6, e da
citocina anti-inflamatéria IL-10, nas fases iniciais do reparo, especialmente nos
dias 3 e 7. O mesmo foi observado com relagdo a quimiocina MCP-1 e a
quantificacdo de macrofagos. Nossos resultados evidenciaram diferengas no
numero de MCs e na imunomarcagdao da AnxA1 entre os grupos estudados,
moduladas pelo tratamento com a SDP 1% e indicam que essas células e
proteinas podem ser alvos terapéuticos no processo de regeneracao de

queimaduras.

Palavras-chave: queimaduras, cicatrizagdo, mastocitos, triptase, quimase,

anexina A-1, inflamacéao, interleucinas.
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ABSTRACT

The repair process of thermal injury can be divided into phases of inflammation,
proliferation and remodeling. The mast cells (MCs) in their degranulation
process, release chemotactic factors, cytokines and proteases, as tryptase and
chymase, to the extracellular environment contributing to the degradation of
damaged matrix and synthesis of a new one. Moreover, studies indicate that
MCs store the antiinflammatory protein annexin A1 (AnxA1) which involved in
inflammation, apoptosis, growth and cell differentiation. However, there are no
known reports of the expression and function of AnxA1 in burns repair. Thus,
the objectives of this study were to quantify, assess the activation, histamine
accumulation and heterogeneity for tryptase and chymase of MCs, as well as,
check the expression of AnxA1, associated with macrophages quantification
and the levels of TNF-qa, IL-18, IL-6, IL-10 and MCP-1 in a second degree burn
model in rats. For the development of the lesions, animals were anesthetized
for applying a water-heated metal block in the dorso. The animals were divided
into control and treated or not with the cream of silver sulfadiazine 1% (SDP
1%). The analyzes were performed on 3, 7, 14 and 21 days after injury, and
also in normal skin fragments. Macroscopic and histopathological evaluations of
healing confirmed the burning characteristics of second degree and the better
progress of wound repair in treated animals. Quantification of MCs showed
large amount of intact cells in normal skin and a significant reduction of these
cells in the stages of inflammation (day 3) and proliferation (day 7). In the
phases of matrix proliferation (day 14) and remodeling (day 21) it was observed
increased amount of MCs, only in the control animals, and these cells were
mainly degranulated on day 14, but intact on day 21. Also, in the treated group
on day 7 and in both groups on day 14, it was found difference between MCs
with large amounts of histamine and total MCs. The heterogeneity analysis
revealed more MCs positves for tryptase (MCT) than for chymase (MCC) on
normal skin and reduced MCTs and MCQs in the early stages of healing.

However, in the remodeling phase, many MCCs were observed in the control
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group. The expression of AnxA1 was low in normal skin and increased in the
stages of inflammation and proliferation. On 21 days after injury, the expression
of AnxA1 was higher in animals treated with SDP 1% in the stroma and
epithelial cells especially in regions close to neogenesis of skin attachments.
Analysis of the inflammatory mediators showed an increase pro-inflammatory
TNF-a, IL-1B and IL-6 and anti-inflammatory IL-10 cytokines in the early stages
of the repair, especially on days 3 and 7. The same was observed for MCP-1
chemokine and quantification of macrophages. Our results showed differences
in the number of MCs and AnxA1 expression between groups, that were
modulated by treatment with the SDP 1%, indicating that these cells and protein

can be used as therapeutic targets in burns regeneration process.

Keywords: burns, wound healing, mast cell, tryptase, chymase, annexin A1,

inflammation, interleukins.
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I. INTRODUGAO

1.1 Pele e queimaduras

O maior 6rgado do corpo humano, a pele, apresenta uma complexa estrutura
formada pela epiderme, constituida principalmente de queratinécitos, e pela derme,
composta principalmente de fibroblastos e uma densa matriz extracelular (MEC), rica
em fibras de colageno. Em continuidade a derme, aparece a hipoderme, tecido
subcutaneo, com muitos adipdcitos, constituindo um paniculo adiposo. A pele é rica
em vasos sanguineos, terminagbes nervosas e anexos cutaneos, tais como pelos,
glandulas sebaceas e sudoriparas. Sua principal fungdo é a cobertura e protegéo
dos 6rgaos internos, e, exatamente por estar em contato direto com o meio externo,
€ alvo de varios tipos de injuria, incluindo cortes e queimaduras. Uma vez rompida
ou degenerada a barreira dérmica, variados mecanismos sdo desencadeados para
restaurar essa protecdo o mais rapido possivel (YILDIRIMER, THANH, SEIFALIAN,
2012).

As queimaduras constituem um problema de saude publica nacional e mundial.
Somente no Brasil, ocorrem cerca de 1.000.000 de acidentes com queimaduras por
ano (CRUZ, CORDOVIL, BATISTA, 2012). As lesdes teciduais das queimaduras
podem ser de origem térmica pela exposi¢gdo a chamas, superficies e liquidos
aquecidos, frio extremo, produtos quimicos, radiagao ou friccdo (EVERS, BHAVSAR,
MAILANDER, 2010). A profundidade do trauma na pele e a extens&o da superficie
corporal afetada devem ser avaliadas com a maior precisdo possivel, pois sdo 0s
principais fatores na repercussao sistémica e na sobrevida do paciente (CRUZ,
CORDOVIL, BATISTA, 2012).

A classificagdo das queimaduras em graus é feita de acordo com a gravidade e
profundidade da leséo, sendo considerada de primeiro grau ou superficial, quando &
restrita a epiderme, causando vermelhiddao; de segundo grau superficial, quando
atinge a derme superficial, ou de segundo grau profunda, quando se estende para a
camada mais profunda da derme, ambas com hipersensibilidade e dor; e, de terceiro
grau quando a lesdo envolve a camada subdérmica, sem sensibilidade e de
coloragao esbranquicada (MEYERHOLZ et al., 2009). Porém, as queimaduras mais
superciais podem progredir para lesdes mais profundas em até 4 dias apds a sua
ocorréncia (EVERS, BHAVSAR, MAILANDER, 2010).
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As lesdes por queimadura sdo acompanhadas por intensa inflamagao, danos
teciduais, infecgbes e, mesmo com melhores progndsticos e progressos nos
tratamentos, ainda sdo causas importantes de invalidez e morte (SUMMER et al.,
2007; PARIHAR et al., 2008). Além disso, a incidéncia de dor cronica e depressao
associadas a necessidade de procedimentos operatorios multiplos, hospitalizagao e
reabilitacdo prolongadas, levam a altos custos de cuidados de saude
(RICHARDSON, MUSTARD, 2009).

Um dos tratamentos mais utilizados para as queimaduras é o uso da prata
ionizada (Ag®). As propriedades antimicrobianas da Ag* s&o conhecidas ha séculos
e foram largamente utilizadas em infecgbes, anteriormente a descoberta dos
antibiéticos, como gonorreia e tétano. A acdo microbicida da Ag” é proveniente da
sua capacidade de reagir com lipideos de membrana, e em bactérias com a parede
celular, e assim, ser absorvida pelas células. Similar & agdo de outros metais, a Ag”
intoxica enzimas da cadeia respiratorias comprometendo o transporte de elétrons,
interage com DNA e interfere na sintese de RNA, além de interagir com os
aminoacidos arginina e glutamato, danificando proteinas e levando a célula a
apoptose (ATIYEH et al., 2007; MARX, BARILLO, 2014). Porém, a preferéncia por
esse tratamento ndo é unénime. Alguns autores sugerem que os tratamentos com
prata tém seus efeitos citotoxicos potencializados se o ion estiver em grandes
quantidades. Mesmo assim, desde a década de 60, a Ag”, juntamente com a droga
antibiética Sulfadiazina, sdo usadas no tratamento de queimaduras (MARX,
BARILLO, 2014).

1.2 Processo de reparo de queimaduras

A cicatrizacdo de feridas é uma resposta bem ordenada a partir da lesdo e o
processo de reparo tecidual pode ser dividido em fases de inflamacao, proliferacéao
celular inicial e posteriormente da MEC, e, por fim, maturacido ou remodelagdo do
tecido (Figura 1), sendo que cada fase osquestra o desenvolvimento da fase
seguinte (STRONCEK, REICHERT; 2007; GURTNER et al., 2008; YILDIRIMER,
THANH, SEIFALIAN, 2012; EHRLICH; WONG, GURTNER, LONGAKER; 2013;
TAKEO, LEE, ITO, 2015).
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(a) Wound at days 1-3

{b) Wound at days 3-10

Key: (@ Keratinocyte & Mast cell Il Fibrin clot/scab - Myofibroblast
@ Migrating or & Macrophage [l Blood vessel <@ Fibroblast
hyperproliferative @) Neytrophil = Granulation tissue g pifferentiating

keratinocyte B Late granulation keratin
& ® tymphocyte tissue/early scar e

Figura 1. Fases do reparo de lesdes cutaneas e principais tipos celulares envolvidos. A: Fase
inicial de inflamag&o aguda, com infiltracdo de leucdcitos. B: Fase de proliferagédo celular e sintese de
matriz primaria. C: Fase de maturagdo ou remodelagdo tecidual (YILDIRIMER, THANH, SEIFALIAN,
2012).

A inflamacéo é iniciada imediatamente apds a lesdo por meio da liberagao de
sinais moleculares proé-inflamtérios, que atraem leucdcitos, e também sinais anti-
inflamtérios, que controlam a resposta (STRONCEK, REICHERT, 2007).
Investigagbes mostraram que dentre as citocinas envolvidas no complexo processo
da modulagao inflamatéria na cicatrizagdo de queimaduras, estdo as citocinas pro-
inflamatorias interleucina-1 beta (IL-18), IL-6 e fator de necrose tumoral alpha (TNF-

a), e a citocina anti-inflamatéria IL-10, as quais apresentam diferengcas na sua
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expressdo durante a evolugdo do processo cicatricial (GAUGLITZ et al., 2008;
OPPELTZ et al., 2012; KUBO et al., 2014). Além das citocinas, a fase inflamatoria
envolve também liberacdo de fatores de crescimento, tais como o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), o de queratindcitos (KGF) o de transformacgao do
crescimento (TGF), e também proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-1), que
atrai macrofagos e também mastocitos (MC) (GILLITZER, GOEBELER, 2001,
BARRIENTOS et al., 2008).

Durante a fase de proliferagdo ocorrem o0s processos de angiogénese,
surgimento do tecido de granulagdo, deposigcdao de colageno e fibronectina que
formam a matriz inicial, reepitelizagdo, onde queratindcitos migram sobre a MEC
recém sintetizada, e, ainda, pode haver contracdo da ferida (STRONCEK,
REICHERT, 2007; EVERS, BHAVSAR MAILANDER, 2010). O tecido de granulag&o
€ indispensavel a proliferagao, diferenciagdo e migragao celular, pois é responsavel
por fornecer nutrientes e oxigénio para as células envolvidas nesses processos e
também por escoar os produtos do metabolismo celular (EVERS, BHAVSAR,
MAILANDER, 2010; TAKEO, LEE, ITO, 2015). A fase final, de remodelacdo da
matriz, é caracterizada pela deposicdo de colageno de maneira organizada e
neogénese de anexos cutaneos, no entanto, cicatrizes patolégicas podem se formar
devido a sintese excessiva de colageno (STRONCEK, REICHERT, 2007). Estudos
indicam que um prolongamento da fase de inflamagao pode induzir a formagéo de
fibroses e cicatrizes hipertréficas (TAKEO, LEE, ITO, 2015).

Para avaliar as caracteristicas morfologicas e fisiologicas, bem como a
utilizagcado de agentes terapéuticos na evolugéo de queimaduras foram estabelecidos
modelos de queimadura termais de segundo grau em ratos, facilmente reprodutiveis,
e que mostram semelhangas clinicas e histopatolégicas com as queimaduras de

segundo grau em humanos na clinica médica (MEYERHOLZ et al., 2009).

1.3 Mastocitos

Os MCs sé&o provenientes das células-tronco CD34+ (Cluster of Differentiation
34+) da medula 6ssea, sao distribuidos nos tecidos conjuntivos do corpo através da
circulagdo e terminam sua diferenciacdo apods infiltragdo nos tecidos, adquirindo
caracteristicas especiais, tais como o desenvolvimento do conteudo dos seus

granulos, ricos em histamina, glicosaminoglicanos e proteases especificas (ARTUC
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et al.,, 1999; HERMES et al., 2000; DOUAIHER et al., 2014). Em murinos, a
maturacdao dos MCs pode ser observada conforme a quantidade de histamina
acumulada por essas células, evidenciada pela reacao da histamina ao corante
Safranina-O (WELLE, 1997; FEYERABEND et al., 2005; NAKAZAWA et al., 2014).

O conteudo dos granulos dos MCs pode ser liberado por meio da ativagdo com
ligacdo da Imunoglobulina (lg) E, aos receptores Fc-epsilon (FceR), mas também,
por ligagdo de IgG, ativagdo dos receptores ftoll-like por produtos microbianos
(HARVIMA, NILSSON, 2011; SILVA, JAMUR, OLIVER, 2014), proteinas do sistema
complemento C3a e Cb5a, neuropeptidios, fator de célula-tronco (SCF) (ARTUC et
al.,, 1999; HARVIMA, NILSSON, 2011; SILVA, JAMUR, OLIVER, 2014), TNF, IL-2,
IL-8, prostraglandinas, leucotrienos (ARTUC et al., 1999), glicocorticoides, IL-13, IL-6
(DOUAIHER et al., 2014), além de drogas e estimulos fisicos (SILVA, JAMUR,
OLIVER, 2014).

Os MCs séo células que apresentam importantes fungdes tanto na fase aguda
quanto na fase de remodelagao da ferida apds injuria por queimadura (Figura 2)
(DONG et al., 2013; WILGUS, WULFF, 2014). No processo de desgranulagao, os
MCs liberam fatores quimiotaticos e proteases como triptase e quimase para o meio
extracelular, contribuindo na degradacdo da MEC, promogédo da angiogénese e
remodelagdo tecidual por meio de protedlises seletivas na matriz e ativagdo de
metaloproteinases (MMPs) (NISHIKORI et al.,, 1998; DOUAIHER et al;
WERNERSSON, PEJLER; 2014).

Mediadores dos mastdcitos Fung¢des dos mastocitos
durante reparo tecidual

Citocinas e Quimiocinas
TNF-a, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8,

IL-10, MCP-1, MIP-@ ™~
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Figura 2. Mediadores dos mastécitos e suas fungées no reparo em lesdes. Os vérios

mediadores quimicos liberados contribuem nas diferentes fases do reparo tecidual. (Modificado de

WERNERSSON, PEJLER; WILGUS, WULFF; 2014).
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A expressao variavel das enzimas triptase, quimase e catepsina G, tem levado
ao reconhecimento de diferentes subpopulagdes de MCs humanos e de murinos.
MCs que expressam triptase e quimase sao abundantes no tecido conjuntivo da
pele, submucosa do trato gastrointestinal, parénquima mamario, miocardio,
linfonodos, conjuntiva e sindvia. Enquanto, aqueles que expressam somente triptase
sao localizados, geralmente, na mucosa dos tratos respiratério e gastrointestinal. A
terceira e menor populacdo de MCs expressa somente quimase e catepsina G
(WELLE, 1997; BISCHOFF, 2007).

Em MCs humanos s&o encontrados trés tipos de triptases (a, 3 e y) e um tipo
de quimase, enquanto que nos MCs de murinos existem varios tipos de ambas as
proteases (BISCHOFF, 2007; WERNERSSON, PEJLER, 2014). As triptases clivam
proteinas em residuos de tripsina e de serina (WELLE, 1997) e quimases em
residuos de serina (WELLE, 1997; DOUAIHER et al., 2014), além de serem
proteinas pro-inflamatorias (HARVIMA; NILSSON, 2011). Além disso, ambas as
proteases sao responsaveis por clivar trechos terminais de proteinas para torna-las
ativas. A triptase ativa a uroquinase (HARVIMA; NILSSON, 2011) e MMPs
(WERNERSSON, PEJLER, 2014) e a quimase ativa além de MMPs
(WERNERSSON, PEJLER, 2014), a IL-1B, a TGF-B1 (DONG, et al.,, 2014) a
colagenase (SAARINEN et al., 1994) e converte angiotensina | para Il (DONG, et al.,
2013).

Embora existam poucos estudos de MCs em queimaduras, investigagcdes
anteriores indicaram a importancia da quimase liberada por essas células no
processo de cicatrizacdo de feridas induzidas por queimadura em ratos, relacionada
a densidade de capilares, acumulo de colageno e numero de MCs (NISHIKORI et
al., 1998; BAYAT et al., 2008).

1.4 Anexina A1

Além das proteases, estudos em outros modelos animais, indicaram que os
granulos dos MCs armazenam a proteina anti-inflamatoria anexina A1 (AnxA1)
(OLIANI et al., 2000). A AnxA1 foi o primeiro membro clonado da superfamilia das
anexinas, proteinas que se ligam a fosfolipidios dependentes de calcio (Ca™) com
funcdes diversas (LIM, PERVAIZ, 2007; GAVINS; HICKEY, 2012). As anexinas sao

agrupadas de acordo com as suas caracteristicas estruturais, incluindo, a presenca
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de um dominio central, constituido por quatro repeticbes de 60 a 70 aminoacidos
cada, com alta afinidade ao Ca™, ligado a uma sequéncia N-terminal, que confere
especificidade de agédo para cada membro da superfamilia anexina (D'ACQUISTO,
PERRETTI, FLOWER, 2008) (Figura 3). Além dos MCs, a expressdo da AnxA1
também foi observada em outros tipos celulares, como nas células endoteliais,
neutrofilos, eosindfilos (OLIANI et al., 2001; GIL et al., 2006; GASTARDELO et al.,
2009) queratindcitos e fibroblastos (SATO-MATSUMURA et al., 1996; NEYMEYER
et al., 2015).

A B
A

Peptideo Ac2-26
(residuos acetilados 2-26)

CH,CO - AMVSEFLKQAWFIE NEEQEYVQTV Rescher & Gerke, 2004

Figura 3. Estrutura da proteina anexina A1 (AnxA1). A: Representagdo esquematica da estrutura
primaria da AnxA1, com destaque do sitio ativo anti-inflamatério (peptideo Ac2-26). B: llustragcdo do
arranjo tridimensional da proteina (RESCHER; GERKE, 2004).

A AnxA1 apresenta multiplas fungbes em diferentes sistemas relacionadas a
inflamagao (GIROL et al., 2013), crescimento celular (COTE et al., 2010), migragéo
celular, transporte de membrana, proliferacao, diferenciagao celular e apoptose (LIM,
PERVAIZ, 2007; GAVINS, HICKEY, 2012).

Nas células inativas, a AnxA1 apresenta, predominantemente, localizagao
intracelular, sendo translocada apés ativagao para a superficie celular, onde interage
com receptores transmembrana de sete passagens, acoplados a proteina G, os
receptores de peptideos formilados (FPRs) (PERRETTI, DALLI, 2009; GIROL et al.,
2013; D’ACUNTO et al., 2014). Apds a descoberta que atividade biolégica da AnxA1
poderia ser reproduzida pelos primeiros aminoacidos da porgcdo N-terminal da
proteina (peptideo Ac2-26), tornou-se uma pratica comum o uso dessas moléculas
em modelos experimentais de inflamacao (LIM, PERVAIZ, 2007; BIZZARRO et al.,
2012; GIROL et al., 2013).

Na pele, em condi¢gbes normais, a expressao da AnxA1 é reduzida (BASTIAN
et al., 1993), mas a distribuicdo e expressdo anormal da proteina foram observadas
em inflamagbdes e tumores de pele (BASTIAN et al., 1993; OLIANI et al., 2008;
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BOUDHRAA et al., 2014a). A AnxA1 é fortemente expressada nas lesdes cuténeas
no lupus (MENG et al.,, 2014), no espinocarcinoma diferenciado (BASTIAN et al.,
1993) e no melanoma (BOUDHRAA et al., 2014a). Em cultura de células de
melanoma, os niveis aumentados da AnxA1 foram correlacionados a capacidade
metastatica e a administragdo do peptideo Ac2-26 estimulou a atividade da MMP2
apos interacdo com FPR (BOUDHRAA et al., 2014b). A AnxA1 também foi indicada
como o mediador chave na morte de queratindcitos, atuando por meio do FPR1, na
sindrome Stevens-Johnson e na necrolise epidérmica téxica, importantes reacdes
medicamentosas cutaneas (SAITO et al., 2014).

Em pacientes infectados com Leishmania braziliensis, a expressao da AnxA1
foi mais forte nos macrofagos CD163+ e linfocitos CD4+ e CD8+ na pele infectada
comparada a pele normal (SILVA et al., 2015). Andlises imuno-histoquimicas, em
modelo de inflamag&o granulomatosa, mostraram forte expressdo da AnxA1 nos
MCs nas fases inicial (7 dias) e tardia (28 dias) da reagao inflamatoéria (OLIANI et al.,
2008).

Estudos in vitro indicam que a AnxA1 esta envolvida na migragcéo da linhagem
de fibroblastos WS1 de pele humana, por meio de receptores FPR. Ainda, o
peptideo Ac2-26 foi capaz de estimular a migragao de células WS1 em cultura com
niveis elevados de glicose, possivelmente devido ao aumento na expressao do
receptor, observado nas condi¢des de hiperglicemia (BIZZARRO et al., 2012).

Recentemente, os efeitos protetores da AnxA1 no transplante de pele foram
verificados em modelo de aloenxerto em ratos (TEIXEIRA et al., 2016). O tratamento
farmacolégico com o peptideo mimético da AnxA1 aumentou a sobrevivéncia do
aloenxerto, relacionada a inibicdo da transmigracéo dos neutréfilos e da indugéo da
apoptose, reduzindo o dano tecidual. Contudo, ndo se conhecem relatos da
expresséao e fungdo da AnxA1 no reparo das queimaduras.

Diante do grande numero de acidentes que envolvem queimaduras no Brasil e
dos impactos fisicos, psicoldgicos e socioecondmicos a eles relacionados (CRUZ;
CORDOVIL; BATISTA, 2012), fica evidente a importancia de estudos que busquem
aprofundar o entendimento dos mecanismos envolvidos durante o reparo de lesdes
induzidas por queimadura. Como os MCs e a AnxA1 estdo relacionados aos
processos de angiogénese e remodelagao tecidual, mas tem sido pouco explorados
em queimaduras, analisamos a heterogeneidade dos MCs, quanto a expressao das

proteases triptase e quimase, e avaliamos o papel da proteina AnxA1 em modelo de
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queimadura de segundo grau tratadas ou ndo com Sulfadiazina de Prata em
pomada a 1% (SDP 1%), considerado o tratamento padrdo nas queimaduras de
espessura parcial (ATIYEH et al., 2007; MARX, BARILLO, 2014).

Os resultados dessas analises poderao ser uteis para o melhor entendimento
da acdo da proteina no local da inflamacédo na pele e para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas no tratamento dos pacientes queimados.
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Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Considerando a importédncia do entendimento das interagdes celulares e
moleculares na cicatrizac&do de feridas, induzimos queimaduras de segundo grau em
ratos e procedemos a aplicagdes tdpicas de soro fisiolégico a 0,9% (controle) ou
SDP 1% com os objetivos de acompanhar o comportamento dos MCs e a expressao

da proteina AnxA1 na evolugdo do reparo das lesées em ambos 0s grupos.

2.2 Objetivos Especificos

Em fragmentos das lesdes apés 3, 7, 14 e 21 dias da indugdo da injuria, nos
grupos controle, tratado com SDP 1% e também em pele normail:

¢ Quantificar e avaliar o estado de ativagado dos MCs;

e Avaliar o processo de acumulo de histamina dos MCs;

e Avaliar a heterogeneidade dos MCs em relagao a triptase e quimase;

¢ Investigar a expressdo da AnxA1 no citoplasma dos MCs e no tecido em
regeneracgao;

e Quantificar dos sobrenadantes dos macerados das lesdes, as citocinas
IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-q, e também a quimiocina MCP-1;

e Quantificar os macrofagos.
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ll. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Ratos adultos da linhagem Wistar (n=40) pesando aproximadamente 250g
foram obtidos da Unidade Didatica e de Pesquisa Experimental (UDPE) das
Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA) de Catanduva-SP. Os animais foram
mantidos em gaiolas, em um ambiente com temperatura controlada (24° a 25°C)
com agua e ragao ad libitum. Os experimentos foram desenvolvidos de acordo com
as normas da Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA-FIPA), Certificado

de Aprovacéao n° 12/14.

3.2 Modelo experimental de queimadura e protocolos de tratamento

Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com 0,2mL/100g de
ketamina e 0,05mL/100g de xilasina e submetidos a tricotomia na regido dorsal para
aplicacdo de um bloco metalico, com dimens&o de 2,0 X 2,0 cm, aquecido com agua
a 100 °C, por 10 segundos (Figura 4A), configurando a queimadura de segundo grau
(Figura 4C e D) (MEYERHOLZ et al., 2009). Imediatamente apés o trauma, as
lesdes foram cobertas com gaze umedecida em soro fisiolégico gelado (Figura 4B).
Os animais receberam analgésico codeina (1mL/Kg), por gavagem, logo apos a
inducao da lesdo e, nos dias seguintes, o analgésico foi oferecido na agua (30mg/L).

Os tratamentos topicos tiveram inicio 24 horas ap6s a indugdo das
queimaduras (Figura 4E e F). Os animais do grupo controle (Grupo C) foram
tratados com uma aplicagéo diaria de soro fisiolégico a 0,9% e os animais do grupo
tratado receberam administragdes topicas (1x/dia) de SDP 1% (Grupo SDP) por 21
dias. Os animais foram eutanasiados, por dose excessiva de anestésico (isoflurano),
para exérese das lesdes, apos 3, 7, 14 e 21 dias da injuria, para acompanhamento
da evolucdo do processo cicatricial. Do dorso dos animais controles, também foram

retiradas amostras de fragmentos de pele normal (Grupo N) (Figura 4G).
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Aprovagdo no
CEUA/FIPA (n°12/14)

Ratos Wistar (250g)

Grupo sem Grupo tratado com

tratamento (C) Sulfadiazina de Prata
(n=20) 1% (SDP) (n=20)

Fragmentos de

Pele Normal (N)
(n=5)

Bidpsias das lesdes:
03 dias (n=5)
07 dias (n=5)

14 dias (n=5)
21 dias (n=5)

Figura 4. Protocolos de indugdo da queimadura e tratamentos. (A) Inducdo da lesdo com bloco
metalico. (B) Resfriamento da lesdo com gaze embebida em soro fisiolégico gelado. (C) Lesao logo
ap6s indugéo. (D) Les&o um dia ap6ds indugéo. (E) Tratamento com SDP 1%. (F) Animal do grupo nédo

tratado. (G) Divisdo dos animais por grupos.

3.3. Analises histopatoldgicas

Fragmentos de pele normal e das lesdes nos diferentes periodos foram fixados
em formol a 4% e processados para inclusdo em parafina. Secc¢des de 5 um foram
usadas para analises histopatolégicas, quantitativas e imuno-histoquimicas. O
processo de cicatrizagdo da pele foi avaliado histopatologicamente pela coloragao
Hematoxilina-Eosina (HE) e a presencga de fibras colagenas no tecido conjuntivo foi
evidenciada pelo método Picrossirius-Polarizagao.

3.4 Analises quantitativas dos niveis de citocinas e quimiocina

Fragmentos de peles normais e das lesdes de todos os grupos foram
macerados em nitrogénio liquido e colocados em eppendorfs, onde foram
adicionados 650 pL da solugao de inibidor de proteases (Protease Inhibitor Cocktail
Set I, Millipore Corporation, USA) e fosfatases (PhosphoSafe, Novagen, Millipore
Corporation, USA). Para o preparo dessa solugao, foram seguidas as instrugdes do

fabricante. O material foi incubado por 20 minutos, a 4°C, sob agitagédo constante, e,
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em seguida, centrifugado a 14.000 rotag¢des por minuto (RPM), por 10 minutos, a
4°C, sendo os sobrenadantes coletados e imediatamente congelados a — 80 °C.

As citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10, e a quimiocina MCP-1, foram
quantificadas no sobrenadante do macerado dos tecidos, utilizando o Kit MILLIPLEX
MAP de citocinas de rato (RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, EUA) e
analisadas no equipamento LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation, EUA)
do Laboratério de Imunomorfologia do IBILCE-UNESP de Sao José do Rio Preto-
SP. As beads magnéticas, solugdes controles, tampéo de lavagem, soro matriz e
padrées foram preparados e homogeneizados conforme as instrugdes descritas.
Foram adicionados 25 uL dos padrdes, solugcdes controles e amostras na placa
magnética de 96 pogos, lavada previamente com o tampao de lavagem. A seguir, 25
ML de assay buffer foram adicionados as amostras, 25 yL do meio apropriado aos
padrées e, 25 uL de beads magnéticas revestidas com anticorpos especificos em
todos os pogos (controles, padrdes e amostras). Em seguida, a placa foi selada com
adesivo proprio e incubada por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacdo no
shaker.

Apoés, a placa foi lavada 2 vezes com 200 pL de tampdo de lavagem e
incubada com 25 uL de anticorpo de deteccédo a temperatura ambiente, por 1 hora,
no shaker. Para completar a reacgéo, 25 uL de ficoeritrina conjugada a estreptavidina
foi adicionada e incubada por 30 minutos, protegida da luz a temperatura ambiente,
sob agitagdo. A placa foi entdo lavada 2 vezes e incubada com 125 uL do fluido
(Drive Fluid) por 5 minutos a temperatura ambiente, no shaker. Em seguida, a leitura
da placa foi realizada no LUMINEX xMAP MAGPIX. A concentragao dos analitos foi
determinada pelo software MAGPIX xPONENT (Millipore Corporation, USA). Os
resultados foram expressos como média + erro padrdao da média (S.E.M.) das

concentragdes de citocinas (pg/mL).

3.5 Quantificagdo dos mastécitos

Os MCs foram corados pelo Azul de Toluidina (AzT) a 0,1% e avaliados de
acordo com suas caracteristicas morfologicas em intactos e ativos, o acumulo de
histamina pelos MCs foi evidenciado por meio da coloragdo com Safranina-O (S-O) a
2,5%. A quantificacdo dos MCs nos fragmentos de pele foi realizada em 10 imagens

por lamina, obtidas pela objetiva de 40X no microscépio Leica (DM500) do
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Laboratério Multidisciplinar das FIPA. As areas de cada tecido foram obtidas com o
auxilio do software Leica Image Analysis. Os dados foram expressos como média +

S.E.M. do nimero de MCs por mm?.

3.6. Analises Imuno-histoquimicas

Seccbes das diferentes amostras foram preparadas em laminas gelatinizadas,
e entdo, desparafinizadas, re-hidratadas e, apds a recuperacao antigénica (tampéao
citrato pH 6,0 a 96°C, durante 20 minutos) e o bloqueio da peroxidase enddgena, as
seccdes foram lavadas em solugdo tampéo de fosfato (PBS) e incubadas com o
anticorpo primario diluido em soro albumina bovina (BSA) a 1%. No dia seguinte,
foram incubadas com o anticorpo secundario biotinilado (kit Zymed Invitrogen), e a
seguir, em substrato diaminobenzidina (DAB) (kit Zymed Invitrogen) para revelagao.
Logo apos, as secgdes foram contracoradas com Hematoxilina. O controle negativo

da reacao foi obtido pela omissao do anticorpo primario do processo descrito acima.

3.6.1 Quantificacao de Macréfagos

Para quantificagdo de macrofagos, estes foram evidenciados por
imunomarcagao, descrita no item 3.6, com anticorpo mouse monoclonal anti-rat
monocyte/macrophages (1:150; Millipore Corporation, USA) incubado em camara
umida por 4 horas. A quantificagdo dos macrofagos foi realizada conforme o item
3.5.

3.6.2 Heterogeneidade de MCs

A reacao de imuno-histoquimica para as proteases triptase e quimase dos MCs
foi realizada conforme descrito no item 3.6. Em laminas separadas, as seccgdes
foram incubadas em camara umida por 4 horas com os anticorpos primarios mouse
monoclonal anti-chymase (1:100; Abcam, USA) ou mouse monoclonal anti-tryptase
(1:3000; Millipore Corporation, USA). A quantificagdo dos MCs positivos para triptase

(MCT) ou quimase (MCC) nas secgdes de pele foi realizada conforme o item 3.5.

3.6.3 Proteina AnxA1
Para demonstrar a expressao da proteina AnxA1 no citoplasma dos MCs,

utilizamos o anticorpo policlonal mouse anti-AnxA1 (1:400; Merck Millipore
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Corporation, USA) que permaneceu incubado nas secgdes dos distintos grupos em
camara umida por 4 horas. A analise da expressdo da AnxA1 nos MCs foi realizada
por densitometria 6ptica (unidades arbitrarias de 0 a 255 - UA) pelo programa
analisador de imagem Leica Image Analysis, em 10 células por lamina de cada
animal. Os dados foram expressos como média + S.E.M.

Para avaliar a expressdo da AnxA1 no tecido, utilizamos o mesmo anticorpo,
porém diluido a 1:700, com incubagdo em camara umida a 4°C overnight. A analise
da expressao da proteina AnxA1 foi feita separadamente na epiderme e na derme

dos fragmentos por densitometria 6tica, conforme descrita anteriormente.

3.7. Analises Estatisticas

Os resultados obtidos da dosagem de citocinas, da quantificacdo dos MCs nas
diferentes coloragdes e imunomarcagdes, dos macrofagos, da densitometria éptica
da imunomarcacao da AnxA1 na epiderme e na derme do tecido e no citoplasma
dos MCs, foram submetidos, previamente, a analise descritiva e determinacdo da
normalidade, a seguir, comparados pela Analise de Variancia (ANOVA-two away) e
pos-teste de Bonferroni. Todos os valores obtidos foram expressos como média +
S.E.M. e os valores de P menores que 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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IV. RESULTADOS

4.1 Aspectos macroscopicos da evolucao das lesées

Inicialmente, por meio das analises macroscopicas, confirmamos que o modelo
de lesdo térmica utilizado foi eficaz na indugdo de queimaduras de segundo grau
(Figura 4), com a formagao de edema e vermelhiddo imediatamente apds a indugao
da lesdo, aparéncia esbranquicada apds alguns minutos (Figura 4C) e,
posteriormente, crosta firmemente aderida (Figuras 4D, 5A1, B1, C1, D1). A
evolucdo do processo cicatricial foi observada pela queda das crostas e restauragao
da pele e anexos cutaneos (Figura 5E1, F1, G1, H1).

Macroscopicamente, entre os animais dos grupos C e SDP, a cicatrizagao
evoluiu melhor no grupo tratado com a SDP 1%, com a ocorréncia mais rapida de
queda das crostas e reaparecimento de pelos (Figura 5A1, B1, C1, D1, E1, F1, G1,
H1).

4.2 Analises histopatologicas

As analises histopatolégicas confirmaram as caracteristicas de queimaduras de
segundo grau, bem como, a melhor evolugéo das feridas nos grupos SDP (Figura
5A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2 E I1). Durante o processo de cicatrizagdo das
lesdes, apds 3 dias da inducdo da queimadura, foram observadas caracteristicas
comuns a fase aguda da inflamagao, com intensa invasao de células inflamatérias,
especialmente polimorfonucleados, aumento de adipdcitos e formagao de tecido de
granulacdo (Figura 5A2 e B2). Apos 7 dias, foram observados processos de
reepitelizagdo e proliferagdo de fibroblastos (Figura 5C2 e D2), caracteristicas
concomitantes ao processo de resolugdo da inflamagao e inicio da fase de
proliferagdo celular. Ja aos 14 dias (Figura 5E2 e F2), foi evidente a proliferagcao da
MEC, de maneira mais organizada em SDP14, e, apds 21 dias da injuria (Figura
5G2 e H2), foi caracterizada a fase de remodelagdo ou maturagdo, com a
reestruturacdo da epiderme e derme, e com formacdo dos anexos cutaneos,
principalmente no grupo SDP21. Sendo assim, nos animais tratados com a pomada

SDP 1%, foi verificada melhor cicatrizagdo comparada aos controles.
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Ferida HE Picrossirius  Polarizagdo

SDP14

SDP21

Pele Normal

Figura 5. Andlises macroscépicas e histopatolégicas do processo de cicatrizagdo de
queimadura de segundo grau. (A) C3 e (B) SDP3, fase de inflamagao e presenca de adipécitos em
ambos os grupos. (C) C7 e (D) SDP7, fase de proliferagcéo, setas indicam reepitelizacdo. Até 7 dias,
as fibras de colageno fracamente coradas (A3, B3, C3 e D3) e com baixa birrefringéncia na
polarizacdo (A4, B4, C4 e D4) na derme de ambos os grupos. (E) C14 e (F) SDP14, reepitelizagao
completa e cicatrizagdo mais rapida no grupo SDP (E1 e F1). Derme e hipoderme (E2, F2 - setas)
mais organizadas e fibras de colageno mais coradas no grupo tratado com SDP (E3, F3). (G) C21 e
(H) SDP21, fase de remodelagdo, anexos cutaneos (G1, H1, G2, H2 - setas) mais numerosos e
birrefringéncia maior nos grupos tratados com a SDP 1% (G4 e H4). Pele normal (I). (A1, B1, C1, D1,
E1, F1, G1 e H1) Analise macroscodpica. (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2 E I1) Coloragéo: HE. Barras
500 um. (A3, B3, C3, D3, E3, F3, G3, H3 e 12) Coloragao Picrossirius e (A4, B4, C4, D4, E4, F4, G4,
H4 e 13) Polarizac&o. Barras 200 ym.
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O processo de reparo das lesdes, relacionado a reorganizagdo das fibras
colagenas na derme também foi verificado pelo método de polarizagdo apds a
coloragdo com Picrossirius-Hematoxilina (Figura 5A3, B3, C3, D3, E3, F3, G3, H3 e
I2) e polarizagéo (Figura 5A4, B4, C4, D4, E4, F4, G4, H4 e 13). Uma vez que o
corante picrossirius funciona como um intensificador da birrefringéncia das fibras
colagenas, por ser uma molécula linear e anidnica capaz de emparelhar com as
fibras alongadas e catibénicas do colageno (LATTOUF et al., 2014), nesse trabalho,
consideramos para analise das fibras de colageno, a intensidade da birrefringéncia
observada nas diferentes fases do processo de cicatrizagdo em relagdo a pele
normal.

Durante o processo de cicatrizagao foi possivel observar mudancas nos
padrdes de birrefringéncia das fibras de colageno, indicando processo de aumento e
reorganizagcdo nas fibras. Entre os grupos, a reestruturacdo e distribuicdo
organizada das fibras de colageno na derme ocorreram de maneira mais acentuada
nos animais tratados com SDP 1%, nos quais o padrao de distribuicdo das fibras
colagenas apo6s 21 dias da injuria foi semelhante ao da pele normal (Figura 7H3, H4,
12 e 3).

4.3 Dosagem de citocinas e MCP-1 no sobrenadante do macerados das les6es

e quantificagcao de macréfagos nos tecidos

Todas as citocinas estudadas apresentaram baixas dosagens nos fragmentos
de pele normal, (TNF-a: 7,78 £ 2,29; Figura 6A; IL-1B3: 224,22 + 21,21; Figura 6B; IL-
6: 0,49 + 0,02; Figura 6C; IL-10: 15,67 + 12,76; Figura 6D).

As dosagens de TNF-a nos fragmentos das les6es mostraram que, em 3 dias
apos a indugédo da lesao, ocorreu aumento significante (p<0,05) somente em C3
comparado a pele normal (C3: 52,13 +18,92; Figura 6A) e em 7 dias pos leséo,
foram observados aumentos em ambos os grupos, com relagédo a C3 e a N (C7:
154,18 + 27,14; p<0,001 vs C3; SDP7: 143,98 + 31,91; p<0,001 vs SDP3; C7 e
SDP7, ambos p<0,001 vs N; Figura 6A). Contudo, nos fragmentos de 14 e 21 dias
apds a queimadura, foi observada reducao da expressao de TNF-a, comparada as
fases iniciais do processo de cicatrizagao (C14: 22,97 + 3,8; SDP14: 16,64: 7,47,
C21: 14,91 + 4,86; SDP21: 15,92 + 3,79; Figura 6A).



38

@ . peo001

180 1000 * O Controle
160 900 BWSDP 1%
'E‘ 140 L, 80
S~ 120 £ 700
oo T 60
2 100 b0
! o 500
3 80 % !
hd @ 400 -
2 60 "I' 300
- -
40 =
: ‘m "
== - | )
N 3 7 14 21 N 3 7 21
© x )
14000 450 *

i p<0,001

~Tip<0,01

1
350
= 10000 75' i
£ £ 30 i
) )
by 000 Q 250
e ! 200
u.l': 6000 o
i w150
=1 4000 -
= 100
I 1 ; “m il
o - 0
N 3 7 14 21 N 3 7 14 21
10000 _—* *
9000 10
90
- 8000 o
E 700 E
5 £
% 6000 2w
o 5000 B0 50
T 4000 e .,
o 0
O 3000 ‘5 30
P 'E" 20
. i
oL cm _ T )
N 3 7 14 21 N 3

Figura 6. Dosagem de citocinas e quantificagido de macréfagos na cicatrizagdo de queimaduras
de segundo grau. Os valores sao apresentados como média + S.E.M. (n=5/grupo). * p<0,05 vs Pele
Normal. (A) TNF-a: doses elevadas em C3 e em ambos os grupos apds 7 dias da injuria. (B) IL-18:
doses elevadas em ambos os grupos aos 3 e 7 dias e em C14. (C) IL-6: superexpressao em 7 dias,
especialmente no grupo de controle. (D) IL-10: Altas dosagens em 3 e 7 dias em todos os grupos. (E)
MCP-1: Altas dosagens em 3 e 7 dias em ambos os grupos. (F) macréfagos: muitos macréfagos aos

3 dias em ambos os grupos e em SDP7. (G): macréfago. Contra-coloragdo: Hematoxilina. Barras
2um.

Com relagéo a IL-1p foi observado aumento significante da citocina (p<0,007),
em ambos os grupos, nas fases da inflamagdo aguda e proliferagdo celular
comparada a pele normal (C3: 530,64 + 94,37; p<0,05; SDP3: 582,94 + 99,01;
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p<0,01; C7: 641,79 + 122,76; p<0,01; SDP7: 684,68 + 140,04; p<0,0071; Figura 6B).
De maneira interessante, aos 14 dias do processo de cicatrizagéo, foi observado
aumento nos niveis da citocina no grupo controle comparado ao N (p<0,001) e
reducao desses niveis no grupo tratado com SDP 1% que mostrou dosagens
proximas aquelas encontradas na pele normal e reduzidas comparadas ao grupo
controle (C14: 901,29 + 70,61; SDP14: 314, 39 + 79,83; p<0,001 vs C14; p<0,05 vs
SDP7; Figura 6B). Na fase mais avangada do processo, aos 21 dias de cicatrizagao,
ambos 0s grupos apresentam valores reduzidos da IL-1B, préximos aos de N (C21:
352,44 + 67,06; SDP21: 468,51 £ 43,78; Figura 6B).

Nas analises da IL-6, foram observados niveis aumentados (p<0,007) da
citocina nos fragmentos coletados apds 7 dias da lesdo (C7: 9192,64 + 2743,42;
SDP7: 5100,97 + 1600,30), comparados a N. Nesse mesmo periodo, entre os
grupos, foi verificado menor dosagem de IL-6 em SDP 1% comparado ao controle
(p<0,001; Figura 6C).

A quantificacdo de IL-10 revelou valores aumentados da citocina com relacéo a
N e nas fases de inflamacdo (C3: 157,19 = 21,29; p<0,05; SDP3: 262,90 + 68,59;
p<0,001; Figura 6D) e proliferagéo celular (C7: 347,06 + 63,59; p<0,001; SDP3:
202,02 + 66,58; p<0,071; Figura 6D), e nessa ultima, com menores niveis em SDP
comparado ao controle (p<0,05; Figura 6D). A analise da citocina nos fragmentos a
partir de 14 dias apos a lesao, revelou valores reduzidos de IL-10, semelhantes ao
de N (C14: 68,71 + 13,05; SDP14: 55,48 + 9,31; C21: 49,91 + 11,35; SDP21: 88,84 +
1,93; Figura 6D).

Nas dosagens da quimiocina MCP-1, foi verificado aumento (p<0,007)em 3 e 7
dias do processo de cicatrizagdo em relagado as dosagens feitas na pele normal (N:
100,27 + 50,95; C 3: 6525,44 + 1569,07; SDP3: 8051,84 + 1520,58; C7: 6774,98 +
467,06; SDP7: 6796,24 + 845,05; Figura 6E).

Similarmente, na quantificacdo de macrofagos, foi observado aumento
(p<0,001) do numero dessas células, em ambos os grupos, em 3 dias apos a lesao
em relacéo a pele normal (N: 16,15 + 4,43; C3: 60 £ 19,41; SDP3: 75 £ 22,68; 16,15
* 4,43; Figura 6F e G). Entretanto, no dia 7 do reparo tecidual, somente no grupo
tratado com SDP a 1%, foi verificado aumento significante (p<0,007) no numero de
macrofagos em comparagao ao N (SDP7: 70 + 5,77; Figura 6F) e consequente

reducao (p<0,07) comparado ao grupo controle (26,25 + 4,41; Figura 6F).
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4.4 Quantificagao, analise de ativagao e acumulo de histamina dos MCs

Os MCs foram evidenciados pela metacromasia dos seus granulos
citoplasmaticos apds coloragdo com AzT (Figura 7A-F).

A quantificacdo dos MCs mostrou grande numero de células intactas na pele
normal (N: 74,91 £ 5,84; Figura 7A e G). Nas lesdes, na fase de inflamacao aguda, 3
dias poés leséo, foi verificada redugéo significante (p<0,001) de MCs intactos em
relacdo a N (C3: 16,2 + 4,23; SDP3: 3,18 + 0,83; Figura 7B, C, G), que se manteve
até a fase de proliferagdo celular e da MEC, apds 7 dias (C7: 2,42 + 1,93; SDP7:
6,82 £ 3,43; Figura 7G) e aos 14 dias (C14: 16,11 + 4,12; SDP14: 3,59 + 2,08; Figura
7D, E e G). Entretanto, no grupo nao tratado com SDP 1%, aos 21 dias da injuria,
foram quantificados muitos MCs inativos como observado na pele normal (C21:
53,75 £ 6,81; Figura 7F; SDP21: 15,66 + 5,66; Figura 7G).

Na quantificagcdo de MCs desgranulados ocorreu aumento em relagdo a pele
normal (5,09 + 0,88) aos 7 dias, somente no grupo tratado com SDP 1%, e aos 14
dias em ambos os grupos de tratamento (SDP7: 32,73 £ 10,08 p<0,07 vs N; C14:
59,88 + 12,87, Figura 7D; SDP14: 38,31 + 9,55, Figura 7E; ambos p<0,001 vs N;
Figura 7H). Ainda, foi observada diferenga (p<0,01) de MCs desgranulados entre
C14 e SDP14.

De modo geral, nas fases finais do reparo, a quantidade de MCs foi aumentada
no grupo C em relacdo ao grupo SDP. Essas células foram observadas, em sua
maioria, ativas ou desgranuladas aos 14 dias e inativas ou intactas aos 21 dias pos
leséo.

Apoés a verificagdo de que o tratamento com a pomada de SDP 1% influencia
na proliferacdo dos MCs, analisamos se o processo cicatricial e os tratamentos
apresentaram efeitos sobre o acumulo de histamina dessas células, processo
evidenciado pela reagcdo ao corante S-O (Figura 7J). Para isso, comparamos a
quantificagcdo dos MCs totais, incluindo aqueles em estado intacto e desgranulado,
observados pela coloracdo de AzT com a dos MCs evidenciados pela S-O. As
analises foram realizadas tanto nas sec¢des de pele normal, quanto nas lesdes
(Figura 71).
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Figura 7: Desgranulagao e acumulo de histamina nos MCs no processo de cicatrizagdao da
queimadura: (A) muitos MCs (setas) intactos na pele normal. (B) C3 e (C) SDP3 com poucos MCs.
(D) C14 (E) SDP14, MCs desgranulados, principalmente no grupo de controle. (F) C21, varios MCs
intactos. Detalhes de MCs intactos (A e F) e desgranulados (B e C). Coloragdo: Azul de Toluidina.
Barras de 50 pm. Quantificagdo dos MCs: muitos MCs intactos (G) em N e C21 e muitos MCs
desgranulados (H) em SDP7 e em ambos os grupos aos 14 dias. (I) Diferengas entre quantificagao
dos MCs positivos para azul de toluidina ou safranina-O, com menos MCs S-O+ em SDP7, C14 e
SDP14 comparados com MCs AzT+. Os valores sao apresentados como média + S.E.M. (n=5/grupo).
* p<0,05 vs N. (J) MCs corados com safranina-O. Barras de 2 um.

Em N, foi encontrado grande numero de células coradas com AzT e S-O, sem
diferenga entre as duas quantificagbes (AzT: 80,01 + 6,01; S-O: 70 + 7,01; Figura 71).

Nas primeiras fases do processo de cicatrizacdo, em 3 dias apos lesao, tanto em C
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como em SDP, ocorreu redugao significante (p<0,007) do numero tanto de MCs S-O
positivos como de AzT positivos, sem significancia entre esses (AzT: C3: 30,94 +
4,89; SDP3: 18,28 + 3,08; e S-O: C3: 11,25 + 2,20; SDP3: 3 % 2; Figura 7).

Aos 7 dias, no grupo controle, ainda foram observados poucos MCs S-O
positivos e AzT positivos (AzT: C7: 18,51 + 8,12; S-O: 11:45 + 3,77; Figura 7I).
Entretanto, foi observada diferenca significativa entre MCs corados com AzT e S-O
aos 7 dias no grupo tratado (AzT: 39,55 + 13,29 p<0,01 vs S-O: 3,94 £ 1,28; Figura
71), e aos 14 dias em ambos os grupos (C14: AzT: 76 + 13,14 p<0,01 vs S-O: 42,17
+ 10,51; SDP14: AzT: 41,9 + 11,01 p<0,05 vs S-O: 20,83 % 5; Figura 7I1). Essa
diferenca foi observada nos mesmos grupos em que foram encontrados muitos MCs
em estado de desgranulagéo.

No dia 21 do reparo da lesdo, ndao foram observadas diferencas na quantidade
de MCs AzT positivos e S-O positivos (AzT: C21: 68,64 + 8,07; SDP21: 33,12 + 8,12;
S-0: C21: 62,5 £ 9,42; SDP21: 27,15 + 8,13; Figura 71).

4.5 Heterogeneidade dos MCs

Os MCs também foram quantificados apds a reag¢ao imuno-histoquimica para
duas de suas proteases, triptase (Figura 8A) e quimase (Figura 8B), para analise da
heterogeneidade dessas células durante a cicatrizagdo. MCs triptase (MCT, Figura
8C) e quimase (MCQ, Figura 8D) positivos foram observados em todas as amostras
estudadas.

Na pele normal, a maioria dos MCs foi triptase positiva (MCT: 33,3 £ 4,79;
MCQ: 18,7 + 2,1; p<0,05; Figura 8A e B). No dia 3 do processo de reparo, foi
observada reducao (p<0,0017) tanto do numero de MCTs (C3: 8,5 + 2,57; SDP3: 1,5
+ 0,61; Figura 8A), como MCQs (p<0,05) comparado a pele normal (C3: 4 £ 1,27,
SDP: 0,87 £ 0,52; Figura 8B).

No dia 7 do processo de reparo tecidual, a quantificacdo mostrou que a
diminuicdo dos MCTs permaneceu nos grupos tratados em relagdo a N (p<0,001) e
também entre grupos (C7: 15 + 5,68 p<0,05 vs SDP7: 1,5 + 0,61; Figura 8A). Os
MCTs, permaneceram com diferenga significante em relagdo a pele normal também
nas fases finais do processo de cicatriza¢do, tanto no grupo controle (p<0,07), como
no grupo tratado (p<0,0071) com a pomada SDP 1% (C14: 18,5 £ 7,81; SDP14: 10,5
+4,56; C21: 18,75 + 9,6; SDP21: 13,12 + 2,77; Figura 8A).
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Figura 8: Heterogeneidade dos MCs para triptase e quimase no processo de cicatrizagdao da
queimadura: (A) Quantificagdo mostrando muitos MCTs na pele normal. (B) poucos MCs em N,
redugdo de MCs imunorreativos para quimase nas primeiras fases do processo de cicatrizagédo e
muitos MCQs em C21. Os valores sdo apresentados como média + S.E.M. (n=5/grupo). * p<0,05 vs N
e y p<0,001 vs C14. (C): MC imunorreativo para triptase. (D): MC imunorreativo para quimase.
Contra-coloragéo: Hematoxilina. Barras 2 ym.

Ja na quantificagdo dos MCQs, aos 7 dias, somente o grupo tratado
apresentou reducgédo significativa (p<0,05) em relagédo a N (C7: 12,5 + 4,67; SDPTY:
2,8 + 1,64; Figura 8B). Em 14 dias pdés-lesdo, foi observada redugao (p<0,07)
apenas na comparagao da quantidade de MCQs entre grupo controle e tratado (C14:
24,75 +12,73; SDP14: 5 + 2,23; Figura 8B).

Finalmente, no dia 21 da cicatrizagao, foram verificados muitos MCQs no grupo
C21 em relagdo aos demais grupos (C21: 60 + 21,21; p<0,001 vs N e p<0,01 vs
C14; SDP21: 18,75 £ 5,9; p<0,001 vs C21; Figura 8B). Sendo assim, de uma
maneira geral, a quantificacdo de MCTs mostrou que nenhuma fase do processo de
reparo tecidual recuperou o numero de células encontradas na pele normal.
Diferentemente, a analise dos MCCs mostrou que, aos 21 dias do processo de

cicatrizagéo, o grupo controle apresentou muitas dessas células.

4.6 Expressao da ANXA1 no citoplasma dos MCs, na epiderme e derme

Apoés a confirmagdo da classificagdo da queimadura em segundo grau pelas
analises macroscoépicas e histopatologicas, pelas dosagens de citocinas, e da
efetividade do tratamento com a pomada SDP 1% no processo cicatricial,
analisamos a expressao da proteina AnxA1 no citoplasma dos MCs, na epiderme e

derme das lesdes dos grupos C e SDP durante o processo de cicatrizagdo, e
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também nas seccbes de pele normal. A especificidade da imunomarcacéo foi
verificada pelos controles de reagao (Figura 9E e 10H).

Nas analises do material coletado das queimaduras, foi verificado que os
granulos dos MCs também apresentavam reatividade para a proteina AnxA1 (Figura
9B e C). Para investigar alteracées na expressao da proteina durante as diferentes
fases de cicatrizagao, foi realizada analise densitométrica no citoplasma dos MCs
em todas as fases do processo cicatricial e na pele normal. Nossas analises
mostraram aumento da expressdo da AnxA1 apenas na fase aguda da inflamacao,
no dia 3 apds a indugdo da lesédo, nos grupos C e SDP comparados aos demais
grupos estudados (p<0,007; Figura 9A).
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Figura 9: Analise densitométrica da AnxA1 no citoplasma dos MCs. (A) Forte imunomarcacgao
nos MCs na fase inflamatéria, C3 e SDP3. Os valores sdo apresentados como média + S.E.M.
(n=5/grupo). * p<0,001 vs Pele Normal (N). (B) MC fortemente imunorreativo para AnxA1 na fase
inflamatéria. (C) MC fracamente imunorreativo para AnxA1, fase de remodelacéo. Barras de 20 uym.
(D) MC imunorreativo para AnxA1 e (E) auséncia de imunorreatividade no corte em série com contra-
coloragao de hematoxilina e azul de toluidina. Setas indicam MCs. Barras de 50 pym.

Nas imunomarcagdes no tecido, em N, foi observada expressao reduzida da
proteina (Figura 10G). Aos 3 dias da lesdo (Figura 10A e B), fase aguda da
inflamacéo, a expressdao da AnxA1 foi aumentada, em ambos os grupos (p<0,007),
na epiderme e na derme comparada a pele normal (Figura 10l e J). Também houve
diferenca entre grupos, sendo a maior imunomarcagao da proteina observada no
grupo C3 (p<0,05; Figura 10l e J).
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Figura 10: Expressao de AnxA1 em processo de cicatrizacao de queimadura de segundo grau.
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Em (A) C3 e (B) SDP3, aumento da expressdo da proteina na fase de inflamagao, no epitélio de
revestimento (setas) e na derme. (C) C7 e (D) SDP7, expressdo aumentada na derme e epiderme
(setas), 7 dias ap6s a lesdo. (E) C21 e (F) SDP21 maior expressao de AnxA1 no grupo tratado com o
SDP 1%, na superficie da epiderme (setas) e derme. (G) fraca expressao de AnxA1 na pele normal.
(H) Auséncia de imunorreatividade no controle da reagdo. Contra-coloragdo: hematoxilina. Barras de
50 pm. Densitometria éptica da imunomarcar¢gdo da AnxA1 na (I) epiderme e na (J) derme. Os

valores sao apresentados como média + S.E.M. (n=5/grupo). * Valores p<0,05 vs Pele Normal (N).

No dia 7 da cicatrizagdo (Figura 10C e D), a expressao da AnxA1 permaneceu
aumentada com relagdo ao N em ambos os grupos tanto na epiderme (C7 p<0,05;
SDP7 p<0,001; Figura 10l e J) como na derme (ambos os grupos p<0,007; Figura
10l e J). Contudo, o grupo SDP7 apresentou maior expressao da AnxA1 (p<0,05)



46

que C7 na epiderme e na derme (Figura 10l e J). Apos 14 dias de indugéo da leséo,
a imunorreagcdo da AnxA1 ainda foi maior nos grupos C (p<0,01) e SDP (p<0,05),
comparada as fases iniciais em relagdo a N, porém somente na epiderme (Figura
101 e J).

Entretanto, aos 21 dias do processo cicatricial (Figura 10E e F), ocorreu novo
aumento na expressdo da proteina no grupo SDP comparado a pele normal e ao
grupo controle, na derme (SDP21 p<0,001 vs N; p<0,05 vs C21; Figura 10l e J) e na
epiderme (p<0,001 vs N e C21; Figura 10l e J). Nesta fase, a forte imunomarcagéo
da AnxA1 foi especialmente observada em trechos do epitélio de revestimento,
proximos a anexos cutaneos em formagéo (Figura 10E e F).

Portanto, durante o processo cicatricial, entre os grupos, as maiores
expressoes da proteina foram observadas na epiderme em C3 e SDP21 e no derme
em C3, SDP7 e SDP21.
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V. DISCUSSAO

As queimaduras sao traumas complexos, com alta taxa de morbi-mortalidade
no Brasil e no mundo (SUMMER et al., 2007; PARIHAR et al., 2008) e geram forte
impacto econémico e psicossocial, devido o tempo de tratamento (RICHARDSON,
MUSTARD, 2009).

Nas lesbes de queimadura, as interagcdes entre as células inflamatérias,
mediadores quimicos, fatores de crescimento e MEC, coordenam o processo de
cicatrizagédo, sendo a angiogénese essencial para a remodelacgédo tecidual (EVERS,
BHAVSAR, MAILANDER, 2010; TAKEO, LEE, ITO, 2015). Os MCs e a proteina anti-
inflamatéria AnxA1 s&o importantes nos processos de reparo de feridas e
angiogénese (LIM, PERVAIZ, 2007; COTE et al., 2010; DONG et al.; GUO, LIU,
SUN; 2013). Contudo, os papeis biologicos dos MCs e da AnxA1 ainda s&o pouco
explorados em queimaduras. Por essas razdes, no presente estudo investigamos,
em modelo animal de queimadura, a heterogeneidade dos MCs, e a expressao da
AnxA1 durante o processo de cicatrizagdo de lesbes de segundo grau em animais
controles e tratados com SDP 1%.

Primeiramente, foram realizadas analises macroscopicas, em ambos o0s
grupos, para classificagdo e acompanhamento das lesdes durante a evolugdo do
processo de cicatrizacdo, os quais indicaram caracteristicas de queimadura de
segundo grau e melhor evolugdo das lesdes tratadas com a SDP 1%. As nossas
observagbes histopatoldgicas estdo de acordo com dados de literatura e
confirmaram a profundidade da lesdo, de segundo grau superficial (CHEN,
PRZYBOROWSKI, BERTHIAUME; MEYERHOLZ et al., 2009) e, a melhor
regeneracao no grupo tratado (BAYAT et al., 2005; ATIYEH et al., 2007). A analise
histopatoldgica permitiu evidenciar a evolugao da cicatrizagao, nas distintas fases do
processo de reparo. Apos 3 dias da indugao da leséo, foi observado processo de
reparo na fase de inflamagdo aguda, com infiltragdo de polimorfonucleados,
macrofagos e formagdo de tecido de granulagcdo, conforme outros estudos
(STRONCEK; REICHERT, 2007; TAKEO; LEE; ITO, 2015).

A injuria no tecido promove alteragdes nas estruturas moleculares e exposigao
de metabdlitos téxicos fazendo com que agentes imunomoduladores sejam liberados
como resultado da lesdo (EVERS, BHAVSAR, MAILANDER, 2010). Minutos apds a

injuria, polimorfonucleados sao atraidos para promover a prote¢gado do tecido lesado
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e 0s mediadores quimicos liberados nessa fase influenciam no desenvolvimento de
capilares e atraem fibroblastos e queratinécitos, o que marca a proxima fase, de
proliferacao (WERNER, KRIEG, SMOLA, 2007; TAKEO, LEE, ITO, 2015). Mondcitos
também sao recrutados logo apds a lesao até a fase de proliferagao, diferenciam-se
em macrofagos para remover o tecido lesado e podem permanecer por meses no
local (STRONCEK, REICHERT, 2007). Estudos indicam que inflamagbes
exacerbadas tém papel na formacdo de cicatrizes patolégicas e fibroses, pois
células imunes secretam fatores que atraem e ativam fibroblastos (EHRLICH;
GURTNER, LONGAKER, WONG; 2013; TAKEO, LEE, ITO, 2015).

Os nossos estudos também indicaram, na fase aguda do processo de reparo,
grande quantidade de adipdcitos nas areas queimadas, além das células
inflamatdrias, como observado em outras investigagdes em modelo de queimadura
(BABCOCK et al., 2012; LEE et al., 2015). Estudos in vitro e in vivo mostraram que
os adipécitos podem auxiliar no reparo das lesdes térmicas, pois fornecem energia
para o intenso processo de cicatrizacdo, momento em que a nutricdo pode nao ser
suficiente (VAN DEN BOGAERDT et al.,, 2009). Ainda, o tecido adiposo contém
células tronco mesenquimais (CHEN, PRZYBOROWSKI, BERTHIAUME, 2009),
sendo a injecdo de gordura utilizada como tratamento em queimaduras severas
(PATEL, 2008). Os adipécitos também auxiliam na ativagdo e migragdo de
fibroblastos (TAKEO, LEE, ITO, 2015) e podem sofrer transdiferenciagao para este
tipo celular (WERNER, KRIEG, SMOLA, 2007).

Aos 7 dias da indugao da lesao, foram encontradas caracteristicas da fase de
proliferacdo celular, ou proliferacdo primaria, com reepitelizacdo e proliferagdo de
fibroblastos e, aos 14 dias da inferéncia da injuria, foi observado o aumento da MEC,
ou a chamada proliferagdo secundaria, com a clara organizagdo em epiderme,
derme e hipoderme.

Nas primeiras fases do processo de reparo de lesdo em pele, os queratinécitos
além de se dividirem, desfazem os desmossomos, destacam-se das bordas da ferida
e, pela acao de MMPs, deslizam para o local da lesao, realizando o processo de
migragdo por meio contragdo do citoesqueleto, para completar a reepitelizagao
(STRONCEK, REICHERT, 2007; EVERS, BHAVSAR, MAILANDER, 2010). Ainda,
foliculos pilosos e glandulas sebaceas também contém células progenitoras

multipotentes que se deslocam até a lesdo para se diferenciarem em diversos tipos
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celulares (GURTNER et al., 2008; MEYERHOLZ et al.; CHEN, PRZYBOROWSKI,
BERTHIAUME, 2009).

Os queratinécitos regulam a agao de fibroblastos, liberando citocinas que
induzem a ativagao destes (WONG, GURTNER, LONGAKER, 2013; TAKEO, LEE,
ITO, 2015), por sua vez, fibroblastos podem estimular queratindcitos liberando
fatores de crescimento, dentre eles, o KGF. Ainda, a reconstrucdo da membrana
basal ira depender da intima relagdo entre esses dois tipos celulares (WERNER,
KRIEG, SMOLA, 2007).

Aos 21 dias do processo de reparo, a histopatologia das lesbes mostrou
caracteristicas da fase de remodelacdo do tecido, e também foi observada a
formacao de anexos cutaneos. Entretanto, nos animais tratados com a SDP 1%, os
anexos ja puderam ser observados desde o periodo anterior, no dia 14. Os anexos
cutdneos sdo partes funcionais da pele e participam de processos como
termorregulagao e sistema sensorial, sendo que sua rapida restauragao € importante
para anatomia e estrutura da pele e, consequentemente, das funcbes normais do
orgao (TAKEO, LEE, ITO, 2015).

A maturagéo, ou remodelagéo, € a fase mais longa da cicatrizagdo, podendo
chegar a dois anos (WONG, GURTNER, LONGAKER, 2013). Durante a
remodelacdo, a derme, maior responsavel pelas propriedades de resisténcia
mecanica da pele, é restaurada pela maturagdo e reorganizagao das fibras de
colageno e elastina (CHEN, PRZYBOROWSKI, BERTHIAUME, 2009). A formagéao
de cicatrizes e fibroses € o resultado da desorganizagdo do microarranjo e excesso
de deposicdo das fibras colagenas, alterando a estrutura e fungdo da pele
(GURTNER et al., 2008; XUE, JACKSON, 2015).

Por isso, na sequéncia dos estudos histopatolégicos, analisamos as fibras de
colageno pelo método de Picrossirius-polarizagéo. No inicio do processo cicatricial,
em 3 e 7 dias apds a lesao, foi observada coloracdo mais fraca do picrossirius e
pouca birrefringéncia na luz polarizada em ambos os grupos, comparados a pele
normal, demonstrando a degradagao das fibras colagenas. A partir do dia 14 do
processo de cicatrizagao, foi observada coloracdo mais acentuada na derme e maior
birrefringéncia do que nas primeiras fases cicatriciais, principalmente nos grupos
tratados com a pomada SDP 1%. Aos 21 dias da indugdo da lesdo, o grupo SDP

apresentou coloragao e birrefringéncia proximas da pele normal, sugerindo que a
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reorganizagao das fibras colagenas ocorreu mais rapidamente nos grupos tratados,
corroborando com os resultados anteriores.

Na continuidade do trabalho, as citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 e a
quimiocina MCP-1 foram quantificadas no sobrenadante do macerado de fragmentos
de pele e lesdes. O resultado das dosagens realizadas esta de acordo com outros
trabalhos em queimaduras cutaneas (BARRIENTOS et al.; GAUGLITZ et al., 2008;
BABCOCK et al.; OPPELTZ et al., 2012; KUBO et al., 2014).

As dosagens das citocinas TNF-a e IL-6 revelaram aumento aos 7 dias do
processo de reparo em relagdo aos outros periodos e somente o TNF-a, mostrou
aumento significante no grupo controle em relagcédo a pele normal, no dia 3. Kubo e
colaboradores (2013) analisaram, em fragmentos de pele de murino queimada,
diversas citocinas por meio de RT-gPCR e encontraram aumento na expressao de
TNF-a e IL-6 entre 5 e 7 dias, sendo o aumento de TNF-a progressivo do dia 5 até o
dia 7 da inducdo da lesédo, e diminuicdo da expressdo dessas citocinas no dia 14.
Babcock e colegas (2012) dosaram, por ELISA, aumento de TNF-a séricoem 3 e 7
dias apdés a indugdo de lesdo térmica em 15% da superficie corporea de
camundongos e no dia 7 nos fragmentos de pele queimada dos mesmos animais.
Oppeltz e outros pesquisadores (2012) também encontraram aumento na dosagem
de TNF-a, em fragmentos de pele apds 3 dias da indugédo de queimadura de terceiro
grau em 12,5% da superficie corpérea de camundongos. Em 2008, Gauglitz e
colaboradores quantificaram IL-6 sérica aos 7 dias da indugcdo de queimadura em
60% da superficie corporea de ratos e observaram aumento dessa citocina. Além
disso, estudos in vitro, demonstraram aumento de IL-6 e TNF-a em cultura de
células oriundas de pacientes queimados quando comparado a expressao dessas
citocinas em cultura de células de pele normal (NORONHA et al., 2014a, 2014b).

As nossas dosagens da IL-18 mostraram aumento da citocina aos 3 e 7 dias
em ambos os grupos e, somente no grupo controle, no dia 14 da cicatrizagao,
quando comparadas as dosagens da pele normal e dos outros periodos de
tratamento. A alta expressdao de TNF-a aos 3 dias e de IL-1B aos 14 dias do
processo de reparo, somente no grupo controle evidenciou, novamente, a
efetividade do tratamento com a pomada SDP 1% em reduzir a inflamacgéo inicial e
prolongada (ATIYEH et al., 2007). Resultados semelhantes as nossas dosagens
foram encontrados em outros trabalhos. Em analises séricas, a dosagem de IL-1p foi

aumentada no periodo de 2 a 7 dias pos-lesdo (BABCOCK et al.,, 2012) e em
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dosagens de fragmentos de lesbes de 3 (OPPELTZ et al., 2012) e de 5 a 7 (KUBO
et al., 2012) dias apos indugao de queimaduras.

O recrutamento de leucdcitos para o local da pele lesionada depende da
liberagdo de citocinas por parte das células residentes no tecido (GILLITZER,
GOEBELER, 2001). As citocinas TNF-a, familia IL-1 e IL-6 sdo expressas por
diversos tipos celulares encontrados na pele e em leucécitos, e tem seus niveis
aumentados nos processos de inflamagao e reepitelizacdo (BARRIENTOS et al.,
2008).

Os queratinodcitos e as células endoteliais possuem receptores para diversas
citocinas, indicando a participagado de citocinas pro-inflamatorias na reepitelizagao
(GILLITZER, GOEBELER, 2001). Além disso, queratindcitos armazenam tanto IL-1a
como a IL-1B e essas sao as primeiras citocinas liberadas apds injuria cutanea por
esse tipo celular (BARRIENTOS et al.; 2008). Ainda, a IL-6 esta diretamente
envolvida no crescimento epitelial e ratos deficientes desta citocina tem reparo de
lesdes mais lenta em comparagao a animais selvagens (WERNER, KRIEG, SMOLA,
2007).

As dosagens da IL-10 revelaram aumento nos periodos de 3 e 7 dias do
processo de reparo tecidual, quando comparadas aos outros periodos e a pele
normal. No dia 7, a citocina teve maior expressao no grupo controle. Esses
resultados corroboram com os de Gauglitz e colaboradores (2008), que encontraram
aumento da IL-10 em analises séricas apos 4 dias da inducao de queimadura em
60% da superficie corpérea de ratos, e também com os resultados de Kubo e
colegas (2013), que observaram aumento da expresséo de IL-10 nas amostras de
lesdes no periodo de 12 horas até 7 dias posteriores a indugao da lesao.

Nossas observagdes indicaram aumento dos niveis da IL-10 nas fases aguda e
de proliferagdo celular. Enquanto citocinas pro-inflamatorias perpetuam a
inflamacé&o, varios mecanismos operam para regular essa atividade, como a IL-10
(GILLITZER, GOEBELER, 2001) e a proteina AnxA1 (LIM, PERVAIZ, 2007;
GAVINS, HICKEY, 2012).

As dosagens de MCP-1 mostraram aumento nos 3 e 7 dias da cicatrizagdo das
lesdes em comparagcdo com outros periodos e pele normal. A quantificacdo de
macrofagos realizada nas secg¢des de pele normal e lesbes mostrou, nas fases de
inflamacao e reepitelizacao inicial, aumento dessas células correlacionando com a

quimiocina MCP-1.
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Resultados semelhantes a nossa analise de MCP-1 também foram
encontrados por outros pesquisadores em modelo animal de queimadura, em
dosagens séricas (GAUGLITZ et al.,, 2008) e em tecidos (OPPELTZ et al., 2012;
KUBO et al., 2014). Em uma investigacao in vitro, a dosagem de MCP-1, mostrou
diminui¢cdo da quimiocina em fibroblastos oriundos de queloides, salientando o papel
protetor de MCP-1 no processo cicatricial (YEH, SHEN, TAI, 2009).

A quimiocina MCP-1 é liberada, principalmente, por queratindcitos proximos a
lesdo e recruta mondcitos, macrofagos, linfécitos e também MCs (GILLITZER,
GOEBELER, 2001; BARRIENTOS et al., 2008) além de induzir fibroblastos a
sintetizarem TGF-f e colageno (GILLITZER, GOEBELER, 2001). O recrutamento e
infiltracdo de mondcitos, bem como sua diferenciagdo para macréfagos em tecidos
que sofreram lesdes, sdo bem descritos na literatura. A fungcdo dessas células é
fagocitar o tecido lesado e contribuir para a proliferagdo celular, producéo e
remodelamento de um tecido novo por meio da liberagao de citocinas e fatores de
crescimento (STRONCEK, REICHERT, 2007; EHRLICH, 2013). Ainda, Gillitzer e
Goebeler (2001) descreveram que na fase de proliferagcao do reparo tecidual, IL-1 e
TNF-a séo liberados por macrofagos. No entanto, nas fases tardias da cicatrizagéo,
observa-se a diminuigdo do numero de macréfagos e aumento do numero de MCs
(EHRLICH, 2013), caracteristica também observada em nossas analises.

Apds a comprovagao de que o modelo usado no estudo foi adequado para a
inducdo de queimaduras de segundo grau e que o protocolo de tratamento escolhido
promoveu melhor cicatrizagdo no grupo tratado com SDP 1% comparado ao grupo
controle, procedemos as analises dos MCs, por meio da quantificacdo e observagao
do estado de ativagdo dessas células nos fragmentos de pele normal das lesdes
durante a regeneracéo tecidual.

Os MCs foram observados em grande quantidade e principalmente intactos, na
derme da pele normal. Nas fases iniciais do processo de regeneragao, nas lesées de
3 e 7 dias apos injuria, ocorreu redugao acentuada no numero dos MCs e, algumas
dessas células foram observadas em estado de desgranulagdo, o que indica a
importancia de mediadores quimicos liberados pelos MCs para o ambiente
extracelular. Os MCs entram em ativagédo logo apds a lesdo térmica, iniciando o
processo de liberagdo do conteudo dos seus granulos cerca de 2 minutos apds a
queimadura. (BANKOVA et al., 2014). Os MCs modelam a inflamagao e a liberagao

de seus mediadores é importante para a formacdo do tecido de granulagéo,
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angiogénese, proliferacao celular e remodelagdo (BANKOVA et al.; HARVIMA et al.;
SIBILANO, FROSSI, PUCILLO; 2014).

Outras investigagdes relataram a diminuicdo do numero de MCs nas fases
iniciais de cicatrizagcdo de feridas (NISHIKORI et al., 1998). Além disso,
camundongos deficientes em MCs tiveram o fechamento de ferida comprometida na
pele, indicando a importancia dos produtos dessas células para o fechamento de
lesdes (WELLER et al., 2006).

A partir de 14 dias do processo de reparo tecidual, observamos aumento do
numero de MCs principalmente em estado de ativagdo no grupo controle.
Resultados semelhantes aos nossos, em relacdo ao aumento do numero dessas
células no mesmo periodo, também foram encontrados por Nishikori e
colaboradores (1998). Enquanto Bayat e colaboradores (2008) encontraram MCs em
atividade aos 16 dias da indugédo de queimadura de 3° grau em ratos tratados com a
pomada antimicrobiana a base de Nitrofural.

No dia 21 apds a lesao, ainda sdo observados mais MCs no grupo controle,
contudo, essas células estdo em sua maioria, intactas nesta fase. No mesmo
periodo, como na fase anterior, s&o observados poucos MCs no grupo SDP. A
reducao dessas células no grupo tratado pode estar relacionada com a propriedade
leucopénica da SDP, causada pela citotoxidade promovida pelos componentes da
pomada as células tronco da medula éssea (GAMELLI, PAXTON, O’REILLY, 1993;
ATIYEH et al., 2007).

O efeito da SDP na produgédo de granuldcitos foi investigado em modelo de
queimadura em camundongos (GAMELLI; PAXTON; O'REILLY, 1993). Os autores
encontraram reducao de 50% do total de leucécitos no sangue periférico no periodo
de 1 a 7 dias apds a injuria, e também diminuicdo das células progenitoras de
granulécitos e macrofagos na analise da medula 6ssea do 1° até 4° dia. No mesmo
estudo, a administragdo de SDP em cultura de células progenitoras da medula de
murinos e de humanos, promoveu redugdo na quantidade dessas células de
maneira dose-dependente.

Diversas pesquisas tém relacionado a presenca exacerbada de MCs com a
formacao de queloides. Investigagdes in vitro demonstraram a importancia dos MCs
na proliferagcdo de fibroblastos (LEVI-SCHAFFER, KUPIETZKY, 1990; LEVI-
SCHAFFER, RUBINCHIK, 1995; ARTUC et al., 2002; DONG et al.,, 2015;).

Igualmente, estudos in vivo relataram aumento do numero de MCs em queloides e
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cicatrizes patologicas (DONG et al., 2014) e em feridas crénicas (HUTTUNEN et al.,
2000). Harunari e colaboradores (2006) observaram maior numero de MCs em
cicatrizes do que na pele humana e suina normais. No entanto, |ba e colaboradores
(2004) verificaram, ao induzir queimaduras em camundongos deficientes em MCs,
reducdo na dosagem de hidroxiprolina, principal aminoacido constitutivo de
colageno, quando comparada aos animais selvagens. No mesmo estudo,
encontraram melhor arranjo das fibras de colageno nos animais selvagens.

Investigagbes indicam o envolvimento dos MCs na cicatrizagdo cutanea,
mostrando a relagdo dessas células com a producdo e organizagdo de uma nova
MEC, com importante fungdo no microambiente do reparo da lesdo, porém,
relacionadas a condicbes patoldgicas no reparo tecidual, no caso de sua
superproliferagao.

Assim, o controle da proliferacdo de MCs no reparo da lesdo cutanea € uma
importante estratégia terapéutica no tratamento de pacientes queimados e, indica
que a redugao no numero dessas células, observada nos fragmentos de pele dos
animais tratados com a pomada SDP 1%, pode estar relacionada com os melhores
resultados obtidos no processo de cicatrizagdo dos grupos tratados.

Apoés quantificagdo e analise do estado de ativagdo dos MCs, verificamos o
processo de acumulacédo de histamina dessas células por meio da comparagao de
MCs positivos para S-O, com MCs positivos para AzT, nos diferentes estagios do
processo de cicatrizacao.

Aos 7 dias do reparo da lesado, foi observado que, somente no grupo tratado,
haviam poucos MCs S-O positivos em relagdo ao numero total de células e, no dia
14, em ambos 0s grupos, havia menor quantidade dessas células positivas para S-O
do que para AzT. Conforme observado anteriormente, nesses periodos os MCs
estavam, em sua maioria, em estado de desgranulagdo. Esses resultados sugerem
que os MCs ndo armazenavam grandes quantidades de histamina nesses periodos
porque estavam liberando esse mediador para a MEC, participando ativamente do
processo de reparo, modelando o inicio da fase de maturacao do tecido.

Os MCs, apesar de relacionados as cicatrizes hipertréficas e queloides, séo
imprescindiveis a normal cicatrizagdo de lesdes, sejam elas de natureza térmica ou
nao (IBA et al., 2004; WELLER et al., 2006). Dada a importancia e envolvimento dos

MCs e suas proteases no processo cicatricial, procedemos a analise da
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heterogeneidade desse tipo celular, em relagdo as suas proteases triptase e
quimase, pela técnica imuno-histoquimica.

Na pele normal, foi observada maior quantidade de MCTs do que MCQs. Apds
3 e 7 dias da inducdo da lesao, ocorreu diminuicdo do numero de células
imunorreativas para ambas as proteases. Nossos resultados estdo de acordo com
os de Hermes e colaboradores (2000), que também observaram redugdo de MCs
reativos para triptase e quimase em feridas recentes em pele humana. Tanto a
triptase como a quimase sao relacionadas a degradagao do colageno desnaturado
decorrente de lesdes (SAARINEN et al., 1994; WERNERSSON, PEJLER, 2014).

Em todas as fases de reparo, os MCTs apresentaram menor numero do que na
pele normal. Nos animais tratados com SDP 1%, foi observada menor quantidade de
MCQs comparados a pele normal em 14 dias e ao grupo controle em 21 dias.

No dia 21, a quantificagdo de MCQs, mostrou aumento significante no grupo
controle em relacdo a pele normal, na qual a maioria dos MCs ¢ triptase positiva.
Assim, embora o grupo controle apresente MCs totais e S-O positivos aos 21 dias da
inducdo da lesdo, em quantidades préoximas as da pele normal, essas células
expressam proteases diferentes. O conjunto das quantificagbes dos MCs S-O
positivos e da heterogeneidade dessas células, indicaram relagdo entre o acumulo
de histamina dos MCs e o acumulo de MCQs no grupo controle aos 21 dias apos a
injuria, e sugerem que essas células estavam em processo de maturagao. O estudo
de Nakazawa e colaboradores (2014) demonstrou a importancia da histamina para a
maturagcdo dos MCs, em que camundongos deficientes em histidina descarboxilase,
apresentaram diminuicdo na expressdo da quimase. Além disso, outro estudo
indicou que a quimase é a primeira protease a ser expressa em grandes
quantidades por MCs (MA et al., 2008), corroborando mais uma vez com o indicio de
maturacao dessas células no periodo de 7 a 14 dias.

Diversos estudos associam a quimase a formacao de fibroses e queloides. Em
co-cultura de MCs e fibroblastos, foi verificada a liberacdo de FGF e triptase pelos
MCs e o aumento em espessura da matriz de colageno onde as células foram
cultivadas (ARTUC et al., 2002). Outra investigagdo in vitro, demostrou que a
quimase também promove a proliferacdo de fibroblastos oriundos de pele humana
de maneira dose-dependente (DONG et al.,, 2012). Em outros trabalhos, foi
observado que a quimase facilita a transducdao de fatores de crescimento por

fibroblastos, bem como a maior expressao dessa protease e aumento do numero de
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MCQs em queloides (DONG et al., 2013, 2014, 2015). Diferentemente, Hermes e
colaboradores (2000) encontraram diminuicdo do numero de MCQs e aumento da
atividade de triptase em cicatrizes quando comparadas a pele normal humana.
Ainda, a superexpressdo de triptase € considerada um biomarcador para a
mastocitose (PEJLER et al., 2011).

Outra fungao relacionada as proteases triptase e quimase, € a alteragdo de
proteinas para suas formas ativas. Estudos indicam que a quimase pode estar
envolvida na clivagem de pro-IL-1B para IL-1p, transformando-a na sua forma ativa
(GABAY, LAMACCHIA, PALMER, 2010), o que esta de acordo com a maior
quantidade de MCQs positivos observados nos animais controle, na fase final do
processo de reparo. Outras investigac¢des in vitro demonstram que a quimase cliva a
sequencia N-terminal que inativa a colagenase (SAARINEN et al., 1994). A quimase
também é importante no processo de ativagdo da pro-MMP2 e da pro-MMP9
(WELLER et al., 2006), enquanto a triptase possui fungdes similares em relagdo a
pro-MMP3 e pro-MMP13 (WERNERSSON, PEJLER, 2014).

Deste modo, nossos resultados reforgam que a heterogeneidade dos MCs nos
diferentes periodos e em resposta ao tratamento com a SDP 1% esta relacionada ao
microambiente celular, indicando que os MCs participaram ativamente do processo
de remodelagédo da MEC recém sintetizada no reparo da lesdo térmica.

Ao realizar a analise da expressao da AnxA1, observamos que os MCs
também apresentaram imunorreatividade para a proteina, principalmente na fase
inflamatoria, tanto no grupo controle como no grupo tratado. Pesquisas mostraram
que os MCs armazenam a AnxA1 (OLIANI et al., 2000; KAMAL, FLOWER,
PERRETTI, 2005; D’ACQUISTO, PERRETTI, FLOWER, 2008; PAULA et al., 2015)
podendo aumentar sua sintese em processos inflamatérios (KAMAL, FLOWER,
PERRETTI, 2005). Ainda, em animais deficientes em AnxA1 (AnxA1"'), foi
observada redugao na desgranulagdo dos MCs (D’AQUISTO, PERRETTI, FLOWER,
2008). Assim nossos resultados sugerem que a AnxA1 pode estar envolvida na
ativacdo dessas células bem como na liberacdo da proteinas para o meio
extracelular.

Na sequéncia dos nossos estudos, e diante da importancia da proteina AnxA1
nos processos inflamatério, de angiogénese, diferenciagcdo e proliferagcdo de
diversos tipos celulares (LIM, PERVAIZ, 2007; COTE et al., 2010; GIROL et al.,
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2013), avaliamos a expressao da AnxA1 na pele, durante a evolugédo do processo de
reparo, nos grupos tratados ou ndo com a pomada SDP 1%.

Na pele, analisamos separadamente a expressdo da Anxal na epiderme e na
derme. Nossas analises indicaram a expressdo da AnxA1 na pele normal e em todas
as fases de reparo da lesdo. Na pele normal, a imunomarcagao foi fraca, e em
conformidade com trabalhos anteriores (BASTIAN et al., 1993; SATO-MATSUMURA
et al., 1996). Entretanto, durante o processo de cicatrizagdo, verificamos expressao
variavel da proteina, que foi observada fortemente expressa na derme e em trechos
de reepitelizagdo nas fases iniciais do reparo, com aumento da imunomarcacéo da
AnxA1 no grupo controle aos 3 dias apds injuria e no grupo SDP no dia 7. Esses
resultados relacionam a expressao da AnxA1 com o processo inflamatdrio inicial
corroborando com pesquisas realizadas em outros modelos animais (PATEL, 2008;
GIROL et al., 2013).

A expressdo aumentada da proteina, aos 7 dias apods injuria, esta de acordo
com trabalhos anteriores que demonstraram participacdo da AnxA1 no processo de
proliferagdo celular (LIM, PERVAIZ, 2007; GAVINS; HICKEY, 2012). Testes in vivo
e in vitro, indicaram que a AnxA1 promove fechamento de lesdes provocadas em
epitélio intestinal (LEONI et al., 2013, 2015). A importancia da proteina nos
processos de migracao e proliferagdo do endotélio de vasos foi explorada em outra
investigacdo (COTE et al., 2010). Ainda, na pele, em diferentes processos
patolégicos como em inflamagdes e neoplasias, ocorre modulagado na expressao da
AnxA1 (BOUDHRAA et al., 2014a; SATO-MATSUMURA et al.,, 1996), que esta
envolvida também na diferenciacdo de queratinocitos (BASTIAN et al., 1993) e no
processo de quenatinizagao e estratificagcdo (SATO-MATSUMURA et al., 2000). Um
estudo in vitro, demonstrou que a AnxA1 atua na migragao de fibroblastos de pele
normal humana (linhagem WS1), pois o tratamento com o peptideo mimético da
AnxA1, Ac2-26 aumentou a motilidade dessas células em cultura e, o uso de
anticorpo bloqueador da AnxA1, promoveu a reducdo da motilidade dos fibroblastos
(BIZZARRO et al., 2012).

Embora a IL-6 possa induzir a expresséo de AnxA1 (D’AQUISTO, PERRETTI,
FLOWER, 2008), por sua vez, a AnxA1 também pode reduzir a expresséo de TNF-a
e IL-6 (JIA et al.,, 2013), o que explica a modulagdo dessa citocina durante o
processo de reparo, principalmente aos 7 dias da injuria € no grupo tratado com

SDP 1%. Ainda, nas nossas 0 observagdes, constatamos aumento dos niveis da IL-
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10 nas fases aguda e de proliferagédo celular, coincidindo com as fases nas quais a
proteina AnxA1 também foi bastante expressa nas lesdes. Ferlazzo e colaboradores
(2003) observaram que, em cultivo de macréfagos com lipopolissacarideo (LPS), o
tratamento com o peptideo mimético da AnxA1, induziu liberagao de IL-10 de modo
dose dependente, evidenciando que, parte da mediagado anti-inflamatéria da AnxA1
€ devida ao estimulo da expressdo de IL-10. Sendo assim, nossos resultados
sugerem que a proteina AnxA1 e a IL-10 atuam em conjunto no processo de
cicatrizacado das queimaduras.

Aos 14 dias do processo, apoés reepitelizacdo completa da lesdo e no inicio da
fase de proliferacédo da MEC, ocorreu diminuicdo da imunorreatividade da AnxA1 em
ambos os grupos. Na fase seguinte, no dia 21, observamos a imunomarcagao mais
forte da AnxA1 nos grupos tratados com SDP 1%, tanto na epiderme como na
derme, especialmente em regides epiteliais, proximas a neogénese dos foliculos
pilosos e glandulas anexas. A presenca da AnxA1 no ducto de glandulas
sudoriparas detectada por hibridizagao in situ foi demonstrada em outra investigagcéo
(SATO-MATSUMURA et al., 1996).

Além disso, diversos estudos contribuiram para o entendimento das
propriedades antifibroticas da AnxA1 (TSAO et al., 1998; KUROSU et al., 2008;
GUO et al., 2010; BIZZARRO et al., 2012) na matriz de diferentes érgédos, tanto por
diminuir a inflamacéo e consequente desenvolvimento de fibrose (DAMAZO et al.,
2011) como por atuar diretamente no fendétipo dos fibroblastos (NEYMEYER et al.;
TRENTIN et al., 2015).

Em modelo de fibrose pulmonar, animais AnxA1” desenvolvem processo
inflamatério mais intenso e formacdo de tecido fibrético no pulmdo quando
comparados aos animais selvagens. Nesse trabalho, os animais AnxA17
apresentaram maiores dosagens de TNF-a e TGF-f1 no sangue e no lavado
broncoalveolar e mais hidroxiprolina na analise bioquimica do tecido, evidenciando a
importancia da AnxA1 endégena para o controle do processo fibrético (DAMAZO et
al., 2011). O papel protetor do peptideo Ac2-26 contra a fibrose pulmonar também
foi observado na silicose experimental (TRENTIN et al., 2015). O tratamento com o
peptideo reduziu a infiltragdo de leucdcitos, a formagao de granuloma, a deposi¢cao
de colageno e a expressdo de a-actina de musculo liso (a-SMA), marcador de

miofibroblastos. Ainda no mesmo trabalho, os pesquisadores desenvolveram
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cocultura de fibroblastos com o Ac2-26 e observaram redugdo da expressao de
colageno e MCP-1 de modo dose dependente.

Recentemente, Neymeyer e colaboradores (2015), utilizando RT-qPCR,
observaram que ratos com doenca renal crénica transcrevem o triplo dos genes de
AnxA1 e TGF-31 do que ratos saudaveis. No mesmo trabalho, ao tratar fibroblastos
isolados de rim com TGF-B1, houve grande aumento da expressédo de a-SMA e
Colageno1A1, porém ao induzir a superexpressao de AnxA1 com transfeccgao
plasmidial nessas células, a expressdo de a-SMA e Colageno1A1 foi reduzida,
evidenciando, mais uma vez, a importancia da proteina AnxA1 na modulacdo na
atividade de fibroblastos. Desse modo, nossos resultados indicam o papel da AnxA1
no reparo tecidual em queimaduras tanto na regeneracgao epitelial como na protecao
contra formacao de queloides

De modo geral, nossos estudos revelaram que a desgranulagdo dos MCs nas
fases iniciais € importante para a modulagdo do microambiente com a liberagédo das
proteases triptase e quimase, da proteina AnxA1 e estimulo para liberacdo dos
mediadores quimicos, tais como TNF-qa, IL-1B, IL-6, IL-10 e MCP-1. Ainda, nossas
analises indicam que o tratamento com a SDP 1% promove o repovoamento mais
lento do tecido pelos MCs, controlando principalmente os MCs quimase positivos, o
que pode exercer efeito protetor contra a formacao de queloides. Além disso, nossas
analises revelaram a maior expressao da proteina AnxA1 especialmente nos grupos
tratados, concomitante aos processos de proliferacdo e diferenciacdo de
queratinécitos e remodelacdo da derme, com possibilidade de agao antifibrética.

Em conjunto, nossos dados mostram a modulagdo do numero, estado de
ativagdo, maturidade e heterogeneidade dos MCs, bem como a relagdo dessas
células com a expressao da AnxA1 e de mediadores pré e anti-inflamatdérios durante
0 processo de reparo tecidual em modelo de queimadura de segundo grau e
poderdo auxiliar no desenvolvimento futuro de alternativas terapéuticas para o

tratamento de lesbes cutaneas.
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VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos, nas condi¢des propostas, permitem concluir que:

1. Os MCs diminuem em quantidade na fase de inflamagdo aguda,
aumentam na fase de proliferacdo celular em estado de ativagédo e
aparecem inativos na fase de remodelagdo do tecido. Ainda, o
tratamento com a pomada SDP 1% é capaz de impedir a proliferagéo de
MCs nas fases finais do reparo da lesao.

2. Os MCs repovoam a derme e terminam seu processo de maturagao
entre as fases de proliferacdo e remodelamento da lesao.

3. Os MCTs e MCQs diminuem nas primeiras fases do processo cicatricial
em relacdo a pele normal. Na fase final do processo cicatricial, o grupo
controle apresentou grande numero de MCQs, e ambos os grupos
apresentaram poucos MCTs.

4. Os MCs aumentam a expressao de AnxA1 na fase aguda da inflamagao,
durante o reparo da leséo.

5. A proteina AnxA1 apresentou aumento na sua expressado nas primeiras
fases do processo de reparo em ambos 0s grupos, e, no grupo tratado
com SPD 1%, na fase de remodelacéo.

6. No processo de reparo da lesdo, os niveis das citocinas IL-13 e IL-10
aumentam nas fases aguda e de proliferagao celular. Enquanto, TNF-a e
IL-6 superexpressam na fase de proliferagao celular.

7. O tratamento com SDP 1% reduziu a expressao de TNF-a em 7 dias e
de IL-1B em 14 dias de cicatrizacao e, aumentou a expressao de IL-10
em 7 dias.

8. Os maiores niveis da quimiocina MCP-1 foram concomitantes ao
aumento do numero de macrofagos nas fases aguda e de proliferacéo

celular no processo de cicatrizagao.

Associadas, essas conclusdes mostram a importancia dos MCs e da AnxA1 na
fisiologia da pele normal e durante o processo de cicatrizagdo em queimaduras de
segundo grau. Desse modo, os nossos resultados apontam essas células e a

proteina como alvos promissores no manejo de lesdes cutaneas por queimadura.
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Abstract

Mast cells (MCs) participate in all stages of skin healing and one of their mediators is the
Annexin Al protein (AnxAl), linked to inflammation, proliferation, migration and apoptosis
processes, but yet not studied in thermal burns. Therefore, our objectives were to evaluate the
behavior of MCs and AnxAl in a second degree burn model, treated or not with silver
sulfadiazine 1% (SDP 1%) and associated to macrophages quantification and cytokines
dosage. MCs counts showed few cells in the early stages of repair but increased MCs in the
final phases in the untreated group. The normal skin presented numerous MCs tryptase
positive (MCT) that were reduced after burning in all analyzed periods. Differently, few MCs
chymase positive (MCC) were observed in the early stages of healing, however, increased
MCQs were found at the final phase in the untreated group. MCs also showed high
immunoreactivity for AnxA1 on day 3 in both groups. In the tissue, there was a strong protein
expression in the early stages of healing, but in the final phases only in the SDP treated
animals. TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 and MCP-1 levels and macrophages quantification were
increased in inflammation and reepithelialization phases. Reduced IL-1f3, IL-6 and IL-10
levels and numerous macrophages occurred in the treated animals during tissue repair. Our
results indicate modulation in the profile of MCs and AnxAlexpression during healing by the

treatment with SDP 1%, pointing them as targets for therapeutic interventions on skin burns.

Keywords: skin, healing, tryptase, chymase, interleukins



76

Introduction

The tissue repair process in the healing of burns can be divided into phases of
inflammation, proliferation and maturation, where each stage orchestrates the beginning of the
next phase (1-4). The maturation phase is characterized by neogenesis of the epithelial
appendages and the extracellular matrix (ECM) remodeling, but pathological scars may be
formed due to excessive collagen synthesis (1).

Among the mediators involved in inflammation there are the pro-inflammatory
cytokines interleukin-1 beta (IL-1p), IL-6, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)) and the anti-
inflammatory cytokine IL-10, which differ in their expression during wound healing (5-7).
The initial phase also involves the release of monocytes chemoattractant protein-1 (MCP-1),
that attracts macrophages and mast cells (MCs) (8,9).

The MCs have important functions in the different wound repair phases (10). In the
process of degranulation, MCs release chemotactic factors and specific proteases, such as
tryptase and chymase, to the ECM (11-13). The variable expression of proteases has led to
the recognition of MCs subpopulations in humans and murines (14,15). Moreover, studies
have indicated that the granules of MC store the protein annexin Al (AnxAl) (16,17), the first
cloned member of the superfamily of annexins. The annexins are grouped according to their
structural characteristics, and display a central domain consisting of four replicates of 60 to 70
amino acids each, with affinity for Ca’" and connected to a N-terminal sequence, which
confers specificity of action for each member of the superfamily (18). The AnxAl protein
presents various functions related to inflammation (19,20) growth (21), migration, cell
proliferation and differentiation, besides membrane transport and apoptosis (20,22). However,
there are no known reports on the expression and function of AnxA1 in the repair of burns.

As MCs and AnxAl have been little explored in burns, the aim of this study was to
analyze the profile of these cells by the assessment of their number and heterogeneity for
tryptase and chymase, and also to evaluate the expression of AnxA1l in MCs and in skin flaps
in a second degree burn model using the silver sulfadiazine at 1% (SDP 1%), considered the
standard treatment for partial thickness burns (23,24). The results of these analyses may be
useful for better understanding the wound healing and afford the development of new

therapeutic strategies for burned patients.
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Materials and methods

Animals

Wistar rats (n=40) weighing approximately 250g were obtained from the Integrated
College Padre Albino Foundation (FIPA). The animals were kept in cages in a controlled
environment (24 to 25°C, 12h light/dark cycle) with water and food ad libitum. The
experiments were conducted after approval and in accordance with the rules of the Ethics

Committee for Animal Use of FIPA (Protocol 12/14).

Experimental model of burn and treatment protocols

The animals were anesthetized intraperitoneally with 0,2mL/100g of ketamine and
0,05mL/100g of xylazine and submitted to trichotomy of the dorsal region for applying a
metal block with dimensions of 2x2cm? water heated to 100°C, for 10 seconds (25).
Immediately after the trauma, the lesions were covered with gauze moistened in cold saline
solution. The animals were given analgesic codeine (1mL/kg) immediately after the injury
induction, by gavage, and in the next days the analgesic was offered diluted in the drinking
water. The control of water intake and weight of the animals was daily performed.

The topical treatments were begun 24h after the induction of burns. Control groups of
animals (C Groups) were treated with a daily application of saline and the treated groups
received daily administrations of SDP 1% (SDP Groups). Control and treated animals were
euthanized by overdose of isoflurane, for removal of lesions after 3, 7, 14 and 21 days of

injury (n=5/group). Normal skin flaps (n=5) were also taken from control animals (N Group).

Quantitative analysis of cytokine levels

Fragments from all groups were macerated in liquid nitrogen and added 650uL of a
solution containing protease and phosphatase inhibitors (Merck, Millipore Corporation, USA)
following the manufacturer's instructions. The material was incubated for 20 minutes at 4°C
under constant agitation and then centrifuged at 14.000 RPM for 10 minutes at 4°C. The
supernatants were collected and frozen at -80°C.

TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 and MCP-1 were quantified in the supernatant using the
MILLIPLEX MAP Kit (RECYTMAG-65K; Merck Millipore Corporation, USA) and
analyzed on the Luminex xXMAP MAGPIX device (Merck Millipore Corporation, USA). The
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concentration of the analytes was determined by the MAGPIX xPONENT Software and

expressed in pg/mL.

Histopathological analysis and quantification of cells

Fragments of normal skin and lesions were fixed in 4% formalin, processed for
inclusion in paraffin and sectioned at Sum for histopathologic, quantitative and
immunohistochemical analysis. The repair process was evaluated histologically by
Hematoxylin-Eosin (HE) and the organization of the collagen fibers was evidenced by
Picrosirius Polarization method.

MCs were stained with 0.1% toluidine blue (TB+ MCs) and evaluated according to
their morphological characteristics in intact or degranulated. The histamine accumulation by
MCs was evidenced after staining with 2.5% Safranin-O (S-O+ MCs) (26). The quantification
of MCs in the skin fragments was performed in 10 images per slide obtained by 40X objective
in a Leica microscope (DM500). The areas of each tissue were obtained using the Leica

Image Analysis Software.

Dilutions of the primary antibodies for immunohistochemical analysis
1. Mouse polyclonal anti-AnxA1 (1:700 for the stroma/epithelium within
20 hours of incubation and 1:400 for MCs within 4 hours of incubation; Merck

Millipore Corporation, USA).

2. Mouse monoclonal anti-Chymase (1:100; Abcam, USA) and mouse
monoclonal anti-Tryptase (1:3000; Merck Millipore Corporation, USA) within 4 hours

of incubation.

3. Mouse monoclonal anti-rat monocyte/macrophages (1:150, Merck

Millipore Corporation, USA) within 4 hours of incubation.

Immunohistochemical analysis

Sections of the different samples were prepared on gelatinized slides and then
deparaffinized, rehydrated, and after antigen retrieval (citrate buffer pH 6.0 at 96°C for 20
minutes) and blocking of endogenous peroxidase, they were incubated in a humid chamber at
4°C with the primary antibody diluted in 1% BSA. After, the sections were incubated with

secondary biotinylated antibody, revealed with DAB substrate and counterstained with
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Hematoxylin. The negative control reaction was obtained by omitting the primary antibody.
The analysis of AnxA1 protein expression in epithelium and stroma from skin fragments was
performed by optical densitometry (arbitrary units from 0 to 255) by the program Leica Image
Analysis. Densitometric analysis of AnxAl expression in the cytoplasm of MCs was
performed on 10 cells from each sample. The immunoreactive MCs for tryptase (MCT) or

chymase (MCC) and macrophages were quantified as previously described.

Statistical analysis

The results were submitted previously to descriptive analysis and determination of
normality, then compared by analysis of variance (ANOVA-two way) and Bonferroni post-
test. All values were expressed as mean = S.E.M. and P values less than 0.05 were considered

statistically significant.
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Results

Better healing of the second degree burn lesion after SDP 1% treatment

The histopathological analysis confirmed the characteristics of second degree burns
(Fig. 1a2, b2) and, together with the macroscopic analysis, showed the best evolution of the
wounds in the SDP groups (Fig. 1f, h). During the wound healing process, after 3 days of the
burn induction, common characteristics of the inflammation phase, as the influx of leukocytes
and adipocytes proliferation were observed (Fig. 1a2, b2). After 7 days, a re-epithelialization
process was verified, featuring the cellular proliferation phase (Fig. 1¢2, d2), whereas 14 days
post injury (Fig. le, f), the proliferation of the ECM was evident, and on day 21 (Fig. 1g, h),
the remodeling phase was characterized with formation of epithelial appendages, epidermis
and dermis restructuring and changes in the patterns of birefringence of collagen fibers,
observed after polarization, indicating reorganization, especially in the skin of the animals

treated with SDP 1% (Fig. 1h).

Cytokines and macrophages are modulated during the tissue repair process

The TNF-a quantification showed after 3 days of injury a significant increase (p<0,05)
only in C3 group compared to N (N: 7.78 + 2.29; C3: 52.13 + 18.92; Fig. 2a) while on day 7,
higher TNF-a levels were found in both groups compared to N (p<0,001) and also to previous
phase (C7: 154.18 + 27.14, p<0.001 vs C3; SDP7: 143.98 + 31.91, p<0.001 vs SDP3; Fig.
2a).

The IL-1PB dosages indicated a significant increase in both groups, on days 3 and 7
compared to N group (N: 224.22 + 21.21; C3: 530.64 + 94.37; p<0.05; SDP3: 582.94 +
99.01; p<0.01; C7: 641.79 £ 122.76; p<0.01; SDP7: 684.68 + 140.04; p<0.001; Fig. 2b).
Interestingly, in the next period, there was higher amount of this cytokine in the C14 group in
relation to N (p<0.001) and reduction of these levels in SDP14 group compared to the
previous phase (p<(0.05) and the control group (C14: 901.29 + 70.61; SDP14: 314.39 + 79.83,
p<0.001 vs C14; Fig 2b).

Regarding the IL-6, overexpression (p<0.001) of this cytokine was observed in the
lesions collected on day 7 compared to N (N: 0.49 + 0.02; C7: 9192.64 + 2743.42; SDP7:
5100.97 £ 1600.30; Fig. 2¢), with lower dosage in SDP7 (p<0.001) compared to C7 group.

The quantification of IL-10 showed higher levels in the inflammation (N: 15.67 =+
12.76, C3: 157.19 £ 21.29, p<0.05; SDP3: 262.90 + 68.59; p<0.001; Fig. 2d) and cell
proliferation phases (C7: 347.06 + 63.59; p<0.001; SDP7: 202.02 + 66.58; p<0.01; Fig. 2d),
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in relation to N. Again, the treatment with SDP 1% reduced the cytokine levels on day 7
compared to control (p<0.01).

Finally, the dosages of the MCP-1 chemokine showed elevated levels (p<0.001) on
days 3 and 7 of the healing process in relation to N (N: 100.27 + 50.95; C3: 6525.44 +
1569.07; SDP3: 8051.84 + 1520.58; C7: 6774.98 = 467.06; SDP7: 6796.24 + 845.05; Fig. 2e).
Similarly, in the quantification of macrophages (Fig. 2g), there was an increase (p<0.001) in
the number of these cells in both groups 3 days after the injury compared to N (N: 16.15 +
4.43; C3: 60 + 19.41; SDP3: 75 + 22.68; Fig. 2f). However, in the next phase, only the SDP7
group numerous macrophages compared to N (SDP7 70 + 5.77; p<0.001; Fig. 2f).

Treatment with SDP 1% modulates the number and morphology of the MCs

Quantification of MCs showed a large number of intact cells in N (N: 74.91 + 5.84; Fig.
3a, g). On days 3 and 7, in both groups, there was a significant decrease in the total number
of MCs compared to N (C3: 30.94 + 4.89; SDP3: 18.28 + 3.08; p<0.001: 80.01 £ 6.01; C7:
18.51 = 8.12; SDP7: 39.55 + 13.29 p<0.01; Fig. 3b, c, g). In the SDP group, the MCs were
observed mostly degranulated 7 days post injury (SDP7: 32.73 £ 22.55, p<0.05 vs N: 5.09 +
1.97; Fig. 3h).

In the final phases of repair, the amount of MCs increased only in C group. These cells
were observed, mostly degranulated 14 days post injury (C14: 59.88 + 12.87 p<0.05 vs
SDP14: 38.31 + 9.55; Fig. 3d, h), but intact after 21 days (C21: 53.75 £+ 6.81 p<0.001 vs
SDP21: 15.66 + 5.66; Fig. 3f, h).

Histamine storage by mast cells during healing

After observing the modulation promoted by SDP 1% in MCs, we analyzed the
histamine accumulation in the citoplasmatic granules of MCs, during the tissue repair by
reaction to S-O (Fig. 3j) (26). Then, the quantification of the TB+ MCs was compared to the
MCs S-O+ (Fig. 3i).

Numerous S-O+ MCs were observed in N (S-O+: 70 £ 7.01; Fig. 31). In the lesions, it
occurred a marked difference between TB+ MCs and S-O+ MCs on day 7 only in the SDP
group (SDP7 TB+: 39.55 £ 29.73 p<0.01 vs SDP7 S-O+: 3.94 + 1.28; Fig. 31) and on day 14
in both groups (C14 TB+: 76 = 13.14 p<0.01 vs C14 S-O+: 42.17 = 10.51; SDP14 TB+: 41.9
+ 11.01 p<0.05 vs SDP14 S-O+: 20.83 £ 5; Fig. 31), matching the periods in which the MCs
showed up mostly degranulated, that indicates low accumulation of histamine by MCs, in

these periods.
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Treatment with the SDP 1% influences the heterogeneity of MCs

To analyze the heterogeneity of MCs during the healing process these cells were
quantified after immunohistochemistry for the tryptase (MCT; Fig. 2k) and chymase (MCC;
Fig. 21). In the N group, the MCs were mostly tryptase + (MCT: 33.3 + 4.79; Fig. 3m MCC:
18.7 = 2.1; Fig. 3n).

At all stages of tissue repair it was observed reduction of MCTs in both groups
compared to N, with greater differences (p<0.001) in the early stages (C3: 8.5 £ 2.57; SDP3:
1.5 £ 0.61; C7: 15 £ 5.68; SDP7: 2.5 + 1.93; Fig 3m) than the final stages of repair (C14:
18.65 + 7.81; p<0.05 vs N; SDP14: 10.5 £+ 4.56; p<0.01 vs N; C21: 18.75 £ 9.60; p<0,05 vs
N; SDP21: 13.12 £ 2.77; p<0.01 vs N; Fig 3m).

On day 3 of the healing, there was a reduction in the number of MCCs (p<0.001),
compared to N group (C3: 4 + 1.27; SDP3: 0.87 + 0.52; Fig. 3n), but after 7 days of injury the
amount of MCCs was reduced (p<0.05) only in SDP7 compared to N group (C7: 12.5 £ 4.67;
SDP7: 2.8 + 1.64; Fig. 3n). On day 14, the treated group showed fewer MCCs (p<0.01)
compared to C14 (C14: 24.75 £ 5.37; SDP14: 5 + 2.23; Fig. 3n). Finally, after 21 days of burn
lesion, increased MCCs were found in C21 group in relation to the other groups (C21: 60 +
21.21, p<0.001 vs N and p<0.01 vs C14; SDP21: 18.75 + 5.90, p<0.001 vs C21; Fig. 3n).

The expression of AnxAl in the cytoplasm of MCs, epidermis and dermis varies during
the wound healing

In the cytoplasm of MCs it was observed reactivity for the AnxA1 protein (Fig. 4] and
4m). The densitometric analysis showed increased immunostaining for AnxAl (p<0.001) in
the phase of inflammation, in C3 and SDP3 groups, compared to the others (Fig. 4k). The
specificity of the immunolabeling was checked by control of the reaction and the
counterstaining with TB in serial sections.

In the tissues, there was reduced AnxAl protein expression in the normal skin (Fig. 4g,
1, j). After burn, on day 3 (Fig. 4a, b), the expression of AnxA1l was increased (p<0.001) in
both groups in the epithelium (Fig. 4i) and stroma (Fig. 4j) compared to N, especially in the
C3 group (p<0.05; Fig. 41, ]).

On day 7, the AnxA1 expression remained increased with respect to N (Fig. 4c, d), in
regions of reepithelization (C7: p<0.05; SDP7: p<0.001; Fig. 41) and in the dermis (p<0.001,
Fig 4j). However, the SDP7 group showed higher immunostaining for AnxA1l compared to
C7 group (p<0.05; Fig. 41, 4j).
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After 14 days of injury the immunoreaction for AnxA1 was high only in the epithelium
in C (p<0.01) and SDP groups (p<0.05) compared to N (Fig. 4i). Thereafter, further increase
of the protein expression occurred in SDP21 group (Fig. 4f) compared to N and C21 groups
(Fig. 4e) in the dermis (SDP21: p<0.001 vs N; p<0.05 vs C21; Fig. 4j) and epidermis
(p<0.001 vs N and C21; Fig 4i) especially observed near the epithelial appendages

development.
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Discussion

Histopathological findings confirmed the depth of the injury as a superficial second
degree burn (25) and also the best regeneration in the treated group (23,27). Furthermore, at
21 days of the repair process, the analysis of the lesions showed formation of epithelial
appendages, especially in the SDP group. The appendages are functional parts of the skin,
therefore a fast regeneration is important to the restoration of normal anatomy, structure and
function (4).

Next, knowing the importance of the inflammatory mediators, levels of TNF-a, IL-1p,
IL-6, IL-10 and MCP-1 were quantified in the supernatant of the macerated fragments. On
days 3 and 7, the dosages of IL-1P3, IL-10 and MCP-1 were increased compared to normal
skin. Differently, the higher levels of IL-6 were observed only 7 days post injury. While the
TNF-a dosages were elevated in both burned groups on day 7 but on day 3 only in the control
group. Increased levels of IL-1p were also found in the control group 14 days after injury. The
results of our measurements are consistent with other studies in skin burns (5-9,28).

The pro-inflammatory cytokines TNF-a, IL-1p and IL-6 and the chemokine MCP-1 are
important for leukocyte recruitment and re-epithelialization (8), nevertheless the prolonged
inflammation can be harmful (23). However, our evaluations showed that the treatment with
SDP 1% decreased levels of IL-6 and IL-1p and increased the dosage of MCP-1 on day 7.
Besides, the macrophage quantification followed the cytokines levels. In an in vitro study, the
dosage of MCP-1 was decreased in fibroblasts derived from keloids, emphasizing the
protective role of MCP-1 in the healing process (29). This chemokine is released primarily by
keratinocytes near the injury and recruit monocytes, macrophages, lymphocytes and also MCs
(8,9).

After verifying that the model used in this study was suitable for the induction of second
degree burns, we proceed to the analysis of MCs. The MCs were observed in large quantities
and mainly intact in the dermis of the normal skin, with a significant reduction of total
number on days 3 and 7 after injury, as in other investigations (3,12,30). In addition, mice
deficient in MCs presented an impaired skin wound closure, indicating the importance of the
mediators of these cells to this process (31).

Later, in the following phases, there was an increase of MCs number in the untreated
group, as also observed in other studies (12,30). The MCs were found especially degranulated

on day 14, but intact 21 days after injury in the control group. The reduction of these cells in
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the treated group may be related to the leukopenic property of SDP, due to cytotoxicity
promoted by the drug components to stem cells from bone marrow (23,32).

Several in vivo and in vitro studies have linked the heightened presence of MCs with
the proliferation of fibroblasts and formation of keloids (33—37). Thus, the control of MCs
proliferation in the repair of the skin lesion is an important therapeutic strategy in the
treatment of burn patients. Still, in the later stages of healing, it was observed decrease in the
number of macrophages and increased in the number of MCs (3), characteristics which were
also observed in our cell quantifications.

With that in mind, following the investigation, we studied the histamine accumulation
and heterogeneity of MCs. The process of histamine accumulation was verified by S-O+
MCs, comparing these cells to TB+ MCs. Our results showed differences in the number of
MCs TB+ and S-O+ in the same periods in which these cells were found to be active,
corroborating that the MCs were still releasing the content of their granules in these periods.

Regarding the heterogeneity of MCs for tryptase and chymase, after 3 days of burn,
decreased immunoreactive cells were observed for both proteases. The reduction in the
number of MCTs remained in all examined periods of wound healing. These results are in
agreement to another study (38) that showed the reduction of MCTs and MCCs in human skin
recent wounds. The same study found increased tryptase activity in older scars when
compared to normal human skin. In addition, tryptase is considered a biomarker for
mastocytosis (39). Given the MCCs, our analysis showed reduced cells in the initial phases,
but numerous MCCs were observed in the lesions from day 14. In the lesions of the untreated
groups the increased MCCs in the late phases of repair matches with the elevated IL-1p levels
found in our quantifications and are in line with studies that indicate the involvement of
chymase in the cleavage of pro-IL-1B to IL-1p, activating it (40). Furthermore, these results
indicate the relation between the MC histamine storage and chymase accumulation and are in
agreement with a study that demonstrated the importance of histamine to the maturation of
MCs and accumulation of proteases (26). Additionally, other in vitro study demonstrated that
during MC maturation process, the chymase is expressed by most cells and in larger
quantities than tryptase (41), indicating again that, in our model, these cells are in the process
of infiltration and maturation in the newly regenerated tissue.

Besides that, several studies associate the chymase to the formation of fibrosis and
keloids (10,34,35,42,43). While other investigations indicate that both tryptase and chymase
are important for collagen degradation (13,31,38,44). Thus, our results reinforce that the

heterogeneity of MCs, in different periods and in response to treatment with SDP 1%, is
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related to their function in the cellular microenvironment, indicating that the MCs actively
participate in the remodeling phase of the repair process.

Continuing our study, we evaluated the expression of AnxAl in the MCs cytoplasm,
during tissue healing and normal skin. Our evaluations, showed strong MC immunoreactivity
for the protein, mainly in the inflammatory phase, on day 3, in both groups. These results are
in accordance to different investigations that also showed the presence of AnxAl in the
granules of MCs (16—18,45) with increased synthesis during the inflammatory processes (45).

In the tissue evaluations, a weak immunostaining was found in normal skin, in
accordance with previous studies (46,47). However, an increased AnxAl expression was
observed in both groups on 3 and 7 days after injury. These results relate the expression of
AnxAT to the inflammatory process corroborating with other researches in different models of
inflammation (19,48) and are also in agreement with studies that have shown the participation
of AnxAl in the process of cellular proliferation (20). Studies have indicated the importance
of AnxAl to the closure of intestinal epithelium lesions (49,50), migration and proliferation
of endothelial cells (21), differentiation of keratinocytes (46) and their stratification and
keratinization (51) and also in the motility of fibroblasts (52).

In the remodeling phase, on day 21, higher immunostaining for AnxA1 was observed in
the SDP group, both in the stroma and epithelial regions, especially close to the neogenesis of
hair follicles and glands. The presence of AnxAl was detected in the duct of sweat glands,
demonstrated by in situ hybridization, in another research (47). In addition, studies have
contributed to the understanding of the AnxA 1 antifibrotic properties in the matrix of different
organs, by decreasing inflammation and subsequent development of fibrosis (53) or by acting
directly on the phenotype of fibroblasts (54,55). Therefore, our results indicate the role of
AnxAl in tissue repair in burns both in epithelial regeneration as in the protection against
keloid formation.

Moreover, IL-6 and TNF-a can be linked to AnxAl expression (22). Although IL-6 can
induce the expression of AnxAl (18), in turn, the AnxAl can equally reduce TNF-a and IL-6
expressions (56), which explains the modulation of these cytokines during the repair process
afetr 7 days of injury and in the SDP group, when the AnxA1 expression was increased. Our
observations also indicated increase in IL-10 levels in the phases of inflammation and cell
proliferation, that is again coincident with the phases in which the AnxA1l protein expression
is higher in the lesions. While pro-inflammatory cytokines perpetuate inflammation, other

mechanisms operate to regulate this activity, such as IL-10 (8), and AnxA1l protein (20,22).
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Thus, our results suggest that AnxAl protein and IL-10 act together in the burn healing
process.

In general, our investigation revealed that degranulation of MCs in the early phases of
wound healing is important for modulation of the microenvironment with the secretion of
proteases and the AnxA1 protein, which may stimulate the release of chemical mediators such
as TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10 and MCP-1. Furthermore, our analysis showed that treatment
with SDP 1% promotes slower repopulation of the tissue by MCs, controlling mainly MCCs,
which may exert a protective effect against the formation of keloids. In addition, our studies
revealed increased expression of the protein AnxAl especially in the treated group,
concomitant to keratinocytes proliferation and differentiation and also stromal remodeling,
with the possibility of anti-fibrotic action.

All together, our data show modulation in the number, degranulation state, maturity and
heterogeneity of MCs, and the relation of these cells with the AnxAl and cytokines
expression during the tissue repair process in a model of second degree burn. Thereby, MCs
and AnxA1 can be considered as targets for the development of new strategies in the healing

of burned patients.
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Figure Legends

Figure 1.

Macroscopic and histopathologic analysis of the healing process in a second degree
burn. (a) C3 and (b) SDP3, inflammation phases, with leukocytes influx and presence of
adipocytes in both groups. (¢) C7 and (d) SDP7, proliferation phase with re-epithelialization
(arrows). Up to 7 days weakly stained collagen fibers (a3, b3, c3 and d3) and low birefringent
after polarization (a4, b4, c4 and d4) in the dermis of both groups. (¢) C14 and (f) SDP14,
complete re-epithelialization and fast healing in SDP 1% group (el and fl). Dermis and
hypodermis (e2, f2 - arrows) are better organized and collagen fibers more strongly stained in
the group treated with SDP 1% (e3, 13). (g) C21 and (h) SDP21, remodeling phase, the
epithelial attachments (g1, hl, g2, h2 - arrows) may be observed in larger amount and with
increased birefringence under polarized light in the groups treated with SDP 1% (g4 and h4).
Normal Skin (i). (al, bl, cl, d1, el, f1, g1, h1l and i1) Macroscopic analisys. (a2, b2, c2, d2,
e2, 2, g2, h2 and i2) Staining: HE. Bars 500 um. Picrossirius staining without (a3, b3, c¢3, d3,
e3, 13, g3, h3 and 13) and after (a4, b4, c4, d4, e4, 4, g4, h4 and 14) polarization. Bars 200um.

Figure 2.

Cytokines and macrophages in wound healing in a second degree burn. (a) TNF-a: high
dosages in C3 and in both groups after 7 days. (b) IL-1p: high levels in both groups on days 3
and 7 and also in C14. (c) IL-6: overexpression on day 7, especially in the control group. (d)
IL-10: Increased levels on days 3 and 7. (¢) MCP-1: overexpression on days 3 and 7. (f)
Macrophages: numerous macrophages on day 3 and SDP7. (g): Macrophage. Counter-
staining: Hematoxilin. Bar 2um. Values are presented as mean + S.E.M. (n=5/group). *

p<0.05 vs Normal Skin (N).
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Figure 3.

Morphology of MCs in burn healing process: (a) MCs (arrows), most intact in Normal Skin
(N). (b) C3 and (c¢) SDP3 with few MCs and mostly degranulated. (d) C14 (e) SDP14, MCs
degranulated, mainly in control group. (f) C21, numerous intact MCs. Details of intact (a and
f) and degranulated MCs (b and c). Staining: Toluidine Blue. Bars 50 um. Quantification of
MCs: (g) numerous intact MCs in N and C21 and (h) degranulated MCs in SDP7 and in both
groups on day 14. (i) Differences between quantification of MCs evidenced by Toluidine
blue or Safranin-O, with few MCs S-O+ (MCs histamine storage) in SDP7, C14 and SDP14
compared to the MC TB+ (total MCs in the tissue). (j) MC stained with Safranin-O (MC S-
O+); (k) reactive MC for tryptase (MCT) and (I) chymase (MCC), Bars 50 um.
Heterogeneity of MCs, showing many MCTs (m) in N and numerous MCCs (n) in C21.
Values are presented as mean £ S.E.M. (n=5/group). * p<0.05 vs N and y p<0.001 vs C14.

Figure 4.

AnxAl expression in the second degree burn healing process. (a) C3 and (b) SDP3,
increased expression of the protein in the inflammation phase, 3 days post injury, in the
surface epithelium (arrows) and dermis. (¢c) C7 and (d) SDP7, increased expression in the
stroma and epithelium (arrows), 7 days post injury. (e) C21 and (f) SDP21 higher expression
of AnxAl in the group treated with SDP 1%, surface epithelium (arrows). (g) Low expression
of AnxA1 in normal skin. (i) No immunoreactivity in the reaction control. Counter-staining:
hematoxylin. Bars 50um. Optical densitometry of immunostained AnxAl in (i) Epithelium
and (j) Stroma. (k) Densitometric analysis of AnxAl in the cytoplasm of MCs. Values are
presented as mean £ S.E.M. (n=5/group). Values p<0.05 vs Normal Skin (N). (1) strongly
AnxAl immunoreactive MC in the inflammatory phase. (m) weakly AnxAl immunoreactive
MC, remodeling phase. Bars 20 um. (n) MC immunoreactive for AnxA1l and (o) the same cell
in serial seccion with counterstaining of hematoxylin and toluidine blue, arrows indicate MCs.

Bars 50 pm.
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Abstract

Our objective was to evaluate the phytotherapic treatment with Lavandula officinalis and
Arctium lappa in a second degree burn model. Wistar rats were anesthetized and submitted to
thermal burns. The lesions were treated with essential oil (EO) of L. officinalis pure or in a
cream containing 0.5% of OE associated with 10% of A. lappa extract. Macroscopically it
was observed more discreet edema in the groups treated with herbal medicines, but itching in
the animals treated with pure EO. Immunohistopalogical analysis of days 3, 7, 14 and 21
showed better reepithelialization and reappearance of attachments in treated animals.
Increased mast cells were observed in the final stages of healing in the group treated with EO
pure. Immunohistochemical studies showed higher expression of EGFR in all phases of
wound healing and lower expression of MMP2 and MMP?9 in the initial stages in the herbal
medicines treated animals compared to controls. AST serum levels were reduced in animals
treated with the cream containing EO and A. lappa extract. Our data showed better healing in
animals treated with OE of L. officinalis pure and especially in association with A. lappa

extract, pointing these phytotherapics as strategies for the skin burns treatment.

Keywords: Burn, healing, phytotherapy, L. officinalis, A. lappa, EGFR, MMP, AST.
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Introduction

Burns are complex traumas that present high mortality rate and generate strong economic and
psychosocial impact due to prolonged treatment, which is a major problem of national public
health (Richardson & Mustard 2009).

In order to restore the skin and prevent sequelae, factors such as the degree and extent of
injury, infection, techniques and drugs available are considered in selecting the treatment of
burns (Summer et al. 2007; Parihar et al. 2008). In this sense studies on new therapeutic
possibilities are important, and for this purpose, easily reproducible animal models that show
clinical and histopathological similarities with second degree burns in human were established
to evaluate the use of therapeutic agents in the healing evolution (Meyerholz et al. 2009;
Tavares Pereira et al. 2012) .

The wound healing is a highly complex process involving inflammation and
remodeling. These events are orchestrated by different cell types and influenced by cell-cell
and cell-matrix interactions (Evers et al. 2010). The mast cells (MCs) have important
functions both in the acute and remodeling phase of the wound healing after burn (Iba et al.
2004; Dong et al. 2013; Douaiher et al. 2014; Wernersson & Pejler 2014). In the
degranulation process, MCs release chemotactic factors, growth factors and proteases such as
tryptases and chymases into the extracellular environment, contributing to the degradation of
extracellular matrix (ECM), angiogenesis and tissue remodeling by selective proteolysis and
activation of the matrix metalloproteinases (MMPs) (Barrientos et al. 2008; Pansrikaew et al.
2010; Simionescu et al. 2013; Wernersson & Pejler 2014).

The proteolytic degradation of ECM, through MMPs, is one of the key factors in
repair and remodeling in wound healing and the imbalance between the formation and

degradation of collagen results in abnormal scars. The expression of MMP2 and MMP9 in
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different types of cells in the wound environment is consistent with their role in the healing
process. The MMP?2, anti-inflammatory, is observed primarily in fibroblasts, related to the
remodeling of the ECM. While the MMP9, pro-inflammatory, is secreted by keratinocytes
and inflammatory cells and is associated with the epithelialization (Gillard et al. 2004).
Furthermore, the expression of the epidermal growth factor (EGF) is extremely important for
rapid wound closure and the action of this factor depends on the interaction with its receptor,
EGFR (Barrientos et al. 2008).

Researches on the use of medicinal plants in the treatment of different clinical conditions are
still scarce (Knott et al. 2008; Alnamer et al. 2012), which stimulates the development of new
research into the effectiveness of herbal medicines in the search for therapeutic alternatives in
the burns care.

Various plants, as extracts, decoction or essential oils (EOs) are indicated in folk
medicine as anti-inflammatory and cicatrising, among them the Lavandula officinalis
(Alnamer et al. 2012) and the Arctium lappa (Sohn et al. 2011; Knott et al. 2008), including in
the treatment of skin affections (Knott et al. 2008; Mayrand et al. 2012). In view of the great
impact of burns on public health and the growing interest related to herbal medicines, this
research was performed to evaluate the efficacy and safety of topical use of L. officinalis EO

pure or associated with the A. lappa extract in a model of second degree thermal injury in rats.



104

Materials and methods

Animals

Wistar rats weighing approximately 350g were obtained from the Padre Albino
Integrated College (FIPA) and divided into four groups (n=5/group). The animals were kept
in cages in a controlled environment (24 to 25°C, 12h light/dark cycle) with water and food ad
libitum. The experiments were conducted after approval and in accordance with the rules of

the Ethics Committee for Animal Use of FIPA (Protocol 12/14).

Herbal Medicines

The L. officinalis EO (By Samia®, Sao Paulo, Brazil) was used pure or associated in the
formulation of 0,5% of L. officinalis EO plus 10% of A. lappa extract, incorporated into a
cream base (Biocap®, Trindade, Brazil). The EO L. officinalis was evaluated for their color,
density and evaporation residue, being within the expected.

The A. lappa extract was obtained from 40g of dried and grinded leaves and 160 mL of
ethanol in a Soxhlet extractor. For phytochemical analysis of the extract, tests of standard
reaction were performed for the identification of tannins (reaction of ferric chloride, neutral
lead acetate and copper acetate), flavonoids (Shinoda reaction, reaction of aluminum chloride,
sodium hydroxide reaction and ferric chloride reaction) and saponins (foaming by shaking)

(Abo-dola & Lutfi 2016), wherein the tests confirmed the presence of these actives.

Burn injury model and treatment protocols
The animals were anaesthetized intraperitoneally with 0,2mL/100g of ketamine (BioChimico,
Itatiaia, Brazil) and 0,05 mL/100g of xylazine (Ceva Santé Animale, Paulinea, Brazil) and

subjected to shaving the dorsal area for application of a metal block 2 cm?” for 10 seconds,
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preheated to 100°C with boiling water, setting the second degree burn (Meyerholz et al. 2009;
Tavares Pereira et al. 2012). Immediately after the trauma, the lesions were covered with
gauze moistened in cold saline solution. The animals were given analgesics codeine (1mL/kg)
(Cristalia, Itapira, Brazil) by gavage, after the induction of injury, and in the following days,
the codeine was provided in the water (30mg/L). The control of water intake and weight of
the animals was daily performed.

Topical treatment were initiated 24 hours after burns induction and were maintained
for 30 days. Control group animals were treated with two daily applications of 0,9% saline
and the animals of the herbal medicine treated groups received topical administrations, twice
a day, of the EO of L. officinalis pure or a cream containing L. officinalis EO plus A. lappa
extract. To follow the evolution of the healing process there were performed excisions of the
lesions in the upper and lower quadrants, right and left, respectively, after 3, 7, 14 and 21 days

of injury.

Histopathological, immunohistochemical and biochemical analyzes

Fragments of normal skin and lesions were fixed in 4% formalin, processed for inclusion in
paraffin and sectioned at Sum for histopathologic, quantitative and immunohistochemical
analysis. The repair process was evaluated histologically by Hematoxylin-Eosin (HE) and
MCs were stained with 0,1% toluidine blue and evaluated according to their morphological
characteristics in intact or degranulated. The quantification of MCs in the skin fragments was
performed using 10 images per slide obtained by 40X objective in a Leica microscope
(DM500). The areas of each tissue were obtained using the Leica Image Analysis Software.
Data were expressed as mean + standard error mean (S.E.M.) of the number of MCs per mm’.
The expression of EGFR, MMP2 and MMP9 were evaluated by immunohistochemistry and

subsequent optical densitometry of the immunostaining. For this, sections of the different
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samples were prepared on gelatinized slides, deparaffinized, rehydrated, and after antigen
retrieval (citrate buffer pH 6.0, to 96°C, for 10 minutes), endogenous peroxidase blockade and
washing in PBS, the slides were incubated overnight in a humid chamber at 4°C with the
polyclonal primaries antibodies: rabbit anti-EGFR (1:100; Abcam, Cambridge, MA, US),
rabbit anti-MMP?2 (1:100; Abcam) and rabbit anti-MMP9 (1:100; Abcam) diluted in 1% BSA.
In the next day, the slides were incubated with biotinylated secondary antibody (kit Zymed
Invitrogen, Carlsbad, CA, US), and then in DAB substrate (Zymed Invitrogen kit) for
revelation. Subsequently, the sections were counterstained with hematoxylin.

For densitometric analysis, slides of all the groups and periods were used and 10 distinct
points of epidermis for EGFR and MMPs and also 10 points of the stroma for MMPs were
evaluated to obtain the average related to the immunostaining intensity. The values were
obtained as arbitrary units (0 to 255) using the Leica Image Analysis software.

For biochemical analysis, after 30 days, the animals of the control and treated groups were
euthanized by overdose of anesthetic. The blood was collected by cardiac puncture using
heparinized syringes, centrifuged for 15 minutes at 3.000 RPM and the plasma was used for
measurements of serum aspartate aminotransferase (AST) (Kit Labtest, Lagoa Santa, Brazil)
according to the manufacturer's instructions. The dosages were compared with animals not

subjected to burns.

Statistical analysis
Statistical analyzes were performed by ANOVA (one-way) followed by Bonferroni post-test

and P values less than 0,05 were considered statistically significant.
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Results

The repair process evolution of thermal injuries was better in animals treated with
herbal medicines

Histopathological analysis confirmed the characteristics of second-degree burns (Figure 1). In
all groups, in the acute phase of inflammation, after 3 days of burn induction (Figure 1A, F,
K), it was observed an inflammatory influx, especially of polymorphonucleates. On day 7
(Figure 1B, G, L), the reepithelialization and fibroblasts proliferation processes were
observed. Whereas on days 14 (Figure 1C, H, M) and 21 (Figure 1D, I, N) post injury, the
remodeling phase was characterized by the restructuring of the epidermis and dermis.
Through the macroscopic analysis, it was also possible to observe better healing in groups
treated with herbal medicines, which showed mild edema and faster falling of burned skin
crusts, wounds closing and reappearance of attachments. However, the animals treated with

pure L. officinalis EO exhibited itching compared to other groups (Figure 1E, J, O).

Treatment with L. officinalis and A. lappa modulate the number and morphology of
MCs

The MCs were quantified in all groups and phases of the studied wound healing (Figure 2).
Quantification of total MCs showed few cells in all groups on days 3 (Control, Figure 2A:
12.2 £ 1.08; L. officinalis EO: 11.57 + 2.27; L. officinalis and A. lappa: 5.37 + 0.73; Figure
2E) and 7 after injury induction (Control, Figure 2B: 17 + 3.59; L. officinalis EO: 11.2 + 2.98;
L. officinalis and A. lappa, Figure 2C: 1.56 + 1.18; Figure 2E

Differently after 14 days of wound healing, higher number of MCs was observed (p<0.05) in
the group treated with pure L. officinalis EO (Control: 2.5 + 1.77; L. officinalis OE, Figure

2D: 23.8 + 10; L. officinalis and A. lappa: 0.75 £ 0.25; Figure 2E), and in this same period,
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these cells were observed, mostly (p<0,01), degranulated (Control: 2.25 + 1.77; L. officinalis
EO: 20 + 7.42; L. officinalis and A. lappa: 0.7 £ 0.2, Figure 2F).

Finally, after 21 days of the tissue repair process, numerous MCs were found in the group
treated with pure oil (Control: 10 = 1 p<0.01 vs L. officinalis EO: 35 £ 7.2 p<0.001 vs L.
officinalis and A. lappa: 4.83 + 1.38, Figure 2E), showing that the treatment with pure L.
officinalis EO, although promoting rapid reepithelialization and healing, it has also induced
MCs proliferation. But this adverse effect was reversed when the EO was associated with A.

lappa extract in the cream formulation.

Treatment with L. officinalis EO and A. lappa extract modulates the expression of
MMPs

The MMP2 (Figure 3) and MMP9 (Figure 4) immunostaining was analyzed in the epidermis
and dermis of lesions in all groups during the tissue repair process. The specificity of the
immunostaining was confirmed by the reaction control.

After 3 days of injury, the MMPs expressions were reduced and observed only in some
animals that had already initiated the reepithelialization process. From day 7 of injury, the
immunostaining was verified in all groups and the expression of MMP 9 was more intense
than that of MMP2.

The MMP2 expression in the epithelium was increased in the control group (Figure 3A, B, J)
compared to groups treated with medicinal herbs on days 7 (p <0.05; Figure 3D, G, J) and 14
(p <0.01; Figure 3E, H, J) post injury. In the stroma, the animals treated with pure L.
officinalis EO showed greater variation in the expression of MMP2 (Figure 3K) which was
reduced on day 7 (p <0.01) compared to control group and increased on day 14 (p <0.05) in

relation to the group treated with the cream of L. officinalis EO associated to A. lappa extract.
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But, in contrast, after 21 days of healing, the MMP2 expression was reduced (p <0.001)
compared to the to control animals and cream treated group.

The expression of MMP9 (Figure 4) was higher in the control animals in the epithelium (p
<0.001) and stroma (p <0.05) after 14 days of lesion repair process, compared to the groups
treated with herbal medicine. On day 21 the increase was only observed in the epithelium of
control group (p <0.05) compared to the group treated with the cream of L. officinalis EO

associated to A. lappa extract.

Higher expression of EGFR in animals treated with herbal medicines during the wound
healing process

The immunostaining of EGFR was analyzed in skin lesions in all groups in the tissue repair
process (Figure 5). The specificity of the immunostaining was confirmed by the reaction
control (Figure 5J).

Similar to MMPs the expression of EGFR on day 3 was reduced and only observed in some
animals of the treated groups, but from day 7 of injury, with the evolution of the wounds
closure, it was observed significant increase of EGFR expression in animals treated with L.
officinalis EO pure (p<0.001) or in cream associated with A. lappa extract (p<0.05) compared
to control animals (Figure 5A, D, G, K). The receptor immunostaining continued increased in
herbal treated groups compared to the control in the remodeling phase, on days 14 (p<0.05;
Figure 5E, H, K) and 21 after injury induction (L. officinalis EO: p<0.05; L. officinalis EO +

A. lappa: both p<0.01 vs Control; Figure 5F, I, K).

Treatment with L. officinalis EO and A. lappa reduces AST post burn
The blood plasma analysis showed that in animals subjected to burn there was a significant

increase of AST in relation to normal group. Animals treated with the cream containing L.
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officinalis EO and A. lappa extract showed significant reductions in the levels of AST

(p<0.05) compared to other groups subjected to burns (Figure 6).
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Discussion

Burns constitute serious public health problems and although there are different types of
treatments for these lesions the occurrence of pathological scarring as a result of this type of
injury is not rare (Richardson & Mustard 2009; Summer et al. 2007), which encourages the
search for alternative therapies such as herbal medicine in the treatment of burned patients. In
this study we evaluated the effects of L. officinalis EO pure or associated with A. lappa
extract in cream in the repair of second burn model injury in rats.

First, we perform the macroscopic analysis for monitoring the injuries during the wound
healing process. Our observations showed faster healing in animals treated with herbal
medicines when compared to controls that received topical application of saline. The results
of macroscopic studies were corroborated by histopathological analysis and are consistent
with data obtained in other investigations, that used different medicinal plants as treatment in
burn models (Sakarcan et al. 2005; Chandran & Kuttan 2008). The analysis of L. angustifolia
EO properties revealed that it has anti-inflammatory properties, reducing neutrophil adherence
(Abe et al. 2003). However, our study also showed that treatment with L. officinalis EO pure,
although promoted more rapid healing than the group without treatment, it also led to allergic
reaction in the skin of animals. This adverse effect was reversed in the treatment with EO
associated to A. lappa extract in cream. Several reactions like allergies, burning sensation and
dermatitis have also been documented with the use of other medicinal herbs (Posadzki et al.
2013). On our phytochemical analyzes of the A. lappa extract, it was observed the presence of
flavonoids, tannins and saponins, substances already known for their anti-inflammatory
properties (Abo-dola & Lutfi 2016), which may also have prevented the allergic reaction on

our model.
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Knowing that in the burn injury the interactions between inflammatory cells and the ECM
coordinate healing and tissue remodeling (Evers et al. 2010), in the continuity of the study we
proceeded to the analysis of MCs, by quantifying these cells and evaluating their activation
state in animals of all groups, on different times of the tissue repair process.

On days 3 and 7 after injury, we found fewer MCs in all treatment groups. The inflammation
in the early stages of the wound repair process is important to the overall healing, and this
process depends on activation of MCs (Dong et al. 2013; Wernersson & Pejler 2014). An
impaired skin wound closure was observed in a study that used MCs deficient mice,
indicating the importance of the mediators releases from these cells to wound healing (Weller
et al. 2006).

On days 14 and 21, the total amount of MCs was higher in the group treated only with
L. officinalis OE compared to the other groups, and, on day 14, these cells were degranulated.
This result is consistent with the formation of the allergic reaction in animals treated with pure
OE, corroborating our findings. However, other researchers (Cho et al. 2011) found a
reduction of the inflammatory response in the treatment of passive cutaneous anaphylaxis
reaction with herbal treatment with Fritillaria ussuriensis, by reducing the release of histamine
and cytokines. Furthermore, a recent study demonstrated as the oleamide, another bioactive
present in the alcoholic extract of A. lappa, decreased the allergic response by reducing the
release of histamine, TNF-a and IL-4 (Yang et al. 2016), which corroborates with our
observation on the MCs reduction in the group treated with oil and A. lappa extract.

MCs and their proteases are related to matrix remodeling and are present in the final
stages of repair injuries and burns (Nishikori et al. 1998; Ehrlich 2013). A study that verified
the dosage of tryptase and chymase in the late stages of repair of deep cuts in the skin of mice,
observed that the activity of these two proteases decreased on day 10 and increased on days

15 and 20 after injury (Iba et al. 2004). Although MCs are important for the remodeling of the
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matrix and cell proliferation (Weller et al. 2006; Wernersson & Pejler 2014), researches also
indicated the MC relation to the formation of hypertrophic scars and fibrosis by activating
fibroblasts (Levi-Schaffer & Rubinchik 1995; Douaiher et al. 2014; Dong et al. 2015).

MCs synthesize and release MMP2 and MMP9 (Iba et al. 2004; Wernersson & Pejler
2014). Furthermore, it is also known that chymase is important to enable the synthesis of
MMP2 and MMP9 (Weller et al. 2006; Wernersson & Pejler 2014). For these reasons, we
analyzed the expression of these MMPs in the thermal injuries. Our results showed decreased
expression of MMP2 in the epithelium, the groups treated with herbal medicines, compared to
the control. However, in the stroma on day 14 after the injury an increased protein expression
occurred in the group treated with pure L. officinalis OE. The expression of MMP9 was
stronger in all groups compared to MMP2, however, in the herbal treated groups the intensity
of labeling was lower in the epithelium and stroma compared to the control group.

The herbal treated groups showed better healing than the control animals, which may
be related to the control of the expression of MMP2 and MMP9 by the treatment.
Investigations indicate that the delay in the thermal injury repair processes in the skin of older
mice is associated with increased expression of MMP9 (Oriana et al. 2013). Other studies
show that the degradation of the dermal matrix regeneration (Integra) is related to high levels
of MMP2 in blood plasma. Moreover, MMP9 may be associated with fibrosis and scarring
(Nessler et al. 2014).

We continue our studies with the evaluation of EGFR expression in the epithelium. Our
analyzes showed reduced expression of EGFR in the inflammatory phase and only observed
in the animals treated with herbal medicines, in which wounds closure occurred earlier. From
7 days after injury the EGFR immunostaining was observed in all groups. However, a
significant receptor increase was verified in the treated animals, especially in the pure L.

officinalis EO group. These results indicate again, the efficacy of herbal medicines used in
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modulating the tissue repair. The EGF is released mainly by fibroblasts and macrophages and
is one of the main growth factors in the tissue regeneration process by promoting the
reepithelialization mediated by EGFR (Barrientos et al. 2008).

Another important factor to be considered in the thermal injury is the possibility of deep
systemic and metabolic changes (Richardson & Mustard 2009) and the action of herbal
medicines in reducing damage was already reported (Chandran & Kuttan 2008). Thus, at the
end of the study, we evaluated the effects of treatment with L. officinalis OE pure or
associated with A. lappa on the levels of AST in the plasma of unburned and burned animals,
treated or not with the herbal medicines. Our results indicated an increase in AST levels post
burn, with significant reduction of these levels after treatment with OE associated with A.
lappa, which indicates, besides the toxicity absence of the treatment, the protective effect of
herbal medicine in reducing injury to internal organs.

All together, the macroscopical, histopathological, immunohistochemical and biochemical
analyzes showed that topical treatment with L. officinalis OE pure or associated with A. lappa
extract promoted better tissue repair compared to untreated animals in the used model of
second-degree burns in rats. These results open the possibility of further exploration of these

herbal medicines in the treatment of burns.
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Figure legends

Figure 1.

Histopathological analysis of wound healing in second degree burn. On day 3 after injury,
inflammatory cell infiltration and skin crust formation in the control group (A), and animals
treated with pure L. officinalis EO (F) or L. officinalis EO + A. lappa (K). Initial
epithelialization in groups treated with herbal medicines. In the proliferation phase, on day 7,
it can be observed more pronounced reepithelialization after treatment (G e H), compared to
the control group (B). Complete reepithelialization 14 days after lesion induction and stroma
reorganization phase in all groups (C, H e M). In the remodeling phase, 21 days after injury
(D, I e N), epithelial attachments may be seen in greater quantities after treatment with herbal
medicines. Macroscopic analysis of the lesion, showing better healing in the treated groups
(E, J e O), with allergic process in animals treated with pure L. officinalis EO (J). Staining:

HE. Bars 500um.

Figure 2.

MCs Quantification in thermal second degree burn model. Few MCs on days 3 and 7 of
the injury repair, in the control (A) and herbal treated groups (B and C). On days 14 and 21, a
larger amount of MCs in the animals treated with pure L. officinalis EO, mainly degranulated

(D). Quantification of total (F) and degranulated MCs (F), values presented as mean = S.E.M.

Figure 3.

MMP2 expression in the evolution of healing in second degree burn. In the epithelium,
strong expression of the protein in the control group on day 7 (A) and 14 (B) and reduction on
day 21 (C). In the stoma, the expression of MMP2 is increased in control on days 7 (A) and

21 (C), in the pure L. officinalis treated group on day 14 (E) and in the group treated with L.
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officinalis EO associated with A. lappa (I). Counter-staining: Hematoxylin. Bars 50um.
Densitometric analysis of the MMP2 expression in epithelium (J): a p<0,05 vs L. officinalis
OE 14 days; p p<0,001 vs Control 14 days; stroma (K) & p<0,001 vs L. officinalis OE 7
days; o p<0,001 vs L. officinalis OE 14 days; / p<0,05 vs L. officinalis OE + A. lappa 14

days. Data are presented as + mean S.E.M.

Figure 4.

MMP9 expression in the evolution of healing in second degree burn. Strong
immunostaining in all periods, especially in control animals. Decreased expression of the
protein after treatment with pure L. officinalis on day 14 (E) and EO associated with A. lappa
on day 21 (I). Counterstaining: Hematoxylin. Bars 50um. Densitometric analysis of MMP9
expression in the epithellium (J): a p<0,05 vs L. officinalis EO 14 days; & p<0,001 vs L.
officinalis E) 14 days; p p<0,001 vs Control 14 days; ¢ p<0,001 vs L. officinalis OE 14 days;

and stroma (K). Data are presented as = mean S.E.M.

Figure S.

EGFR expression in the evolution of healing in second degree burn. EGFR expression
after 7 (A, D, G), 14 (B, E, H) and 21 (C, F, I) days post injury. The expression of the receptor
is increase with treatment with herbal medicines. Absence of immunostaining in reaction
control (J). Counter-staining: hematoxylin. Bars 50um. Densitometric analysis (K): The data
are represented as mean + standard error of the mean (S.E.M) and confirm the increased in

immunostaining in groups treated with EO L. officinalis and associated to A. lappa.
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Figure 6.
AST serum levels after second degree burn and treatments. Data are presented as mean =+
mean S.E.M, (n =10/group) and show increased levels of AST after burning and reduction of

the analyte with L. officinalis OE + A. lappa treatment . ***p<(0,001 and **p<0,01 vs

#
Normal, not burned animals; p<0,05 vs control group 30 days after injury.
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Figure 2

Control - 3 days Control - 7 days L. officinalisEQ + 4. lappa -7 days L. officinalis EO - 14 days

oo ide . Closewiioed

- N ]
3 L .‘A X A PSS A ¥ .,",-;--‘:. T .- S . ' :.w. Lonk

&7 N ’ ‘_4'_? 2 —_— g
®

Hl Control

p<001 p<0.0071 « .- E= L. officinalis EQ
L. officinalis EO
+ A. lappa

2
B
2

w
2

o
1

Total MCs/mm

=
Degranulated MCs/mm




124

Figure 3

[onuo)

oa sypubfio 1

nddp] '
+odsyputaiffo -7

Wl Controle 7 B L. officinalis EO 2 L officinalis EO

+ A lappa

Stroma

Epithelium

®

(spun Aseyqre)
ZdWW Anewoyisusg

e

71 days

14 days

7 days




125

Figure 4
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RESUMO

Objetivo: Investigar se a natagéo previne perda 6ssea e se pode au-
xiliar no tratamento da osteoporose. Métodos: ratas foram divididos
em 4 grupos (n=6), dois dos quais foram ooforectomizados. Animais
de dois grupos, um ooforectomizado e outro ndo ooforectomizado,
passaram por treinamento aquatico durante oito semanas. Apés
o treino, os animais foram sacrificados, seu sangue foi coletado
para a dosagem sérica de célcio e fosfatase alcalina; o fémur foi
removido e submetido a andlises densitométricas radiolégica e
histologica para avaliar a perda 6ssea e também para quantificagao
dos osteoclastos da cabeca e colo femoral. Resultados: N&o foi
detectado aumento nos niveis séricos de calcio. Houve aumento
da atividade da enzima fosfatase alcalina nos grupos ooforecto-
mizados. As radiografias indicam que havia maior densidade de
massa 6ssea nos grupos treinados. Em relagéo a histologia, os
grupos treinados tiveram melhor organizagao estrutural do tecido
do que os sedentarios. No grupo ooforectomizado e sedentario,
observou-se maior presenca de osteoclastos. Conclusao: Exercicio
e ooforectomia ndo promoveram alteragdes nos niveis séricos de
calcio. A diminuigao de esteroides sexuais causada pela ooforec-
tomia foi responsavel por perda dssea severa, mas 0 exercicio e
a natacgao foram capazes de reduzir esta perda. A ooforectomia
promoveu a proliferagcéo de osteoclastos e o exercicio provou ser
capaz de diminui-la. Nivel de Evidéncia |, Estudo Experimental.

Descritores: Ratos. Ooforectomia. Osteoporose. Exercicio. Natagao.
Calcio. Fosfatase alcalina. Radiografia. Osteoclastos.

ABSTRACT

Objective: To investigate whether swimming could prevent bone
loss and could be indicated to assist in treatment of 0steoporosis.
Methods: Female rats were divided into 4 groups (n=6), two ofthem
were oophorectomized. Animals from two groups, one oophorec-
tomized and another not oophorectomized, underwent aquatic
training for eight weeks. After training, the animals were sacrificed
and their blood was collected for calcium and alkaline phosphatase
serum dosage, the femur was removed and subjected to radiologi-
cal and histological densitometry analysis to assess bone loss and
osteoclast counting on femoral head and neck. Results: Increase
in serum calcium was not observed. There was an increasing ac-
tivity of alkaline phosphatase in the oophorectomized groups. The
radiographs suggest that there was a greater bone mass density in
the trained groups. Concerning histology, the trained groups had
better tissue structural organization than the sedentary groups. In
the oophorectomized and sedentary group, higher presence of 0s-
teoclasts was observed a. Conclusion: Exercise and oophorectomy
did not promote changes in serum calcium levels. The decrease of
sex steroids caused by oophorectomy was responsible for severe
bone loss, but swimming exercise was able to reduce this loss.
Oophorectomy promoted the proliferation of osteoclasts and the
exercise proved to be able to diminish it. Level of Evidence I,
Experimental Study.

Keywords: Rats. Oophorectomy. Osteoporosis. Exercise. Swimming.
Calcium. Alkaline phosphatase. Radiography. Osteoclasts.
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positivos de retencao infantil em automaéveis. Acta Ortop Bras. [online]. 2016;24(5):00-
00. Disponivel em URL: http://www.scielo.br/aob.
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INTRODUCAO

Ao longo da vida, 0ssos estao constantemente sendo remodelada
pela agao conjunta dos osteoclastos e osteoblastos. Enquanto os
primeiros reabsorvem o 0sso velho, os Ultimos migram para a zona e
entao depositam uma nova matriz, a qual € mineralizada por deposicao
de cristais de célcio e fosfato. Este processo pode ser influenciado

por hormonios, que atuam através do aumento da reabsorgao 6ssea,
estimulando a formagéo 6ssea. No segundo grupo, hé estrogénio.™
Vérias substancias, como o ativador do receptor do fator nuclear
(receptor activator of nuclear factor, RANK) e osteoprotegerina
(OPG@), participam do mecanismo que regula o equilibrio entre
a reabsorcao e a deposigcao de massa 6ssea. O primeiro €
um receptor encontrado nas membranas de osteoclastos que
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(quando ativada pelo seu ligante, RANKL) promove a maturacao
de osteoclastos e mantem ativa sua acéo fagocitica. O segundo
atua como uma armadilha: captura RANKL e impede-o de se
ligar ao receptor. O estrogénio induz a producao de OPG por
osteoblastos impedindo a ativacao de osteoclastos e promo-
vendo apoptose.'?®

Com o declinio dos esteroides sexuais no periodo do climatério,
especialmente no periodo pés-menopausa, o equilibrio de me-
canismo de remodelacdo dssea é perturbado, causando mais
reabsorgao do que produgao dssea. Esta situagao coloca as
mulheres no grupo de alto risco de desenvolvimento de osteopo-
rose - que € uma condig&o patoldgica de ossos enfraquecidos.®
Estima-se que depois de 50 anos de idade, 30% das mulheres
podem sofrer fraturas provocadas por osteoporose.®

A fosfatase alcalina € uma enzima que se acredita facilita a cal-
cificagao dos osteoblastos e os protege contra a degradagéao
enzimatica. Encontrado em células osteogénicas e membrana de
osteoblastos ativos, a sua concentragao plasmatica € usada como
um marcador de formagao éssea.®* Das isoformas de fosfatase
alcalina encontradas no soro, aguelas pertencentes ao 0sso e do
figado sdo as mais importantes.*®

Além da influéncia hormonal, a remodelagao ¢ssea também in-
fluencia as tensdes impostas pela gravidade (estimulo piezelétrico)
e tensdo muscular. Portanto, o exercicio tem sido indicado como
uma prética importante, tanto na prevengao como no tratamento da
osteoporose.”" Estudos mostram que os melhores resultados de
formagéo 6ssea sao obtidos com exercicios de resisténcia anaerobia
(forte impacto sobre o 0ss0).8' * Estes exercicios requerem um
acompanhamento profissional para garantir uma realizagao segura,
principalmente se for praticada por individuos com osteoporose,
pois eles podem causar lesoes se realizados de forma inadequada.
Embora os exercicios aquaticos exergam tensao muscular,”'01"1
eles ndo promovem o mesmo impacto que exercicios de resis-
téncia, 0 que conduz a baixa taxa de lesdes'" e, por conseguinte,
sdo considerados seguros. No entanto, poucos estudos tém sido
realizados sobre a contribuicdo da natagao para o tratamento
da osteoporose. Um estudo’ mostrou resultados positivos sobre
o efeito da natagado na remodelacdo éssea, no entanto, foram
utilizadas sobrecargas acopladas ao tronco dos animais, o que
aumentou seu esforgo no exercicio. Assim, o objetivo deste es-
tudo é investigar, através de parametros histomorfométricos de
0sso e analise de biomarcadores, se a natagdo pode prevenir
a perda 6ssea causada pela redugdo de esteroides sexuais em
mulheres pds-menopausa, e, portanto, ser indicado para auxiliar
no tratamento da osteoporose.

METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimen-
tacdo Animal (n° 13.03.25-01) das Faculdades Integradas Padre
Albino (FIPA, Catanduva, SP, Brasil). Este estudo foi realizado em
associagao com a FIPA e Instituto Municipal de Ensino Superior
de Catanduva (IMES Catanduva, SP, Brasil).

Foram utilizados vinte e quatro ratos fémeas Wistar pesando apro-
ximadamente 100g. Elas foram mantidas a 24 = 1° C e submetidas
a ciclo luz/escuro de 12/12h, com acesso a agua e comida ad
libitum (Nuvilab® CR-1). Os ratos foram divididos aleatoriamente
em quatro grupos (n = 6): 1. Grupo intacto (sem cirurgia) e seden-
tario - IntSed (grupo controle); 2. Grupo intacto e treinado - IntTr;
3. Um terceiro grupo ooforectomizado e sedentério - OVXSed; e
4. Um quarto grupo ooforectomizado e treinado - OVXTr. Os dois
grupos sedentarios foram expostos a algum estimulo aquatico.
Eles entraram em contato com a agua por no maximo 1 min, cinco
dias por semana, durante oito semanas. Este estimulo se destina

a assegurar que os resultados nao foram decorrentes do contato
com a agua, porém do exercicio proposto.

Para executar a ooforectomia, os animais foram anestesiados
por uma injecao intraperitoneal de 115,34mg/kg de cloridrato de
cetamina (Hameln Pharmaceuticals Gmbh®, Hameln, Alemanha) e
11,5mg/kg de cloridrato de xilazina (Vetbrands® Paulinia, SP, Brasil).
O oviduto foi ligado por meio de um fio de sutura, e aquele pertence
ao ovario foi removido; o musculo e a pele foram suturados e o
mesmo procedimento foi realizado através do corpo do animal.
Apds a cirurgia, 0s animais receberam uma injegao intramuscular
de 11,5 mg/kg do antibiético enrofloxacina (Mantecorp® Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) e analgésico/anti-inflamatdrio /antipirético por
via subcutanea com 16,6 mg/kg de Fluxina meglumina (Mante-
corp®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os ratos permaneceram em
recuperagao durante uma semana antes de iniciar 0s exercicios.
O treinamento comegou com apenas 20 minutos na primeira semana
e houve um acréscimo de 10 minutos a cada semana, de modo que
na quinta semana de treinamento, os animais exercitados nadaram
durante 60 minutos. O protocolo de treinamento foi realizado durante
cinco dias por semana, com a temperatura da dgua entre 28° e 30°C.
Os animais sedentarios foram submetidos a algum estimulo que
durou o maximo 1 minuto diariamente, durante o mesmo periodo
de formacéo dos grupos ativos. Todos os animais tiveram contato
com a agua para assegurar que os resultados ndo fossem causados
por stress aquatico.’ Os ratos foram pesados uma vez por semana.
Quando o periodo de treinamento foi completado, todos os gru-
pos foram submetidos a um periodo de jejum de 6 horas e foram
anestesiados. Apds a confirmagao de uma anestesia profunda,
seu sangue foi colhido através de pungéo cardiaca e, em seguida,
centrifugado a 2.500 rpm durante 15 min para dosagem de célcio
e fosfatase alcalina. Para as dosagens séricas, foram usados kits
Labtest Diagndstica® Brasil: Célcio (Ref 90) e fosfatase alcalina
(Ref 79). Todas as instru¢des do fabricante foram seguidas, realizadas
por espectrofotdmetro (modelo SP - 2000UV). Em seguida, os ratos
foram sacrificados por decapitagao. O fémur direito foi removido,
dissecado e armazenado numa solugao de formalina a 10%.

Os fémures foram radiografados por um equipamento de raios-x
odontolégico, em plano anteroposterior com de 0,15 de exposigao
a cada segundo. A tensdo nominal maxima do equipamento foi
70kVp e a maxima corrente nominal foi de 10mA. Foi utilizado filme
raios-X M2 periapical — oclusal (5x7 cm). A distancia entre o foco
do raio-X e o filme era de 5cm. A revelacéo do filme radiogréafico
foi feita por procedimentos de rotina, no qual todos os filmes
permaneceram 0 mesmo tempo no revelador e no fixador. As ima-
gens de raios-X foram digitalizadas com resolugao de 1200 dpi.'®
As imagens foram analisadas usando o software Imaged, que
compara a densitometria de radiografias com os valores médios
da densidade da massa 6¢ssea para cada grupo.

Os 0ssos passaram por um processo de descalcificagcdo em &cido
nitrico 9% por cinco dias conduzido na Quimesp Quimica LTDA,
Guarulhos, SP, Brasil. Depois, foram processadas em parafina e
cortadas em micrétomo (Spencer 820) com uma lamina de 5um
de espessura. O material foi corado com hematoxilina e eosina.
As imagens das laminas foram capturadas por um microscopio
optico (Leica, DM500 - camera ICC50). A andlise qualitativa
das imagens foi realizada comparando-as com o grupo IntSed
(controle). Para analises quantitativas, utilizou-se em todos os
grupos a medigao da area de tecido 6sseo de cabeca femoral
e do pescogo, com excecdo das areas do tecido da medula
6ssea (com a ajuda do software ImageJ) e uma contagem de
osteoclastos visfveis em imagem aumentada 400x através do
microscopio dptico, tomando dez imagens diferentes por animal.
Em todas as analises quantitativas, o teste estatistico ANOVA bicaudal
foi empregado, tendo em conta as variaveis exercicio vs. ovariec-
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tomia. O pds-teste de Bonferroni foi utilizado com o nivel de 5% de
probabilidade de que a relagéo entre as variaveis tém p < 0,05. O
software GraphPad Prism 4.00 foi utilizado na andlise estatistica.

RESULTADOS

Maior ganho de peso foi observado no grupo de ratas ooforecto-
mizadas, o que corrobora estudos semelhantes; o rato castrado é
também um modelo para a indugao de obesidade.5”191

O célcio sérico total ndo teve nenhuma relagcédo com os valores
meédios de cada grupo. (Tabela 1) Nenhum grupo demonstrou va-
lores anormais da concentragdo de Ca®" no sangue (9-1,5mg/dL)."
Embora os grupos nao tenham apresentado uma diferenca esta-
tisticamente significativa, constatou-se valores mais elevados de
atividade enzimatica nos grupos ovariectomizados, principalmente
no grupo OVXSed. (Tabela 1) Nenhum grupo apresentou valores
anormais em comparagao com os valores de referéncia da atividade
enziméatica (a quantidade em humanos a 37°C varia de 27-390 U/L,
dados relatados pelo kit Labtest® Diagnéstico, Brasil).

Referente araios-X (Figura 1) o grupo IntTr apresentou maior den-
sidade 6ssea na diéfise e epifise em comparagéo com os demais
grupos, indicando que a preservagao do ovario associada ao
exercicio foi capaz de preservar e promover maior formagao 6ssea.
Nos grupos ooforectomizadas, o grupo treinado (OVXTr) apresentou
mais massa 6ssea do que o grupo sedentario (OVXSed).

A densitometria 6tica de raios-X (Tabela 1) confirma o que foi
observado na Figura 1 e mostra uma diferenca estatisticamente
significativa na densidade 6ssea do grupo OVXSed, que era menor
do que os demais outros grupos, 0s quais apresentaram valores
préximos dos médios. Este fato nos permite concluir que nestes
grupos o tecido 6sseo era mais denso.

A Figura 2 e a Figura 3 mostram que, em compara¢ao com o
grupo controle IntSed, houve alteragdes no arranjo estrutural do
tecido 6sseo nos demais grupos. A Figura 2 mostra a histologia
da cabega femoral no grupo IntTr, que possui mais condrécitos
visiveis e melhor organizagao estrutural do tecido (em compa-
racdo com os demais grupos), sugerindo que a formagao éssea
aumentou neste grupo. No grupo OVXSed, os condrécitos sédo
pouco visiveis e ha grandes lacunas, que mostram uma melhoria
no pareamento osteocondral. Em OVXTr, também foram observa-
dos menos condrécitos, mas a organizagao do tecido parece ser
melhor e as lacunas que aparecem sugerem menor pareamento
osteocondral comparado ao grupo OVXSed.

Na Figura 3 se observa que a diafise do microarranjo do 0sso
esponjoso proximal em IntTr tem menos falhas do que nos de-

mais grupos, especialmente em comparagado com 0s animais
ooforectomizados. Este fato sugere que o o0sso foi reforgado
pelas tensdes causadas pelo exercicio.

Em relagdo ao tamanho das lacunas nos 0ssos em grupos oofo-
rectomizados, existem diferencas entre os dois grupos. (Figura2 e
Figura 3) Houve uma maior desorganizagéo estrutural do microarranjo
do 0ss0 no grupo OVXSed, a linha epifisaria deve ser realgada,
por ter se tornado totalmente disfuncional - 0 que ndo ocorreu nos
demais grupos. Isso significa que o exercicio foi capaz de prevenir
a desintegracao do arranjo geral do 0sso no grupo OVXTr. No grupo
OVXSed, foram observados muitos adipécitos abaixo da linha epifi-
séria, mas 0 mesmo nao foi observado no grupo OVXTr, mostrando
que o exercicio impediu a infiltragdo maciga de gordura no 0sso.
A avaliagdo da massa éssea (Tabela 1) mostra que os grupos
intactos tinham mais massa éssea do que os grupos ooforecto-
mizados. O grupo OVXSed teve o menor percentual de massa
6ssea, com uma diferenga estatisticamente significativa em
relagao aos outros grupos. No grupo OVXTr, a massa ¢ssea foi
maior comparada com OVXSed, mostrando que o exercicio fisico
foi crucial na preservagao do 0sso.

No grupo OVXSed observou-se, por meio de microscopio optico
de ampliag&do de 400x, maior quantidade de osteoclastos do que
nos demais grupos, como mostrado na Tabela 1.

.o
D AN

Figura 1. Radiografia dos fémues. A: IntSed (controle); B: IntTr; C: OVXSed; D: OVXTr.

Tabela 1. Variagéo do peso corporal inicial e final. Dosagem de célcio e fosfatase alcalina séricos; densitometria ética de raios-x; medida de massa éssea e a soma

total de osteoclastos nos grupos individuais de animais.

Grupos (n=6) IntSed IntTr OVXSed OVXTr
Peso corporal inical (g) 1108+ 1,4 107 £ 1,1 100,8 £ 0,9 102+1,9
Peso corporal final (g) 3835 332,8 +17,8 4466 + 17,2 462,4 + 11,6
Calcio (mg/dL) 94+07 11,1£05 105+0,4 98+06
Fosfatase Alcalina (U/L a 37 C) 169,5 £ 32,5 162,1 £ 43,6 2247 +19,7 204,6 + 27,4
Densitometria dtica raio-x (U.A.) 56,1 + 3,5 65+5 30,1 £31* 59,4 +32
Massa éssea (%) 60,9+37 66,6 + 3,1 424+33" 56,8 +2,2
Contagem de osteoclastos (Células visiveis em 400x) 1+04 1,702 6,5+0,6* 22+0,2

Dados sao expressos em media + desvio padrao; *p<0,01; **p<0,001 — Teste ANOVA bicaudal com pds-teste de Bonferroni.
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Figura 2. Histologia da cabega femoral corada com hematoxmna e eosina. A:
IntSed (controle); B: IntTr; C: OVXSed; D: OVXTr.

Flgura 3. Hlstolog|a do colo femoral e linha epifisaria corados com hematoxnma
e eosina. E: InTSed (controle); F: IntTr; G: OVXSed; H: OVXTr. A seta azul indica
os adipécitos.

DISCUSSAO

Na Figura 1, o raio-x mostrou que o grupo OVXSed teve a menor
guantidade de massa 6ssea, com uma diferenga significativa em
comparagao com 0s outros grupos (p <0,001). Este resultado
indica que o exercicio aquéatico foi capaz de reduzir a perda de
massa 6ssea causada pela ooforectomia, o que néo foi observado
no grupo OVXTr. Estes resultados podem ser comparados com
estudos com ratos castrados e exercicios de resisténcia®'® ou
exercicios aerdébicos.”®

A medicao da massa 6ssea nos permitiu avaliar estatisticamente a
ossificagao dos grupos. A percentagem de massa 0ssea no OVXSed
foi menor do que em todos 0s outros grupos (como observado no
raio-X), e mostrou uma diferenca significativa (p <0,01). (Tabela 1) A
percentagem de massa éssea no grupo OVXTr apresentava valores
mais proximos dos do grupo controle, o que indica que a natagao
foi eficaz em combater o avango do enfraquecimento 6sseo.

A soma total de osteoclastos mostrou que houve um maior
numero de células fagociticas no fémur do grupo OVXSed, uma
diferenca estatisticamente significativa (p <0,001). Um estudo’
encontrou maior atividade dos osteoclastos nos 0ssos de ani-
mais sedentarios. O exercicio de natagao foi aparentemente

responsavel pela diminuigéo da proliferacdo dos osteoclastos.
Outro estudo'® encontrou um maior nimero de ostedcitos e me-
nos falhas em grupos de ratos exercitados em rodas de correr.
O numero de adipdcitos no fémur do grupo OVXSed foi maior
do que em qualquer outro grupo. (Figura 3) O tecido adiposo é
um tipo de tecido conjuntivo que é parte do 0sso - células os-
teoprogenitoras e adipdcitos tém a mesma origem embrionaria,
e a expressao dos seus fatores de transcrigdo especificos é o
que determina a sua diferenciagéo. Portanto, sua presenca na
histologia 6ssea nao é infrequente. Entretanto, a analise mostrou
gue o exercicio aparentemente evitou a diminuicdo excessiva da
massa dssea nas ratas ooforectomizadas. Os resultados indicam
gue os adipécitos 6sseos se infiltram para preencher as grandes
lacunas de 0ssos osteopordéticos, corroborando o estudo que ava-
liou o efeito da caminhada no osso de ratas ooforectomizadas.
Os mais altos niveis da atividade da enzima fosfatase alcalina foram
encontrados em animais ooforectomizados, especialmente no grupo
OVXSed, que apresentou aumento do enfraquecimento 6sseo, no
entanto, 0s grupos n&o apresentaram diferenga estatisticamente sig-
nificativa entre eles. Embora a fosfatase alcalina seja um biomarcador
da formagao 6ssea, ela se encontra aumentada em doengas onde
predomina a reabsorgao.*s Por isso, se assume que as proteinas
produzidas por osteoclastos na reabsor¢cao sao capazes de ativar
a diferenciacéo osteogénica e manter ativos os osteoblastos.*'°
Estudos tém mostrado que mulheres na pés-menopausa podem
apresentar taxas mais elevadas de fosfatase alcalina do que mu-
Iheres na pré-menopausa, que apresentam valores de densidade
mineral éssea (DMO) inversamente proporcionais. 202!

A andlise bioguimica de biomarcadores da remodelagéo éssea
pode auxiliar no diagndstico e tratamento de osteoporose, uma vez
que DMO, que ¢ o teste padréo para o diagnostico da osteoporose,®
¢ uma medida pontual e nao reflete as alteragdes dindmicas as
quais o tecido é submetido no momento do exame.*202"

A perda de calcio em ratas jovens e ooforectomizadas pode
ser causada por uma reducgao no teor de célcio no 0sso'® e um
aumento na excrec¢ao de calcio a partir do trato gastrointestinal,
urina e suor.” Mesmo nos grupos que apresentam maior enfra-
quecimento do 0sso, nao foi detectado nenhum aumento de
calcio no soro. Este resultado pode ser explicado pela regulacéo
da fisiologia de Ca®*, que depende de um complexo de controle
de uma série de reagdes controladas por calcitonina, produzida
pela paratireoide, e outros horménios. Como o célcio participa de
uma variedade de processos fisioldgicos e desvios no soro, este
pode interferir na operagao normal do corpo."” Entretanto, outros
estudos observaram uma diminuigdo da concentragao de calcio
no soro e na urina em mulheres climatéricas e pds-menopéausicas
que se exercitavam com a corrida e ginastica por um periodo de
um ano. Quando estas mulheres interrompiam o treinamento, seus
valores de DMO diminufam concomitantemente,?® o que também
acontece em ratas ooforectomizadas e treinadas.®

CONCLUSAO

O exercicio e ooforectomia ndo promoveram alteragdes nos ni-
veis séricos de calcio. Através da analise a dosagem da enzima
fosfatase alcalina, constatou-se que houve uma maior formagao
6ssea em grupos ooforectomizadas, mas a formacao 6ssea nao foi
suficiente para combater a degradagao promovida por deficiéncia
de estrogénio em consequéncia da remogéo dos ovarios e o estilo
de vida sedentério. A diminuicdo de esteroides sexuais causada
pela ooforectomia foi responséavel por grave perda 6ssea. Através
dos parametros utilizados, a natagao se revelou eficaz para prevenir
a perda de massa 6ssea, a desorganizagao da estrutura 6ssea e
a proliferacéo de osteoclastos e adipocitos.
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Resumo

Introdugdo: Cancer de pele é doenga multifatorial consequente de alteracGes genéticas e exposicdo prolongada aos raios solares, entre
outras causas. Os basocarcinomas (CBC) sao benignos, com invasividade local e reduzido potencial de metastatizagao; os carcinomas
espinocelulares (CEC) sdo neoplasias malignas, divididos nos graus 1, 2 e 3 e no grupo acantolitico, de pior progndstico. Estudos associam
a resposta inflamatdria exacerbada e modificacdo na matriz extracelular com o desenvolvimento tumoral. Objetivos: Analisar, por imuno-
histoquimica, nas lesGes de CBC e CEC (1, 2, 3 e no subtipo acantolitico) a expressdo da proteina anti-inflamatoria anexina A1 (ANXA1)
e das metaloproteinases de matriz dos tipos 2 e 9 (MMP2 e MMP9). Material e Método: Para as andlises imuno-histoquimicas, secgoes
das bidpsias de todos os grupos, apds recuperacdo antigénica e bloqueio da atividade da peroxidase enddgena foram incubadas com
anticorpos primarios policlonais rabbit: anti-ANXA1 (1:2000), anti-MMP2 e anti-MMP9 (1:100). Posteriormente, incubadas com o anticorpo
secundario biotinilado, reveladas com os substratos diaminobenzidina ou o aminoetil carbazol e contracorados com hematoxilina. A
expressdo das proteinas foi verificada pela densitometria e as analises estatisticas pela ANOVA e Bonferroni. Resultados: As analises
imuno-histoquimicas e densitométricas revelaram padrao diferencial na expressdo da ANXA1 nas variantes dos tumores de pele estudados,
sendo a proteina pouco expressada no CBC e tecido normal e fortemente expressada no CEC grau 1 e no subtipo acantolitico. Enquanto,
nos graus 2 e 3, mais invasivos, ocorreu diminuicdo na expressao da ANXA1 comparada ao grau 1. Resultados similares foram observados
para MMP2, enquanto a expressao de MMP9 foi maior no CEC de grau 3. Conclusdo: Os dados sugerem que a expressao desregulada da
ANXA1 no CEC pode estar correlacionada as MMP2 e MMP9, contribuindo com processos de proliferagao celular, remodelagdo do estroma
e invasividade tumoral.

Palavras-chave: Neoplasias cutaneas. Carcinoma basocelular. Carcinoma de células escamosas. Microambiente tumoral.

Abstract

Introduction: Skin cancer is a multifactorial disease resulting from genetic mutations as well as from prolonged exposure to sunlight,
among other causes. Basal cell carcinomas (BCC) are benign, with local invasiveness and reduced potential to metastasize, while,
squamous cell carcinoma (SCC) are malignant neoplasms, and can be divided into grades 1, 2 and 3, besides of the acantholytic group,
which presents poor prognosis. Studies associate exacerbated inflammatory response and modification in the extracellular matrix to tumor
development. Objectives: To analyze, by immunohistochemistry, the expression of the anti-inflammatory protein annexin A1 (ANXA1) and
the matrix metalloproteinases of the types 2 and 9 (MMP2 and MMP9), in lesions of BCC and SCC (grades 1, 2, 3 and acantholytic subtype).
Materials and Method: For immune-histochemical analysis, sections of biopsies of all groups, following antigen retrieval and blocking of
endogenous peroxidase activity were incubated with primary rabbit polyclonal antibodies: anti-ANXA1 (1:2000), anti-MMP2 and anti-
MMP9 (1:100). Subsequently, they were incubated with biotinylated secondary antibodies, developed with diaminobenzidine or amino
ethyl carbazole substrate and counterstained with hematoxylin. The expression of the proteins was verified by densitometry and statistical
analysis by ANOVA and Bonferroni. Results: The immune-histochemical and densitometric studies revealed a differential standard in the
expression of ANXAL1 in the variants of the skin tumors analyzed. Reduced protein expression was observed in BCC and normal tissue,
when strong immunoreactivity for ANXA1 was found in the SCC grade 1 and in the acantholytic subtype. In grades 2 and 3, more invasive,
we observed instead a decrease in the expression of ANXA1 compared to grade 1. Similar results were detected for MMP2 expression,
but MMP9 showed stronger expression in the SCC grade 3. Conclusion: Our data suggest that the deregulated expression of the ANXA1
in SCC may be associated to MMP2 and MMP9 contributing to cell proliferation processes, stromal remodeling and tumor invasiveness.

Keywords: Skin neoplasms. Basal cell carcinoma. Squamous cell carcinoma. Tumor microenvironment.

Resumen

Introduccion: El cancer de piel es una enfermedad multifactorial que resulta de cambios genéticos y la exposicion prolongada a la
luz solar, entre otras cosas. Los basocarcinomas (CBC) son benignos, con invasion local y reducido potencial para la metastasis; los
carcinomas de células escamosas (SCC) son tumores malignos divididos en grados 1, 2 y 3 y el grupo acantolitico, de peor prondstico.
Estudios asocian la respuesta inflamatdria exacerbada y la modificacidén en la matriz extracelular en el desarrollo tumoral. Objetivos:
Analizar, mediante técnicas de inmunohistoquimica, en las lesiones de BCC y SCC (1, 2, 3 y acantolitico subtipo) la expresién de anti-
inflamatorio proteina anexina A1 (ANXA1) y metaloproteinasas de la matriz de tipos 2 y 9 (MMP2 y MMP9). Material y Método: Para
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el andlisis inmunohistoquimico, secciones de biopsias de todos los grupos siguientes de recuperacion de antigeno vy el bloqueo de
la peroxidasa enddgena se incubaron con anticuerpos primarios de conejo policlonal anti-ANXA1 (1:2000), anti-MMP2 y MMP9 anti-
(1:100). Posteriormente, se incubaron con anticuerpo secundario biotinilado, desarrollado con sustrato de diaminobencidina o carbazol de
aminoetilo y contracorados con hematoxilina. La expresion de las proteinas se verifico mediante densitometria y el andlisis estadistico por
ANOVA y Bonferroni. Resultados: El analisis inmunohistoquimico y el diferencial estandar densitométrico reveld la expresion de ANXAL en
variantes de tumores de piel estudiados, poca proteina expressada en BCC y el tejido normal y que se expressa fuertemente en el grado 1
y CCA acantolitico subtipo. Mientras que en los grados 2 y 3, mas invasivos, una disminucion en la expresién de ANXA1 comparacién con
grado 1. Se observaron resultados similares para MMP2, MMP9 expresion fue mayor en el grado de CEC 3. Conclusion: Los datos sugieren
que la expresion desregulada ANXA1 de la CCA se puede correlacionar la MMP2 y MMP9, contribuyendo a los procesos de proliferacion

celular, la remodelacion del estroma vy la invasividad tumoral.

Palabras clave: Neplasias cutaneas. Carcinoma basocelular. Carcinoma de células escamosas. Microambiente tumoral.

INTRODUGAO

O cancer de pele constitui a neoplasia maligna
mais comum em humanos e, segundo o Instituto Nacional
do Cancer (INCA), no Brasil também é o mais frequente,
correspondendo a 25% do total de tumores malignos dos
quais 95% sao tumores ndo melanoma e que abrangem
carcinomas basocelulares (CBC) (70%) e espinocelulares
ou epidermoide (CEC) (25%). As estimativas brasileiras
apontam para 80.850 casos novos de cancer de pele nao
melanoma nos homens e 94.910 nas mulheres, em 2016%.

O CBC é um tumor benigno, com invasividade
local e reduzido potencial de metastatizacdo? enquanto o
CEC constitui um tumor maligno que surge na epiderme
e atinge os queratindcitos. Os tumores primarios dessa
condicdo sdo facilmente trataveis, contudo, podem
provocar incapacitacdo por desfiguramento, além de
apresentarem potencial para recorréncia local e a
ocorréncia de metastases linfaticas e em 6rgaos a distancias.
Portanto, € extremamente importante identificar nesses
tumores aqueles que sdao mais agressivos e requerem
acompanhamento mais proximo e tratamentos adicionais
como linfonedectomia e radioterapia.

Os fatores progndsticos ja estabelecidos
incluem localizacao, tamanho e profundidade do tumor
primario, bem como, grau de diferenciacdo e proliferagdo,
invasdo perineural, histéria de tratamento anterior,
imunossupressao e fatores etioldgicos, tais como cicatrizes
de queimaduras, radiacdo e ulceragdo cronica*® e ainda,
subtipos histoldgicos, como o acantolitico de progndstico
mais desfavoravel. Nesta condicdo, as células perdem os
desmossomos e assumem contornos arredondados, com
superficie lisa, podendo se desprender faciimente*.

Ainda, diferentes marcadores moleculares tém
sido associados com a progressdao ou progndstico do
CEC cutaneo?, entre eles o Ets-1, um fator de transcricdo

que regula a expressao de varios genes, incluindo

metaloproteinases de matriz (MMPs)s. As MMPs sdo
proteinases extracelulares dependentes de zinco que
pertencem a uma familia de endopeptidades implicada
em uma variedade de processos fisioldgicos, incluindo
remodelagdo tecidual e organogénese e, em condicoes
patoldgicas, as inflamagdes, doencas autoimunes e
carcinogénese. Entre as MMPs, as gelatinases, MMP2
e MMP9, degradam os colagenos da lamina basal e
estruturas colagenas desnaturadas e estao envolvidas com
a invasividade tumoral’.

Como exposto, o desenvolvimento e a
progressdao do cancer dependem ndo somente de suas
caracteristicas genéticas, mas também de interacGes das
células tumorais com o estroma, sendo o microambiente
tumoral crucial para seu desenvolvimento, caracterizando-
se principalmente pela composicdo alterada da matriz
extracelular, alta densidade de microvasos, abundancia de
células inflamatdrias e fibroblastos®.

No desenvolvimento tumoral, a habilidade de
migragdo das células epiteliais € um evento patofisioldgico
relacionado ao processo da reparacao tecidual, o qual
necessita da reorganizagao do citoesqueleto, da adesdo
entre célula e elementos da matriz e da remodelagdo da
matriz. A migracao celular pode ser iniciada por multiplos
sinais quimicos e fisicos presentes no microambiente, que
sao sensibilizados por receptores encontrados na membrana
celular ou no interior das células®. As investigacdes que
relacionaram a proteina anexina 1 (ANXA1) a regulacdo do
crescimento celular, juntamente com a sua participagao na
cascata de sinalizacao e adesdo celular, ttm demonstrado
um alvo importante para as pesquisas relacionadas com o
desenvolvimento tumoral®1°.

A ANXA1l é uma proteina anti-inflamatoria,
induzida por glicocorticoide com agdes inibitérias da
fosfolipase A2. As proteinas da superfamilia das anexinas

compartilham uma estrutura que compreende uma
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extremidade N-terminal e um dominio central, C-terminal.
O dominio central é responsavel pela afinidade ao calcio e
a ligagdo aos fosfolipidios. J& o dominio N-terminal é Unico
para cada membro da superfamilia, possui variagdes no
comprimento e na sequéncia de aminoacidos e confere as
atividades e fungGes especificas das anexinas!!12,

De fato, a porgao N-terminal da ANXAL1 é a regido
regulatéria da proteina e contém sitios para processos
pos-traducionais, tais como fosforilacdo, glicosilacdo e
protedlise. A ANXA1 estd envolvida em algumas das agdes
benéficas dos glicocorticoides, incluindo a inibicao da
proliferacdo celular e da diapedese leucocitaria, a regulagao
da diferenciacdo celular e do trafico de membranas!3,
Além disso, esta proteina tem sido associada com a
progressdo em alguns tumores invasivos, sugerindo
um papel na regulagdo da migracdo/invasdao das células
epiteliais'?.

Estudos in vivo tém demonstrado que o padrdo da
expressdo da ANXA1 no cancer humano ndo é bem definido.
O aumento da expressao desta proteina foi previamente
observado no glioblastoma e no adenocarcinoma mamario,
enquanto outras investigagOes relataram redugdo ou perda
da expressdo da ANXA1 no cancer de cabeca e pescoco,
esoOfago, prostata e mamalli21415, A diminuicdo na
expressdo da ANXA1 foi observada nas células tumorais de
laringe®1.

Embora os estudos mostrem que a ANXAl
modula a resisténcia a drogas em tumores e regula a
proliferagdo celular, sua associacdo no desenvolvimento da
metastase em alguns tumores sugere que esta proteina
regula o processo de migragdo/invasdo celular'?s,
Similarmente, a falta de ANXA1 no tumor torna as células
tumorais resistentes a apoptose, induzida por agentes
quimioterapéuticos!'5, sugerindo esta proteina como um
biomarcador negativo no desenvolvimento e na progressao
do cancer.

Como exposto, o papel exato da ANXAl na
fisiologia celular ndo estd totalmente esclarecido.
Ainda, diante da necessidade de novos marcadores
prognosticos para o CEC, o estudo da ANXA1l nessas
lesOes, correlacionada a mudancas na matriz extracelular,
podera revelar importantes fungdes da proteina na biologia
tumoral e contribuir para o desenvolvimento de novos

biomarcadores.

MATERIAL E METODO
Obtencao do material

As andlises foram realizadas em bidpsias de pele
normal, CBC e CEC de diferentes classificagdes de Broders!¢,
CECdegraus 1, 2 e 3, sendo considerado também o subtipo
acantolitico (n=20 de cada condigdo), provenientes dos
arquivos do Servigo de Patologia das Faculdades Integradas
Padre Albino (FIPA), apds autorizacdo do responsavel pelo
setor e aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa das
FIPA (74/11). Os blocos de parafina, contendo fragmentos
das bidpsias, foram utilizados para a obtencao de secgbes
de 5um e, em seguida, processados e submetidos a

analises histopatoldgicas e imuno-histoquimicas.

Analises imuno-histoquimicas

As expressOes das proteinas ANXA1, MMP-2 e
MMP-9 foram detectadas, por meio dos anticorpos primarios
policlonais rabbit anti-ANXA1 (1:2000); anti-MMP-2
(1:1000) e anti-MMP-9 (1:1000) (Zymed Laboratories,
Cambridge, UK). Os cortes foram preparados em laminas
silanizadas e, entdo, desparafinizados, re-hidratados,
incubados em calor Umido em solugdo tampdo citrato,
pH 6,0, por 20 minutos para a recuperacao antigénica
e deixados em solugdo de peroxido de hidrogénio (p.a)
a 3% em metanol, por 30 minutos, para o bloqueio de
peroxidase enddgena. A seguir, foram incubados overnight
com os anticorpos primarios diluidos em BSA a 1%,
em camara Umida a 4°C. Apos, foram incubados com o
anticorpo secundario biotinilado (kit Zymed, Invitrogen),
revelados com o substrato diaminobenzidina (para ANXA1
e MMP2) ou o aminoetil carbazol (para MMP9) (Kits Zymed,
Invitrogen); contracorados com Hematoxilina de Harris e
montados.

Todos
histoquimicamente foram analisados no microscépio
LEICA DM50, do Laboratério Multidisciplinar das FIPA; e
as proteinas foram quantificadas no analisador de imagens
(software LEICA Image Analysis).

os fragmentos processados imuno-

Analises estatisticas

Para as quantificacbes das proteinas ANXA1,
MMP-2 e MMP-9 foram analisados vinte diferentes pontos
das células epiteliais em trés diferentes regides por lamina
de todas as bidpsias, para se obter uma média relacionada

com a intensidade de imunorreatividade. Os valores foram
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obtidos como unidades arbitrarias e a densidade optica
média mostrou a intensidade de imunomarcagdo apenas
nas areas imunoreativas'“,

As médias foram comparadas pela ANOVA,
seguidas pelo teste de Bonferroni. Todos os valores
obtidos foram expressos como média + S.E.M. Valores
menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

RESULTADOS

As analises imuno-histoquimicas e densitométricas
revelaram padrdo diferencial na expressao da ANXA1 nas
variantes dos tumores de pele estudados. Nas margens
livres do tumor, pele normal, observamos a expressao da
ANXA1l na epiderme, especialmente no citoplasma das
células basais, nas células da camada espinhosa e nas
células corneificadas. A ANXA1 também foi localizada
no estroma da derme e nas glandulas sebaceas (Figura
1A). Nos CBC nodulares ocorre o desarranjo da epiderme
e a invasdao da derme pelo tumor que se apresenta
como blocos arredondados formados por células que se
assemelham as da camada basal da epiderme. Na parte
central, os blocos sdo solidos e preenchidos por células que
expressam ANXA1 (Figura 1B). Contudo, a imunomarcacao
para ANXA1 mostrou redugdo da expressao da proteina no
CBC (p<0,01) com relacdo a pele normal (Figura 1H).

Diferentemente, houve superexpressao da
ANXA1 (p<0,001) nos CEC de grau 1 (Figura 1C) e no
subtipo acantolitico (Figura 1F) comparado a pele normal
e CBC (Figura 1H). De maneira interessante, nos CEC de
graus 2 (Figura 1D) e 3 (Figura 1E), mais indiferenciados
e invasivos, a imunorreatividade para a proteina é
significantemente reduzida (p<0,001) com relacdo
ao CEC de grau 1 e subtipo acantolitico (Figura 1H). A
especificidade do anticorpo foi comprovada pelo controle
da reacao (Figura 1G).
Figura 1 - Expressdo da ANXA1 em carcinomas cutaneos. ANXA1 em pele
normal (A). No carcinoma basocelular (CBC) (B) e no espinocarcinoma
(CEC) de graus 2 (D) e 3 (F) a imunorreatividade é diminuida. Enquanto no
CEC de grau 1 (C) e no subtipo acantolitico (F) ocorre superexpressdo da
proteina. Auséncia de imunorreatividade no controle da reagdo (G). Contra-
-coloragdo: Hematoxilina. Barras 10pm. Analises densitométricas (H). Valo-

res como média +S.E.M.***p<0,001 vs pele controle; #*##p<0,001 vs CBC,
8&p<0,001 vs CEC grau 1; °p<0,05 vs CEC grau 2, * p<0,05 vs CEC grau 3

-—— CEC grau 1

Os estudos da expressao das MMP2 e MMP9

mostraram modulacdo da imunorreatividade para essas

MMPs. As andlises de expressdo da MMP2 mostraram
resultados semelhantes aos encontrados para a ANXA1,
com superexpressao da MMP2 no CEC de grau 1 (Figura
2B) e subtipo acantolitico (Figura 2D), comparados aos
outros graus de CEC (Figuras 2B e C) e, especialmente, a
pele normal e CBC (p<0,001) (Figuras 2A e H).

Figura 2 - Expressdo da MMP2 em carcinomas cutaneos. No carcinoma
basocelular (CBC) (A) e no espinocarcinoma (CEC) de graus 2 (B) e 3
(C) a imunorreatividade é diminuida. Superexpressdo no CEC de grau 1
(B) e no subtipo acantolitico (E). Contra-coloragdo: Hematoxilina. Barras
10pm. Andlises densitométricas (F). Valores como Média +S.E.M. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 vs pele normal; ###p<0,001 vs CBC; %&p<0,001 vs
CEC grau 1; °p<0,05 vs CEC grau 2, * p<0,05 vs CEC grau 3

Diferente da imunorreatividade para MMP2,
que acompanhou o padrao de expressao da ANXA1 nas
bidpsias estudadas, a MMP9 aumenta de modo significante
(p<0,05) no CEC de grau 3 (Figura 3D), comparado a pele
normal, CBC (Figura 3A) e subtipo acantolitico (Figuras 3E
eF).

Figura 3 - Expressdo da MMP9 em carcinomas cutaneos. Menor expressao
no carcinoma basocelular (CBC) (A) e no espinocarcinoma (CEC) de graus
2 (B) e 3 (C). Aumento na expressdo no CEC de grau 1 (B) e no subtipo
acantolitico (E). Contra-coloragdo: Hematoxilina. Barras 10pm. Andlises
densitométricas (F). Valores como Média +S.E.M. *p<0,05; vs pele normal;
#p<0,05 vs CBC; *p<0,05 vs CEC grau 3

Basocelular FeREEH

CEC graui ] !
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DISCUSSAO

Embora o progresso alcancado para novos
diagnosticos e tratamentos tenha levado ao declinio da taxa
de mortalidade, o cancer continua sendo uma das maiores
causas de morte nos paises industrializados. O melhor
entendimento das interagdes entre as células neoplasicas
e microambiente tumoral podera originar novos alvos
bioldgicos na intervengdo terapéutica do cancer de pele
humano.

No presente estudo, mostramos que a expressao
desregulada da proteina ANXA1 pode estar relacionada as
expressoes das MMP2 e MMP9 e influenciar a proliferacao
e invasao tumorais nos carcinomas cutaneos.

As analises imuno-histoquimicas dos tumores
de pele mostraram expressao da ANXA1l em todas as
condigOes clinicas estudadas. As imunomarcagoes foram
reduzidas no CBC, condicdo benigna, e aumentadas
no CEC, mais agressivo e potencialmente maligno, o
que pode estar relacionado a processos de proliferacdo
celular', Contudo, o aumento na expressao da proteina foi
observado nos tumores de grau 1 e no subtipo acantolitico,
com redugdo na expressdo da proteina nos carcinomas de
graus 2 e 3, indiferenciados e mais invasivos. A expressao
desregulada da proteina indica envolvimento da ANXA1
na carcinogénese. Outros estudos tém associado a ANXA1
com a progressao em alguns tumores invasivos, sugerindo
um papel na regulacdo da migragao/invasao das células
epiteliais't*®, No entanto, os mecanismos moleculares pelos
quais a ANXA1 modula essas respostas celulares ndo estao
completamente determinados. Em uma investigagdo'’
realizada com 115 pacientes portadores de carcinoma oral,
foi demonstrada elevada expressao da ANXA1 no nucleo
das células epiteliais tumorais, correlacionando com pobre
progndstico.

Por outro lado, alguns pesquisadores observaram
diminuicdo na expressdo da ANXA1 na membrana
plasmatica no carcinoma de laringe, faringe e oral,
mostrando a desregulacdo da expressdo da proteina
ANXA1 na diferenciacdo das células epiteliais tumorais'®2,
Embora ocorra diminuicdo na expressao da ANXA1l nas
células tumorais de laringe®, o tratamento com o peptideo
Ac2-26 (porgao N-terminal da ANXA1), na linhagem
celular de cancer de laringe (Hep-2), resultou no aumento
da expressao da ANXAl e na inibicdo do crescimento
tumoral, sugerindo um papel regulatorio desta proteina

no desenvolvimento do cancer de laringe. Em uma outra

investigagdo também em carcinoma epidermoide de
laringe!® foi indicado que a ANXAl pode contribuir na
regulacao do crescimento tumoral e metastase por meio
de mecanismos paracrinos mediados pelo receptor para
peptideos formilados (FPR2).

Parece que a ANXA1 pode exercer alguma funcao
supressora de tumor, pois niveis ausentes ou reduzidos
dessa proteina tém sido observados em varios tipos de
canceres, incluindo linfomas de células B, carcinomas de
esbfago, além de cancer de mamas®. Além disso, a falta de
ANXA1 no tumor, induzida por agentes quimioterapicos,
torna as células tumorais resistentes a apoptose!,
sugerindo essa proteina como um biomarcador negativo
no desenvolvimento e na progressdo do cancer.

Na sequéncia do estudo, avaliamos a expressao
de MMP2 e MMP9, associando a expressdao da ANXAL.
Nossas observacdes revelaram expressao reduzida da
MMP2 na pele normal e CBC e aumento na expressao da
endopeptidase no CEC de grau 1 e no subtipo acantolitico,
mesmas variantes clinico-patoldgicas onde ocorreu
superexpressao da ANXA1 e, portanto, indicam padrao
semelhante na expressao da MMP2 com relacdao a ANXAL.
Diferentemente, a MMP9 mostrou tendéncia a aumento
nos CECs de todos os graus, especialmente no CEC de
grau 3.

As MMPs s3o essenciais para a remodelacao
da matriz extracelular e sua superexpressao facilita o
envelhecimento celular e o cancer. A MMP2 degrada fibras
de colageno e elasticas e a MMP9, principalmente as fibras
elasticas’. A superexpressao da MMP2 em modelo animal
de papilomas cutaneos também mostrou aumento dessas
gelatinases, especialmente da MMP22!, Ainda, o aumento
na expressao de MMP2 em CEC comparado a CBC também
foi observado em outra investigacdo usando bidpsias
humanas?®. A associagdo da ANXA1 com MMPs também foi
demonstrada nas células Hep-2 de tumor epidermoide de
laringe, tratadas com o peptideo mimético da ANXA1°, o
qual reduziu a expressao da MMP2 e aumentou da MMP9.
Estudos mostram que, dependendo do tipo de célula
cancerosa, a ANXA1 e o seu péptido podem estimular
diferentes vias de sinalizacdo para induzir a proliferacao,
resisténcia a apoptose, angiogénese por meio de fatores
de crescimento e mediadores celulares e a invasdo pelas
MMPs!2, Desse modo, nossos dados enfatizam que a ANXA1
pode afetar a expressao das MMPs durante o processo de

carcinogénese.



CufiiMllrte Enfarmeagem  Cuid Enferm. 2016 janeiro-junho; 10(1): 9-14

Expressdo de metaloproteinases de matriz e anexina Al
em tumores de pele de diferentes graus de malignidade

CONCLUSOES

A expressao desregulada da ANXA1 no CEC pode

estar correlacionada as MMP2 e MMP9, contribuindo com

processos de proliferacdo celular, remodelagdo do estroma

e invasividade tumoral.
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