Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ

Centro de Ciéncias da Saude — CCS

Instituto de Ciéncias Biomédicas — ICB

Programa de Pés-Graduaciao em Farmacologia e Quimica Medicinal

PAPEL DO RECEPTOR DE QUIMIOCINA CCR4 E DAS CELULAS T
REGULADORAS EM LESAO CUTANEA DE CAMUNDONGOS DIABETICOS

Janaina de Barros Figueiredo

Rio de Janeiro

2013



Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ
Centro de Ciéncias da Saude — CCS

Instituto de Ciéncias Biomédicas — ICB

Programa de Pés-Graduaciao em Farmacologia e Quimica medicinal

PAPEL DO RECEPTOR DE QUIMIOCINA CCR4 E DAS CELULAS T
REGULADORAS EM LESAO CUTANEA DE CAMUNDONGOS DIABETICOS

Janaina de Barros Figueiredo

Orientador: Prof*. Claudia Farias Benjamim

Rio de Janeiro

Fevereiro de 2013



Ficha catalografica:

Figueiredo, Janaina de Barros.

Papel do Receptor de Quimiocina CCR4 e das Células T Reguladoras em Lesdo
Cutanea de Camundongos Diabéticos/ Janaina de Barros Figueiredo. — Rio de Janeiro:
UFRJ/ICB, 2012.

Orientador: Prof* Claudia Farias Benjamim

Dissertacdo (Mestrado) — UFRJ/ ICB/ Programa de Pos-graduacao em Farmacologia e
Quimica Medicinal, 2012.

Referéncias bibliograficas:

1. Lesdo cutanea. 2. Cicatrizacdo. 3. Diabetes. 4. Receptor de quimiocina CCR4. 5.
Células T reguladoras. 6. Reparo tecidual. 1. Figueiredo, Janaina de Barros. II.
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Programa
de Pos-graduagdo em Farmacologia e Quimica Medicinal. III. Papel do Receptor de
Quimiocina CCR4 e das Células T Reguladoras em Lesao Cutanea de Camundongos
Diabéticos.




PAPEL DO RECEPTOR DE QUIMIOCINA CCR4 E DAS CELULAS T
REGULADORAS EM LESAO CUTANEA DE CAMUNDONGOS DIABETICOS

Janaina de Barros Figueiredo

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em Farmacologia e Quimica Medicinal,
do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Farmacologia.

Orientador: Prof®. Claudia Farias Benjamim

Rio de Janeiro

Fevereiro de 2013



PAPEL DO RECEPTOR DE QUIMIOCINA CCR4 E DAS CELULAS T
REGULADORAS EM LESAO CUTANEA DE CAMUNDONGOS DIABETICOS

Janaina de Barros Figueiredo

Orientador: Prof*. Claudia Farias Benjamim

Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduagdo em Farmacologia e
Quimica Medicinal, do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade Federal do Rio de
Jananeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Farmacologia.

Aprovada por:

Prof. Célio Geraldo Freire de Lima — IBCCF/UFRJ

Prof®. Christianne Bandeira de Melo — IBCCF/UFRJ

Prof. Heitor Affonso de Paula Neto — IMPG/UFRJ

Prof. Jorge Luiz Mendonga Tributino — ICB/UFRJ

Prof. Paulo de Assis Melo — PPGFQM/UFRIJ

Rio de Janeiro

Fevereiro de 2013



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus por cumprir a sua promessa € permitir que o0 meu sonho se

realizasse, € por guiar o meu caminho;

Aos meus pais, Leila e Silvio, por todo amor, amizade, carinho, apoio, paciéncia e

compreensao, que tiveram comigo;

Ao meu irmdo Raul que diversas vezes me ajudou a aliviar a tensdo distraindo minha cabega

ao me fazer companhia assistindo um filme ou jogando algum jogo;

A professora Dr* Claudia Farias Benjamim por me receber em seu laboratério oferecendo a
oportunidade de aprendizado, pela dedicagdo, paciéncia e orientagdo deste trabalho. Também
pelo exemplo de profissionalismo, organizacdo e sinceridade em seus atos, mostrando

caminhos e dando apoio em varios momentos;

A minha “Eterna chefinha” a doutoranda Ariane Renn6 Brogliato pela oportunidade de entrar
no mundo da lesdo. Orientou-me durante a iniciagao cientifica e durante todo o meu mestrado,

mesmo estando uma parte longe se preocupou comigo.

Ao “Grupo da lesdo”: Janaina Lima (minha chara), Ariane e Thais que sempre estavam

presentes para tirar davidas e auxiliar na bancada ndo importando a hora.

A Cyntia que se tornou uma verdadeira chefa copia fiel da Claudia Benjamim. Uma
verdadeira orientadora, minha “chefinha das Tregs”. Teve muita paciéncia durante meus

experimentos e corre¢des dos meus terriveis erros de portugués e falta de acento. Obrigadao.

A Prof* Josiane que teve uma participagao fundamental no fim do meu mestrado e no meu

ingresso para o doutorado, muito obrigada pela ajuda.

Aos Técnicos do lab, Carol e Alan que diversas vezes prepararam os materiais € solugdes

necessarias para os experimentos. Obrigada, uma verdadeira “mao na roda”.



A todos os alunos do laboratério de Imunofarmacologia: Amanda, Ariane, Cyntia, Janaina
Lima, Leandro, Rafael, Bruno, Leticia, Thais, Carol e Alan pelos bons momentos que tivemos

juntos, pelas risadas, pela troca de conhecimentos e pela convivéncia enriquecedora.
Aos amigos do LabCom: Manuella, Renata, Valdirene, Samuel, Rodrigo e Josiane que foram
meus companheiros de laboratério por um tempo e pelos bons momentos que passamos

durante esses anos.

Aos meus amigos Anderson, Vinicius e Daniele pelo incentivo, pela amizade e pelos

momentos de muita alegria.

Ao apoio financeiro do CNPq, FAPERJ, Capes e da empresa LM Farma que subsidiaram o

desenvolvimento deste trabalho.

Lembrarei sempre de vocés com muito carinho!!!



RESUMO

O PAPEL DO RECEPTOR DE QUIMIOCINA CCR4 E DAS CELULAS T
REGULADORAS EM LESAO CUTANEA DE CAMUNDONGOS DIABETICOS

Janaina de Barros Figueiredo

Orientador: Prof®. Claudia Farias Benjamim

Resumo da Dissertacdo de mestrado submetida ao Programa de Pds-graduagdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro-UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo

de Mestre em Farmacologia.

As feridas de dificil cicatrizagdo afetam 1-2% da populacdo nos paises desenvolvidos.
Apesar de sua relevancia clinica, no Brasil ainda ndo h4 dados estatisticos. Os processos
envolvidos no reparo de lesdes cutaneas cronicas ainda nao sdo conhecidos, mas ¢ claro na
literatura que € um processo multimediado, com a participagdo de varios tipos celulares e de
mediadores inflamatorios, dentre eles as quimiocinas. Nosso grupo tem interesse especial no
receptor CCR4 e seus ligantes CCL17 e CCL22, visto que este receptor esta presente na
superficie das células T reguladoras (Tregs) e € responsavel por mediar o recrutamento dessas
células para a pele inflamada. As células Tregs sdo encontradas na pele de humanos e
camundongos, no entanto o papel das células Tregs no processo de cicatrizagdo ainda nao foi
descrito. Visto que as cé€lulas Treg modulam o sistema imunoldgico, acreditamos que tais
células possam desempenhar um papel importante na cicatriza¢do de feridas cronicas na pele.
Nosso objetivo foi descrever o papel do receptor de quimiocina CCR4 e das células T
reguladoras na cicatrizacdo de feridas cutdneas em camundongos diabéticos. Neste estudo foi
possivel observar que os animais CCR4” ¢ os animais C57BL/6 que receberam anti-
CCL17/22 apresentaram um perfil de cicatrizagdo semelhante, mostrando-se acelerado
quando comparados aos animais C57BL/6 e aos animais que receberam AAV-IL2 para
aumentar o nimero de células Tregs. Através da andlise histologica, constatou-se que os

animais C57BL/6 ¢ CCR4™" possuem tecido com caracteristicas semelhantes, no entanto a



regeneracio epidérmica,é maior nos animais CCR4”" em relagdo aos animais C57BL/6. No
14° dia o deposito de colageno era maior nos animais CCR4” mostrado que o novo tecido
formado nesses animais possui uma resisténcia maior, caracterizando-o como mais maduro
quando comparado aos animais C57BL/6. As citocinas TNF-a, IL-6, IL-10, IL-1p e IL-12p70
foram quantificados mostrando uma menor quantidade dessas citocinas nos animais CCR4™"
comparados com os animais C57BL/6 no 2° dia de lesdo. O infiltrado celular foi avaliado
onde se observou que os animais CCR4” tém um aumento no namero de neutréfilos e uma
diminui¢do no nimero de Tregs em comparagdo com os animais C57BL/6. Assim foi possivel
observar que os animais CCR4™ possuem um processo de cicatrizagio mais acelerado, o que
sugere o envolvimento do receptor CCR4 e suas quimiocinas no recrutamento de Tregs para o
local da lesao, indicando que este receptor pode afetar negativamente a cicatrizagdo cutanea

em camundongos diabéticos.

Palavras-Chave: Lesdo cutanea, cicatrizagdo, receptor de quimiocina CCR4, células T

reguladoras, reparo tecidual, diabetes.

Rio de Janeiro

Fevereiro de 2013



ABSTRACT

THE ROLE OF CHEMOKINE RECEPTOR CCR4 AND REGULATORY T CELLS
ON SKIN WOUND HEALING ON DIABETIC MICE

Janaina de Barros Figueiredo

Orientador: Prof®. Claudia Farias Benjamim

Abstract da Dissertagdo de mestrado submetida ao Programa de Pos-graduacao em
Farmacologia e Quimica Medicinal, do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro-UFRJ, como parte dos requisitos necessarios 4 obtencao do titulo

de Mestre em Farmacologia.

Wounds of difficult healing affect 1-2% of population in developed countries. Despite
of its clinical relevance, in Brazil there are not statistical data yet. Studies in literature are
replete with papers describing a new subtype of T cells, these cells are called regulatory T
cells (Tregs) and its main function is to modulate the immune system. Tregs cells are found in
the skin of humans and mice however the role of regulatory T cells in the healing process has
not been described yet. Assuming that Treg cells modulate the immune system and that is
fundamental to the healing process, we believe that such cells play an important role in the
healing of skin lesions. This work aims to describe the role of the chemokine receptor CCR4
and regulatory T cells in cutaneous wound healing in diabetic mice. In this study, we observed
that CCR4” mice and C57BL/6 mice that receiving anti-CCL17/22 presented a similar
healing profile, able to accelerate the wound healing when compared to C57BL/6 mice and to
mice that received IL2 to increasing the number of Treg cells. Through histological analysis,
it was found that the C57BL/6 and CCR4"" mice presented a similar healing profile, however
epidermal regeneration is higher in CCR4”" mice compared to C57BL/6. In 14™h days the
collagen deposition was greater in CCR4”" mice showed that the new tissue formed in these
animals has a higher resistance, characterizing it as more mature compared to C57BL/6. The

cytokines TNF-a, IL-6, IL-10, IL-1B and IL-12p70 were quantified showing a less amount of



these cytokines in CCR4”" mice compared to C57BL/6 on second day of lesion. The cellular
infiltrate was evaluated, it was observed that the CCR4” mice have an increased number of
neutrophils and a decrease in the number of Tregs compared with C57BL/6. Thus, it was
observed that CCR4”" mice have a faster healing process, suggesting the involvement of
CCL17/22 chemokines and their receptor CCR4 in Tregs recruitment to the injury site,

indicating that this receptor can negatively affect the skin heals in diabetic mice.

Key-words: Cutaneous wound, healing, chemokine receptor CCR4, regulatory T cells, wound
repair, diabetic.

Rio de Janeiro

Fevereiro de 2013
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1. Introducio

A cicatrizagdo de feridas ainda hoje ¢ um problema clinico significativo. Estima-se
que 1-2% da populagdo de paises desenvolvidos sofrerdo com feridas cronicas em algum
momento de suas vidas. Apenas nos EUA, 6.5 milhdes de pacientes possuem feridas cronicas
0 que representa um grande impacto nos custos dos sistemas de saude publica (Sen et al.,

2009).

O valor gasto em cuidados com as feridas e a perda de produtividade dos individuos
acometidos e suas familias representam um grande custo para toda a sociedade (Stadelmann et
al., 1998). De acordo com a Global Industry Analysts Inc. o mercado mundial de curativos
pode chegar a US$ 22.8 bilhdes em 2017 (Analysts, 2010). No Brasil ainda ndo ha dados
estatisticos sobre a populacdo que sofre com feridas. No entanto, uma empresa brasileira do
mercado de curativos, a LM Farma Industria € comércio S/A, faturou em torno de R$ 30
milhdes no ano de 2011 com previsdo para aumentar em 10% o faturamento no ano seguinte.
O crescimento do mercado de curativos reflete o aumento da demanda indicando o grande

numero de pacientes que necessitam de cuidados especiais para o tratamento de feridas.

Muitos fatores extrinsecos e intrinsecos ao paciente podem interferir no processo de
cicatrizac¢do. Os fatores extrinsecos estdo relacionados as condigdes da ferida e ao tratamento
realizado: cuidados com a assepsia local, com a realizacdo dos curativos e os produtos
utilizados. Enquanto os fatores intrinsecos estdo relacionados as condi¢des clinicas do
paciente, e podem ser agravadas na presenca de doencgas cronicas, como o diabetes, doencas
cardiovasculares e doencgas imunoldgicas, que alteram o fluxo sanguineo e a resposta imune
(Tazima et al., 2008). Pacientes com diabetes apresentam retardo na cicatrizagdo de feridas,
sendo considerada cronica, uma vez que nao sao fecham no tempo esperado (mais de seis
meses) ou que apresentam complicacdes (Chettibi et al., 2009; Santos, 2000; Ferreira et al.,
2006). Como resultado de feridas cronicas, os pacientes desenvolvem tulceras que sdo
geralmente dolorosas e dificeis de tratar. Caso esses cuidados ndo sejam efetuados o paciente
pode sofrer consequéncias graves, tais como: amputacdo de membros, infeccdes generalizadas
e dor intensa o que inviabiliza a realizagdao das atividades normais dos individuos. O imenso
impacto social e economico de feridas cronicas ressalta a importancia da realizacdo de estudos
que possam contribuir para aperfeicoar os recursos disponiveis, assim como contribuir para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento de feridas.



Assim, o entendimento do processo de cicatrizacdo ¢ um significativo desafio para os
profissionais de satide que buscam novas terapias, para que estas sejam incorporadas em

protocolos de tratamento de feridas.
1.1.  Estrutura e fisiologia da pele

A pele ¢ o revestimento externo do corpo, considerado o maior 6rgdo do corpo
humano e o mais pesado, representando aproximadamente 16% do peso corporal, sendo
constituida por duas camadas: a epiderme, a camada mais superficial, e a derme, que esta

intimamente relacionada com o tecido subcutaneo (adiposo) (Figural) (Isaac et al., 2010;
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Figura 1- Diagrama da pele humana demonstrando as duas principais camadas da pele: epiderme e

derme. Disponivel em <http://www.auladeanatomia.com/tegumentar/tegumentar.htm>.
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A epiderme ¢ constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. As
c¢lulas mais abundantes neste epitélio sdo os queratinocitos que produzem a queratina. A
queratina ¢ uma proteina resistente e impermeavel responsavel pela protecdo da pele. Nesse
epitélio existem também os melanocitos (produtores de melanina, um pigmento castanho que
absorve os raios ultravioletas - UV), as células de Langerhans (células dendriticas da pele) e

as células de Merkel (células sensitivas — tato, pressao) (que existem em maior quantidade na



pele espessa da palma das maos e planta dos pés, localizadas na parte profunda da epiderme

apoiadas na membrana basal) (Isaac et al., 2010; Junqueira e Carneiro, 2004).

Pela definicao morfoldgica, a epiderme pode ser dividida em quatro camadas distintas:
camada basal, camada espinhosa, camada granulosa e camada cérnea. A camada basal ¢ a
mais profunda, em contato com a derme, constituida por células cubicas pouco diferenciadas
que se dividem continuamente, dando origem a todas as outras camadas. Algumas destas
células diferenciam-se e passam para as camadas mais superficiais, enquanto outras
permanecem na camada basal e continuam a se dividir. A camada espinhosa ¢ constituida por
células cubicas ou achatadas com mais queratina que a camada basal. Come¢am a formar
juncdes celulares umas com as outras, como desmossomas (por isso o aspecto de espinhos).
A camada granulosa ¢ constituida de células achatadas, com granulos de queratina
proeminentes. A camada cérnea ¢ constituida de células achatadas eosindfilas sem nticleo
(mortas) com grande quantidade de filamentos, principalmente queratinas (Figura 2)

(Proksch et al., 2008).
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Figura 2 — Diagrama da epiderme humana mostrando suas quatro camadas: cérnea, granulosa, espinhosa

e basal. (Adaptado de Proksch et al., 2008).



A derme ¢ um tecido conjuntivo que sustenta a epiderme e une a pele ao tecido celular
subcutaneo ou hipodérmico. A derme ¢ constituida por elementos fibrilares, como o coldgeno
e a elastina, e outros elementos da matriz extracelular, como proteinas estruturais,
glicosaminoglicanos, ions ¢ agua. A derme ¢ dividida em duas camadas de limites pouco
distintos: a papilar em contato com a epiderme, e a reticular, mais profunda onde predominam
as fibras colagenosas. E na derme que se localizam os vasos sanguineos que nutrem a
epiderme, vasos linfaticos e também os nervos e os 0rgaos sensoriais a eles associados. Sua
espessura ¢ superior a da epiderme, porém com uma populagdo celular inferior. Esta estrutura
confere a pele elasticidade, forca ténsil e resisténcia mecanica (Isaac et al., 2010; Junqueira e

Carneiro, 2004).

A pele também exibe uma ampla lista de fungdes essenciais para a homeostase do
organismo, tais como a manuten¢do da integridade do corpo, a prote¢do contra agressoes
externas, o isolamento corporal da dgua, a sensibilidade a estimulos externos, a funcdo de
barreira contra os microrganismos, tem papel essencial na termo regulacdo, e finalmente, a
absorcdo e excre¢do de substancias (Isaac ef al., 2010; Junqueira e Carneiro, 2004; Velnar et

al., 2009).

Como qualquer outro 6rgdo, a pele estd propensa a sofrer agressdes oriundas de fatores
patologicos intrinsecos e extrinsecos que irdo causar o desenvolvimento de alteragdes na sua

constituicdo como, por exemplo, as feridas cutaneas.

1.2.  Fases classicas da cicatrizacao de feridas

O processo de reparo de feridas ¢ um dos mais complexos processos biologicos que
ocorrem no organismo (Tazima ef al., 2008). A cicatrizacao normal de feridas compreende
uma cascata complexa e altamente integrada de eventos, que exige a interacdo de muitos tipos
celulares, incluindo as células inflamatdrias, fibroblastos, queratinocitos e células endoteliais,

bem como o envolvimento de fatores de crescimento e enzimas. (Singer e Clark, 1999).

Em todos os mamiferos o processo de cicatrizacdao de feridas dérmicas passa por trés
fases sobrepostas antes que seu reparo completo ocorra: fase inflamatoria, fase proliferativa e
fase de remodelamento (Figuras 3) (Tazima et al., 2008; Gurtner et al., 2008; Velnar et al.,
2009; DiPietro, 1995; Balbino et al., 2005; Gogia, 2003).



A fase inflamatdria prepara a ferida para a cicatrizagdo e remove os restos celulares e
tecidos desvitalizados, a fase proliferativa reconstrdi as estruturas danificadas e proporciona
forca ténsil a ferida, e a fase de remodelamento modifica a cicatriz imatura para uma madura,

a fim de ajustar o tamanho da ferida e dar forma a lesdao (Gogia, 2003).
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Figura 3- Fases classicas da cicatrizacio de feridas e padrido de infiltrado inflamatério em feridas da

derme. (Tazima ef al., 2008).

1.3. Fase Inflamatoria

O processo inflamatorio desencadeia a cicatrizagdo; se nao had inflamacdo, a
cicatrizagao de feridas sera retardada. A fase inflamatoria usualmente dura de 24 a 48 horas e
estd completa em 2 semanas, seguida por uma fase subaguda de aproximadamente 2 semanas

(Gogia, 2003).

O processo de inflamagdo ocorre imediatamente apdés o dano tecidual, e eventos
iniciais do processo de reparo estdo voltados para o tamponamento dos vasos rompidos.
Quase concomitante ao estimulo lesivo, e devido a influéncia nervosa (descarga adrenérgicas)
e acao de mediadores oriundos da desgranulagdo de mastdcitos, ocorre vasoconstrigdo como
primeira resposta, para lentificar ou parar a perda sanguinea na area afetada (Gogia, 2003;

Balbino et al., 2005).

Os componentes da cascata de coagulagcdo, as vias inflamatérias e o sistema
imunologico sdo ativados para prevenir perdas de fluido e sangue, para remover tecidos

desvitalizados e para prevenir infeccdo. A homeostasia ¢ alcancada inicialmente pela



formagao de um agregado de plaquetas, seguido por uma matriz de fibrina, os quais formam

uma sustentacdo ideal para a infiltragdo celular (Grose e Werner, 2004; Balbino et al., 2005).

Os neutroéfilos oriundos da circulagdo sdo as primeiras células a alcangarem a regido
inflamada, sendo o tipo celular predominante entre o primeiro e segundo dias (Balbino ef al.,
2005; Gurtner et al., 2008). Os neutrofilos sao recrutados para a ferida em resposta a ativagao
do complemento, a desgranulagdo de plaquetas, ativacdo dos leucdcitos residentes e pelos
produtos da degradagdo microbiana, e sdo responsaveis por iniciar a fagocitose de tecidos
desvitalizados e substancias estranhas. Os neutrofilos sdo células comumente encontradas em
sitios de inflamacgdo, porém, tendem a deixar o local com o passar do tempo devido ao
direcionamento natural da fase inflamatéria para a fase de reparo (Grose ¢ Werner, 2004;

Gurtner et al., 2008).

Ap6s 2-3 dias, aparecem monocitos na ferida e estes se diferenciam em macrofagos.

Acredita-se que os macréfagos sdo cruciais para coordenar os eventos tardios da resposta a

injuria (Figura 4A) (Gurtner et al., 2008).

Figura 4 - Fases cldssicas do reparo de feridas. Ha trés estagios cldssicos no reparo de feridas: (A) inflamagao,
(B) proliferacao e (C) remodelagdo (Adaptado de Gurtner ef al., 2008).



1.4. Fase Proliferativa

A fase proliferativa ocorre entre 2-10 dias apds a injaria e ¢ caracterizada pela
proliferagdo celular e migragdo de diferentes tipos de células. Esta fase continua até a
cicatrizacdo da ferida. A regeneragdo da epiderme ¢ iniciada horas apods a ocorréncia da lesao
(Gogia, 2008). O reparo epitelial passa por uma sequéncia de migragdo, proliferagdo e
diferenciagdo celular (Figura 4B). O primeiro evento ¢ a migracdo de queratinocitos sobre a
pele lesada. A neoangiogénese, associada a presenca de macréfagos e fibroblastos, substitui a
matriz de fibrina pelo tecido de granulag@o, o qual forma um novo substrato para a migragao
dos queratindcitos no estagio tardio do processo de reparo. Os queratindcitos sdo as células
que direcionam o processo de reparo para a fase de proliferacdo e maturacdo, e finalmente ha
o restabelecimento da funcdo de barreira do epitélio. Os queratindcitos ativados sao
hiperproliferativos, migratdrios, alteram seu citoesqueleto, aumentam a expressdo de
receptores de superficie e produzem componentes da membrana basal. Essas respostas sao
essenciais para a reepitelizacdo da area de injiria. Queratindcitos ativados também produzem
sinais paracrinos para alertar fibroblastos, células endoteliais, melandcitos e linfocitos, assim
como sinais para os queratindcitos vizinhos. Posteriormente os queratindcitos recebem sinais

para desativacdo (Freedberg et al., 2001).

Os fibroblastos sdo os principais componentes do tecido de granulacdo, apds a
influéncia dos fatores de crescimento e demais mediadores, derivados principalmente dos
macrofagos, sdo ativados e migram das margens da ferida para o seu centro. Com o aumento
do nimero de fibroblastos ativados para a produgdo de colageno no local, a matriz
extracelular comega a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e mais elédstico. Este
processo ¢ denominado de fibroplasia e para a sua eficiéncia ¢ necessario a formagdo de
novos vasos sanguineos, ou seja, a neovascularizacdo da regido da lesdo (Balbino et al,

2005).

Com a fibroplasia, se inicia a formag¢ao do tecido de granulacao (por volta do quarto
dia) composto por macrofagos, fibroblastos e vasos neoformados. Este tecido ¢ edematoso e
caracterizado pela presenca de muitos espacos vazios, devido a imaturidade dos vasos, os
quais sdo extremamente exudativos e sangram com facilidade. A neovascularizagdo ¢
essencial neste estagio porque permite a troca de gases e a nutricdo das células

metabolicamente ativas (Balbino et al., 2005).



Na parte final desta fase, os fibroblastos, que sdo atraidos para a borda da ferida, sdo
estimulados pelos macréfagos, e alguns se diferenciam em miofibroblastos (Opalenik e
Davidson, 2005). Outras células como células epiteliais, endoteliais € mesenquimais, também
podem se diferenciar em miofibroblastos. Os miofibroblastos sdo células contrateis que, ao
longo do tempo, aproximam as bordas da ferida. Fibroblastos e miofibroblastos interagem e
produzem matriz extracelular, principalmente na forma de colageno, que em ultima instancia

forma o principal componente da cicatriz madura (Werner, Krieg, Smola, 2007).

Quando a arquitetura epitelial ¢ reconstituida, num processo de cicatrizagdo normal, os
miofibroblastos desaparecem através do processo de apoptose. Quando esse processo ¢ falho

ocorre a formacao de cicatrizes hipertroficas (Balbino ef al., 2005).

1.5. Fase de Remodelamento

O remodelamento inicia-se 2-3 semanas apds a injuria e pode durar por um ano ou
mais. Durante esse estagio, todos os processos ativados apds a injuria diminuem gradualmente
e cessam. Assim a maioria das células entra em apoptose ou saem da ferida, deixando uma
massa que contém poucas células e consiste principalmente de coldgeno e outras proteinas da
matriz extracelular. A interagdo epitelial-mesenquimal provavelmente regula a integridade e
homeostasia da pele (Szabowski e et al., 2000). Apds 6-12 meses, a matriz extracelular ¢é
ativamente remodelada e sua composicao passa de colageno tipo III para colageno tipo I,
principalmente. Esse processo ¢ devido a agao de metaloproteinases de matriz (MMPs), que
sdo secretadas por fibroblastos, macrofagos e células endoteliais, e isso reforca o tecido de
reparo. Entretanto, tal tecido nunca ira recuperar as propriedades de uma pele original (Figura

4C) (Levenson ef al., 1965).

1.6. Feridas Cutaneas

Desde os primérdios da humanidade até os dias atuais, as feridas constituem um
problema de saude para o ser humano, pois as lesdes de pele t€ém repercussoes fisicas,

associadas a dor, imobilidade e incapacidade; psicoemocionais, relacionadas a autoestima e



autoimagem; e diminui¢do da qualidade de vida, originadas por hospitalizagdes e afastamento

do convivio social.

As feridas cronicas sdo aquelas que ndo sdo reparadas no tempo esperado ou que
apresentam complicacdes e muitas das vezes estdo associadas a uma comorbidade. As feridas
cronicas representam uma epidemia silenciosa, que afeta uma grande fragdo da populagdo
mundial e representa grande ameaga para a satide publica e para a economia (Santos, 2000). O
custo do tratamento dessas feridas estd crescendo rapidamente e estima-se um forte aumento
na incidéncia de diabetes e obesidade devido ao envelhecimento da populacdo e mudancas

nos habitos alimentares causando um enorme custo para a area da satude (Sen et al., 2009).

Os Estados Unidos tem um gasto anual de 25 bilhdes de dolares no tratamento de
feridas cronicas. Atualmente, mais de 1000 centros ambulatoriais de ferida estdo em operagao
representando o maior mercado do mundo e o que mais cresce na area do tratamento de

feridas (Sen et al., 2009).

Existem poucos dados estatisticos sobre a populacdo que sofre com feridas no Brasil.
De acordo com uma pesquisa realizada pela Frost & Sullivan, empresa internacional de
pesquisa ¢ consultoria de mercado, o setor de curativos no Brasil representou US$ 121,1
milhdes em 2010 e a perspectiva ¢ que este mercado cres¢a 3% ao ano até 2016 (Wound Care
Management, 2007). Num estudo realizado com pacientes internados em um hospital de
grande porte em Belo Horizonte, dos 1.073 pacientes internados no periodo estudado, 525
(48,9%) apresentavam feridas. A hipertensdo arterial foi a comorbidade apresentada com
maior percentual (432-31,1%) de pacientes, seguida pelo Diabetes mellitus (166-12,3%). Do
total de feridas, 18,6% eram consideradas cronicas. Dessas 10,4% eram consideradas ulceras

diabéticas (Maciel, 2008).

1.7. Diabetes

O Diabetes mellitus (DM) ¢ uma desordem metabdlica comumente irreversivel, que
embora seja de carater controlavel, sua prevaléncia global continua a aumentar devido ao
envelhecimento populacional e alteragdes no estilo de vida. Atualmente, existem cerca de 366
milhdes de diabéticos no mundo e estima-se que em um periodo de 20 anos a populacao de

diabéticos chegara a 552 milhdes (Federagdo Internacional de Diabetes, 2010). A India foi



indicada como principal contribuinte para este indice global no ano de 2000 com um numero
estimado de 31,7 milhdes de diabéticos adultos. O niimero previsto de diabéticos na India ao
longo das proximas trés décadas foi estimado para chegar a 80 milhdes de diabéticos adultos
(Vaz e Patnaik, 2012). De acordo com a Associacdo Americana de Diabetes, 7% da populagado
em geral e 21% das pessoas acima de 60 anos de idade possuem diabetes nos EUA (Pradhan
et al., 2007; Hobizal et al., 2012), contabilizando cerca de 20,8 milhdes de diabéticos, sendo
que para 2030 estes numeros irdo dobrar (Brem e Tomic-Canic, 2007). No Brasil, as
projecdes para 2030 sdo de que possa existir cerca de 39,9 milhdes de diabéticos, o que
representa um grande aumento em relagdo aos 5 milhdes de diabéticos estimados em 2002

(Federacao Internacional de Diabetes, 2010; Ferreira ef al., 2006).

As duas principais formas de diabetes mellitus em incidéncia, prevaléncia e
importancia clinica, sdo o diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e o diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
Além desses, existem outros tipos especificos de diabetes e também o diabetes gestacional
(Associagdo Americana de Diabetes, 2008). E de nosso particular interesse o DM1, visto que

ele sera usado como nosso modelo experimental para a indugao de lesdo cronica.

O DM1, 5-10% dos casos, ¢ o resultado de uma destruicdo das células  pancredticas
com consequente deficiéncia na producdo de insulina. Diferentes processos patogénicos estao
relacionados ao desenvolvimento do diabetes, que vao desde a destruicdo autoimune das
células B pancredticas, até alteragdes metabolicas que levam a resisténcia a insulina. Existem
também casos em que ndo ha evidéncias de processo autoimune, sendo, portanto, referida
como forma idiopatica do DM1 (Fabrini et al., 2008). Na maioria dos casos, o DM1 ocorre
devido a destruicao autoimune induzida por inflamagado e apoptose das células  pancreaticas,
geralmente associada com a infiltracdo de células imune inata, que produzem citocinas, tais
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o qual promove a apoptose das células 3 e
aumento do infiltrado de células T especificas, que atacam e destroem as células  (Graves e

Kayal, 2011).

O DM ¢ caracterizado principalmente pela incapacidade do hormdnio insulina em
exercer seus efeitos, seja pela auséncia total ou parcial deste hormonio e/ou resisténcia celular
a este, produzindo uma série de disturbios no metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipidios (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007). A auséncia completa da insulina e de suas
acdes resulta em um excesso de glicose na corrente sanguinea, fato que prejudica o

funcionamento normal do organismo e resulta em fenomenos caracteristicas do DM 1, como o



desenvolvimento de uma hiperglicemia até o ponto em que ultrapassa o limiar renal de
excrecdo da glicose. Ocorre entdo uma grande perda de glicose na urina, e a alta concentracao
urinaria desse substrato resulta numa politria, que por sua vez leva a sede e desidratacao. O
escoamento continuo de carboidratos junto com a diminuicdo das reservas adiposas de
triglicerideos e da massa corpdérea magra provoca a perda de peso no individuo, mesmo com
uma ingesta alimentar alta (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007; Levy, 2006). Esse quadro
caracteriza assim os sinais classicos do DM 1: hiperglicemia, glicosuria, polidipsia, politria e

polifagia, apesar do baixo peso corporal, hiperlipidemia, cetontria e acidose.

1.8. Feridas em individuos diabéticos

Como descrito anteriormente, a cicatrizagdo de feridas requer a interagdo bem
orquestrada de complexos eventos biologicos € moleculares como a migracao e proliferagdo
celular e o depdsito de matriz extracelular (ECM). No entanto os individuos diabéticos sofrem
com um retardo na cicatriza¢do devido a estagnacdo do processo inflamatdrio (Pradhan et al,,

2007; Velnar et al., 2009).

As alteragdes hemodinamicas provocadas pelo diabetes sdo uma das principais causas
no retardo do processo de cicatrizacao. A situacdo de estase venosa juntamente com a hipdxia
(auséncia de O,), que na maioria das vezes ¢ derivada da insuficiéncia vascular periférica, ¢
prejudicial para o processo de cicatrizagdo, pois pode exacerbar a resposta inflamatoria,
alterando o processo de cicatrizagdo por aumento dos niveis de radicais de oxigénio na lesao
tecidual (Guo e DiPietro, 2010). Além disso, o excesso da oferta de glicose na corrente
sanguinea também provoca aumento na produgao de espécies de radicais livres (ROS). Estes,
estdo relacionado a formagdo de produtos finais de glicagdo avancada (AGEs), alteracdo na
via de polidis de hexosaminas e da reacdo inflamatoria com liberacdo de citocinas e disfuncao

endotelial (Guo e DiPietro, 2010; Acosta et al., 2008).

O processo de cicatrizacdo dos diabéticos também envolve a desregulacdo das fungdes
celulares. Estas incluem funcao de leucocitos diminuida relacionada com a hiperglicemia, a
diminui¢do ou deficiéncia na producdo de fatores de crescimento, desequilibrio entre o
acumulo de matriz extracelular e a remogao pelas MMPs, resposta angiogénica prejudicada,

ativacdo insuficiente de macrdéfagos, acumulo de coldgeno, desregulacdo na quantidade de



tecido de granulagdo, migragdo e proliferacdo de queratinocitos e fibroblastos (Brem e Tomic-

Canic, 2007; Pradhan et al., 2007; Guo e DiPietro, 2010).

Os pacientes diabéticos sdo mais propensos ao desenvolvimento de feridas cronicas
e/ou ulceras nos pés devido a uma multiplicidade de fatores, assim como o desenvolvimento
de neuropatias, doencas vasculares periféricas, traumas e infec¢des (Khanolkar et al., 2008;
Biswas et al., 2010; Pradhan et al., 2007). As ulceras de pé sdo uma das principais causas de
admissdes em hospitais quando se fala em individuos diabéticos, ¢ também uma das
principais morbidades associada ao diabetes, muita das vezes levando a dor, ao sofrimento e a
uma baixa qualidade de vida para esses pacientes. Estima-se que 15-25% de todos os
pacientes com diabetes desenvolva o pé diabético ou as ulceras de pé, e 84% das amputacdes
de perna estejam relacionadas com o diabetes (Brem e Tomic-Canic, 2007; Pradhan et al.,

2007; Kimberlee et al., 2012).

O prolongado processo de cura dessas feridas diabéticas, por vezes interrompida
devido ao alto custo, afeta a qualidade de vida do paciente devido a mobilidade diminuida e
perda de produtividade. Este processo de cicatrizagdo ¢ um significativo desafio para os
profissionais de saude que buscam terapias alternativas e formas de aperfeicoar e incorpora-

las em protocolos de tratamento de feridas de forma adequada.

1.9. Inducao de diabetes

A fim de estudar o processo de cicatrizagdo de feridas cutdneas fez-se necessario
induzir o diabetes para obter um modelo de ferida de dificil cicatrizacdo. Os agentes
diabetogénicos como a aloxana e estreptozotocina tém sido utilizados em estudos
experimentais para inducdo ao DMI, pois estas drogas tém a capacidade de reproduzir em
animais de laboratorio o quadro de alteracdes metabdlicas e sinais clinicos semelhantes aos
que ocorrem na doenga naturalmente adquirida. Ambos xenobidticos caracterizam-se por seu
efeito toxico seletivo as células B das ilhotas de Langerhans do pancreas (Bairros, 2009). A
aloxana, assim como a estreptozotocina, ¢ um analogo da glicose que se acumula
preferencialmente nas células B pancreaticas através do transportador de glicose GLUT2. A
diabetogenicidade da aloxana ¢ devido a formagado de espécie reativas de oxigénio (ROS) com

consequente necrose das células B (Lenzen, 2008).



A aloxana foi inicialmente descrita por Brugnatelli em 1818 e suas propriedades
diabetogénicas foram reportadas por Dunn, Sheehan e McLethie em 1943 ao administrar esta
droga em coelhos e observarem uma necrose especifica das ilhotas pancreaticas. Desde entao,
a aloxana tem sido utilizado como indutor do DM1 em modelos animais. (Bairros, 2009). A
aloxana exerce suas agdes diabetogénicas quando administrado de forma parenteral:
intravenosa, intraperitoneal e subcutdnea. A dose de aloxana requerida para indugdo ao DM

depende da espécie de animal, forma de administragdo e status nutricional (Bairros, 2009).

Os camundongos diabéticos induzidos com aloxana apresentam sinais classicos do
DMI1 humano como hiperglicemia, glicostria, polidipsia, politria, polifagia, baixo peso
corporal, danos no sistema ocular, renal, cardiaco, vascular e nervoso, hiperlipidemia,

cetontria e acidose (Bairros, 2009; Rerup, 1970).

1.10. Resposta imunoldgica no reparo tecidual

1.10.1. Receptor de quimiocina CCR4

A cicatriza¢do de feridas seja qual for sua origem: trauma, cirurgica ou infecciosa,
procede através de um padrdo de sobreposi¢do de eventos, incluindo a coagulagdo,
inflamacao, reepitelizacao, a formacao de tecido de granulagdo e remodelacdo do tecido.
Muitos destes processos sao regulados por quimiocinas, uma superfamilia de proteinas de 8-
15 quilodaltons (kDa), que possuem atividades bioldgicas diversas. Definido por uma tetra-
cisteina, estas proteinas sdo subdivididas em quatro familias distintas de acordo com as
configuragdes dos residuos de cisteina na extremidade N-terminal (Milatovic e Richmond,
2008). Hoje em dia ¢ usada uma nomenclatura sistemdatica para as quimiocinas € para seus
receptores, onde os receptores sdo definidos como: CXC, CC, XC e CX3C, seguidos pela
letra R (receptor) e um niimero. As quimiocinas s3o definidas pela letra L (ligante) e pelo
numero de seu gene. Entretanto, algumas quimiocinas ainda sdo distinguidas por seus nomes

tradicionais (Olson e Ley, 2002).

As quimiocinas sdo importantes moléculas envolvidas no controle da migragao de
células, principalmente células do sistema imunoldgico, para determinados sitios no

organismo. As quimiocinas sdo secretadas por diversos tipos celulares de forma constitutiva



ou quando estas sdo ativadas por algum estimulo inflamatoério (Soldevila e Zepeda, 2003;

Behm et al., 2001).

As quimiocinas se ligam aos receptores de sete algas transmembranares associado as
proteinas Gs, atuam através destes receptores de alta afinidade expostos na superficie das
células (Kim et al., 2002). Muitas quimiocinas sdo constitutivamente expressas € mostram-se
aumentadas no dano tecidual cutdneo. Neste ultimo caso, essas direcionam a migragdo de
células inflamatodrias (neutrofilos, macréfagos, monocitos e linfocitos) para dentro do leito da

lesdo (Kroeze et al., 2012; Behm et al., 2001).

O papel das quimiocinas ou seus receptores individuais tem sido estudado no processo
de cicatrizagcdo de feridas, principalmente em modelos de camundongos, dando destaque as
familias CXC e CC. Por exemplo, os camundongos transgénicos que super expressam
CXCLI10 na pele (uma quimiocina angiostatica que recruta linfocitos T) exibiram altera¢des
no processo de cicatrizagdo, caracterizada por aumento da fase inflamatéria com fase de
granulacdo alongada e desorganizada. Essa fase de granulagdo alongada foi caracterizada pela
formacgao prejudicada da vasculatura do leito da ferida exibindo feridas que nao cicatrizavam.
Além disso, estudos em camundongos deficientes para o receptor CXCR2 (um receptor de
quimiocinas envolvidos na angiogénese) mostraram diminui¢do no recrutamento de
neutrofilos, reducdo da migragdo e proliferagdo dos queratindcitos durante a reepitelizagdo, e
um atraso significativo na neovascularizacao, retardando o fechamento das lesdes (Milatovic

e Richmond, 2008).

Visto a importancia da interacdo quimiocina/receptor, nosso grupo vem investigando a
participa¢do do receptor de quimiocina CCR4 no processo de cicatrizagdo. O receptor de
quimiocina CCR4 responde a dois ligantes: a quimiocina derivada de macrofagos
(MDC/CCL22) e a quimiocina regulada pela ativagdo do timo (TARC/CCL17). Ambas sdo
produzidas essencialmente por mondcitos e macrofagos, células dendriticas e também por
células estruturais, células endoteliais e fibroblastos (Iellem et al., 2001; Wang e et al., 2010),
indicando que essas quimiocinas podem também contribuir para a regulagao da reepitelizagao,
a formacao de tecido de granulagdo, angiogénese e remodelagdo do tecido (Kroeze et al.,

2012).

O receptor de quimiocinas CCR4 esta expresso funcionalmente em distintos subtipos
de células T, incluindo células T ativadas, células T2 e células T reguladoras (Tregs). O

CCR4 também foi encontrado nas plaquetas, células exterminadoras naturais (NK),



macrofagos e células dendriticas. As células dendriticas sdo importantes fontes de liberacao
de CCL17 e em contato com macrofagos produzem CCL22 durante a inflamagdo e na

homeostase (Poppensieker et al., 2011).

Ainda ¢ controverso o papel do receptor de quimiocina CCR4 no processo de
cicatrizagdo cutanea, entretanto estudos mostram que a auséncia desse receptor exacerba o
processo inflamatério (Lehtimaki ez al., 2010; Dudda ef al., 2008). Lehtimaki e colaboradores
mostraram no modelo de hipersensibilidade induzida por contato o aumento da inflamagao na

auséncia do receptor (Lehtimaki et al., 2010).

Assim, pressupomos que o receptor de quimiocina CCR4 possui um papel importante
no processo de cicatrizagdo cutanea em animais diabéticos, uma vez que a condi¢ao do

diabetes promove desordens no processo de cicatrizagao.

1.10.2. Células T reguladoras — Tregs

As primeiras descrigoes de células capazes de regular a resposta imune foram nos
meados da década de 70, quando foi relatado que algumas células T eram capazes de suprimir
o desenvolvimento de doengas autoimunes (Gershon e Kondo, 1970). Em 1995, Sakaguki e
colaboradores demonstraram que os linfocitos T CD4" que expressam constitutivamente a
cadeia o do receptor da IL-2 (CD25) sdao responsaveis por esse efeito regulador. Essa
descoberta foi comprovada a partir de evidéncias experimentais, onde foi observado que a
deplecio de uma subpopulagio de células T CD4" levava ao desenvolvimento da
autoimunidade, em 06rgdo especifico em camundongos normais ou em ratos, além disso, a
reconstituicdo da populacao depletada prevenia o desenvolvimento da autoimunidade. Assim,
essa subpopulagdo de linfocitos T CD4 CD25" foi denominada de células Tregs (Sakaguki et
al., 1995).

Ja ¢ sabido que as células Tregs naturais sdo originadas no timo, através de uma
interagdo de alta afinidade do seu receptor de célula T (TCR) com complexos de peptideos
proprios apresentados por moléculas de MHC expressos em células do estroma do timo. Além
das células Tregs naturais, varios tipos de células T reguladoras induzidas ja foram descritas

(Th3 e células T reguladoras tipo 1 — Trl), essas sdo induzidas na periferia por acdo de fatores



especificos sobre as células T naive recém-egressas do timo (Bach, 1995; Pearson e MeDevitt,

1999; Oberg et al., 2011).

As células Tregs sao responsaveis pela regulacdo da resposta imunologica, prevenindo
doencas inflamatorias, restringindo respostas aberrantes ou evitando com que a resposta seja
inadequada (Lima, 2006; Campbell e Koch, 2011). As células Tregs agem modulando uma
grande variedade de componentes tanto da resposta imune inata quanto da resposta imune
adaptativa, e isso depende de sua habilidade de migrar para tecidos especificos (Campbell e
Koch, 2011). O mecanismo utilizado por elas para mediar a supressao varia desde a producao
de citocinas incluindo fator de crescimento transformador (TGF)-B, interleucina (IL)-10 e IL-
35 até o contato célula — célula. Alguns desses ja estdo bem descritos como: (1) um grande
consumo de IL-2 diminuindo sua quantidade no meio, necessaria para proliferagdo da célula T
efetora, (2) a supressdo da célula T efetora pela transferéncia do segundo mensageiro AMP
ciclico (AMPc), um potente inibidor da ativagao de leucocitos, (3) a supressao por citolise
mediada pela secre¢do de perforina e das granzimas A e B, (4) supressao por contato célula —
célula, através da ligacdo de moléculas de superficie das células Tregs e células dendriticas,
como o CTLA-4 e CD80/CD86 que induz a expressdo de 2,3 dioxigenase indoleamina (IDO)
pelas células dendriticas, uma potente molécula imunossupressora ¢ (5) pelo bloqueio da
maturacao das células dendriticas através da ligagao do gene 3 ativador de linfocitos (LAG3)
com o complexo de histocompatibilidade (MHC) de classe II presente nas células dendriticas

(Figura 5) (Vignali et al., 2008).
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Figura 5 — Mecanismo de acido das Tregs. Esse esquema mostra quatro mecanismos de acdo utilizados pelas
Tregs. Citocinas inibitérias incluindo a IL-10, a IL-35 e o TGF-B. A citolise inclui mecanismos de morte
dependente da perforina e das granzimas A e B. A ruptura metabolica inclui a apoptose mediada pela privacdo da
IL-2; inibicdo mediada pelo AMPc e imunossupressao mediada pela geracdo de CD39 e CD73. A inibicao das
células dendriticas inclui mecanismo que modulam a maturagdo e a fun¢do das células dendriticas como a
supressdo da maturacdo das células dendriticas mediada pela ligagdo do LAG-3 com o MHC-II ¢ a indugdo da
produgdo de IDO pelas células dendriticas através das interagdes CTL-4/CD80-86. Ty célula T efetora;
GrzB/A: granzima B ou A; Pfr: perforina; A,A: receptor purinérgico de adenosina; IDO: 2,3 dioxigenase

indoleamina.(Adaptado de Vignali ef al., 2008).

Desde a descoberta das Tregs, apenas o Foxp3 (fator transcricional membro da familia
forkhead) pode ser reconhecido como marcador especifico. Experimentos in vivo
demonstraram a importancia desse subtipo de célula T e o papel do Foxp3 no
desenvolvimento de uma doenga autoimune linfoproliferativa fatal. Em 2001, Bennett e
colaboradores, demonstraram que camundongos podiam desenvolver espontaneamente uma
mutacdo no gene Foxp3, ocasionando a sindrome Scurfy, que resulta na completa perda das
células Tregs e na morte desses animais em 3-4 semanas apds o nascimento. Em humanos foi
demostrado que individuos com IPEX compartilhavam as mesmas caracteristicas fenotipicas
que os scurfy. O IPEX, doenca fatal em humanos caracterizada por desregulacdo imune,

poliendrocrinopatia, enteropatia e heranca ligada ao cromossomo X, também esta relacionada



a ocorréncia de mutagdes no gene Foxp3. (Oberg e colaboradores, 2011; Campbell e Ziegler,
2007; Bennett e colaboradores, 2001). Em 2003, o grupo do pesquisador Rudensky e o grupo
do pesquisador Sakaguchi, mostraram que a desregulagao imune gerada em individuos com
IPEX e animais Scurfy eram devido a auséncia de Tregs, visto que a expressdao de Foxp3 nas
Tregs é necessaria para o desenvolvimento da diferenciagdo das células CD4" CD25" e sua
fun¢do supressora. Os trabalhos ainda relatam que células similares ao fenotipo das células

Tregs naturais também apresentam atividade supressora (Oberg e colaboradores, 2011).

A célula Treg foi identificada fenotipicamente (Figura 6) por expressar em sua
superficie altos niveis da cadeia a do receptor da IL-2 (CD25), no entanto, analises de
expressdao de genes revelaram a expressdao de varios outros genes, incluindo o receptor do
fator de necrose tumoral induzido por glicocorticoide, o GITR, e o gene 3 de ativagdo de
linfocitos, o0 LAG-3, que sdo expressos apds a sua ativacao (Yamazaki et al., 2003; Triebel et
al., 1990). Outro marcador associado a Treg € o antigeno 4 do linfocito T citotoxico, o CTLA-
4. O CTLA-4 ¢ um receptor inibitério que compartilha seus ligantes, CD80 e CD86, com o
receptor coestimulatorio CD28. O CTLA-4 s6 ¢ induzido nas células T efetoras apos ativacao

do TCR, enquanto nas Tregs ele ¢ constitutivamente expresso intracelularmente e na sua

superficie (Oberg et al., 2011; Takahashi et al., 2000).
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Figura 6 — Marcadores das Tregs. As células Tregs expressam diferentes receptores caracteristicos em sua
superficie além do fator de transcricdo especifico o Foxp3. Disponivel em <http://www.lucerna-

chem.ch/309 . html#1b>.



Além desses marcadores, as Tregs também expressam moléculas de adesdo e
receptores de quimocinas na sua superficie (Tabela 1), responsaveis pela sua distribuicdo em
tecidos linfoides e ndo linféides. Em 2001, Iellem e colaboradores demonstraram que as Tregs
expressam os receptores CCR4 e CCR8 na sua superficie e que elas migram in vitro frente aos

ligantes desses receptores.

Tabela 1 — Receptores de quimiocinas e moléculas de adesdo expressos nas Tregs
(Adaptada de Campbell, 2011).

Importante no modelo de diabetes

Tecidos  [CD62L Migracao para os LN INOD-SCID
linf6ides
Migracdo para os LN e parao [Treg CCR7" falha na prevencao daj
CCR7 baco colite
Ligantes de E-
Tecidos ndo |[selectina, P- Migracdo para pele e tecidos Importante na tolerancia cutdnea
linfoides  [selectina inflamados
Integrina aEB7 Localizacdo epitelial Retencdo da Treg durante infeccéo

com L.major

Migracdo para os tecidos
Integrina a4p7 linfoides associados ao intestino [Funciona na migracdo da Treg para
0 intestino

CCR2 Migracdo para os tecidos Importante na migracdo da Treg
inflamados durante a rejei¢do aloenxerto
Migragao para a pele e outros  [Importante na tolerancia pulmonar
CCR4 tecidos inflamados e cutdnea
CCRS Migragao para tecidos Direciona a localizagdo da Treg na
inflamados infeccdo por L.major
Migracdo para sitios de Funciona na migracdo da Treg
CCR6 inflamacdo mediados pela célulaldurante auto-imunidade mediada
Th17 ela célula Th17

Migracdo para pele e para sitios

CCRS de inflama¢do mediados pelas  [Expresso nas Tregs
células Th2
Migracao para os tecidos de Expressos nas Tregs do figado
CCR10 mucosa e pele humano inflamado
Expresso nas células Tregs de
CXCR6 Migracdo para o figado humanos

Migragao para a medula ossea,
CXCR4 placa de Peyer e sitios de tumor |Associagdo com as células Treg
infiltrantes no tumor




As Tregs também expressam em sua superficie certas moléculas de adesdo como a cadeia oE
da integrina (também conhecida com CD103) que juntamente com o receptor de quimiocina
CCR4, possui a habilidade de induzir a expressao de ligantes de carboidratos como P-
selectina e E-selectina por ativacao da enzima o-(1,3)-fucosiltransferase VII, sendo isso
importante para a migracdo e/ou retencdo das células Tregs a pele. As Tregs expressam
também a integrina a4f7 que juntamente com o receptor de quimiocina CCR9 promove sua

migracao para o intestino (Figura 7) (Campbell e Koch, 2011).
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Figura 7 — Receptores expressos pelas Tregs que direcionam a migracio para diferentes tecidos e
microambientes. A expressdo de diferentes combina¢des de moléculas de adesdo e receptores de quimiocinas

medeiam a migracdo das células Tregs para diferentes tecidos. (Adaptado de Campbell, 2007).

Em 2011, Tubo e colaboradores demonstraram que dois receptores de quimiocinas
diferentes estdo envolvidos no recrutamento das células Tregs para a pele durante a
inflamacdo, o CCR4 e CCRI10, e que a migragdo para pele esta dividida em duas etapas. Os

ligantes do CCR4 estdo presentes no endotélio da derme e facilitam a entrada das Tregs do



sangue para a derme, enquanto o CCR10 controla a subsequente migra¢do dessas células da
derme para a epiderme (Tubo et al., 2011). Também foi observado, em 2010, por Lehtimaki e
colaboradores que os receptores de quimiocinas CCR10 e CCR4 sdo receptores importantes
no recrutamento de células inflamatoérias para o local inflamado. Além disso, o receptor CCR4
parece estar envolvido no funcionamento das Tregs, promovendo e suprimindo a resposta
imune, e que mais de 80% das células CD25" do sangue periférico de humanos expressam

CCR4 (Lehtimaki et al., 2010).

Recentes estudos demonstraram que a pele de um adulto normal contém entre 10-20
bilhdes de células T de memoria, incluindo os seus subtipos: células T helper, células T
citotoxicas e cé€lulas T reguladoras (Seneschal et al., 2012). As células T de memoria sdo
aquelas que ja tiveram um contato prévio com um determinado antigeno e que estdo prontas
para responder de maneira rapida e eficaz contra uma futura exposi¢do aquele antigeno
(Abbas e Lichtman, Imunologia Bésica). Ainda segundo Seneschal e colaboradores a pele de
humanos contém uma populacao de células Tregs residentes que representa 5-10% das células
T residentes na pele. As células residentes sdo células estaveis, permanentes naquele tecido
(Seneschal et al., 2012; Clark et al., 2006). Através de analises de pele normal de humano por
imunohistoquimica e citometria de fluxo foi possivel revelar que as células Tregs de memoria
residentes na pele estdo predominantemente localizadas proximas a epiderme ou ao epitélio
folicular, sempre proximo as células de Langerhans (LCs) e que elas representam 3% das

células totais (Seneschal et al., 2012).

Durante uma resposta imune, as Tregs s3o capazes de migrar para o linfonodo
drenante e para o local inflamado. Depois de sairem do timo, as células Tregs naive (células
que ainda ndo tiveram contato com antigenos) migram através do sangue para tecidos
periféricos e através de vasos aferentes linfaticos para 6rgdos linfoides. A migragdo das Tregs
para o linfonodo drenante ¢ necessaria para a sua ativagdo. Juntos, o microambiente e o
linfonodo drenante, possuem o papel de estabilizar a supressdao mediada pelas células Tregs.
No linfonodo drenante, as Tregs interagem com as células apresentadoras de antigenos
(APCs) que exibem peptideos derivados de antigenos, levando a proliferacdao, remodelamento
da cromatina em genes linfoides especificos e diferenciagdo em células Tregs efetoras
antigenos-especificos. As células efetoras nao expressam CD62L ou CCR7, o que permite sua
saida dos o6rgdos linféides através dos vasos eferentes linfaticos e consequente migragao para
o local inflamado via a expressdo seletiva de integrinas e receptores de quimiocinas nos

tecidos especificos. Assim como a4p7 e CCR9 estdo relacionados com a migracdo através de



vasos pequenos pelo endotélio do intestino, a E e P-selectina junto com a quimiocina CCL17
(TARC) estao relacionadas com a migracdo para a pele inflamada suprimindo a resposta
imune (Figura 8) (Ding et al, 2012). Essa recirculagdo foi mostrada por Tomura e
colaboradores em 2010, onde usando animais transgénicos Kaede (proteina de fluorescéncia
verde foto conversivel clonada de coral que muda a sua cor de verde para vermelho quando
exposta a luz ultravioleta, ideal para monitorar com precisdo o movimento celular in vivo em
diferentes estadgios da resposta imune), foi possivel observar que durante uma reacdo imune
cutdnea ocorria um aumento na migragio de células T CD4" no linfonodo drenante e que

aproximadamente metade das células T CD4" que migravam eram Tregs (Tomura et al.,

2010).
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Figura 8 — Recirculacio das células Tregs durante uma resposta imune. Durante a resposta imune, as Tregs
migram para o tecido periférico passando pelos linfonodos drenantes, interagem com as células dendriticas
ganhando especificidade para migrar para os tecidos inflamados, onde suprimem a inflamagdo. (Adaptado de

Ding et al., 2007).



Seneschal e colaboradores demonstraram que além da apresentagdo de antigenos, a
interacdo das células Tregs residentes na pele com as LCs (células de Langernhas) induz a
proliferagdao das Tregs (Seneschal et al., 2012). Clark e Kupper, em 2007 demonstraram que
as células Tregs de pele de humanos podem proliferar de maneira antigeno independentes
quando cultivadas com IL-15 e fibroblastos da derme, condigdes encontradas em tecido
inflamado (Clark e Kupper, 2007). Além disso, outro estudo mostrou que as células Tregs
residentes na pele de humanos podem expandir localmente durante uma inflamagao cutanea e

podem servir como freio na regulacao da inflamagao do tecido (Dudda et al., 2008).

Assim, uma diminui¢do no numero de células Tregs estd relacionada ao
desenvolvimento de autoimunidade, como doengas alérgicas e infecciosas enquanto que o
aumento de células Tregs esta relacionado a baixa imunidade tumoral. Em modelo de
camundongos, as células Tregs podem ser utilizadas para inibir uma resposta imune como na
rejeicdo de transplantes ¢ em doencas alérgicas, ou no desenvolvimento de vacinas
bloqueando a atividade supressora. Por isso, a habilidade de manipular a atividade das células

Tregs tem enorme potencial terapéutico (Ding et al., 2012).

Assim, pressupomos que o receptor de quimiocina CCR4 modula a migracao das
células Tregs para a ferida e assim, juntos, possuam um papel importante no atraso da
cicatrizagdo cutanea em animais diabéticos, uma vez que a condicao do diabetes promove

desordens no processo de cicatrizagao.



2. Objetivos

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho ¢ descrever o papel do receptor de quimiocina CCR4 e das
células T reguladoras no processo de fechamento de feridas de dificil cicatrizagao, utilizando
um modelo experimental de lesdo cutinea induzida cirurgicamente em camundongos

diabéticos.

Objetivos Especificos:

* Investigar a participacdo do receptor CCR4 no fechamento das feridas de animais
diabéticos e ndo diabéticos;

» Investigar se as células T reguladoras contribuem/participam do fechamento das
feridas;

» Estudar a participacdo do receptor CCR4 no recrutamento das células T reguladoras
para a ferida;

= Caracterizar o novo tecido formado no 7° e 14° dias apds a indugdo cirtrgica da lesao,
através da coloragdo por Hematoxilina & Eosina (H&E);

» Quantificar o depdsito de colageno total nas lesdes no 7° e 14° dia;

= Avaliar o perfil celular das lesdes: quantificar neutrdfilo, macrofago e células Tregs;

= Determinar o balanco de citocinas inflamatorias: 1L-6, IL1-B, IL-10, IL-12p70, IL-1p,
IFN-a, TNF-a e TGF-p.



3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Para esse modelo foram utilizados camundongos C57BL/6 e animais deficientes para o
receptor de quimiocina CCR4 (CCR4'/ ") pesando entre 20 e 25 g. Os animais provenientes do
Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio (CECAL) — da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) — e do biotério do Instituto de Microbiologia (UFRJ), foram mantidos no biotério
do Programa de Pesquisa Celular e Molecular/ICB/UFRJ, sob condigdes de ciclo claro/escuro
de 12/12 h com livre acesso a ra¢do e dgua. A manipulagdo e os procedimentos, descritos a
seguir, com 0s animais obedeceram aos principios e foram aprovados pela Comissdo de
Avaliacdo do Uso de Animais em Ensino e Pesquisa (CAUAEP-CCS) (protocolo: DFBCICB
028).

3.2. Inducio de diabetes

O diabetes foi induzido com dose unica de aloxana (65 mg/Kg de peso corporal, diluida
em salina) por inje¢do intravenosa (i.v.) no plexo orbital apds jejum de 8 horas. Camundongos

controles receberam apenas solugdo salina (KORSGREN et al, 1990).

3.3. Dosagem da glicemia

O método utilizado para diagnostico do diabetes ¢ a glicemia capilar, realizada com o
glicosimetro Accu-Check Active (Roche Diagndstica Brasil). Dessa maneira, a glicose sérica
dos animais, que receberam a aloxana, foi quantificada no 7° dia apo6s a inje¢do, sendo
considerados animais diabéticos aqueles que apresentaram a glicemia acima de 350 mg/dL

(SOUZA, NASCIMENTO, COSTA, 2009).



3.4. Administracido de IL-2 e anti-CCL17/22

Os animais C57BL/6 foram devidamente separados em trés grupos: animais tratados com
AAV-IL2 (lentivirus que carreia RNA para IL-2), com o intuito de aumentar o nimero de
células Tregs, visto essas células serem dependentes de IL-2 para proliferarem; animais
tratados com AAV-luciferase (controle do AAV-IL-2), e animais tratados com anti-CCL17 e
anti-CCL22 (anticorpos policlonais doados pelo Dr. Steven Kunkel). O AAV-IL-2 ou AAV-
luciferase foram administrados uma semana antes da realizacdo da lesdo, em 100 pL
intraperitoneal (i.p.) diluido em tampéo fosfato (PBS) na concentragdo de 8,65x10' virus/mL.
Os anticorpos contra CCL17 e CCL22 foram doados pelo Dr. Steven Kunkel, esses foram
produzidos em seu laboratério em coelhos, possuindo uma titulagio em torno de 1x10° -
1x10" de IgG. A administragdo do soro anti-CCL17 e anti-CCL22 foi feita dois dias antes da

realizacdo da lesao, em um volume de 1 mL i.p.

3.5. Anestesia e lesao

Os animais foram devidamente anestesiados por uma injecao i.p. da solugcdo contendo
Cetamina (112,5 mg/kg) e Xilazina (7,5 mg/kg) diluidas em salina e administrado na dose de
10 uL/g de animal. Depois de anestesiados, os animais foram posicionados em decubito
ventral e depilados. Para a demarcacao da pele a ser retirada, utilizou-se um punch metalico
contendo lamina cortante na sua borda inferior. Com esse instrumento foi removido um
segmento circular de pele de 1 cm de didmetro na regido do dorso. Apds a cirurgia os animais

foram mantidos em caixas com no maximo 5 animais e foram acompanhados diariamente.

Inducdo da diabetes : 2
Lesdo Modelo da lesdo
Avaliagédo da lesdo lcmde didmetro
Eutanasia
| | | | | |
| | | | T _ _
Dia -7 Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 7 Dia 9 Dia 14
ALOXANA

Dose Unica: 65 mg/Kg (iv — plexo orbital)
Diabéticos> 350 mg/dl



Durante o experimento os camundongos tiveram livre acesso a agua e comida e foram

mantidos em ambiente com temperatura entre 23 e 25°C. Seguindo o modelo abaixo:

3.6. Avaliacio Morfométrica

A avaliagdo da cicatrizacao foi realizada em todos os animais mediante a mensuragao da
area de contragdo do ferimento. Os animais tiveram suas lesdes fotografadas por camera
digital modelo SONY Cyber-shot DSC-W110, 7.2 mega pixels, mantida em trip¢ a distancia
constante de 8 cm da base. As areas das lesdes dos animais foram obtidas nos dias 0, 2, 4, 7,
9, 11 e 14 apo6s a cirurgia. A imagem da fotografia digital da lesdo foi analisada no software
IMAGE J, no qual foi feito o calculo da area. Para a plotagem dos graficos de retracao da area
da lesdo, as arcas medidas nos dias zero foram consideradas 100% e as areas medidas nos dias

subsequentes foram calculadas como porcentagem relativa a area inicial (dia zero).

3.7. Analise Histologica

Apos sete dias da inducdao da lesdo os animais foram eutanaziados e através de uma
incisdo cirurgica foi retirado a lesdo mantendo uma area de pele integra ao redor. Esse
material foi fixado em corti¢a (a fim de evitar que o material se dobre) e colocado em solugao
de formaldeido tamponado 4% por 48 h. Posteriormente as lesdes foram divididas ao meio e
identificadas em cassetes histologicos dando inicio ao processamento do material.
Primeiramente 30 min em agua corrente, 40 min no banho de alcool 70%, 90%, 100% I,
100% 11, 100% III, 1h no banho de xilol I e xilol II, 40 min no banho de parafina I e parafina
I e inclusdo dos blocos de parafina. Os cortes histoldgicos foram corado com hematoxilina e
eosina (HE) para evidenciar as caracteristicas estruturais e o infiltrado celular da pele. A

analise foi realizada em microscopio 6ptico de luz convencional.



3.8. Quantificacao do colageno total

Para analise do colageno total, foram feitos cortes histolégicos com 7 um de espessura.
ApoOs a desparafinizagao em xilol e hidratacdo, os cortes foram lavados em agua destilada (5
min), cobertos com 4cido picrico saturado (30 min), lavados novamente em agua destilada (5
min), e imersos em 4acido fosfomolibdico 0,2% (1 min). Apds, os cortes foram corados com
solucdo de Picrosirius por 90 min, depois lavados com &cido cloridrico 0,01 N (2 min),
seguido por lavagem com alcool 70% (45 segundos), desidratacdo, clarificacio e montagem

com laminula.

A quantidade de colageno foi determinada por meio de anélise morfométrica quantitativa
pelo programa ImagePro Plus, versdo 4.5.1. As imagens para analise foram obtidas por
camera digital acoplada a microscopio de luz convencional e foram fotografadas com lente
objetiva de 40x. Foram analisados vinte campos de cada amostra (n=3). As fibras de colageno
foram marcadas pela cor vermelha, e o percentual de colageno de cada campo analisado foi
obtido pela divisdo da 4rea de fibrose pela area total do tecido. O resultado foi expresso como

% de fibras de colageno/pm®.

3.9. Ensaio da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO)

Apos 2, 4 e 7 dias da inducdao da lesdo, os animais foram eutanaziados e a lesao foi
retirada (somente a area nao reepitelizada) e homogeneizada em tampao fosfato (PBS)
contendo inibidores de protease (Roche® - 1 tablete do inibidor de protease + 50 puL de triton
0,1% + 50 mL de PBS). O homogeneizado foi em seguida centrifugado a 1500 RPM por 10
min. O sobrenadante foi ressuspenso em uma solucao de Na,PO,4 (80 mM) contendo brometo
de hexadeciltrimetilamdnio (HTAB) e centrifugado a 12000 RPM por 15 min. Para reagao da
MPO, 60 pL do sobrenadante foi incubado com 4 puL de 3,3,3,3-tetrametilbenzidina (TMB)
(1,9 mg/mL) e com 40 pL. H,O, (1 mM) por até 15 minutos. A reacdo foi interrompida com
tampao acetato de sodio (0,2 M). A quantificagdo dos neutrdfilos foi realizada a partir da
curva padrao de neutréfilos. Para obtencdo desses neutrofilos, 1 mL de tioglicolato foi
injetado no camundongo intraperitonealmente e, apds 6 h, foi realizado o lavado peritoneal
com PBS gelado. Foi realizada uma contagem diferencial através de laminas de cytospin e

aproximadamente 95% eram neutr6filos. Assim os neutrdfilos foram obtidos e diluidos de



forma seriada na concentragio inicial de 4x10° células/mL. A densidade Optica das amostras
foi quantificada em espectrofotometro a 630 nm. As proteinas foram dosadas segundo o
método de Bradford, usando a albumina sérica bovina como padrao. O resultado foi expresso

como numero de neutrofilos por mg de proteina do tecido.

3.10. Quantificacdo de citocinas e quimiocinas:

3.10.1. Cytometric Bead Array (CBA)

A concentragdo das citocinas no homogeneizado das lesdes retiradas apos 2, 4 ¢ 7 dias
da indugdo cirtrgica foi determinada por citometria de fluxo utilizando-se o kit Cytometric
Bead Array (CBA) Mouse Inflammation (BD Biosciences, San Diego, CA), um ensaio
multiplex que mensura quantitativamente analitos soliiveis com base em suas diferentes
intensidades de fluorescéncia. O kit CBA utilizado permite a distingdo das seguintes citocinas:
IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF, IL-12p70 em uma amostra de 50 ul. As amostras foram
adquiridas no citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD Bioscience, San Diego, CA) e analise foi
realizada no software FCAP Array. As proteinas foram dosadas segundo o método de
Bradford, usando a albumina sérica bovina como padrdo. Os resultados obtidos foram

expressos em ng ou pg de citocina por mg de proteina.

3.10.2. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Apo6s 2, 4 e 7 dias da inducdo da lesdo, os animais foram eutanaziados e a lesdo foi
retirada (somente a area ndo reepitelizada) e homogeneizada em PBS contendo inibidores de
proteases. O homogenato foi centrifugado a 12000 RPM por 10 min, em seguida o
sobrenadante foi guardado no ultrafreezer (-80°C) até o dia da dosagem. A quantificagdo das
citocinas foi realizada utilizando kits de dosagem de citocinas (PeproTech e R&D Systems,

Inc), conforme descrito a seguir.

Para o ensaio, placas de 96 pogos foram previamente sensibilizadas com anticorpos
monoclonais de captura. Estes anticorpos foram diluidos (concentragcdo final 2 pg/mL) em
PBS e incubados por 18 h a temperatura ambiente. As placas entdo foram lavadas quatro

vezes com PBS + 0,05% Tween-20 (T-PBS). As ligagdes nao especificas foram bloqueadas



com PBS + 1% BSA por 2 h a temperatura ambiente, seguida de nova etapa de lavagem com
T-PBS. Os padrdes das citocinas e as amostras foram adicionadas nas placas e incubados por
18 h a temperatura ambiente. Entdo, as placas foram lavadas com T-PBS e foram adicionados
os anticorpos biotinilados especificos para cada citocina (concentragdao final 0,5 pg/mL).
Apés 1 h, as placas foram lavadas com T-PBS, o conjugado avidina-peroxidase
(diluicao1:2000) foi adicionado em cada pogo e incubados por mais 30 minutos. As placas
foram lavadas com T-PBS e incubadas com o TMB (0,2 mg/mL). Apds 20 min, a reacao foi
interrompida com H;SO4 e a densidade Optica quantificada em espectrofotometro a 405 nm
(Spectra Max-250, Molecular Devices). Através deste método foram dosadas as citocinas
TNF-o e TGF-B. As proteinas foram dosadas segundo o método de Bradford, usando a
albumina sérica bovina como padrao. Os resultados obtidos foram expressos em ng ou pg de

citocina por mg de proteina de tecido.

3.11. Obtencao das células das feridas

Apos sete dias da indugdo da lesdo, os animais foram eutanaziados e a lesdo foi retirada
com 5 mm de tecido adjacente. A lesdo entdo foi cortada em pequenos pedagos (< 2 mm x 2
mm) e incubada em solucdo dispase (descrito abaixo) em uma placa de 24 pocos overnight a
4°C com leve agitacdo. No dia seguinte, foram removidos todos os tecidos solidos da placa de
24 pogos e esses foram incubados em um coquetel de enzimas (descrito abaixo) em um tubo
Falcon de 15 mL a 37°C com leve agitagdo por 2 h. A placa com a solugdo dispase
permaneceu a 4°C. Em um tubo Falcon de 50 mL com uma peneira de 70 pm, a solugdo
dispase foi peneirada ¢ o poco da placa foi lavado com PBS a fim de remover as células
aderentes, e pipetadas através da peneira. Em seguida o tecido sélido foi esmagado com um
émbolo de uma seringa de 3 mL contra a peneira, e rinsada com meio RPMI completo com
5% de SFB. O tubo Falcon foi centrifugado a 250 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi
ressuspendido em ACK, centrifugado e ressuspendido em PBS. Foi feito a contagem total das

células (10° cels/mL) e iniciou-se a marcacdo para citometria de fluxo.



Solucobes utilizadas:

e Solucdo dispase: 5 mL de RPMI, 10% de soro fetal bovino (SFB), 2 mM L-
glutamina, 1% penicilina/estreptomicina, 3 mL de dispase Il a 1 mg/mL (Roche
Diagndstico).

e Coquetel de enzimas: 22,5 mL de RPMI, 5% de SFB, 2 mM L-glutamina, 1%
penicilina/ estreptomicina, 25 mg hialuronidase tipo 1-S de testiculos de bovino
(Sigma-Aldrich), 25 mg colagenase tipo 1A de Clostridium histolyticum (Sigma-
Aldrich), 30 mg DNAse I grade II do pancreas de bovino (Roche Diagnostico) e 2,5

mL de sulfato de gentamicina a 5 mg/mL).

3.12. Citometria de Fluxo — FACS

Para essa andlise foi feito um pool de células obtidas da juncdo de trés lesdes de
animais diferentes, com um total de 10° cels/mL. Apés o procedimento de isolamento das
células da lesdo, foi realizada a marcacdo para trés populagdes distintas: neutrofilos
(Ly6G/GR-1), macréfago (F4/80) e Treg (CD4, CD25 e Foxp3). Assim as células foram
ressuspensas para 2x10° células/ 100 pL em PBS e iniciou-se a marcagio. Para marcacio de
moléculas de superficie as células foram incubadas com Fc block (diluigao 1:100 uL) por 5
minutos no gelo em seguida com os respectivos anticorpos: anti-Ly6G-FITC (BD
Pharmingen), anti-GR-1-PE (BD Pharmingen), anti-F4/80-PE (E-bioscience), anti-CD4-
PECy-5 (BD Pharmingen) e anti-CD25-PE (BD Pharmingen) por 20 min a 4°C no escuro
(dilui¢ao 1:100 uL). Para a marcacao intracelular foi utilizado o Kit Foxp3 Staining Buffer Set
(eBioscience). Brevemente, as células foram incubadas durante 30 min a 4°C no escuro em
uma solucgdo de fixacdo/permeabilizacao. Em seguida, a suspensdo celular foi lavada em uma
solugdo tampao de permeabilizagdo adicionado com Fc block e incubado por 5 min. Em
seguida, o anti-Foxp3-FITC (E-bioscience) foi adicionado e incubado por 30 min a 4°C no
escuro. As células foram lavadas 2 vezes em uma solucdo tampao de permeabilizacdo e
ressuspendida em PBS. A leitura foi realizada no FACSCalibur (CellQuestTM software;
Becton and Dickinson, Mountain View, CA) e os resultados analisados no programa FlowJo

(Tree Star, Inc).



3.13. Analise estatistica

Os resultados obtidos para a plotagem do grafico de retragdo da area das lesdes foram
avaliados estatisticamente através do teste two-way ANOVA, seguido pelo pds-teste de
Bonferroni (comparagdes multiplas). Foram consideradas diferengas significativas os valores

de P <0,05 (*), P<0,01 (**)e P <0, 001(***).

A significancia dos demais experimentos foi obtida através do teste t- Student para
amostras ndo pareadas. Os resultados foram normalizados pela quantidade de proteinas
presente em cada amostra. Foram consideradas diferencas significativas os valores de P< 0,05

(*), P<0,01 (**) e P < 0,001(***).



4. Resultados

A fim de caracterizar o papel do receptor de quimiocina CCR4 e das células Tregs na
cicatrizagdo de feridas crdnicas, foi utilizado o modelo de inducdo de diabetes. Apos a
confirmacao da condicdo do diabetes, foi utilizado o modelo de lesdo cutanea induzido
cirurgicamente no dorso dos animais C57BL/6 e dos animais deficientes para o receptor de
quimiocina CCR4 (CCR4™). Apods a cirurgia os animais foram mantidos em caixas
individuais, divididos em grupos: C57BL/6 diabéticos ¢ CCR4”" diabéticos acompanhados
diariamente. Também foi realizado experimentos em animais ndo diabéticos (controle),
comparando assim o processo de cicatrizagdo de feridas agudas e cronicas. Esses foram
divididos em grupos: C57BL/6 ¢ CCR4™". Os parametros avaliados foram: contragio da area
da lesdo (andlise macroscopica), analise microscopica (andlise histolégica — H&E),
quantificagdo de fibras de coldgeno (coloracdo de Picrosirius Red), quantificacdo de
neutrdfilos (ensaio de MPO), perfil celular (caracterizagdo e quantificacdo do infiltrado
celular na lesdo - FACS) e quantificagdo de citocinas (IL-6, IL-10, IL12p70, TNF-a, MCP-1 e
IL1-B).

4.1. Contracio da area da lesao de camundongos diabéticos e nao diabéticos

Nossa primeira analise foi realizada visando caracterizar em nosso laboratério o
modelo de feridas cronicas de dificil cicatrizagdo em animais diabéticos. Assim, foi realizado
um experimento comparando a contracao da area da lesdo em animais C57BL/6 diabéticos
com os animais C57BL/6 ndo diabéticos. As areas medidas no dia zero foram consideradas
100% e as areas medidas nos dias subsequentes foram calculadas como porcentagem relativa

a area inicial (dia zero).

Conforme podemos observar, os animais C57BL/6 diabéticos possuem um retardo no
processo de cicatrizagdo em relacdo aos animais C57BL/6 ndo diabéticos, dado que ja era
esperado visto que o processo de cicatrizagdo ¢ retardado na condicdo do diabetes,

ocasionando feridas cronicas (Figura 9).
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Figura 9 — Os animais C57BL/6 diabéticos possuem um retardo no processo de cicatrizacio em relacio
aos animais C57BL/6 nao diabéticos. As areas foram calculadas a partir de fotos obtidas nos dias 0, 2, 4, 7, 9,
11 e 14 ¢ analisadas com o software Image J. O teste estatistico realizado foi two-way ANOVA, seguido pelo
pos-teste de Bonferroni, onde P <0,05 (*). Em cada grupo ha pelo menos 5 animais. O grafico é representativo

de 3 experimentos independentes.

4.2. Contracgiao da area da lesao de camundongos C57BL/6 e CCR4™" diabéticos

Em seguida, fomos comparar a contracdo da area da lesdo de animais C57BL/6
diabéticos com os animais CCR4™" diabéticos. Os animais CCR4™" diabéticos possuem um
acelerado processo de cicatrizagdo quando comparados aos animais C57BL/6 diabéticos
(Figura 10). Essa diferenga ¢ observada tanto nos registros fotograficos (painel A) quanto no

gréafico da contragdo da area da lesdo (painel B).
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Figura 10 — Os animais CCR4” diabéticos possuem um acelerado processo de cicatrizacio quando
comparado aos animais C57BL/6 diabéticos. As areas foram calculadas a partir de fotos obtidas nos dias 0, 2,
4,7,9, 11 e 14 (painel A) e analisadas com o software Image J para a plotagem do grafico que representa a
contragdo da 4rea da lesdo (%) (painel B). O teste estatistico realizado foi two-way ANOVA, seguido pelo pos-
teste de Bonferroni, onde P <0,05 (*) e P <0,01 (**). Em cada grupo ha pelo menos 5 animais. O grafico ¢é

representativo de 3 experimentos independentes.

4.3. Contracio da drea da lesiio de camundongos C57BL/6 e CCR4™

Comparagao da contragdo da area da lesdao de animais C57BL/6 com os animais
CCR4™. Foi observada diferenca significativa, apenas no 9° dia (Figura 11). E possivel
observar o perfil de cicatrizacdo desses animais tanto nos registros fotograficos (painel A)

quanto no grafico da contragdo da area da lesdao (painel B).
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Figura 11 — Perfil de contragio da drea da lesio dos animais C57BL/6 e CCR4™. As areas foram calculadas
a partir de fotos obtidas nos dias 0, 2, 4, 7, 9, 11 e 14 (painel A) e analisadas com o software Image J para a
plotagem do grafico que representa a contracdo da area da lesdo (%) (painel B). O teste estatistico realizado foi
two-way ANOVA, seguido pelo pds-teste de Bonferroni, onde P <0,05 (*). Em cada grupo ha pelo menos 5

animais. O grafico ¢ representativo de 3 experimentos independentes.

4.4. Contracio da area da lesiio de camundongos diabéticos CCR4™, C57BL/6
e C57BL/6 que receberam AAV-IL-2 ou AAV-luciferase ou anti-CCL17/22

As quimiocinas CCL17 e CCL22 se ligam ao receptor de quimiocina CCR4
promovendo o recrutamento das células Tregs para a pele inflamada. Assim, com o intuito de
investigar a participagdo dessa célula na lesdo cronica, utilizamos anticorpos para essas

citocinas, como também o AAV-IL2, o qual aumenta a produg¢dao de IL-2 nos animais e



consequentemente o nimero de Tregs (Nelson, 2012; Ritz e colaboradores, 2006; Abbas e
colaboradores, 2010). Para a realizagdo desse experimento os animais diabéticos foram
divididos em 5 grupos: CCR4™, C57BL/6, animais C57BL/6 que receberam animais
C57BL/6 que receberam animais C57BL/6 que receberam , animais C57BL/6 que receberam
AAV-luciferase (controle do AAV-IL-2), e animais C57BL/6 que receberam anti-CCL17/22.
A contracdo da area da lesdo nesses animais foi avaliada até o 7° dia de lesao.

Conforme podemos observar, os animais CCR4™ ¢ os animais que receberam anti-
CCL17/22 apresentaram um perfil de cicatrizagdo semelhante, se mostrando mais acelerado
que os animais C57BL/6 e que os animais que receberam AAV-IL2, quando observamos no
dia 7 (Figura 12). Utilizamos uma outra estratégia, que foi o tratamento dos animais
diabéticos com o anticorpo monoclonal PC61 (anti-CD25), para depletar Tregs, entretanto
houve grande mortalidade, com apenas 10% de sobrevida dos animais para a indugdo da
lesdo, e por isso esse grupo foi retirado (dado nao mostrado). Vale ressaltar que faltou incluir
nos experimentos um grupo de animais tratado com anticorpo inespecifico, como controle dos
animais tratados com anti-CCL17/CCL22. Além disso, no dia 7 foram retiradas amostras das
lesdes dos diferentes grupos para andlise por RT-PCR da presenca de Tregs apods os
tratamentos utilizados. N6s temos no laboratério o material necessario, porém nao foi possivel

fazer a andlise antes da preparacao dessa dissertagao.
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Figura 12 — Contragio da drea da lesdo de camundongos diabéticos CCR4™", C57BL/6 e C57BL/6 que
receberam IL-2, luciferase, e anti-CCL17/22. As areas foram calculadas a partir de fotos obtidas nos dias 0, 2,
4 e 7 e analisadas com o software Image J para a plotagem do gréfico que representa a contragao da area da lesdo

(%). O grafico ¢é representativo de um experimento independente.



4.5. Caracterizacio do perfil histologico da lesdo dos camundongos diabéticos

Com o intuito de avaliar qualitativamente o novo tecido formado, foram realizadas
analises histoldgicas dos cortes corados por H&E de lesdes com 7 dias. Considerando que os
animais CCR4”" sdo animais deficientes para o receptor de quimiocina CCL17 e CCL22
responsavel por recrutar células T ativadas, células T2 e células Tregs, assumimos que dessa
forma poderiamos obter diferenga no processo de cicatrizagao entre os animais C57BL/6 e os

/- . , L. .
CCR4™ acarretando em tecidos neoformados com caracteristicas diferentes.

A andlise histologica mostra que a cicatrizagio da lesdo dos animais C57BL/6 ¢ CCR4™
diabéticos induzem a formacdo de tecidos com caracteristicas semelhantes, no entanto
algumas pequenas diferencas podem ser observadas. As imagens obtidas com aumento de 10x
(painel A) retratam a intersecdo entre a pele normal e a pele lesada. Na seta PL ¢ possivel
observar a formagao de escara (crosta) indicando que estd ocorrendo regeneracao epidérmica,
a qual estd maior nos animais CCR47 diabéticos em relagio aos animais C57BL/6 diabéticos.
As imagens obtidas com aumento de 20x (painel B) nos permitem observar a migracao de
células inflamatorias, predominantemente do tipo mononuclear direcionados da borda para o
centro da lesdo, essa migra¢do celular ¢ semelhante nos dois grupos analisados. Ainda,
observa-se a formacao do tecido de granulacdo o qual ¢ formado por fibroblastos, vasos
sanguineos e leucocitos. O tecido de granulacdo ¢ caracteristico da fase proliferativa, por isso
a observacdo do tecido de granulagdo ¢ um indicativo de que o processo de cicatrizagdo esta
evoluindo. Nao foi observada diferenga no tecido de granulacdo entre os dois grupos
analisados. Uma andlise microscopica mais detalhada foi realizada a partir das imagens
obtidas com aumento de 40x (painel C), mostrando a presenca de infiltrado leucocitario em
direcdo a lesdo e aos vasos sanguineos. Também ¢ possivel observar a divisdo entre a
epiderme e derme, onde os a epiderme encontra-se mais hiperplasica nos animais C57BL/6

comparada aos animais CCR4™ diabéticos (Figura 13).
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Figura 13 - Analises histolégicas dos animais diabéticos C57BL/6 e CCR4™ no 7° dia de lesdo. O tecido foi
retirado no 7° dia e corado por H&E. As imagens retratam a regido da ferida e foram obtidas com aumento de
10x (200 pum), 20x (100 pm) e 40x (50 pm). (A) As imagens, obtidas em aumento de 10x, retratam a regido de
intercec@o entre a pele normal e a pele lesada (ferida). PL — pele lesada, I — intersec¢do, PN — pele normal. (B)
Imagens, obtidas em aumento de 20x, mostrando o infiltrado celular (IC- infiltrado celular). (C) Imagens,
obtidas em aumento de 40x, mais detalhadas mostrando a divisdo da epiderme e derme onde ¢ possivel visualizar

os leucocitos.



Também foi realizada a anélise histologica em cortes corados por H&E no 14° dia de
lesdo. No aumento de 10x € possivel ter uma visdo completa do local onde foi realizada a
lesdo. Observa-se um novo tecido formado totalmente reepitelizado em ambos os grupos
(painel A, em coluna). Na andlise histoldégica com aumento de 20x ¢ possivel observar a
epiderme e a derme regeneradas e o surgimento de anexos da pele, como as glandulas (painel
B, em coluna), ressaltando que ainda existe uma leve hiperplasia epidérmica nos animais

C57BL/6 comparada aos animais CCR4™" diabéticos (Figura 14).
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Figura 14 - Analises histolégicas dos animais diabéticos C57BL/6 ¢ CCR4™ no 14° dia de lesio. O tecido foi

retirado no 14° dia e corado por H&E. As imagens obtidas no aumento de 10x (200 pm) e 20x (100 um) retratam
a regido da ferida que se encontra totalmente cicatrizada. (A) Visdo completa do tecido cicatrizado. (B) Imagens

mais detalhadas mostrando a divisdo da epiderme e derme.



4.6. Caracterizagio do perfil histologico da lesio dos camundongos C57BL/6 e CCR4™

A andlise histologica abaixo mostra o perfil histologico entre os animais C57BL/6 ¢
CCR4"". As imagens obtidas no aumento de 10x nos permitem observar que a area total do
animal CCR4” é maior que do animal C57BL/6, sugerindo a formagio de um tecido
edematoso em relacdo ao tecido formado no animal C57BL/6 (painel A). No local indicado
pela seta PL € possivel observar a formacao de escara. Ja nas imagens obtidas no aumento de
20x observa-se a migracao celular direcionada da borda para o centro da lesdo. Essa migragao
¢ semelhante nos dois animais (painel B). A partir das imagens obtidas com aumento de 40x
(painel C) podemos observar que os animais C57BL/6 e CCR4™ possuem um perfil
histolégico parecidos com migracao de leucocitos e formagdo de novos vasos sanguineos

(Figura 15).
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Figura 15 - Anilises histolégicas dos animais C57BL/6 e CCR4™ no 7° dia de lesiio. O tecido foi retirado no
7° dia e corado por H&E. As imagens retratam a regido da ferida e foram obtidas com aumento de 10x (200 pm),
20x (100 pm) e 40x (50 um). (A) As imagens, obtidas em aumento de 10x, retratam a regido de interce¢do entre
a pele normal e a pele lesada (ferida). PL — pele lesada, I — intersec¢do, PN — pele normal. (B) Imagens, obtidas
em aumento de 20x, mostrando o infiltrado celular (IC- infiltrado celular). (C) Imagens, obtidas em aumento de

40x, mais detalhadas mostrando a divisdo da epiderme e derme onde ¢ possivel visualizar os leucocitos.



4.7. Analise do depdsito de colageno total nas lesées dos animais diabéticos

Essa andlise foi realizada com o intuito de quantificar as fibras de coldgeno que sdo
responsaveis por dar forca ténsil e sustentagdo ao novo tecido formado e ¢ o principal
componente da matriz extracelular. A analise foi realizada através das fotos digitais retiradas
no 7° dia de lesdo e analisadas no programa Image Pro Plus. A partir das imagens obtidas com
aumento de 40x (painel A) foi realizada a quantificacdo das fibras de coldgeno. As fibras de
colageno foram marcadas pela cor vermelha, e o percentual de colageno de cada campo
analisado foi obtido pela divisdo da area de fibrose pela area total do tecido. O resultado foi
expresso como % de fibras de colagenos (painel B). Foi possivel observar que ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos analisados (Figura 16).
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Figura 16 — Analise do deposito de colageno total na pele dos animais diabéticos CS7BL/6 e CCR4™ no dia
7 apés a lesdo. (A) As lesdes foram retiradas no 7° dia e a coloragdo utilizada para a marcacdo de colageno foi
Picrosirius Red. As fotos sdo representativas de cada grupo e foram fotografadas com objetiva de 40x (50 pm).
(B) quantificagdo das fibras de colageno no 7° dia de lesdo. O grafico ¢ representativo de 3 experimento

independente.



Também foi realizada a quantificacdo das fibras de colageno no 14° dia, onde o tecido
jé& se encontrava totalmente reepitelizado. A partir das imagens obtidas com aumento de 40x
(painel A) podemos observar que o deposito das fibras de colageno foi maior nos animais
CCR4™ diabéticos quando comparado aos animais C57BL/6 diabéticos. O coldgeno, como
dito anteriormente, ¢ responsavel por dar forca ao novo tecido formado e ¢ o principal
componente da cicatriz madura, assim podemos concluir que os animais CCR4” diabéticos

possuem uma cicatriz mais madura, como a forma¢do de um tecido mais resistente (Figura
17).

-
A C57BL/6 diab CCR4 diab

80
o [ C57BL/6 diab
S * Bl CCR4 -/- diab
O 604
)
]
o
O 404
T
ot T
g
2 201
2

0 r

14° dia

Figura 17 — Os animais CCR4"" diabéticos possuem um maior depésito de fibras de colageno no 14° dia
apos a lesio. (A) As lesdes foram retiradas no 14° dia e a coloracdo utilizada para a marcacdo de colageno foi
Picrosirius Red. As fotos s@o representativas de cada grupo e foram fotografadas com objetiva de 40x (50 pm).
(B) quantificacdo das fibras de colageno no 14° dia de lesdo. O teste estatistico utilizado foi teste t de Student, P

<0,05 (*). Em cada grupo n=5. O grafico ¢ representativo de 3 experimento independente.



4.8. Quantificacido de citocinas e quimiocinas no homogeneizado de lesoes

A quantificagdo de citocinas e quimiocinas liberadas no leito da lesdo foi realizada
através do método CBA e ELISA no homogeneizado das lesdes retiradas nos dias 2, 4 e 7.
Avaliamos a liberacdo dos mediadores inflamatorios como interleucina 6 (IL-6), interleucina
10 (IL-10), interleucina 12 (IL-12p70), fator de necrose tumoral alpha (TNF-a), proteina de
mondcitos (MCP-1), interleucina 1B (IL-1p) e interferon gama (IFN-y).

Na dosagem de IL-6, IL-12p70, IL-1p e TNF-a foi observada menor
producao/liberagao dessas citocinas nos animais CCR4™ diabéticos quando comparada aos
animais C57BL/6, no 2° dia de les@o. J4 no 4° e 7° dia da lesdo essa diferenca ja ndo estava
mais presente. Na dosagem de IL-10 ndo foi observada diferenga estatistica em nenhum dos
dias analisados, no entanto no 2° e 7° existe uma tendéncia a menor producao/liberagao dessa
citocina pelos animais CCR4™ diabético. Na dosagem de MCP-1 nao foi observada diferenca
estatistica em nenhum dos dias analisados. Foi realizada também a dosagem do IFN-a, no
entanto em todos os dias analisados (2°, 4° e 7° dias) os dois grupos (C57BL/6 e CCR4™

diabéticos) apresentaram valores < 20 pg/mL (Figura 18).
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Figura 18 - Analise do perfil de citocinas e quimiocinas liberadas no leito da lesdo no 2° 4° e 7° dia pos
lesdo. As lesdes foram retiradas no 2°, 4° e 7° dia e as citocinas e quimiocinas foram quantificadas no
sobrenadante dos homogeneizados das lesdes pelo método de CBA/ELISA, os resultados obtidos foram
normalizados pela quantidade de proteina em cada amostra. O teste estatistico utilizado foi teste t de Student, P
<0,05 (*). Em cada grupo n=4-5. * A IL- 1P foi quantificada pelo método de ELISA. O grafico ¢ representativo

de 3 experimento independente.



4.9. Quantificacdo de citocinas e quimiocinas no homogeneizado de lesdes nos

animais C57BL/6 e CCR4™"

A quantificagdo de citocinas e quimiocinas liberadas no leito da lesdo foi realizada
através do método CBA no homogeneizado das lesoes retiradas nos dias 2, 4 e 7. Na dosagem
de IL-6 ndo foi observada diferenga estatistica em nenhum dos dias analisados. Na dosagem
de IL-10 existe uma tendéncia a menor produgdo/liberagdo dessa citocina pelos animais
CCR4™ no 7° dia de lesdo, enquanto para a citocina IL-12p70 houve uma tendéncia a maior
producao/liberagao dessa citocina no mesmo dia. Na dosagem de TNF-a existe uma tendéncia
a menor producao/liberagao dessa citocina pelos animais CCR4” no 4° ¢ 7° dias de lesdo. Foi
realizada também a dosagem do IFN-a, no entanto em todos os dias analisados (2°, 4° ¢ 7°
dias) os dois grupos (C57BL/6 ¢ CCR4™) apresentaram valores < 20 pg/ml. E na dosagem de
MCP-1 os dois grupos apresentaram valores > 5000 pg/ml (Figura 19).
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Figura 19 - Analise do perfil de citocinas e quimiocinas liberadas no leito da lesdo dos animais C57BL/6 e
CCR4™" no 2°, 4° e 7° dia pés lesdo. As lesdes foram retiradas no 2°, 4° e 7° dia e as citocinas e quimiocinas
foram quantificadas no sobrenadante dos homogeneizados das lesdes pelo método de CBA, os resultados obtidos
foram normalizados pela quantidade de proteina em cada amostra. Em cada grupo n=4-5. O grafico ¢

representativo de 3 experimentos independentes.



4.10. Quantificacio e diferenciacdo do infiltrado celular na lesio de animais

diabéticos

Para esta analise foi feito um pool de células obtido com a jungdo de trés lesdes de

animais diferentes. As lesdes foram retiradas no 7° dia e digeridas em um coquetel de

enzimas conforme descrito na metodologia. Em seguida, apds a obtengdo das células, essas

foram marcadas para trés populacdes celulares distintas: neutréfilos, macréfagos e Tregs.

Para avaliar a migra¢ao de neutrdfilos para o local da lesdo foi analisada a expressao
dos marcadores GR-1/Ly6G na superficie das células isoladas da lesdo. A populacdo de
neutrofilos foi selecionada no “dot plot” de granulosidade (SSC-H) versus tamanho (FSC-H)
e como controle negativo (ndo marcado) foram utilizadas as células isoladas da lesdao sem
anticorpo. A analise desse dado revelou que os animais CCR4™ diabéticos possuem uma
maior migracdo de neutréfilos quando comparados com os animais C57BL/6 diabéticos
(Figura 20). Nas demais andlises foram seguidos os mesmos padrdes, com a populacdo

desejada sendo selecionada no “dot plot” FSC/SSC.

Para avaliar a migracdo de macrofagos foi analisada a expressdo do marcador de
superficie F4/80. Nao foi observada diferenca estatistica no recrutamento dessas células para

o local da lesdo entre os grupos (Figura 21).

Na avaliacdo da migracdo das células Tregs foi utilizado o marcador intracelular
Foxp3. Apesar de existir uma tendéncia a uma migra¢do diminuida de células Tregs nos
animais CCR4” diabéticos ndo foi possivel realizar teste estatistico devido ao numero de

amostras inferior a 3 (Figura 22).
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Figura 20 — Os animais CCR4™" diabéticos aumentam o recrutamento de neutrofilos para a lesio. As lesdes
foram retiradas no 7° dia digeridas em um coquetel de enzimas e as células obtidas foram marcadas para GR-
1/Ly6G. (A) Selegdo da populagido de neutrdfilos no “dot plot” FSC/SSC. (B) Como controle negativo foram
utilizadas células isoladas da lesdo ndo marcadas com anticorpos (ndo marcado). (C) Isotipos Ly6G e GR-1,
respectivamente. (D) Analise da expressdo de GR-1/Ly6G nos animais C57BL/6 ¢ CCR4™ diabéticos. (E)
Representagdo grafica da populacdo de neutrdfilos em 3 experimentos independentes, com um total de n=6 por

grupo. O teste estatistico utilizado foi teste t de Student, P <0,01 (**). O grafico ¢ representativo de 6

experimentos independentes.
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Figura 21 — Analise da migracio de macréfagos para a lesdo. As lesdes foram retiradas no 7° dia digeridas
em um coquetel de enzimas e as células obtidas foram marcadas para F4/80. (A) Selecdo da populagdo de
macrofagos no “dot plot” FSC/SSC. (B) Como controle negativo foram utilizadas células isoladas da lesdo ndo
marcadas com anticorpos (ndo marcado). (C) Isotipo F4/80. (D) Analise da expressdo de F4/80 nos animais
C57BL/6 ¢ CCR4™ diabéticos. (E) Representagdo grafica da populacdo de macrofagos em 3 experimentos

independentes, com um total de n=3 por grupo. O teste estatistico utilizado foi teste t de Student. O grafico ¢

representativo de 3 experimentos independentes.
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Figura 22 — Anélise da migracdo de células Tregs para a lesdo. As lesdes foram retiradas no 7° dia digeridas
em um coquetel de enzimas e as células obtidas foram marcadas para Foxp3. (A) Selecdo da populacdo de
linfocitos no “dot plot” FSC/SSC. (B) Como controle negativo foram utilizadas células isoladas da lesdo ndo
marcadas com anticorpos (ndo marcado). (C) Isotipo Foxp3. (D) Andlise da expressdo de Foxp3 nos animais
C57BL/6 e CCR4™" diabéticos. (E) Representagio grafica da populagdo de Tregs. Nio foi possivel realizar teste
estatistico devido ao niimero de amostras inferior a 3. Em cada grupo n=1.



5. Discussao

O diabetes mellitus ocasiona alteracdes metabolicas importantes, como a neuropatia
diabética e a insuficiéncia vascular periférica que sdo frequentes nesses casos, representando
fatores que certamente favorecem a instalagdo e o desenvolvimento de lesdes que nao
cicatrizam. Dado ao grande nimero de pacientes que sofrem com esse tipo de lesdo e os
fatores relacionados a ela como diminui¢do da qualidade de vida e o alto custo no tratamento,
ressaltamos a importancia do estudo de novas substancias que acelerem a cicatrizagcdo das
lesdes cutaneas cronicas.

Partindo do principio de que as feridas cronicas sdo caracterizadas por possuir um
retardo no processo de cicatrizagdo, fomos primeiramente comparar o processo de
cicatrizagdo de feridas cutaneas em animais C57BL/6 diabéticos e animais C57BL/6 nao
diabéticos. Nossos ensaios mostraram que os animais C57BL/6 diabéticos possuem um
retardo no processo de cicatrizacdo em relagdo aos animais C57BL/6 ndo diabéticos. Esse
dado j& era esperado visto que a cicatrizagdo nos animais diabéticos ¢ comprometida em
detrimento das alteracdes vasculares e neuropaticas provocadas pela condicao do diabetes, os
quais promovem o surgimento de feridas cronicas retardando a sua cicatrizagdo. Segundo
Gregory e colaboradores, as lesdes desenvolvidas em pacientes diabéticos sdo caracterizadas
por uma reagdo inflamatoria exagerada e prolongada em relagdo a fase inflamatoria de um
processo de cicatrizagdo normal, com um prejuizo significativo no controle da invasao
bacteriana local (Gregory e colaboradores, 2008). Essa afirmativa corrobora com os dados
encontrados em nosso trabalho, visto que os animais diabéticos apresentaram um atraso
significativo na contragdo da ferida.

Vale ressaltar que também foi comparado o processo de cicatrizagdo entre os animais
CCR4™ ¢ animais C57BL/6 ndo diabéticos, e que nao foi observada nenhuma alteracdo em
todos os pardmetros avaliados, sugerindo que a auséncia do receptor CCR4 ndo promove
nenhum comprometimento na cicatrizagdo de animais saudaveis.

O processo de reparo de feridas crénicas ¢ um dos mais complexos processos
biologicos que ocorrem durante a vida humana. No momento apds a injuria, a integridade do
tecido e a homeostasia necessitam ser recuperadas. Para tal, varias vias intracelulares e
intercelulares precisam ser ativadas e reguladas, para que ndo haja uma resposta exagerada ou
insuficiente por parte das células do sistema imunoldgico. A auséncia de resposta adequada
submete o individuo aos efeitos deletérios da invasdo de patdogenos, ao passo que o sistema

respondendo de modo exacerbado pode gerar respostas inflamatorias prejudiciais (Cruvinel e



colaboradores, 2008). Assim, apods iniciada a resposta imune, as vias imnomodulatdrias
também entram em agdo para controlar a magnitude e duragdo da resposta. As células T
reguladoras (Tregs) ajudam a limitar o dano causado por uma resposta imune exagerada, visto

que em sua auséncia pode resultar em inflamagao intensa (Lima, 2006).

Assim com o modelo de lesdo cronica bem estabelecido fomos investigar o papel do
receptor de quimiocina CCR4 e das células Tregs no processo de cicatrizagdo de lesdes
cutdneas cronicas. Para isso usamos animais CCR4™", a fim de investigar indiretamente a
migracdo das células Tregs para a pele, visto que ja esta descrito na literatura que o receptor
CCR4 e suas quimiocinas CCL17 e CCL22 ligantes sdo responsaveis por promover o

recrutamento de células Tregs para a pele inflamada (Lehtimaki e colaboradores, 2010).

Nossos dados mostraram que os animais CCR4™ apresentam um processo de
cicatrizacdo acelerado em relagdo aos animais controle (C57BL/6), sugerindo que uma menor
migracdo das células Tregs para a pele inflamada pode contribuir positivamente no processo
de cicatrizagdao de feridas cronicas. Experimentos para a quantificagdo das células Tregs na
lesdo foram realizados a fim de encontrar dados que corroborassem com esse resultado. No
entanto, ndo foi possivel realizar um teste estatistico para a comprovacao deste fato, mas tudo
indica que existe uma tendéncia a uma menor populagio de células Tregs nos animais CCR4™"
no 7° dia de lesdo, sugerindo assim o envolvimento dessas células e do receptor CCR4 no
processo de cicatrizacao.

Segundo Seneschal e colaboradores, a pele de humanos contém uma populagdo de
células Tregs residentes que representa 5-10% das células T residentes na pele (Seneschal e
colaboradores, 2012; Clark e colaboradores, 2006). Em 2011, Tubo e colaboradores
demonstraram que dois receptores de quimiocinas diferentes estdo envolvidos no
recrutamento das células Tregs para a pele durante a inflamagdo, o CCR4 e CCR10. Os
ligantes do CCR4 estdo presentes no endotélio da derme e facilitam a entrada das Tregs do
sangue para a derme, enquanto o CCR10 controla a subsequente migracao dessas células da
derme para a epiderme (Tubo e colaboradores, 2011). Diante desses achados e sabendo que o
receptor de quimiocina CCR4 estd presente na superficie das células Tregs e ¢ o responsavel
por direcionar a migragdo das células Tregs para a pele inflamada, podemos concluir que
diante da deficiéncia desse receptor ndo ocorre/ou ocorre um menor recrutamento de novas
células para a lesao proporcionando assim um equilibrio ideal entre a inflamacao e o efeito
regulador/supressor das células Tregs residentes. Assim, a deficiéncia no receptor CCR4 e

uma diminui¢do na migra¢do das células Tregs contribui para o processo de cicatrizagdo de



feridas cronicas, que muitas das vezes encontra-se estagnados na fase inflamatoria.

A fim de investigar mais afundo a participacdo das células Tregs no processo de
cicatrizagdo de lesdes cronicas foi realizado um experimento com o intuito de aumentar e
depletar a populagdao de células Tregs na lesdo. Para isso foi administrado o lentivirus
contendo RNA para a citocina IL-2 em animais diabéticos C57BL/6 visando o aumento do
nimero de Tregs. E a administracdo do anticorpo monoclonal PC61 (anti-CD25) em animais
diabéticos C57BL/6 visando depletar a populacao de células Tregs. Também foi realizado um
experimento em paralelo onde os animais diabéticos C57BL/6 foram tratados com anticorpos
anti-CCL17 e anti-CCL22 visando bloquear o efeito dessas quimiocinas no recrutamento das
células Tregs para a pele. Nossos dados mostraram que a reducdo de células Tregs, via
auséncia do receptor CCR4 ou pela inibi¢do do efeito das quimiocinas CCL17/CCL22,
acelera o fechamento de feridas cronicas. Ainda, nosso dado preliminar com o AAV-IL2
sugere que o aumento de células Tregs atrapalha o fechamento da lesdo, provavelmente pela
inibi¢do do processo inflamatério que ¢ fundamental para o estimulo inicial do processo de
cicatrizagdo. Nao foi possivel obter nenhuma conclusdo com o experimento realizado com o
anticorpo monoclonal PC61, visto que os animais vieram a Obito dois dias apods a
administracdo. A literatura esta repleta de artigos mostrando a participacdo da IL-2 como um
potente fator de crescimento induzindo a expansdo das células Tregs. Recentes estudos
clinicos em pacientes com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e cancer t€m mostrado
que o tratamento com recombinante de IL-2 pode induzir a expansdo de Tregs no sangue
periférico (Nelson, 2012; Ritz e colaboradores, 2006; Abbas e colaboradores, 2010). No
entanto, esse aumento da populacio de Tregs parece ndo contribuir para o processo
inflamatorio cronico, como estamos tentando sugerir com nossos dados com AAV-IL2, mas
esses dados precisam ser refeitos e confirmados com melhores controles (AAV-luciferase que
visivelmente melhorou a cicatrizagcdo; ¢ RT-PCR para FOXP3 como controle da nossa
manipulacdo da populagdo de Treg).

J& esta bem descrito na literatura que camundongos adultos que sofrem a deplegdo da
populagdo de células Tregs, desencadeiam doencgas autoimunes severas e inflamacao, assim
como os camundongos que desenvolvem espontaneamente mutacao no gene Foxp3 (sindrome
Scurfy) (Dudda e colaboradores, 2008; Oberg e colaboradores, 2011; Campbell e Ziegler,
2007; Bennett e colaboradores, 2001). Eguchi e colaboradores demonstraram que a
administragdo de anticorpo monoclonal PC61 elimina as células CD4 Foxp3" e induz
extremamente rapido o comeco da diabetes em jovens camundongos NOD (Eguchi e

colaboradores, 2006). Variagcdes genéticas da IL2RA estdo associadas com a susceptibilidade



do diabetes mellitus insulinodependente tipol0 (IDDM10) (www.abcam.com/IL2-Receptor-
alpha-antibody-PC61-FITC-ab86911.html). Assim, tais afirmativas vém de encontro com
nosso dado, onde animais C57BL/6 diabéticos que receberam injecdo do anticorpo
monoclonal PC61 (anti-CD25), com o intuito de depletar a populagao de células Tregs,
vieram a Obito dois dias apo6s a sua administragdo. Esse dado confirma que diante da inducao
de uma doenca autoimune, diabetes tipo I, € com consequente associagdo do surgimento de
uma inflamac¢ao cronica, camundongos que nao possuem a populacdo de células Tregs nao
sobrevivem, mostrando que a participacdo dessas células ¢ fundamental diante do controle de
uma doenga inflamatdria. Novos experimentos com PC61 serdo realizados em animais nado
diabéticos com o intuito de observar o processo de cicatrizagdo na auséncia das células Tregs,
visto que em animais diabéticos ndo serd possivel fazer esse ensaio.

Apesar de a literatura ser escassa sobre a participagdo do receptor CCR4 no processo
de cicatrizacdo de feridas cutaneas, o que se tem observado de uma maneira em geral ¢ que na
auséncia desse receptor ocorre uma exacerbacdo da inflamagdo. Segundo Lehtimaki e
colaboradores, foi demonstrado através do modelo de hipersensibilidade por contato induzida
através de oxazalona, que a auséncia do receptor CCR4 resulta em uma resposta imune
secundaria aumentada durante a inflamacdo alérgica cutdnea (Lehtimaki e colaboradoes,
2010). Em outros modelos inflamatorios, por exemplo, no modelo experimental de
endotoxemia, animais CCR4"" que foram desafiados com LPS exibem uma menor produgo
de citocinas inflamatorias no local e um maior recrutamento de macrofagos peritoneais
(Chvatchko e colaboradores, 2000). Nesse mesmo contexto, Schuh e colaboradores
demonstraram que animais CCR4” apresentam uma resposta antifingica eficiente
caracterizada pelo aumento da funcdo neutrofilica e pelo aumento de macréfagos no espago
broncoalveolar (Schuh e colaboradores, 2002). Algumas dessas caracteristicas como o
aumento do nimero de neutrofilos € menor producao/liberagdo de citocinas também foram
observadas em nossos experimentos, contribuindo assim para o processo de cicatrizacao.

Outro fator importante analisado foi a qualidade da cicatriz através da analise
histolégica do tecido formado (H&E) e do depdsito de fibras de colageno. Essas andlises
foram feitas no 7° e 14° dias pos-lesdo. Apesar dos dados da coloragdo de H&E mostrarem um
perfil de cicatrizagdo semelhante entre os dois grupos, foi possivel observar diferencas sutis
importantes, onde tanto no 7° quanto no 14° dia os animais C57BL/6 diabéticos apresentaram
uma hiperplasia epidérmica em relacdo aos animais CCR4™ diabéticos. No entanto, no
trabalho de Lehtimaki e colaboradores, os autores afirmam que a auséncia do CCR4 tem um

efeito claro no processo inflamatério, onde camundongos CCR4™ demonstram um tecido



edemaciado com aumento significante no numero de células inflamatorias na pele
comparados com os animais controles (Lehtimaki e colaboradores, 2010). Os nossos dados
com os animais nao diabéticos mostraram esse mesmo perfil, onde animais CCR4™
apresentaram um tecido mais edemaciado. Entretanto, nos animais diabéticos essa fato nao foi
observado, o que pode ser explicado pela disfungdo vascular e imune dos animais diabéticos.

A quantificacdo da expressdo das fibras de coldgeno totais mostrou que os animais
CCR4™ diabéticos possuem um novo tecido formado com caracteristicas de um tecido mais
maduro e resistente quando comparado ao tecido formado nos animais C57BL/6 diabéticos,
que expressam menos fibras. O coldgeno, em ultima instancia, ¢ o principal componente da
cicatriz madura, este ¢ responsavel por dar forca ténsil e sustentacdo do tecido (Werner e
colaboradores, 2007), uma cicatriz com poucas fibras de colageno esta sujeita ao rompimento
frente uma segunda injuria. Nao foi encontrado na literatura trabalho que pudesse servir como
base para a comparagio do depésito de coldgeno nos animais CCR4™", entretanto sabe-se que
a produgdo de colageno ¢ feita principalmente por miofibroblastos, e ja foi demostrado que o
aumento da expressdao de a-actina de musculo liso (a-SMA) na pele dos animais deficientes
para IL-10 sugere um aumento na diferenciagdo de fibroblasto em miofibroblastos,
responsaveis pela contragdo da ferida nos camundongos (Roers e colaboradores, 2007). Assim
de uma maneira indireta podemos associar a menor produg¢do/liberagdo de IL-10 nos animais
CCR4™ com o aumento do depésito de fibras de colageno, dados esses que corroboram com
nosso trabalho.

A quantificagdo e diferenciagdo do infiltrado celular também foram analisadas, visto
que complementam as analises histologicas. Nossos dados mostram que os animais CCR4™
diabéticos possuem um infiltrado neutrofilico maior que os animais C57BL/6 diabéticos no 7°
dia de lesdo, com ja citado anteriormente. Vale ressaltar que através da quantificacao de MPO
foi possivel observar diferenca na magnitude da migragdo celular entre os animais diabéticos
e animais ndo diabéticos. Como ja esta bem caracterizada na literatura, os animais diabéticos
possuem uma migracdo menor de células inflamatdrias para o local da lesdo, devido ao
comprometimento vascular ocasionado em detrimento da condi¢do do diabetes, o que
dificulta e retarda o processo de cicatrizagao.

Os neutréfilos e macréfagos representam a maior fracdo de células inflamatdrias
recrutadas para a lesdo durante um processo inflamatorio. Imediatamente apds a injlria, os
neutréfilos migram através do endotélio e comegam o desbridamento do tecido desvitalizado
e de agentes infecciosos. Os neutréfilos sdo células comumente encontradas em sitios de

inflamacdo, porém, tendem a deixar o local com o passar do tempo devido ao direcionamento



natural da fase inflamatoria para a fase de reparo (Grose & Werner, 2004). Segundo Richards
e colaboradores, esta claro que as Tregs CD4" CD25" Foxp3" inibem a resposta inflamatéria
assim como a resposta imune adaptativa. Eles demonstraram que as células Tregs limitam a
resposta inflamatoria inibindo o acimulo e a sobrevida dos neutréfilos dentro de horas apos a
inoculacdo de células tumorais. Nesse mesmo trabalho também foi demonstrado que no local
da inoculacdo das células tumorais ocorre um aumento nos niveis dos neutréfilos atraidos
pelas quimiocinas CXCL1 e CXCL2 em animais deficientes para células Tregs em
comparagdo com os controles. Essa afirmativa corrobora com nosso dado, mostrando que os
animais C57BL/6 possuem um infiltrado neutrofilico menor que os animais CCR4”". Também
foi mostrado anteriormente que animais CCR4” apresentam uma resposta antifingica
caracterizada pelo aumento da funcao neutrofilica e pelo aumento de macréfagos no espago
broncoalveolar (Schuh e colaboradores, 2002). Corroborando mais uma vez com nossos
dados.

Os macrofagos persistem em todas as fases do processo de cicatrizagdo. O seu numero
comega a aumentar durante a fase inflamatoria, ocorre o pico durante a fase de formacao do
tecido de granulagdo e declina gradualmente durante a fase de maturagdo. Durante a fase
inflamatoria ocorre um influxo de leucocitos polimorfonucleares (neutrofilos) seguida por
uma subsequente invasdo de mondcitos, que se diferenciam em macréfagos. Esses
permanecem durante a formagdo do tecido de granulagdo combatendo microrganismos
invasores, contribuindo para a eliminacao de detritos e na liberacao de fatores de crescimento.
No entanto, devido a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e mediadores citotoxicos, a
atividade descontrolada de macréfagos também pode ser prejudicial para o reparo do tecido
(Eming e colaboradores, 2010). Devido a sua importancia no processo de cicatrizagdo fomos
quantificar a populacdo de macrofagos presente no 7° dia de lesdo. Em nossas andlises ndo
encontramos diferencas na populacdo de macrofagos; talvez a técnica utilizada nao tenha sido
a ideal, e por isso iremos realizar novos experimentos através da técnica de
imunohistoquimica que nos possibilita a identificacdo e localizacdo dos macréfagos, como
por exemplo diferenciar o tipo de macrofago envolvido no reparo tecidual, M1 (classico) ou
M2 (alternativo).

Outro parametro avaliado foi a quantificagdo de citocinas e quimiocinas. Algumas
citocinas e quimiocinas sdo importantes reguladoras do processo de cicatrizagdo uma vez que
participam de processos como migracao celular, diferenciagao e proliferacdo (Slavin, 1996).
Dessa forma buscamos avaliar a producdo e liberagdo de citocinas como IL-6, IL-10, IL-

12p70, TNF-a, MCP-1, IL-1PB e IFN-y. Resumindo, os dados obtidos nos permitem concluir



que os animais CCR4™" produzem/liberam concentracdes menores de citocinas principalmente
no 2° dia de lesdo, no entanto a citocina IL-10 possui uma tendéncia a menor liberagdo em
todos os dias analisados (2°, 4° e 7°). Os animais diabéticos possuem uma maior
producao/liberagao de citocinas que os animais nao diabéticos, caracterizando assim uma
resposta inflamatdria exacerbada quando comparado os dois grupos. Vale ressaltar também
que algumas diferencas ndo foram observas em detrimento de um nimero pequenos de
amostras e que talvez a técnica de imunohistoquimica fosse melhor para observar essas
alteracoes.

Ao analisarmos a citocina IL-6 nos 2° 4° e 7° dias de lesdo foi observada uma
diminui¢do da producdo/liberagdo dessa citocina no segunda dia de lesdo, essa tendéncia
permaneceu até o quarto dia. Lin e colaboradores utilizaram camundongos deficientes para
IL-6 e observaram um atraso no fechamento da lesdao em relagao aos camundongos selvagens,
além da redug¢do no infiltrado leucocitario, reepitelizacdo, angiogénese e depodsito de
colageno. Estas observagdes sugerem que a IL-6 tem um papel importante na cicatrizagao de
feridas (Thorper e Baynes, 2003). Entretanto Fujimoto e colaboradores descreveram que a
producdo excessiva dessa citocina pode implicar em uma variedade de desordens
inflamatorias. Andlises recentes in vitro sugerem que a IL-6 ¢ uma citocina chave que
determina o balango entre células Tregs e células Th17 (Fujimoto e colaboradores, 2001).
Também ja estd bem caracterizada que a produgdo excessiva de IL-6 in vivo altera o
desenvolvimento e a funcdo das células Tregs (Fujimoto e colaboradores, 2001). Assim
podemos concluir que a IL-6 se faz necessario no processo de cicatrizagdo, mas que uma
produgdo excessiva dessa citocina pode acarretar em inflamagdo exagerada.

A IL-10 ¢ um dos mais conhecidos sinalizadores negativos da inflam¢do. Acredita-se
que ela seja o mais importante mediador com papel limitador e finalizador da resposta
inflamatéria. Adicionalmente, ela ndo s6 regula o crescimento ou diferenciacdo de varias
células do sistema imune, mas também de queratindcitos e células endoteliais (Balbino e
colaboradores, 2005). Roers e colaboradores, 2007, demostraram que animais deficientes para
a IL-10 possuem um processo de cicatrizacao acelerado em relagao aos animais controle. Esse
efeito foi atribuido a uma reepitelizacdo mais eficiente, assim como, uma aceleracdo na
contracdo da ferida. Também ja ¢ sabido que uma das maneiras pela a qual as células Tregs
medeiam a supressdo da resposta imunologica ¢ através da produgdo de citocinas, entre elas a
IL-10 (Lima, 2006; Campbell e Koch, 2011). Esses achados corroboram com nosso trabalho
visto que o0s animais CCR4™ apresentam uma populagdo menor de células Tregs,

apresentando uma tendéncia a menor produgdo/liberagdo dessa citocina durante todo o



processo de cicatrizagao.

A IL-12 ¢ uma citocina importante na regulagdo da resposta inflamatéria. A forma
biologicamente ativa ¢ o heterodimero de 70 kDA (IL-12p70), que ¢ constituido de 2
subunidades (40 kDA —p40 e 35 kDA —p35). A IL-12 estd envolvida na diferenciagdo de
células T naive em células Thl e estimula macrofagos do tipo M1 (macréfagos cléssicos),
sendo importante na fase inicial do processo de cicatrizacdo, fase inflamatoria. Caso continue
sendo liberada, pode exacerbar a inflamagdo retardando o processo de cicatrizagdo. Foi
observada diferenca entre os grupos apenas no 2° dia de lesdo, onde os animais CCR4™
apresentaram uma menor liberacdo dessa citocina.

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatéria responsavel por estimular a ativagdo de
neutrdfilos e macréfagos, inibir a sintese de colageno pelos fibroblastos, inibir a proliferagao
de células endoteliais e estimular a proliferagao de fibroblastos (Schaffer & Barbul, 1998).
Segundo Gregory e colaboradores, quantidades elevadas de TNF-o na ferida foram
identificados como um fator molecular preditivo para a falha no fechamento da lesdo
(Gregory e colaboradores, 2008). Ja Shinozaki e colaboradores, realizaram um estudo em
animais deficientes para TNF-o mostrando que a auséncia desta citocina promove a formagao
de tecido de granulagdo, porém retarda a reepitelizacdo (Shinozaki e colaboradores, 2009).
Lipsky e colaboradores demonstraram que o TNF inibe a fun¢do supressora de ambas Tregs
naturais e induzidas (Lipssky e colaboradores, 2006) contribuindo assim para um retardo no
processo de cicatrizagdo. Essas afirmativas vao de encontro aos resultados encontrados nesse
trabalho onde os animais C57BL/6 diabéticos possuem quantidade elevada de TNF-a,
apresentando também um retardo no processo de cicatrizagio, quando comparado aos animais
CCR4™" diabéticos.

Camundongos deficientes para a quimiocina MCP-1 apresentam um retardo na
reepitelizagdo, angiogénese e na sintese de coldgeno (Leitch e colaboradores, 2009). Em
nossas andlises ndo encontramos diferencas na producdo/liberacdio de MCP-1, essa
quimiocina induz a migragdo de macrofagos, no entanto também nao foi encontrado diferenca
na populacdo de macréfagos indicando assim que o receptor CCR4 ndo interfere no
recrutamento dessas células.

A citocina IL-1f ¢ produzida por macrofagos ativados, células endoteliais entre outras,
sendo um importante mediador da resposta inflamatoria, e esta envolvida numa variedade de
atividades celulares, incluindo a proliferacdo celular, diferenciacdo celular e apoptose.
Observamos uma menor producao/liberagdao dessa citocina nos animais CCR4™" apenas no 2°

dia de lesdo.



Os resultados apresentados se tornam revelantes por demonstrarem que o receptor de
quimiocina CCR4 contribui negativamente para o processo de cicatrizagdo de feridas cronicas

e que as c¢lulas Tregs parecem estar envolvidas nesse processo.



6. Conclusao

. . /- - . . -
= Os animais CCR4" possuem uma aceleracdo no processo de cicatrizacdo

quando comparados aos animais controles;

= O receptor de quimiocina CCR4 esta envolvido negativamente no processo de

cicatrizagao;

= O aumento do numero de células Tregs parece ser prejudicial para o processo
de cicatrizacdo, da mesma forma que a reducao dessa populacdo na pele tem

um efeito positivo para o fechamento da lesao.

= Os animais CCR4" apresentam um depésito maior de fibras de colageno

caracterizando essa cicatriz como uma cicatriz mais madura e resistente.

= Os animais CCR4”" possuem um infiltrado neutrofilico maior que os animais

controles;

= Qs animais CCR4”" produzem/liberam menor concentragio de citocinas pro e

anti-inflamatorias no inicio do processo de cicatrizagao;

Em suma, os resultados encontrados mostram que o receptor de quimiocina CCR4 nao
contribui positivamente para o processo de cicatrizagdo em animais diabéticos. E que
provavelmente esse efeito deletério do CCR4 pode ser devido ao recutramento de Tregs para
o local da lesdo cutanea. Esses dados podem ser utilizados futuramente para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento de ferida cronica tendo
como alvo esse receptor ¢ a Treg, visto que a lesdo cutanea de dificil cicatrizagdao ainda ¢ um
doenca que acomete todos os tipos de classe social e etnias acarretando problemas sociais,

emocionais e econdmicos para a sociedade e seus portadores.
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