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RESUMO

BANDEIRA, Ana Carla Balthar. Participacédo do propranolol no reparo tecidual de
lesbes isquémicas cutaneas em ratos. 2012. 52f. Dissertagéo (Mestrado em Ciéncias
— Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2012.

Receptores adrenérgicos sdo amplamente expressos em diferentes tecidos,
incluindo na pele. Recentemente foi descoberto que bloqueadores dos receptores f3-
adrenérgicos sao capazes de modular o processo de reparo tecidual. O propranolol
€ um pB-bloqueador ndo seletivo largamente utilizado na prética clinica para o
tratamento de doencas cardiovasculares, parecendo apresentar propriedades
antioxidantes. O objetivo desse estudo foi avaliar a resposta de diferentes doses de
propranolol durante a lesdo isquémica cutanea em roedores. Ratos Wistar foram
tratados com propranolol nas concentracbes de 3 e 6 mg/kg. O grupo controle
recebeu apenas o veiculo e o grupo controle positivo recebeu vitamina E (50
mg/kg/dia). A administracdo do propranolol iniciou-se no dia da lesdo, sendo
realizada diariamente até o sacrificio. Incisdes bilaterais foram feitas no dorso de
cada animal. O flap foi suturado e foram realizadas lesdes excisionais totais entre as
lesbes incisionais. A contracdo das lesdes foi avaliada e os cortes histologicos foram
corados com hematoxilina e eosina e vermelho de picrosirius. Foram utilizadas
também as seguintes técnicas: Dopplerfluxometria, analises bioquimicas, andlise
estereoldgica e expressao de PECAM-1. O grupo tratado com 3 mg de propranolol
apresentou uma maior reducdo na area total da lesdo quando comparado ao grupo
controle. Da mesma forma, este grupo apresentou um aumento na densidade de
vasos sanguineos, uma maior expressdo de PECAM-1 e aumento na perfuséo
sanguinea na pele isquémica e no sitio da lesdo quando comparado ao grupo
controle. Nao observamos efeito antioxidante do propranolol neste modelo. Em
resumo, nos sugerimos que o propranolol quando administrado na dose de 3
mg/kg/dia foi capaz de modular a angiogénese e melhorar o fechamento da leséo
em modelo de roedores.

Palavras-chave: Propranolol. Pele. Isquemia. Reparo tecidual.



ABSTRACT

Adrenoceptors are highly expressed in a wide variety of tissues, including skin.
Recently, it was discovered that B-blockers agents are able to modulate the wound
healing process. Propranolol is a nonselective B; and B.-blocker widely used in
clinical practice for treating diseases of cardiovascular system. Moreover, this drug
has been shown to have antioxidant properties. The aim of this study was to evaluate
the response of different propranolol doses during cutaneous ischemic wound in
rodents. Wistar rats were treated with propranolol at concentrations of 3 and 6
mg/kg/day, control group received only vehicle and positive control group received
vitamin E (50 mg/kg/day). Propranolol administration began on the day of injury, and
was administered daily until euthanasia. Bilateral incisions were performed the
dorsum of each animal. The flap was sutured and a full-thickness wound was made
between the incisional lesions. Wound contraction was evaluated and sections were
stained with H&E and Sirius red. Laser Doppler flowmetry, biochemical analysis,
stereological analysis, and protein expression of PECAM-1 were also measured.
Propranolol treated with 3 mg group showed a reduction in total wound area when
compared to control group. Also, propranolol treated with 3 mg group showed an
increased of density of blood vessels, highest PECAM-1 expression and highest
blood perfusion in ischemic skin and in the wound bed when compared to control
group. In summary, we suggest that propranolol administered at 3 mg/day was able
to modulate angiogenesis and improved closure of the lesion in this rodent model.

Keywords: Propranolol. Skin. Ischemia. Wound healing
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INTRODUCAO

Na lesdo aguda o reparo tecidual € um processo complexo e orquestrado que
envolve a interacdo entre matriz extracelular (MEC), mediadores sollveis e
diferentes tipos celulares. Ele esta dividido em trés fases sobrepostas: inflamacéao,
proliferagao (formacéo do tecido de granulag&o) e remodelamento (1-3)

Muitos fatores podem prejudicar o reparo tecidual como, por exemplo,
presenca de corpos estranhos na lesdo, maceracao tecidual, infeccdo e isquemia.
Sendo essa, provavelmente, a que contribui mais seriamente para a formacéo de
lesbes crbnicas, como as ulceras por pressao (4). Em uma leséo crénica, o processo
de reparo tecidual é retardado e anormal. Nestas condicdes observa-se um
prolongamento da inflamacdo, comprometimento da neovascularizacdo, diminui¢ao
da sintese de colageno e aumento da atividade de proteinases (3).

Ha alguns anos, o laboratorio de reparo tecidual vem estudando os receptores
adrenérgicos, bem como sua participacdo no processo de reparo tecidual (5-11). Em
um dos primeiros trabalhos, foi mostrado que o tratamento com altas doses de
propranolol, que é um bloqueador B-adrenérgico ndo-seletivo, retardou a reparo de
lesbes excisionais cutaneas (11). Também foi mostrado que o mesmo, quando
administrado em baixas doses, tem a capacidade de modular o reparo cutaneo de
gueimaduras, acelerando este processo (5).

A literatura traz que além dos efeitos jA conhecidos do propranolol como
blogueador beta-adrenérgico, ele também apresenta propriedades antioxidantes,
estabilizando membranas, induzindo a atividade de enzimas antioxidantes,
aumentando a producéo de oxido nitrico pelas células endoteliais e a protecéo direta
contra a lesdo oxidativa de membranas isoladas, células cardiovasculares e tecidos
(12-14).

A partir do que foi observado, tivemos como objetivo investigar a participagao
do propranolol no reparo tecidual cutaneo de lesdes isquémicas em ratos,

investigando uma possivel agcdo antioxidante.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo, constituindo 15 a 20% de sua massa total
(15). E um 6rgdo complexo que desempenha diversas fungbes importantes,
dentre elas, atuar como barreira contra agentes fisicos, quimicos e biolégicos
(protege o organismo contra a perda de agua, o atrito, invasao de
microorganismos etc), participar do processo de termorregulacédo, auxiliando no
inicio de func¢des imunolodgicas, desempenhar fun¢cdes enddcrinas, excretando
substancias, participar da melanogénese, enviar informacdes sobre o meio
ambiente (através das terminacdes nervosas) e ainda proteger contra 0s raios
ultravioleta (15-17). Para desempenhar todas essas funcdes a pele apresenta
diferentes células e estruturas com diferentes caracteristicas (17). Ela é
subdividida em duas regibes: a epiderme (por¢do epitelial de origem
ectodérmica) e a derme (porcao conjuntiva de origem mesodérmica) (16).

Histologicamente a pele é dividida em epiderme e derme. A epiderme € um
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. Além dos queratindcitos, as
células mais abundantes da epiderme, estdo presentes os melandcitos, células
de Langerhans e células Merkel. Dizemos que a epiderme esta subdividida em 4
camadas de acordo com as caracteristicas dos queratinécitos encontrados em
cada regido. O estrato basal (germinativa), uma unica fileira de células cubdides
a colunares, esta ancorada na membrana basal e apresenta intensa atividade
mitética. Externo a camada basal encontra-se o estrato espinhoso (escamoso),
gue possui esse nomenclatura devido a sua aparéncia a microscopia de luz
causada pela retracdo tecidual durante processamento histolégico. As células
apresentam pequenas projecdes que se estendem as células vizinhas. O extrato
granular é formado por células contendo granulos de querato-hialina, importantes
no processo de queratinizacdo da epiderme. E mais externamente esta o extrato
cérneo, composto de varias camadas de células poliédricas que perderam seus
nudcleos e organelas citoplasmaticas e sdo compostas quase que inteiramente
por filamentos de queratina. Em cortes histolégicos da pele da superficie palmar
ou plantar é possivel identificar uma regido acima do estrato granular conhecida
como estrato lucido. Nessa camada as células sdo achatadas, eosinodfilas e

translicidas, cujos nucleos e organelas citoplasmaticas foram digeridos por
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enzimas dos lisossomos e desapareceram. O citoplasma apresenta numerosos
filamentos de queratina, compactados e envolvidos por material elétron-denso.
Nessa camada, ainda € possivel ver desmossomos entre as células (16).

A fixacdo da epiderme a derme é aumentada por uma interface existente
entre os dois tecidos. Este local de fixacdo quando visualizado ao microscoépio de
luz apresenta um aspecto irregular, sendo chamadas de papilas dérmicas. Estas
sdo numerosas projecdes digitiformes de tecido conjuntivo que se projetam na
epiderme. Da mesma forma, a epiderme se projeta em direcdo a derme
formando as cristas epidérmicas (15).

A derme é o tecido conjuntivo onde se apoia a epiderme, unindo a pele ao
tecido subcutaneo (hipoderme) (16). E frequentemente composta por colageno e,
em menor quantidade, por fibras do sistema elastico. Mdsculos, vasos e nervos
estao situados na derme e no tecido subcutaneo. As fibras de colageno do tipo |
sdo as mais abundantes, porém, também é possivel encontrar fibras do colageno
do tipo Il (17). Assim como a epiderme, a derme também € subdividida em
regides de acordo com suas caracteristicas morfolégicas: derme papilar
(superficial) e derme reticular (profunda). A derme papilar consiste em tecido
conjuntivo frouxo situando-se logo abaixo da epiderme. As fibras de colageno e
do sistema elastico localizadas nessa parte da derme sdo mais delgadas. Ela é
uma camada relativamente fina que contém vasos sanguineos e prolongamentos
nervosos. A derme reticular, situada abaixo da papilar, apresenta fibras de
coldgeno mais densas e organizadas irregularmente, assim como do sistema
elastico mais grosseiras, formando um tecido conjuntivo denso ndo modelado
(15, 16).

1.2 Reparo tecidual cutaneo

A funcao primaria da pele € proteger o organismo contra agressfes externas,
consequentemente, a perda de sua integridade acarreta lesbes, doencas
associadas, incapacidades ou mesmo a morte, nos casos mais graves (3).

O processo de reparo tecidual inicia-se imediatamente apds a lesdo e
consiste em trés fases que se sobrepdem: a inflamacéo, a proliferagéo (formacao
do tecido de granulagéo) e, por fim, o remodelamento. O processo como um todo

ocorre de forma complexa e orquestrada, tendo a interacdo entre varios tecidos e



15

células. Inumeras citocinas, fatores de crescimento e proteinases estao
envolvidas no processo de reparo tecidual (1, 3, 18) (Figura 1).

O primeiro estagio do processo de reparo tecidual — a inflamacéo — ocorre
assim que o tecido sofre uma lesdo e tem como objetivo: previnir a perda de
sangue e fluidos, previnir a infeccdo por microorganismos e remover qualquer
tecido necrosado (2). Alguns autores ainda subdividem a fase inflamat6ria em
dois tipos de resposta: a resposta vascular, que envolve a coagulacdo sanguinea
e a hemostase, e a resposta celular, que envolve o infiltrado de leucécitos (19).
No ambito geral, séo ativadas as vias de coagulacao, da inflamacéo e do sistema
imunolégico (2). O comprometimento da barreira epidérmica desencadeia a
liberacdo de interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) pelos
gueratinécitos (1). Quando h&a extravasamento de sangue, rapidamente ha a
formacdo do coagulo de fibrina, que mantém a homeostase e promove uma
matriz provisoria para a migracao das células durante o reparo tecidual (1, 3),
além de servir como uma protecado temporaria para aquele tecido (18). Essas
plaquetas também liberam fatores de crescimento como fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento trasformante-p (TGF-) e diversas outras quimiocinas (19), que sao
citocinas quimioatraentes, ou seja, capazes de controlar a direcdo da migracéo
celular (20). Os mastocitos também participam dos eventos iniciais da
inflamacédo, liberando grande quantidade de histamina. Essa substancia age
causando a dilatacdo das artérias e aumentando a permeabilidade dos vasos.
Além disso, liberam também outros materiais como heparina e serotonina (19).
Todas essas substancias promovem o recrutamento de leucécitos para o local
da lesdo (1). Os neutrdfilos normalmente chegam ao local de lesdo em poucos
minutos ap6s o comprometimento do tecido. Eles tém papel principal de frear a
infeccdo por bactérias. Também liberam citocinas pro-inflamatorias que ativam
fibroblastos locais e queratinécitos. Em 2 ou 3 dias, mondcitos chegam a leséo e
diferenciam-se em macrofagos (2). Além da fagocitose de organismos
patogénicos, os macrofagos também fagocitam outras células e debris. Quando
ativados, também liberam grande quantidade de fatores de crescimento [fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), EGF, TGF-B e PDGF] e citocinas [IL-1 e

interleucina-6 (IL-6)] no local da lesdao amplificando o sinal inicial pela
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degranulacdo de plaquetas e neutrdéfilos e iniciando a formagcdo do tecido de
granulacao (18).

O segundo estagio do processo de reparo tecidual — a formacédo do tecido de
granulacdo — ocorre entre 2 e 10 dias ap0s a lesdo e é caracterizado pela
proliferacdo e migragao de diferentes tipos celulares (2). Os principais eventos
durante esta fase € a formacdo de uma nova epiderme (re-epitelizacdo), o
estabelecimento de um aporte sanguineo apropriado (angiogénese) e a
reconstrucdo da derme (fibroplasia) (19). A liberacdo de EGF, TGF-a e FGF
estimula a migracdo e a proliferacdo das células epiteliais, resultando no inicio
da re-epitelizacdo (1). A re-epitelizacdo € o processo que restaura a epiderme e
ocorre concomitante a formacéo do tecido de granulacao (19) e se inicia algumas
horas apds a lesdo (21). Este evento envolve migracdo de queratindcitos da
epiderme adjacente e a sua proliferacdo formando a lingua migratéria,
diferenciacdo do novo tecido em epitélio estratificado e a restauracdo da
membrana basal (19). A migracdo dos queratindcitos ocorre a partir das bordas
da lesdo devido a alteracbes fenotipicas (retracdo de tonofilamentos
intracelulares, dissolucdo de juncdes intercelulares e formacgdo periférica de
filamentos de actina citoplasmética) (21, 22). Os queratinécitos também
secretam metaloproteinases de matriz (MMPs), que tém a funcéo de degradar o
colageno e, com isso, facilitar a migracdo celular (23). A reconstituicdo dérmica
inicia-se aproximadamente 3 a 4 dias ap0s a lesdo, caracterizada clinicamente
pela formacéo do tecido de granulagéo, que inclui a formacdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese), o acumulo de fibroblastos e a deposi¢cdo da nova
matriz (fibroplasia). Numerosos novos capilares ddo ao novo tecido a aparéncia
granular. Nesse momento, macréfagos, fibroblastos e vasos sanguineos movem-
se simultaneamente para o local da lesdo. Os macrofagos ndo somente
aumentam a resposta inflamatéria como também secretam fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e FGF, importantes na angiogénese,
processo essencial para a sintese, deposicdo e organizacdo da nova MEC. A
fibroplasia consiste no processo de ativacdo, proliferacdo e migracdo dos
fibroblastos para o local da leséo. Os fibroblastos, sdo as células resposéaveis
pela sintese, deposicdo e remodelamento da MEC. FGF, TGF-3 e PDGF,
derivados de macrofagos, causam um infiltrado de fibroblastos. Logo no inicio da

resposta inflamatoria os fibroblastos comegcam a proliferar e, em seguida, iniciam
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a sua migracdo para a matriz provisOria composta principalmente por colageno
tipo 1ll, glicosaminoglicanos e fibronectina (19). Os primeiros produtos
depositados na lesdo sdo a fibronectina e o &acido hialurbnico, ambos
promovendo a mobilidade celular. Os proteoglicanos sulfatados aparecem em
seguida (24). Os fibroblastos entdo depositam uma matriz rica em colageno que
possui ainda proteoglicanos, glicosaminoglicanos e fibras do sistema elastico
(21). Alguns fibroblastos sofrem mudancas fenotipicas sobre influéncia do TGF-
e PDGF e passam a ser chamados de miofibroblastos. Estes sdo caracterizados
por apresentarem expressdo de a-actina de musculo liso (a-SMA),
proporcionando forgas constritivas nas bordas da lesdo, que levam ao
fechamento da ferida por contracédo (1, 3).

O terceiro estagio do reparo tecidual — o remodelamento do tecido — inicia-se
entre 2 a 3 semanas apos a lesdo e pode perdurar por um ano ou mais. Nesta
fase, muitas células endoteliais, macrofagos e miofibroblastos entram em
apoptose, permanecendo apenas poucas células embebidas numa matriz recém
formada de colageno e outras proteinas (2). Uma das principais caracteristicas
desta fase é a mudanca da composi¢cdo da MEC, que substitui o colageno do
tipo Il pelo colageno do tipo I, agora em abundancia (19). Logo, uma trama de
fibras de coldgeno e fibras do sistema elastico associadas a proteoglicanos e
glicoproteinas substitui o tecido de granulacéo (1). Esse processo de substituicdo
do colageno tipo lll para o colageno tipo | depende da sua sintese continua
concomitante com o seu moderado catabolismo e esta intimamente ligado a
acdo das enzimas proteoliticas MMPs que sdo secretadas por macrofagos,
células epidérmicas, células endoteliais e fibroblastos (3). Essas enzimas sao
controladas pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) durante
véarias fases do reparo tecidual (1). Em resumo, o equilibrio entre as MMPs e
seus inibidores é importante tanto para o processo de reparo quanto para o
remodelamento da leséo (1, 19). Entretanto, o tecido lesionado nunca retorna as
caracteristicas que possuia antes de sofrer a lesdo, por exemplo, uma cicatriz

suporta 70% das forgas de estiramento de uma pele sa (3).
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Figura 1 — Representacdo esquematica das fases do reparo tecidual cutaneo. (a)
Fase inflamatéria; (b) fase proliferativa (formacédo do tecido de granulacao); (c)
fase de remodelamento. Adaptado de Gurtner et al. (2).



19

1.3 Lesdes crbnicas

Atualmente, as lesdes cronicas sdo um grande problema de saude publica
(25). Sao crescentes os casos de obesos, diabéticos e portadores de doencas
cardiovasculares em todos os paises. E € esse tipo de paciente que apresenta
maior propencdo para o desenvolvimento dessas lesfes (26). Aléem de gastos
para os sistemas de saude, ha também os gastos indiretos através da perda de
renda, depresséo e perda de qualidade de vida como um todo (25, 26). Suas
complicagbes abrangem limitagdes funcionais (e.g. dificuldade de deambular),
infeccdes (celulite, formacgao de abcesso, osteomielite, grangrena, amputacoes e
sepse) e até mesmo o desenvolvimento de tumores malignos (27). Normalmente,
70% das lesbes crbnicas tem sua etiologia relacionada a isquemia, estase
venosa e Ulceras por presséo (27). Fisiopatologicamente, as lesdes crénicas sédo
aquelas que apresentam uma falha nas etapas do reparo tecidual e portanto
entram em um estagio de inflamacédo patologica (28). Como resultado, o
processo de reparo tecidual ndo ocorre de forma coordenada, € retardado,
imcompleto e ndo apresenta um resultado satisfatorio tanto anatomicamente
guanto funcionalmente (28). Com a inflamacdo persistente, os neutréfilos
permanecem presentes na lesdo, ocorrendo um desequilibrio entre MMPs e
TIMPs, o que favorece a degradacdo da MEC (29). O excesso de células
inflamatorias altera também o perfil de citocinas e fatores de crescimento da
lesdo. Predominam as citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, enquanto
fatores responséaveis pela proliferacdo celular e deposicdo de MEC estédo
diminuidos (PDGF e TGF-B, respectivamente). Logo, a atividade mitética das
células é de fato reduzida (30). Citocinas recrutam cada vez mais células
inflamatérias e como resultado ocorre mais inflamacéo, configurando-se um ciclo

dificil de ser interrompido (Figura 2).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da inflamacdo cronica. Quando uma
lesdo desenvolve uma inflamacdo continua ela torna-se incapaz de ultrapassar
as fases do reparo tecidual. Adaptado de Menke et al. (27).
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1.3.1 Lesodes isquémicas e flaps cutaneos

Quando o sistema cardiovascular é incapaz de oxigenar os tecidos
desenvolve-se, entre outras consequéncias, um quadro de hipoxia. A hipdxia
caracteriza-se pela reducao de aporte de oxigénio nos tecidos, enquanto que
a isquemia caracteriza-se pela falta de aporte sanguineo, o que compreende
nado apenas a hipoxia mas também o comprometimento do suprimento
nutricional (31). Geralmente, quando a hipoxia é aguda o organismo adapta-
se sem maiores consequéncias, porém quando a hipoxia é crbnica ocorre
dano tecidual (31, 32). O oxigénio € um nutriente essencial para o
metabolismo celular, especialmente para a producdo de energia. Portanto,
durante o processo de reparo tecidual a sua presenca € essencial em virtude
da grande demanda durante processos como proliferacdo celular, sintese e
deposicdo de colageno (33). O estado de hipéxia pode desencadear um
estimulo angiogénico porém ndo pode sustenta-lo por muito tempo (34). No
estudo de Sheikh et al. (35) foi observado que a suplementagédo com oxigénio
foi capaz de aumentar a expressdo de VEGF, proteina responsavel pela
angiogénese. Recentemente, foi demostrada a importancia do oxigénio na
diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos, processo essencial para a
contracdo da lesdo (36). Logo, com a falta de oxigénio, o reparo tecidual é
retardado. A isquemia é considerada a principal causa do desenvolvimento de
lesdes crbnicas. Do ponto de vista clinico, ela é frequentemente
acompanhada por fatores agravantes tais como idade, desnutricdo, diabetes
e outros. Com a grande necessidade de se estudar os aspectos relacionados
as lesdes isquémicas, diferentes modelos de flaps cutaneos foram
estabelecidos. Os modelos mais comuns de flaps que sdo utilizados para
reproducdo de uma lesdo isquémica sdao em forma de H, U, e os
bipediculados (Figura 3) (4).
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Figura 3 - Representacdo esquematica dos modelos de flaps em ratos. Flaps em
forma de H, U ou bipediculados podem ser utilizados para reproduzir isquemia.
Adaptado de Schaffer et al. (4).
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1.4 Receptores B-adrenérgicos

Os receptores adrenérgicos sdo classificados em dois grandes grupos, alfa
(a) e beta (B) (37). Estes séo subdivididos em pelo menos mais 10 subtipos. Os
receptores 3 possuem os subtipos B1, B2, B3 (38) e 4 (39), baseados em suas
diferentes respostas farmacologicas as catecolaminas e especificos
antagonistas, assim como diferencas nas sequéncias de proteinas (38).

Os receptores B-adrenérgicos sdo uma familia de receptores acoplados a
proteina G (uma classica proteina transmembrana) que se ligam as
catecolaminas, como a epinefrina e a noraepinefrina. Quando ha a ativacdo
desses receptores por seus agonistas, o organismo desenvolve a resposta de
“‘luta ou fuga”, que € uma resposta fisiolégica onde ha o aumento da frequéncia
cardiaca, a dilatacdo das pupilas, a vasoconstriccdo de 6rgdos ndo essenciais
com simultdnea vasodilatacdo da musculatura e do cérebro além de outras
respostas. Os receptores B1 e B2 sao funcionalmente ativos no sistema
cardiovascular, por exemplo, promovendo efeitos positivos inotrépicos (aumento
da forca de contracdo), conotrépicos (aumento da frequéncia cardiaca) e
lusitropicos (aumento da taxa de relaxamento) quando sdo estimulados. Os
receptores 3 parecem estar presentes e ter sua ag¢ao principalmente no tecido
adiposo, porém muito sobre ele ainda esta sendo estudado (37). Brevemente, 0s
receptores [(-adrenérgicos quando estimulados ativam a proteina G. Esta
dissocia sua subunidade a3 da subunidade y. A subunidade af ativa a adenilato
ciclase intracelular, resultando na conversédo da adenosina trifosfato (ATP) em
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), que por sua vez leva a ativacdo da
proteina quinase A (PKA) e a fosforilacdo de diversos substratos, por exemplo,
canais de célcio - importantes na contracdo do cardiomiécito (40, 41). O receptor
B3 parece atuar de forma contraria, ligando-se a proteina G inibitéria resultando
na diminuicao da geracdo de AMPc (42).

Os receptores B2 sdo expressos em diversos tecidos e sao reconhecidos por
terem um papel regulador funcional nos sistemas cardiovascular, enddcrino,
pulmonar e nervoso central (43). No entanto, ha pouco mais de 30 anos foi
observada sua expresséo na pele (44), e apenas recentemente, comecou-se a
compreender sua funcdo neste tecido. Esses receptores s&o altamente

expressos nas células que participam do processo de reparo tecidual e portanto,
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sédo importantes moduladores deste evento. Os receptores 2 podem modular a
migracao e proliferagéo celular, a inflamagéo, a re-epitelizagdo, a contragao e a

angiogénese (43).

1.5 Propranolol

O propranolol é um farmaco da classe dos antagonistas p-adrenérgicos nao
seletivos que demonstra afinidade igual para ambos receptores, B1 e B2,
atuando em diversos tecidos (45). Ele foi o primeiro B-bloqueador que teve sua
eficacia demonstrada no tratamento da hipertensdo arterial e da cardiopatia
isquémica (46). Atualmente, é muito utilizado na clinica cardiovascular, tratando
também condicbes como hipertensdo arterial, arritmia cardiaca, insuficiéncia
cardiaca e angina pectoris (47, 48). Porém, encontramos trabalhos na literatura
demonstrando aplicagbes diversas deste farmaco, como no tratamento de
ansiedade, de glaucoma (47), de hemagiomas (45), de queimaduras (49) dentre
outros. Ainda, podemos encontrar alguns estudos que demonstram efeitos
antioxidantes do propranolol (13).

A eficacia do propranolol no tratamento da hipertensdo arterial e a maioria de
seus efeitos adversos estdo relacionados ao seu bloqueio do receptores -
adrenérgicos nao seletivo. Inicialmente, o propranolol diminui o débito cardiaco,
reduzindo consequentemente a pressao arterial. Ainda, diminui a producdo de
renina pelos rins via bloqueio do receptor 31-adrenérgico. Os principais efeitos
adversos deste farmaco estdo relacionados a piora da asma pré-existente,
sindrome de abstinéncia e deve ser administrado com cuidado em pacientes
com bradicardia, doenca de conduc¢éo cardiaca, insuficiéncia vascular periférica
e diabetes (46). Quando ele é administrado oralmente em humanos, apresenta
mecanismo de primeira passagem significativo, com pico de absorcao entre 1 a 3

horas e possui meia vida em torno de 3,5 a 6 horas (45).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a participacao de diferentes doses do propranolol no reparo tecidual

cutaneo de lesbes isquémicas em ratos Wistar machos apés a realizacdo das

lesoes.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a contracao das lesoes;

Analisar o infiltrado inflamatorio das lesées;

Analisar a densidade e a distribuicdo das fibras colagenas nas lesoes;
Quantificar os niveis de hidroxiprolina (OH-PRO);

Quantificar os niveis de mieloperoxidase (MPO);

Quantificar marcadores bioguimicos de dano oxidativo (malondialdeido [MDA]

e conteudo de proteinas carboniladas) e de estresse oxidativo (razdo glutationa
reduzida/glutationa oxidada [GSH/GSSG]);

Analisar e quantificar a angiogénese pela andlise da densidade de vasos e

expressdo de PECAM-1 (moléculas de adesao plaquetérias do tipo 1);

Quantificar a perfusdo sanguinea pelo método de Dopplerfluxometria.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho experimental

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para o Cuidado e Uso
de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Anexo 1). Foram utilizados 50 ratos
Wistar machos, pesando entre 200 e 250 g. Durante todo o periodo
experimental, esses animais receberam agua filtrada e racdo ad libitum. Estes
foram divididos aleatorimente em 5 grupos: (1) o grupo controle, que recebeu
salina i.p.; (2 e 3) os grupos tratados com hidrocloridrato de DL-propranolol
(Sigma-Aldrich Brasil Ltda; Sdo Paulo, Brasil) em duas diferentes doses, 3
mg/kg/dia ou 6 mg/kg/dia diluidas em salina e administradas via intraperitoneal
(i.p.); (4) o grupo controle positivo, que recebeu vitamina E (Sigma-Aldrich Brasil
Ltda; S&do Paulo, Brasil) por gavagem na concentracdo de 50 mg/kg/dia diluido
em oOleo de oliva, protocolo ja publicado por nosso laboratério (50); (5) e o grupo
gue recebeu por gavagem somente o veiculo na qual foi diluida a vitamina E, o
oleo de oliva. O tratamento comecou no dia em que foi realizada a lesédo (d0) e
foi mantido por 10 dias consecutivos. Uma das doses de estudo, 6 mg, foi obtida
através de um célculo que permite a conversao de doses utilizadas em humanos
para roedores (51). Portanto, a dose de propranolol utilizada neste estudo foi
convertida de uma dose em humanos de 1,5 mg/kg de propranolol (51). Os
animais foram anestesiados i.p. com quetamina (5 mg/kg) e xilazina (2 mg/kg) e
tiveram seu dorso depilado. Apds isso, foram submetidos a cirurgia de leséo
isquémica de acordo com procedimento descrito por Poonawala et al. (52).
Resumidamente, foram realizadas incisGes bilaterais medindo 7 cm cada,
separadas a uma distancia de 3 cm na superficie dorsal de cada animal. Em
seguida, a pele foi separada do tecido subjacente e as incisées foram suturadas.
Apb6s realizacdo do flap cutaneo, uma lesdo excisional total de 1 cm? foi feita
entre as duas incisbes removendo a pele (epiderme e derme) e o paniculo

carnoso. Os animais foram sacrificados no décimo dia apos a leséo.
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3.2 Anélise Macroscopica

A evolucéo das lesbes foi acompanhada através de medidas e de registros
fotograficos. As areas de lesdo foram mensuradas nos dias 0 (d0), 3 (d3), 7(d7) e
10 (d10) apo6s a cirurgia. Para avaliacdo da contracdo das lesbes, um papel
celofane transparente foi colocado sobre as mesmas e a borda das lesGes foram
desenhadas (53). Apoés digitalizacdo, as areas foram medidas utilizando o
software Imaje J 1.42g (National Institute of Health, USA). Os dados foram
expressos como porcentagem (%) da area inicial de lesdo. Os registros
fotogréficos foram feitos nos dias 3 (d3), 7 (d7) e 10 (d10) apds a cirurgia.

3.3 Dopplerfluxometria

A fim de avaliar a angiogénese e modificacdes na perfusdo sanguinea do flap
cutaneo, foram realizadas uma série de medidas da vascularizacdo nos dias 3
(d3), 7 (d7) e 10 (d10) apods a cirurgia utilizando um equipamento de Doppler a
laser (Periflux® System 5000, Perimed AB, Jarfalla, Suécia). Da mesma maneira,
para avaliar a angiogénese e modificacbes na perfusdo sanguinea da leséo
isquémica, a crosta foi removida® e a sonda do aparelho foi posta no local no dia
10 (d10) apds a cirurgia.

O fluxo sanguineo foi mensurado durante 3 minutos apos estabilizacdo do
equipamento. Os dados foram medidos em 3 intervalos de 20 segundos cada e
os valores meédios foram calculados. As alteracdes percentuais no fluxo

sanguineo foram comparadas com o0s niveis basais (pele s&) dos animais.

3.4 Coleta e processamento do material

Dez dias apOs a realizacdo da lesdo, os animais foram anestesiados e
sacrificados por decaptacdo. Um fragmento das lesbes com pele sa adjacente
foram coletadas, fixadas em formalina a 4% (pH 7,2) e incluidas em parafina. Os
cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para avaliar a

conformacéo histolégica da lesdo e a densidade do infiltrado inflamatoério e, com

1 Um novo experimento foi realizado para as anélises da dopplerfluxometria pois quando a crosta é
removida indisponibiliza o material para analise histolégica.



28

vermelho de picrosirius para avaliar a organizacdo e distribuicdo das fibras
colagenas. As imagens foram analisadas e capturadas utilizando um sistema de
videomicroscopia. O outro fragmento das lesdes foi congelada em nitrogénio

liguido e estocada a - 80°C para andlises bioguimicas e Western blotting.

3.5 Anélises bioquimicas

A atividade da MPO foi mensurada no homogenato da leséo (tampéo de lise:
Tris-HCL a 20 mM, pH 7,5, NaCl a 138 mM, Glicerol a 10%, Triton X-100 a 1%,
EDTA a 2 mM, 10mg/ml de leupeptina e fluoreto de metilfenilsulfonil a 1mM). A
cada aliqguota de amostra foi adicionado tampé&o fosfato contendo brometo de
amoénio hexadeciltrimetili (HTAB) a 0,5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Posteriormente, essas amostras foram centrifugadas e ao sobrenadante foi
acrescentado 1,9 mg/ml de dicloridrato de tetrametilbenzidina (Sigma-Aldrich) e
peréxido de hidrogénio a 1 mM (VETEC, Duque de Caxias, Brasil). As amostras
foram incubadas a 37 °C por 15 minutos. Apds, a solucdo foi acrescentado
tampdo acetato a 1,64 M e realizada a leitura em espectrofotbmetro, no
comprimento de onda de 630 nm (54). A quantidade de proteinas totais foi
determinada utilizando-se o método de Bradford. Com isso, os dados foram
normalizados pela quantidade de proteinas totais e expressos como mU por mg
de proteinas.

A concentracdo de colageno foi quantificada pelo ensaio de OH-PRO em
tecido de lesédo congelada. Brevemente, aproximadamente 5-15 mg de amostras
de tecido secos e desengordurados foram hidrolisados em 6 M de HCL por 18
horas a 118°C em tubos de ensaio selados. O hidrolisado foi entédo diluido pela
adicdo de 5,7 mL de agua destilada e neutralizado com 6 M de NaOH. Residuos
insolaveis foram removidos por centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos. A OH-
PRO foi medida neste hidrolisado como descrito previamente por Woessner (55)

Como um indicador de peroxidagdo lipidica nés utilizamos o método de
deteccdo de malondialdeido (MDA) pela reacdo com o acido tiobarbitarico (56).
Resumidamente, a uma aliquota (homogenato da lesédo) foi adicionado acido
tricloroacético a 10% (1:2) e em seguida a amostra foi centrifugada a 2200 g. Ao

sobrenadante foi misturado acido tiobarbitarico e as amostras foram aquecidas
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em banho-maria a 95 °C por 60 minutos. A leitura foi realizada com absorbancia
de 532 nm e os dados foram expressos por nmol de MDA/mg de proteina.

O dano oxidativo as proteinas foi determinado pela reacdo da
dinitrofenilhidrazina com os grupamentos carbonilas, como previamente descrito
por Levine et al. (57). Brevemente, as amotras sofreram suscessivas lavagens e
centrifugagcfes (16010 g) com acido tricloracético a 20% e NaOH a 0,2 M.
Adiante, as amostras foram incubadas com dinitrofenilhidrazina a 10 mM por 60
minutos, lavadas e centrifugadas (16010 g) novamente com acido tricloracético a
20% e com uma mistura de etanol-etilacetato (1:2) e, em seguida, os pellets
foram dissolvidos em guanidina a 6 M, aquecidos em banho-maria a 60 °C por
30 minutos. O quantidade de proteinas carboniladas foi determinada em
comprimento de onda de 370 nm.

A razéo entre GSH e GSSG foi baseada na reagdo de GSH ou GSSG com o
DTNB que produz o croméforo 2-nitro-5-tiobenzoato, que tem leitura a 412 nm
(58). As amostras foram adicionados tamp&do KPE (ph 7,2), glutationa redutase e
NADPH. Para determinar GSSG, as amostras foram tratadas com 2-vinilpiridina,

gue reage covalentemente com a GSH, mas ndo com a GSSG.

3.6 Western blot

Aliguotas das amostras de lesdo (30 ug de proteina) foram submetidas a
eletroforese em gel de acrilamida (gel de entrada a 5% e gel de separacéao a
10%) na presenca de SDS sob condi¢Bes nao redutoras. Apos a eletroforese, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de difluoreto de polivinilideno
(PVDF) (Amersham Pharmacia Biotech GE Healthcare Bio-science Co.,
Piscataway, NJ). O padrdo de peso molecular All Blue Standart Marker
(Laboratérios Bio-Rad; CA) correu em paralelo as amostras com a finalidade de
estimar a localizacdo do peso molecular. A membrana foi bloqueada por 30
minutos com Tween-PBS a 0,05% contendo 5% de albumina do soro bovino e,
posteriormente, incubada overnight com anticorpo primario especifico da Santa
Cruz: anticorpo de rato anti-camundongo PECAM-1 (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA). Apé6s as lavagens em Tween-PBS, a membrana de PVDF foi
incubada em anticorpo secundario conjugado a biotina de coelho anti-rato (Dako;

Carpinteria, CA) por 1 hora e logo, incubada com estreptavidina conjugada a
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peroxidase (Dako). Os anticorpos ligados foram detectados por
guimiluminescéncia. As membranas passaram por um processo de stripping com
um tampao especifico contendo B-mercaptoetanol para extracdo dos anticorpos
ligados. A intensidade das bandas foram quantificadas por densitometria usando
o software de imagem Adobe Photoshop CS5 versdo 12.0.4 (Adobe Systems

Incorporated; Estados Unidos).

3.7 Analise estereoldgica

A distribuicdo de vasos sanguineos foi avaliada nas laminas coradas com
hematoxilina e eosina usando método estereoldgico (sistema teste de pontos).
Os vasos foram identificados por sua morfologia e/ou presenca de hemacias em
sua luz. A contagem foi realizada em dez campos aleatérios do tecido de
granulacao por animal usando lente objetiva de 40X. Para analise foi utilizado um
sistema de videomicroscopia (Microscopio Axiolab Zeiss, uma video camera JVC
e um monitor Sony Trinitron) (Sony, Reino Unido). Os dados foram expressos

como densidade de volume de vasos sanguineos.

3.8 Analise Estatistica

Todos os dados foram apresentados como média e erro padrdo da média.
Todas as analises estatisticas foram realizadas comparando-se o grupo controle
com os grupos tratados. Utilizamos P < 0,05 como valor de significancia e o teste
estatistico one-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey para dados
paramétricos e o teste de Kruskal Wallis seguido do pés-teste de Dunns para
tratamento de dados nédo paramétricos. A analise estatistica foi realizada usando
o software GraphPad Prism versao 5.03 (GraphPad Software, Inc; Estados
Unidos).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Macroscopica

Avaliamos a contragéo das lesdes a fim de avaliar o efeito do tratamento com
propranolol no reparo tecidual. O grupo tratado com 3 mg de propranolol
apresentou uma reducao visivel da area da lesdo em 3 (23,4%), 7 (30,4%) e 10
(59,6%) dias apos a realizacdo da lesdo quando comparado ao grupo controle
(Fig. 4). P < 0,01 em d3 e d7 vs. o grupo controle e, P < 0,001 em d10 vs. o

grupo controle. Os outros tratamentos n&o afetaram a contragéo da leséo.

4.2 Analises Histolégicas

Dez dias apo0s a leséo, o infiltrado inflamatorio apresentava-se abundante no
grupo controle (Fig. 5a) e nos grupos tratados com 3mg (Fig. 5b) e 6 mg (Fig. 5¢)
de propranolol, ndo apresentando diferenca entre os mesmos. O grupo vitamina
E (Fig. 5d) mostrou um discreto infiltrado de células inflamatérias quando
comparado com 0s outros grupos, alguns fibroblastos também estavam
presentes. A organizacdo das fibras coldgenas foi avaliada em seccdes de
tecidos coradas com vermelho de picrosirius observada sob luz polarizada. O
grupo controle (Fig. 5e) e o grupo tratado com 3 mg de propranolol (Fig. 5f)
apresentaram fibras alongadas e vermelhas, enquando o0s outros grupos
apresentaram fibras vermelho amareladas, mais delgadas e fragmentadas (Fig.
5g e Fig. 5h).
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Figura 4 — Avaliacdo macroscopica da lesdo nos grupos controle, tratados com 3
mg e 6 mg de propranolol, 6leo de oliva e vitamina E. (A) Fotografia das les6es
nos grupos controle (CTR), tratados com 3mg (P3mg) e 6 mg (Pémg) de
propranolol, 6leo de oliva (OO) e vitamina E (VE) em 3 (d3), 7 (d7) e 10 (d10)
dias ap6s a lesdo. (B) Porcentagem da éarea original da lesdo nos grupos
controle (CTR), tratados com 3mg (P3mg) e 6 mg (P6mg) de propranolol, 6leo de
oliva (OO)? e vitamina E (VE) em 3 (d3), 7 (d7) e 10 (d10) dias ap6s a lesdo. Os
dados estao expressos em média + erro padrdo da média. P < 0,01 em d3 e d7
VS. grupo controle e, P < 0,001 em d10 vs. grupo controle.

2 Como nédo foram observadas diferencas no grupo 6leo de oliva, ele foi retirado das proximas analises.



33

]

Figura 5 — Avaliacdo microscopica do tecido infiltrado inflamatério e das fibras
coldgenas no tecido de granulacdo. Desenvolvimento do tecido de granulagéo
nos grupos controle (a), tratados com 3 mg (b) e 6 mg (c) de propranolol, e
vitamina E (d) 10 dias apds a lesdo. Nos cortes corados com HE, os grupos
controle e tratados com 3 mg e 6 mg de propranolol apresentaram padrao
semelhante de distribuicdo de células inflamatorias, enquanto o grupo vitamina E
apresentou infiltrado inflamatério reduzido quando comparado ao restante dos
grupos. No grupo tratado com vitamina E foi observado um aumento na
guantidade de fibroblastos bem como uma maior organizacdo do tecido de
granulacdo. Nos cortes corados com vermelho de picrosirius, 0S grupos controle
(e) e tratados com 3 mg de propranolol (f) apresentaram quantidades maiores de
fibras de coldgeno vermelho-brilhantes. Os outros grupos apresentavam fibras
vermelho amareladas, mais finas e fragmentadas. Coloracdo de HE (400x),
coloracéo de vermelho de picrosirius (200X). Barra — 40 pm.

4.3 Analises Bioquimicas

Os resultados referentes a quantidade de colageno estdo apresentados na

figura 3a. A fim de avaliar a deposicédo de colageno, foi realizado o ensaio da
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OH-PRO com amostras de 10 dias apés a lesdo. Os niveis de OH-PRO eram
menores no grupo tratado com 6 mg de propranolol quando comparado ao grupo
controle (P < 0,05) (Fig. 6a)

Os resultados referentes a avaliacdo de células inflamatorias estdo
apresentados na Figura 6b. A fim de avaliar a quantidade de neutréfios, a
atividade da MPO (um marcador indireto de netrofilos) foi mensurada 10 dias
apos a realizacdo da lesdo. A atividade da MPO estava aumentada no grupo
tratado com 3 mg de propranolol comparado ao grupo vitamina E (P < 0,05).

Marcadores bioguimicos de estresse oxidativo (GSH/GSSG) e dano oxidativo
(MDA e conteudo de proteinas carboniladas) foram mensurados nas amostras
lisadas 10 dias apés a lesdo a fim de avaliar se o propranolol estaria atuando
como antioxidante (Fig. 7). Os niveis de malondialdeido estavam diminuidos
apenas no grupo tratado com vitamina E quando comparado ao grupo controle
(P < 0,01), e aos grupos tratados com 3 mg (P < 0,01) e 6 mg (P < 0,001) de
propranolol (Fig. 7a).

Os resultados da analise do conteudo de proteinas carboniladas foi similar ao
encontrado na técnica do TBARS. Os niveis de carbonilas estavam diminuidos
somente no grupo vitamina E quando comparado ao controle (P < 0,01) e aos
grupos tratados com 3 mg (P < 0,05) e 6 mg (P < 0,05) de propranolol (Fig. 7b).

A razdo GSH/GSSG estava aumentada no grupo vitamina E quando

comparado ao grupo controle (P < 0,05) (Fig. 7c).
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Figura 6 — Determinacdo dos niveis de OH-PRO e MPO nas lesfes isquémicas. (A)
Niveis de OH-PRO nos grupos controle (CTR), tratados com 3 mg (P3mg) e 6 mg
(P6mg) de propranolol e vitamina E (VE) 10 dias apos a leséo. (B) Niveis de MPO
nos grupos controle (CTR), tratados com 3 mg (P3mg) e 6 mg (P6mg) de propranolol
e vitamina E (VE) 10 dias ap0s a lesdo.(n = 7 animais por grupo). Os dados sdo
expressos em média + erro padrdo da média. ? diferente do grupo controle (P < 0,05)

e ° diferente do grupo vitamina E (P < 0,05).
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Figura 7 - Determinacdo da peroxidacao lipidica, do dano protéico e do estresse
oxidativo. (A) Determinacdo do dano oxidativo pelo método T-BARS. Quantidade de
malondialdeido expressa em nmol por mg de proteina em lesdes dos grupos
controle (CTR), tratados com 3 mg (P3mg) e 6 mg (P6mg) de propranolol e vitamina
E (VE). Os dados sdo expressos em média * erro padrdo da média. @
significativamente diferente do grupo de controle, P <0,01; ° significativamente
diferente do grupo tratado com 3 mg de propranolol, P <0,01 e; © significativamente
diferente do grupo tratado com 6 mg de propranolol, P <0.001. (B) Determinag&o do
conteudo de proteinas carboniladas dos grupos controle (CTR), tratados com 3 mg
(P3mg) e 6 mg (P6émg) de propranolol e vitamina E (VE) 10 dias ap0s a lesdo. Os
dados sdo expressos em média * erro padrdo da média. ® significativamente
diferente do grupo controle, P <0,01; ° significativamente diferente do grupo tratado
com 3 mg de propranolol, P <0,05 e; ¢ significativamente diferente do grupo tratado
com 6 mg de propranolol, P <0, 05. (C) Razdo GSH/GSSG mostrando o estado
redox nas amostras do grupo controle (CTR), tratados com 3 mg (P3mg) e 6 mg
(P6émg) de propranolol e vitamina E (VE) 10 dias apos a lesdo. (n = 7 animais por
grupo). Os dados sdo expressos em média * erro padrdo da média. °
significativamente diferente do grupo controle, P <0,05.
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4.4 Densidade de volume dos vasos sanguineos

A angiogénese € um dos eventos iniciais do processo de reparo tecidual,
assim, a densidade dos vasos sanguineos foi estimada pelo método
estereoldgico 10 dias apos a lesdo. O método de densidade de volume foi
utilizado para determinar o volume ocupado pelos vasos nas lesbes de cada
grupo. O volume ocupado por vasos sanguineos foi 8,1% maior no grupo tratado
com 3 mg de propranolol comparado ao grupo controle (P < 0,001), 10,2% maior
gue no grupo tratado com 6 mg de propranolol (P < 0,001); e 9,8% maior que no

grupo que recebeu vitamina E (P < 0,001) (Fig.8a).

4.5 Expressédo de PECAM-1

A molecula de adesao de células endoteliais e plaguetas (PECAM-1 ou CD31)
€ um membro da familia das imunoglobulinas e € constitutivamente expressa em
leucdcitos, plaquetas e células endoteliais. Esta proteina torna-se uma grande
porgdo das juncgdes intercelulares de células endoteliais e parece estar envolvida
na angiogénese. A figura 8b mostra os niveis relativos de expressdo de PECAM-
1 determinado por densitometria e normalizado contra express&o de 3-actina nas
amostras 10 dias apos a lesdo. O grupo tratado com 3 miligramas de propranolol
apresentava uma expressdo aumentada de PECAM-1 quando comparado aos

outros grupos (P < 0,001).

4.6 Analise do fluxo sanguineo

A tecnologia por Dopplerfluxometria € um método nédo invasivo no qual a luz a
laser € utilizada para detectar a perfusdo sanguinea na microcirculagdo em
tempo real. A fim de avaliar se o tratamento com o propranolol influenciou na
perfusdo sanguinea, a analise com Doppler foi realizada neste estudo. Os
resultados relativos a pele isquémica estdo presentes na figura 9a. O grupo
tratado com 3 mg de propranolol apresentou um maior aumento na perfusao
sanguinea em 3 (292,6%) e 7 (346,3%) dias ap0s a lesdo quando comparado ao
grupo controle (P < 0,05). Nenhuma diferenca foi encontrada nas mensuracoes

realizadas em d10. Da mesma forma, na lesao isquémica, o grupo tratado com 3
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mg de propranolol apresentou aumento no fluxo sanguineo (349,6%) 10 dias

apos a lesdo quando comparado ao grupo controle (P < 0,01) (Fig. 9b).
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Figura 8 — Densidade de volume de vasos sanguineos e expressdo protéica de
PECAM-1. (A) Andlise estereoldgica mostrando a densidade de volume dos vasos
sanguineos (Vv [vasos sanguineos]%) sobre o tecido de granulacdo dos grupos
controle (CTR), tratados com 3 mg (P3mg) e 6 mg (P6mg) de propranolol e vitamina
E (VE). (B e C) Determinacdo de expressdo de proteinas por immunoblotting. O
grafico mostra os niveis relativos da expressdo de PECAM-1 determinados pela
densitometria e normalizados contra ($-actina nas amostras de 10 dias apds a leséo.
Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. # significativamente
diferente do grupo controle; ° significativamente diferente dos grupos tratados com 3
mg e 6 mg de propranolol e ¢ significativamente diferente do grupo vitamina E. P
<0,001.
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Figura 9 - Mensuracdes do fluxo sanguineo por meio da andlise de Doppler na
pele isquémica 3, 7 e 10 dias apés a lesdo (A) e na lesdo isquémica 10 dias apos
a lesdo (B). Alteracéo percentual no fluxo sanguineo em relagdo ao nivel basal
(pele sa) foi calculada. Os dados sao expressos em média + erro padrdo da
média. ? significativamente diferente do grupo controle. P < 0,05 em d3 e P <
0,01 em d7.
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5 DISCUSSAO

Recentemente, os efeitos dos bloqueadores dos receptores B-adrenérgicos
(B-blogueadores) tem sido estudados no processo de reparo tecidual cutaneo,
Nnos quais 0s receptores sdo capazes de modular a cicatrizacdo por diferentes
vias: migracgao celular, proliferagéo celular, inflamagéao, re-epitelizagéo, contragao
e angiogénese (43). O efeito desses farmacos no reparo tecidual ainda €
controverso (59). Estudos com cultura de células tém demonstrado que os -
blogueadores melhoram o reparo tecidual por aumentar o estimulo a migragcéo
de queratinécitos (59-61) e a contracdo do colageno mediado por fibroblastos
(62). De maneira similar, um estudo demonstrou.que o tratamento com [3-
bloqueador acelerou a cicatrizacdo de células epiteliais da cornea de bovinos,
enquanto o tratamento com o agente agonista retardou esse processo (63). No
entanto, outros estudos sugerem que o tratamento com [-bloqueadores
prejudicam o reparo tecidual no epitélio da cornea de macacos e coelhos (64,
65).

Ha algum tempo, nosso laboratério vem estudando os receptores [3-
adrenérgicos, bem como sua participacdo no processo de reparo tecidual. No
presente estudo, vimos que o propranolol acelerou o reparo tecidual de lesGes
isquémicas bem como o aspecto geral das lesées quando administrado na dose
mais baixa de 3 mg/kg, resultado que corroborou com estudo prévio do nosso
grupo onde o propranolol foi usado em baixas doses como tratamento para
qgueimaduras, melhorando a cicatrizacdo das mesmas (5). Também foi
demonstrado que o tratamento com 50 mg de propranolol em ratos diabéticos
acelerou a cicatrizacdo de lesdos excisionais totais (8). Durante analise
microscopica, porém, vimos que o propranolol na dose de 3 mg/kg ndo foi capaz
de melhorar a deposicdo de colageno, resultado que foi confirmado pela
dosagem de OH-PRO, esta manteve-se em niveis semelhantes ao grupo
controle. Ja nos animais tratados com a dose de 6 mg seus resultados foram
bem piores tanto macroscopicamente quanto microscopicamente.

Embora tenha sido mostrado que o propranolol apresenta algumas
propriedades antioxidantes (12, 14), as analises bioquimicas para avaliacdo de
dano oxidativo, malondialdeido e conteddo de proteinas carboniladas,

demostraram, surpreendentemente, que o tratamento com o propranolol, em
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ambas as doses, nao foi capaz de reduzir o dano a lipidios e proteinas, diferente
do que foi observado no grupo vitamina E (controle positivo). Da mesma forma, o
propranolol ndo mostrou influéncia na razdo GSH/GSSG. Com base no
observado, nés sugerimos que o propranolol ndo teve acdo antioxidante neste
modelo de lesdo isquémica cutanea.

Uma vez que a angiogénese € extremamente importante no reparo de lesées
isquémicas nés estudamos a densidade dos vasos e a perfusdo sanguinea. Os
animais do grupo tratado com 3 mg de propranolol apresentaram um aumento na
densidade de vasos, o qual foi confirmado pela analise da expressédo de
PECAM-1, demonstrando que o propranolol modulou positivamente a
angiogénese. PECAM-1 é um membro da superfamilia das imunoglobulinas de
moléculas de adeséo celular. Ela é expressa em grande parte das células da
linhagem hematopoiética. Ela também € altamente expressa nas células
endoteliais, onde € o maior constituinte das juncbes celulares em leitos
vasculares confluentes (66). Possui efeitos pré- e anti-inflamatérios e dentre os
principais mecanismos elucidados, sabe-se que esta molécula tem papel
importante em manter e reestabelecer a barreira vascular (67). Este resultado da
densidade dos vasos vém discordando de estudos como o de Lamy et al. (68),
onde foi demonstrado que o tratamento de células HUVEC com o propranolol
inibiu a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de células endoteliais, ndo so6
envolvendo os efeitos inibitérios dos receptores 32 mas também a inibicdo da via
VEGFR-2. Frente a essas hipoteses, o propranolol vem sendo estudado como
terapéutico no tratamento de hemangiomas infantis (69), também como
coadjuvante no tratamento de tumores (70) e da retinopatia induzada por
oxigénio (71). Acredita-se que ele tenha um efeito inibitério sobre o processo da
angiogénese (72). Segundo Lamy et al. (68) e Ristori et al. (71) a inibicdo ocorre
de forma dose dependente. Em estudo realizado com células endoteliais
microvasculares in vitro observou-se que o tratamento com propranolol induziu a
apoptose dessas células (73). Porém ainda ndo hd um consenso sobre sua
suposta acao anti-angiogénica (74). Martini at al. (75) sugerem que muitas vezes
as situacdes de hipoxia e isquemia desencadeiem um processo de angiogénese
patologica (exarcebada), o que depende em parte da ativacdo dos bloqueadores
B-2 por seus agonistas. Ao bloquear esse receptor, ocorreria uma modulacdo no

processo da angiogénese. Contrario aos estudos anteriores, Mak et al. (13)
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observaram uma maior sobrevivéncia de células endoteliais da aorta de bovinos,
bem como a inibicdo da atividade da caspase-3, ou seja, inibicdo da apoptose
nas células tratadas com propranolol. Nossos resultados da analise de fluxo
através do Doppler confirmaram nossos achados em relacdo a angiogénese,
onde o grupo tratado com 3 mg de propranolol apresentou maior perfusdo tanto
na pele isquémica, nos dias 3, 7 e 10, quanto no leito da leséo, no dia 10.
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6 CONCLUSAO

Observamos que o propranolol na dose de 3 mg e neste modelo aumentou o
estimulo a angiogénese o que provavelmente levou a aceleragdo no fechamento
da lesdo. Poucos séo os trabalhos que avaliam os efeitos deste farmaco na pele.
A grande maioria das pesquisas avaliou o papel antioxidante do propranolol no
sistema cardiovascular. E possivel que variaveis como dose, via de
administracdo e meétodos de analises e oOrgaos de estudo influenciem na
diferenca de resultados. Acreditamos que outros trabalhos ainda devam ser
realizados para esclarecer os reais efeitos deste farmaco no tratamento de

lesdes cutaneas crénicas, assim como suas vias de acao.
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