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INTRODUCAO

O processo cicatricial € um fendmeno que envolve a integracdo funcional de diferentes
tipos de células como macréfagos, mondcitos, fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais,
além do de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, proteoglicanos e colageno. Atrasos
no processo de cicatrizagdo caracterizam as feridas cronicas. Considerado um problema de
salde publica ao redor do mundo, as lesGes cronicas, podem ocasionar diversos agravos a salde
fisica e mental do individuo, comprometendo a qualidade de vida e a capacidade laboral®.

A busca por terapias topicas que possam favorecer a recuperacdo da integridade da
pele, assim como de encontrar alvos terapéuticos capazes de tratar diversas doencgas da pele
representam um avancgo na saude publica. Tal avango ocorre tendo em vista que 0 paciente com
feridas apresenta ndo somente diminuicdo da qualidade de vida, mas também, consideravel risco
de sofrer mutilagdes, como as amputacdes. Nos Estados Unidos, as feridas cronicas afetam 6,5
milhdes de pacientes com um gasto de US$ 25 bilhdes anualmente nesse tratamento®.

No Brasil, esses dados ainda ndo foram levantado pelo DATASUS, mas acredita-se que,
como em outros paises, aqui também ha uma epidemia “silenciosa” de feridas cronicas. Este
problema esté crescendo rapidamente devido ao aumento dos custos com assisténcia médica, ao
envelhecimento da populagdo e a um aumento acentuado na incidéncia de diabetes e obesidade
em todo o mundo. Os modelos experimentais em animais representam uma metodologia viavel
e para os estudos de mecanismos e aplicacdo de terapias tOpicas e seus efeitos sobre a
cicatrizagdo®.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a acdo topica do agonista do GLP-1 na
cicatrizacdo de feridas de camundongos. Para isso foram utilizados camundongos C57\BLS,

machos de oito semanas de idade, que foram divididos aleatoriamente em dois grupos: controle

XXIX Congresso de Iniciacdo Cientifica - UNICAMP



(carbopol gel) e liraglutida (liraglutida e carbopol gel). Cada animal foi submetido a confeccéo
de duas feridas na regido dorsal com um punch de 6 mm. Imediatamente apdés, foi iniciado o
tratamento topico, uma vez ao dia até a reepitelizacdo completa. A contracdo da ferida foi
avaliada por analises macroscépicas e microscopicas, a morfologia do tecido neoformado por
histologia e as proteinas envolvidas no processo de cicatrizacdo foram analisadas por meio de
western blot e PCR em tempo real, nos dias 3, 5 e 9 ap6s confeccdo da ferida. Os dados foram
tabulados no software Excel e as analises estatisticas foram realizados por meio do teste t

student, sendo que o dado foi considerado significativo com o valor de for p <0,05.

OBJETIVOS: Geral: Avaliar a a¢do do tratamento topico com liraglutida na cicatrizacdo de
feridas em camundongos; Especifico: identificar a taxa de contracdo da ferida; avaliar a
morfologia do tecido em cicatrizagdo e a deposicdo de fibras de colageno; avaliar a expressao
génica de marcadores pr6 e anti-inflamatérios, fatores de crescimento tecidual,
metaloporteinase, integrinas, marcadores de apoptose, e proteinas envolvidas na sinalizagdo do
fator de crescimento epidermal - receptor ativado por GLP-1. (Bax Ol e FOXO1) - e a
proteina envolvida na via do Fator de Crescimento Epidermal, cujo receptor também é ativado

por Peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1).

METODOLOGIA: Estudo experimental em pesquisa basica com modelo animal de ferida.
Foram utilizados camundongos C57/BL6 machos — amplamente aceitos como um bom modelo
animal para experimentacéo em cicatrizacdo de feridas - recebidos com quatro semanas de vida,
provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) e mantidos em caixas
individuais, com agua e racdo padrdo para roedores sob condicdo padronizada de iluminagéo e
temperatura. Ao total, foram concedidos 36 camundongos sendo que, para cada experimento,
foram utilizados grupos com 12 animais. ApoOs atingirem oito semanas de idade, foram
divididos aleatoriamente em dois grupos (cada animal serd numerado e sorteado): um grupo
tratado com veiculo (carbopol gel) e um grupo tratado com liraglutida (tratamento tépico com o
liraglutida a 100 uM + carbopol gel). Antes da confeccdo das feridas, foi realizada a tricotomia
e a antissepsia do local. Para a realizacdo da lesdo, foi administrada anestesia geral e as feridas

foram confeccionadas na regido dorsal dos animais com o auxilio de punch metélico de 6 mm.

—

Figura 1. Esquematizacdo do processo de confecgéo das feridas no dorso dos animais, realizadas com um punch metélico. Em volta de
cada ferida foi colocada uma placa de silicone (representada pelo circulo roxo) e em seguida, foi suturada. Esse processo teve como

intuito controlar a taxa de contragdo muscular ¢ “fixar” a ferida.
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Apbs esse processo, foi iniciado o tratamento
Grupo controle Grupo tratamento
topico nos animais pertencentes a cada grupo e a Carbopol gel Carbopol gel + Liraglutida
ferida foi coberta com um curativo desenvolvido X

pelas pesquisadoras (confeccionado com tegaderm,
esparadrapo e bandaid). Os dados foram tabulados
no software Excel, enquanto que as analises ‘é = = ]
estatisticas, pelo teste t student. Ao final desse ? regfifii"f;;fﬂﬁ,apo)

experimento, no dia 9, realizamos a extragdo das -

feridas, sendo que, as amostras de tecido cicatricial

curativo transparente

foram coletadas para andlises histoldgicas e para a

de expresséo génica por quR. Figura 2. Esquematizagio do tratamento topico nos camundongos assim como
0 respectivo processo de da realizagio do curativo para proteger a ferida.
Na segunda bateria de experimentos, o processo foi semelhante, porém, as feridas ndo foram
fotografadas e a extragdo das feridas ocorreu no quinto dia apos a confec¢do das mesmas. E na
Gltima bateria do experimento, as feridas também ndo foram fotografadas, mas extraidas no
terceiro dia ap0s a data de sua confecgdo. Os dados foram registrados em protocolo individual

até o dia da eutanasia, realizada por meio de overdose e posterior deslocamento de cervical.

Figura 3. Foto registrada Figura 4. Esquematizagao da
/ImageJ sl X
para analise do processo de Fie ot mage Procens Aneye Pugm  Wndow Hep avaliagdo do processo de
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cicatrizacdo da ferida. Na vmagn) {300 o 14008 cicatrizagdo a partir do
etiqueta, “D” representa o software Imagel®. As fotos
“dia” e o numero em sdo digitalizadas e, em
seguida o dia de registro a seguida, contorna-se a éarea
partir da confeccdo das correspondente a ferida para
. . . ~ | File_Edit_Font _Results .
feridas. O nimero “I S [ TArea ] Mean uTm. Max || analisar tal processo e
. 1 0.628 a4 M 9
representa 0 numero do s k2 029 164719 103 28 comparar 0 grupo tratado
. 3 0 152601 118 203
animal no grupo. 4 0508 136420 81 251 com o controle.
— S 0940 74317 4 151
6 62007 wI1% 17 253

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram que o tratamento tépico com liraglutida incorporado ao gel de
carbopol ndo modificou a contragdo a nivel macroscopico da ferida, quando comparado com o
grupo controle. Entretanto, a estrutura da cicatriz formada nas feridas tratadas com liraglutida
apresentou ndo somente maior consisténcia tecidual (ou seja, a derme e epiderme mostraram-se
mais aderidas) durante a fase de proliferacdo do tecido de granulacdo, como também intensa
angiogénese e deposicdo de colageno. Ja em relacdo a quantidade, a organizacdo e a
uniformidade das fibras de colageno ndo ocorreu o processo de modulagdo. Por fim, também
ndo foram observadas diferencas nos tipos de fibras polarizadas em rela¢do aos grupos controle

e tratamento.
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Figura 5. Resultado gréfico da area de cicatrizacdo (%) nos
dias 0,4,6 e 9 nos grupos controle e tratamento.
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Figura 6. Resultado gréfico da area de ferida (%) nos dias

0,4,6 e 9 nos grupos controle e tratamento.
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Figura 7. Anélise gréfica da quantidade e do tipo de fibra de colageno presente no grupo tratamento e no grupo controle nas fases da

cicatrizacdo (inflamatdria proliferativa e fechamento).
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crescimento tecidual nos grupos controle e tratamento, considerando as fases inflamatéria,

proliferativa e de fechamento.

Figura 8. Avaliacdo da expressdo génica de marcadores pré e anti-inflamatérios e fatores de
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Tendo em vista 0s mecanismos de tratamentos assim como 0s respectivos resultados, pode-se
possibilitar que estudos futuros consigam padronizar um melhor veiculo de incorporacgdo para a
acdo da liraglutida no que se diz ao processo de cicatrizagdo de feridas. Consequentemente,
também pode-se favorecer e facilitar uma maior descricdo dos mecanismos de acdo ativados

pela via de sinalizag&o do GLP-1.
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