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INTRODUCAO

A pele é a primeira linha de defesa do corpo, responsdvel pelo revestimento e protecdo extracorpérea. A
cicatrizagdo é um mecanismo fisioldgico desencadeado imediatamente apds a lesdo da pele e, apesar de ser um
processo evolutivamente conservado, pode ser prejudicada devido a complica¢des patoldgicas, como o diabetes.
O diabetes mellitus tipo | é uma doenga cronica causada pela destruicdo autoimune das células beta
pancreaticas, o que resulta em hiperglicemia cronica, devido a auséncia de insulina. O atraso na cicatriza¢dao de
feridas em individuos diabéticos se deve a inflamag¢do crbnica devido a hiperglicemia e aumento do estresse
oxidativo. Feridas diabéticas apresentam maior infiltracdo de neutrdfilos e macréfagos pré-inflamatérios que
estimulam a secrecdo de citocinas inflamatdrias, como a interleucina-6 (IL-6). Considerando que a resposta
inflamatdria compreende a primeira fase do processo de cicatrizacdo e regula todas as fases subsequentes,
mecanismos de controle da inflamacdo contribuem para o reparo tecidual. A via anti-inflamatéria colinérgica é
um mecanismo do sistema nervoso central de controle da resposta inflamatéria que atua através da ativacdo do
nervo vago que, por sua vez, estimula a secre¢do de acetilcolina pelas células imunes e bloqueia a sintese de
citocinas inflamatdrias. Resultados anteriores do nosso grupo, demonstraram que a administracao oral de acido
linoleico em camundongos diabéticos acelera o reparo tecidual e estimula a secre¢do de IL-6 em relagdo aos
animais diabéticos ndo suplementados. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar a participa¢do da via
colinérgica anti-inflamatdria em camundongos diabéticos suplementados com a&acido linoleico durante a
cicatrizacdo de feridas e na secrec¢do de citocinas inflamatdrias, como a IL-6.

METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Foram utilizados camundongos homozigotos para delecdo da subunidade alfa 7 do receptor
nicotinico de acetilcolina (Chrna7”") e seus controles do tipo selvagem (WT), machos, com 8 semanas de idade,
provenientes do CEMIB/UNICAMP. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, em
temperatura aproximada de 23 £ 22C. Os animais foram distribuidos em 4 grupos: (WT) animais do tipo selvagem
diabéticos suplementados com agua; (WT DLA) animais do tipo selvagem diabéticos suplementados com 50 pL
de &cido linoleico (22 mg/kg); (Chrna7”) animais a7’ diabéticos suplementados com 4gua e (Chrna7” DLA)
animais a7” diabéticos suplementados com 50 pL de &cido linoleico (22 mg/kg)

Ap6s jejum de 4 horas, o diabetes foi induzido nos camundongos dos grupos Chrna7” 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 sédio (pH 4.2). Os animais foram considerados diabéticos quando os
niveis de glicemia estavam acima de 240 mg/dL (MEYEROVICH et al., 2017; FIDLER et al., 2019).
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Foi realizado um acompanhamento da glicemia, que garantiu que todos os animais permaneceram
diabéticos durante todo o processo, ou seja, com niveis glicEmicos = 240 mg/dL. Apds a confirmagdo do
diabetes, foi realizada a indugdo de ferida, e para acompanhamento da glicemia dos animais durante o processo
cicatricial, a mesma foi aferida nos tempos 0 hora, 1, 3, 7, 10, 14 e 21 dias, coletando o sangue da veia caudal e
utilizando o Kit Accu-chek® Active.

Dez dias apds a ultima injecdo de estreptozotocina, iniciamos a suplementagdo dos animais. Os animais
dos grupos Chrna7’ DLA e WT DLA receberam suplementac3o oral de 50 pL/dia de 4cido graxo linoleico puro por
5 dias consecutivos (Sigma Aldrich, Alemanha) por pseudogavagem com pipeta monocanal mecanica (10-100 pL,
Eppendorf®). Os animais dos grupos WT e Chrna7” foram suplementados com 4gua (RODRIGUES et al., 2010).
Apds 5 dias de administracdao do acido linoleico, os animais foram anestesiados e uma area de aproximadamente
1 cm? de pele foi removida cirurgicamente da regido dorsal. Foram realizados lotes de camundongos que foram
eutanasiados tanto no 72, quanto no 21° dia apds a realizacdo das feridas.

Para avaliar o fechamento das feridas, as mesmas foram fotografadas em diferentes tempos de
seguimento apods a lesdo. As imagens foram capturadas por uma camera digital Sony® cyber-shot (DSC-S950S 4X
10MP com zoom oético). Para a andlise, a drea da ferida foi medida através do software Image J (National Institute
of Mental Health -NIH) e os resultados foram expressos em porcentagem (%) em relacdo a drea inicial da ferida
(0 hora).

Aproximadamente 100 mg de pele foi homogeneizada em 1 mL de solucao de tampao fosfato-salino com
inibidor de proteases (Complete Cocktail protease inhibitor, Roche,Mannheim, Germany). As amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C. A
producdo de citocinas (CXCL-1, CXCL-2, IL-1[3, TNF-q, IL-6, IL-10 e VEGF) foi avaliada através do método de ELISA
utilizando o Kit Duo Set (R&amp;D System, Mineapolis, MN, USA). Os valores foram normalizados pela
quantidade de proteinas nas amostras, determinada pelo método de Bradford (1976).

Aproximadamente 70 mg de tecido cicatricial foi armazenado em reagente de estabilizacdo de RNA
(RNAlater da Qiagen® (Hilden, Alemanha) de acordo com as instru¢des do fabricante (100 uL/10 mg de tecido). O
tecido foi homogeneizado e o RNA foi extraido utilizando o kit RNAeasy da Qiagen® (Hilden, Alemanha) conforme
descrito pelo fabricante. O cDNA foi sintetizado utilizando 2 pug de RNA e reagentes do kit de transcri¢do reversa
de cDNA de alta capacidade da Applied Biosystems® (Foster City, Califérnia, EUA). O PCR quantitativo foi
realizado utilizando-se o kit iTag Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad®, USA) de acordo com as instrugdes
do fabricante.

Os resultados serdo apresentados como média + desvio padrdao da média. ComparagGes entre os grupos
foram realizadas por andlise de varidancia (ANOVA) e pds-teste de Bonferroni. Para a realizacdo das andlises
estatisticas, foi utilizado o programa Prisma 8.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). As diferengas
foram consideradas significativas para p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O grupo WT DLA foi retirado das analises e de todos os resultados do presente estudo porque além de
estudos anteriores do nosso grupo ja terem resultados com um grupo idéntico, este ndo estava coerente com as
comparagdes de grupos que realmente interessavam para atingir o objetivo central da pesquisa e entdo, estava
comprometendo andlises estatisticas fidedignas.

De acordo com os resultados apresentados abaixo, o fechamento da ferida dos animais do grupo a7”
DLA foi atrasado em relacdo aos animais do grupo a7”" D no 32 e 7° dia apds a les3o.
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Figura 1. Andlise do fechamento da drea da ferida e fotos representativas dos animais dos grupos WT, Chrna7”- e Chrna7” DLA. (A) Fotos
representativas do fechamento da ferida. (B) Andlise temporal do percentual da drea da ferida em relagéo as feridas no tempo 0 hora. #
Indica diferenga significativa entre os grupos Chrna7”- e Chrna7” DLA.

O acompanhamento da glicemia dos animais durante o decorrer dos dias comprova que todos
permaneceram diabéticos durante toda a experimentac¢do, com niveis de glicemia =240 mg/dL.
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Figura 2. Acompanhamento de glicemia durante 21 dias.

A histologia em Hematoxilina e Eosina mostra que n3o existem diferencas entre os grupos Chrna7’ e
Chrna7’ DLA, mas observando o grupo WT, percebe-se que este possui maior inflamagdo do que os dois outros
grupos em comparagao.

Ja a histologia em Sirius Red mostra que o grupo WT possui mais fibras desorganizadas quando
comparado ao grupo Chrna7”, o que é benéfico para maior funcionalidade e qualidade tecidual. Enquanto isso,
o grupo Chrna7”" DLA parece apresentar maior matriz extracelular (MEC) quando comparado ao grupo Chrna7”,
0 que pode estar demonstrando um desenvolvimento de colageno mais acelerado neste grupo.
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Figura 3. Andlise histoldgica de tecido cicatricial de 21 dias. (A) Histologia em Sirius Red, com aumento de 200x; imagens sem e com
polarizagdo. (B) Histologia em Hematoxilina e Eosina, com aumentos de 100x e 200x. Epi - indica epiderme. W - indica drea de ferida. E -
indica drea de borda. * Indica inflamagdo.

Para tentar explicar esses resultados avaliamos as concentracbes teciduais de mediadores inflamatdrios
envolvidos no processo de cicatrizacdo. A Unica diferenca significativa foi entre grupos Chrna7” e Chrna7”’ DLA,
na quantificacdo de IL-10 e no tempo de 0 hora.
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Embora os resultados de analise de fechamento de ferida (Figura 1) apresentam que nao houve melhora
significativa na cicatrizacio dos animais Chrna7’" diabéticos, estudos experimentais com denervacdo
confirmaram que as terminagdes nervosas simpaticas na pele tem papel significativo e complexo na cicatrizagdo.
Os beta2-adrenoceptores podem ser ativados perto de terminagdes simpadticas; suprimem a inflamacgdo e a
reepitelizacdo, enquanto os adrenoceptores alfal e alfa2 induzem inflamacdo e ativam os queratindcitos.
Levando em conta a pele sauddvel, todos os efeitos sdo importantes para uma cicatrizacdo de sucesso.
Entretanto, as pesquisas tém mostrado que em feridas diabéticas, o bloqueio beta e a estimulagdo colinérgica
fornecem os melhores resultados quando se fala em melhoria da cicatrizacdo de feridas (IVANQV, et al., 2023).

Além disso, estudos tém mostrado que ambos os tipos de receptores colinérgicos inibem a secre¢do de
citocinas dos leucdcitos, embora os mAChR (receptores muscarinicos de acetilcolina) sejam mais bem
pesquisados (IVANQV, et al., 2023). Considerando isso, a libera¢cdo de acetilcolina também pode diminuir a
inflamacdo na area da ferida, promovendo vasodilatacdo e entdo estimulando o extravasamento de leucdcitos, o
que revela a importancia da presenca da via colinérgica anti-inflamatdria num processo inflamatério e de
cicatrizacdo (KURZEN, et al., 2007).

Para além da analise macroscépica do fechamento da ferida, quando observamos as histologias de 21
dias (Figura 3) percebemos que no grupo WT, existe maior inflamacdo em relacdo aos demais grupos, porém
maior desorganizacdo das fibras de coldgeno quando observamos a coloracdo em Sirius Red. Os estudos
mostram que, na fase de remodelamento do tecido, ocorre intensa producgdo e digestdo do colageno, bem como
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a substituicdo do coldgeno Il pelo coldgeno I. Esses eventos visam manter as fibras na mesma dire¢do do tecido
nao lesionado para restabelecer suas fungdes e forgcas mecanicas. Levando em consideragao as fungdes da pele e
sua necessidade de flexibilidade, a desorganizacdo das fibras é extremamente importante para sua
funcionalidade (SILVA, 2018).

Em relagdo a matriz extracelular, quando observamos a histologia em Sirius Red percebemos maior
desenvolvimento no grupo Chrna7”"DLA quando comparado aos demais grupos. E através da matriz extracelular,
gue ocorre a migracdo de diferentes tipos de células necessdrias para o processo de cicatrizagdo (SILVA, 2018).
Além disso, a MEC desempenha fun¢des muito importantes como estrutura¢do, organizacdo e orientagdao para
as células e tecidos, auxiliando diretamente o controle do metabolismo celular (XUE e JACKSON, 2015). Apesar
da auséncia de testes para andlise mecanica do tecido, esse maior desenvolvimento da MEC pode sim ser
associado a melhoria na qualidade e funcionalidade do tecido.

A fase inflamatéria é fundamental para que ocorra a infiltracdo de células e producdo de mediadores
inflamatdrios, que sdo muito importantes para o sucesso do processo de cicatrizacdo. Porém, tdo essencial
guanto esta fase, é justamente o controle dela. O controle da inflamacdo é indispensavel para a reparacao
tecidual, afinal a inflamacdo crénica pode piorar a ferida (SILVA, 2018). Através da andlise do fechamento da
ferida (Figura 1), é possivel perceber que provavelmente é o controle da inflamacdo que estd ruim, isso porque
s30 nos primeiros dias que o grupo Chrna7”" DLA apresenta maior area de ferida.

Sabe-se que a suplementacdo de acido linoleico tem agdo pré-inflamatdria, entretanto estudos
demonstram que mesmo aumentando a liberagdo de mediadores pré inflamatdrios na fase inicial da inflamacao,
ele também os reduz na fase de resolucdo (SILVA, 2018), o que pode justificar o fato do grupo Chrna7”" DLA
apresentar diferencas significativas no inicio do acompanhamento do fechamento da ferida (Figura 1), entretanto
menor drea inflamada e maior desenvolvimento de MEC em 21 dias, quando observa-se a histologia (Figura 3).

CONCLUSAO

Apés um aprofundamento dos resultados, podemos dizer que o grupo Chrna7’ n3o apresentou
diferenca no fechamento da ferida em relagdo aos animais WT. Entretanto, foi observado alinhamento paralelo
das fibras coldgenas na pele de 21 dias, o que indica atraso no processo. Por outro lado, grupo Chrna7”" DLA
atrasou o fechamento da ferida, mas apresentou melhora na organizacdo da MEC em relag3o ao grupo Chrna7”".
Através da literatura e demais estudos que demonstraram que a suplementagao de acido linoleico pode ser
benéfica, podemos supor que a auséncia da subunidade alfa 7 esta prejudicando as vias de atuacdo do acido
graxo e impedindo o desenvolvimento de tal efeito.

Além disso, os estudos nessa drea ainda sdo escassos, o que evidencia a necessidade de mais pesquisas
sobre os temas cicatrizacdo de pele e acido linoleico, para maior compreensao sobre o assunto.
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