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INTRODUGAO:

A pele atua como a primeira linha de defesa do organismo, sendo fundamental para a nossa
sobrevivéncia. Uma vez que a pele é rompida, ocorre a ativagdo de uma sequéncia de eventos celulares
e moleculares que resultam na cicatrizagédo do tecido. Apesar de ser um processo fisiolégico essencial
a vida, a cicatrizacdo pode ser prejudicada em condi¢des patologicas, como o diabetes. O diabetes
mellitus tipo 1 é uma doenca cronica causada pela destruicdo das células beta pancreéticas e resulta
em hiperglicemia crénica. O atraso na cicatriza¢do de feridas € uma complicacdo comum em individuos
diabéticos devido ao estado inflamatério prolongado causado pela hiperglicemia. Considerando que a
resposta inflamatéria compreende a primeira fase da cicatrizacdo, mecanismos de controle da
inflamagé&o podem afetar esse processo como um todo. A via colinérgica anti-inflamatéria atua como um
mecanismo de controle do sistema nervoso central que estimula o nervo vago e este, por sua vez, inibe
a secrecao de citocinas pré-inflamatorias pelas células do sistema imune através da acetilcolina. Apesar
dos estudos demonstrarem a influéncia da regulacdo da resposta inflamatéria para o processo de
cicatrizacdo de feridas, ainda ndo se sabe sobre a importancia da via anti-inflamatéria colinérgica sobre
a cicatrizacao de feridas em camundongos diabéticos. Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar a
relevancia da subunidade alfa 7 do receptor nicotinico de acetilcolina (a7nAChR) para o processo de

cicatrizagdo e para a producgéo de citocinas inflamatdrias em camundongos diabéticos.

METODOLOGIA:

O projeto foi submetido & Comissédo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Foram utilizados camundongos homozigotos para dele¢éo da subunidade alfa 7

do receptor nicotinico de acetilcolina (a77/) e seus controles do tipo selvagem (WT), machos, com 8
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semanas de idade, provenientes do CEMIB/UNICAMP. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro

de 12 horas, em temperatura aproximada de 23 + 2°C.

Apbs jejum de 4 horas, foi induzido o diabetes nos camundongos dos grupos a7/ e WT através
da administracdo intraperitoneal de 5 doses (45 mg/kg) diarias e consecutivas de estreptozotocina
(Sigma Aldrich, Alemanha) diluida em tampao citrato de sodio (pH 4.2). ApGs a inje¢do, 0s animais

permaneceram em jejum por mais 2 horas.

Dez dias ap0s a Ultima injecdo de estreptozotocina, aferiu-se o0s niveis de glicemia e os animais
foram considerados diabéticos quando os niveis de glicemia estavam acima de 240 mg/dL. Em seguida,
os animais foram anestesiados e uma &area de aproximadamente 1 cm? de pele foi removida

cirurgicamente da regido dorsal.

Para avaliar macroscopicamente o fechamento das feridas, as mesmas foram fotografadas nos
diferentes tempos de seguimento (0 horae 1, 3, 7, 10, 14, 16, 18 e 21 dias) ap0s a lesdo. As imagens
foram capturadas por uma camera digital Sony® cyber-shot (DSC-S950S 4X 10MP com zoom 6tico).
Para a andlise, a area da ferida foi medida através do software Image J (National Institute of Mental
Health -NIH) e os resultados serdo expressos em porcentagem (%) em relacdo a area inicial da ferida

(0 hora). Toda a andlise seré realizada sem que o avaliador saiba quais s&o os grupos (avaliagédo cega).

Os tecidos coletados no 7° dia apés a indugéo das feridas, serdo imediatamente acondicionados
em nitrogénio liquido e mantidos no freezer (-80°C) até serem homogeneizados. Aproximadamente 100
mg de pele de cada animal serd homogeneizada em 1 mL de solugdo de tampéao fosfato-salino com
inibidor de proteases (Complete Cocktail protease inhibitor, Roche,Mannheim, Germany). Apds a
homogeneizag¢do, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C. A producéo de citocinas (CXCL-1, CXCL-2, IL-1B,
TNF-a, IL-6, IL-10 e VEGF) foi avaliada através do Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica (ELISA)
utilizando o Kit Duo Set (R&amp;D System, Mineapolis, MN, USA). Os valores foram normalizados pela

guantidade de proteinas nas amostras, determinada pelo método de Bradford (1976).

Os resultados serdo apresentados como média + desvio padréo da média. Comparacgfes entre
0s grupos serao realizadas por teste t de Student. Para as analises estatisticas, sera utilizado o programa
Prisma 8.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). As diferencas serdo consideradas

significativas para p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A andlise macroscopica do fechamento da ferida evidenciou o atraso na cicatrizagao dos animais
a7/ diabéticos em relacéo aos animais WT diabéticos em 3 e 10 dias apos a inducéo de ferida (Figura
2).
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Figura 1. Andlise macroscdpica do fechamento de ferida em animais a7-/- diabéticos e WT diabéticos. Fotos representativas do
acompanhamento do processo de cicatrizagdo de ferida nos animais.
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Figura 2. Andlise da drea da ferida expressa em porcentagem em animais a7-/- diabéticos e WT diabéticos.

Analisou-se a quantificagdo citocinas e quimiocinas, IL-6, IL-B, IL-10, CXCL1, CXCL2, e de

fatores de crescimento, TNF-a e VEGF nos tecidos cicatriciais de 7 dias entre os animais a7 diabéticos

em relac@o aos animais WT diabéticos. N&o houve diferenca significativa na dosagem de IL-$, IL-10,
CXCL1, CXCL2, VEGF, no entanto TNF-a e IL-6 apresentaram diferenga significativa (Figura 3).
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Até o momento observamos que animais a7-/- diabéticos apresentam maior dificuldade em
cicatrizar a ferida, a qual pode estar relacionada com uma maior resposta inflamatéria devido ao préprio
diabetes e também a auséncia da via colinérgica anti-inflamatéria que consequentemente resulta na
secrec¢do continua de citocinas pro-inflamatoérias pelas células do sistema imune provocando um estado
inflamatorio crénico. Nos resultados obtidos, observamos diminuicdo na produgédo de TNF-a e IL-6 nas

feridas dos animais a7-/- diabéticos em relagéo aos animais WT diabéticos.

A IL-6 é uma citocina pleiotrépica, ou seja, com propriedades anti e pré-inflamatorias produzidas
por varias células do corpo, incluindo células imunolégicas, fibroblastos e células endoteliais. O aumento
agudo da IL-6 em resposta a uma infeccdo, traumatismo ou exercicio fisico medeia os beneficios anti-
inflamatorios, ao passo que a elevacao persistente da IL-6 esté relacionada com a inflamacé&o patogénica
(SUREDA, et al., 2016). No contexto da cicatrizacdo de feridas, a IL-6 esta envolvida com o controle da
inflamac&o, principalmente por induzir ativagdo de macrdgafos com caracteristicas anti-inflamatorias, a
migracdo de células epiteliais e o remodelamento do tecido. Estudos demonstraram que a IL-6 €

necessaria para a resolucdo da inflamacdo, e sua auséncia impede a recuperacdo adequada
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(FERNANDO et al., 2014). Dessa forma, a diminuigéo da IL-6 observada no grupo dos animais a7-/-
diabético, estdo coerentes, uma vez gque a auséncia da via colinérgica anti-inflamatéria reduziria o

estimulo para a expressao da citocina.

O TNF-a é uma citocina inflamatodria secretada principalmente por macréfagos que ajuda a
regular a inflamacgé&o e as respostas imunes no corpo. Ela desempenha um papel importante no processo
de cicatrizagdo, promovendo a inflamacédo, que é uma parte essencial da resposta imune a lesdes ou
infecgbes (ZHANG et al., 2022). Dessa forma, ao avaliar a dosagem da citocina por ELISA encontramos
um resultado incoerente com o visto na literatura, encontramos uma diminui¢do de TNF-a em vez de
um aumento nos animais a7-/- diabéticos. Como foi no estudo de DONG et al. (2016) que mostrou que
a ativacado de a7nAChR promove a cicatrizacao de feridas diabéticas ao suprimir a producédo de TNF-a
induzida por produtos de glicacdo avancada em camundongos diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Entretanto € importante ressaltar que ao se trabalhar experimentalmente com animais
nocaute deve-se levar em consideracéo a possibilidade do surgimento de novas vias de compensacao
para a delecdo. Outro ponto relevante é que através do método utilizado para a dosagem de citocinas
nao conseguimos avaliar se essas citocinas estdo ativas ou inativas. E também podem depender de
outros fatores, como o equilibrio de outras citocinas e vias inflamatérias envolvidas. Sendo assim,
pesquisas adicionais sdo necessarias para compreender completamente os mecanismos e implicagdes

dessa interacéo.

CONCLUSOES:

Os animais com a delegcdo da subunidade alfa 7 do receptor nicotinico de acetilcolina
apresentaram piora na cicatrizacdo de feridas, logo os resultados sugerem que a via colinérgica possui
um papel extremamente importante na regulacdo da inflamagéo e consequentemente melhora na

cicatrizacdo da pele.
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