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RESUMO

CARVALHO, Thatiana Luiza Assis de Brito. Papel dos receptores f-adrenérgicos no reparo
cutaneo de lesdes cronicas em camundongos: modelo nédo invasivo de lesdo por isquemia e
reperfusdo. 2014. 58 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2014.

Os receptores Pi- e Po-adrenérgicos estdo presentes em indmeras células que
participam do processo de reparo como fibroblastos, queratindcitos, células inflamatorias e
células endoteliais. Diversos trabalhos demonstram que estes receptores modulam o processo
de reparo tecidual. Entretanto, nenhum trabalho demonstrou se o bloqueio destes receptores
compromete o reparo de Ulceras de pressdo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
blogueio dos receptores ;- e P.-adrenérgicos no reparo de Ulceras de pressdo em
camundongos, para isto utilizamos um modelo ndo invasivo de lesdo por isquemia e
reperfusdo. No presente estudo, utilizamos animais que foram tratados por gavagem com
propranolol (um antagonista ndo seletivo dos receptores Pi- e [Pr-adrenérgicos). A
administracdo do antagonista teve inicio um dia antes do inicio dos ciclos de isquemia e
reperfusdo e se manteve diariamente até a eutanasia. Para desenvolver a Ulcera de pressdo, um
par de magnetos foi aplicado no dorso dos animais previamente depilado. O periodo de
permanéncia do magneto é caracterizado como periodo de isquemia, enquanto sua retirada €
caracterizada como periodo de reperfusdo. Os ciclos de isquemia e reperfusdo foram repetidos
duas vezes, e ao final do ultimo ciclo, duas Ulceras circulares foram criadas no dorso dos
animais. Os animais foram mortos 3, 7, 14 e 21 dias apés a lesdo. Apds o ultimo ciclo de
isquemia, o fluxo sanguineo da area comprimida foi nulo, 7 horas apds a compressao o fluxo
sanguineo estava elevado, com niveis superiores ao da pele normal. Apds 24 e 48 horas, 0
fluxo sanguineo estava reduzido e abaixo dos niveis da pele normal. O blogueio dos
receptores Bi- e P,-adrenérgicos aumentou os niveis de peroxidos lipidicos 3 dias apds a
lesdo, comprometeu a migracdo dos queratindcitos, levando a um aumento da proliferacédo
epitelial, resultando em uma re-epitelizacdo atrasada. O retardo na formacéo da neo-epiderme
induzido pelo bloqueio destes receptores prejudicou a remocdo do tecido necrotico. O
blogueio dos receptores Bi1- e Bo-adrenérgicos aumentou o numero de células inflamatérias
(neutréfilos e macréfagos), os niveis proteicos de elastase neutrofilica 3 dias apds a lesdo e
reduziu os niveis proteicos de MCP-1 3 dias ap6s a leséo e os niveis proteicos de MMP-12 7
dias apos a lesdo. O bloqueio dos receptores ;- e Bo-adrenérgicos aumentou a proliferacdo
celular e apoptose no tecido conjuntivo 7 dias apds a lesdo e aumentou a densidade de vasos
sanguineos 14 e 21 dias apos a lesdo. O bloqueio dos receptores Bi- e Po-adrenérgicos
retardou a diferenciacdo miofibroblastica e reduziu os niveis proteicos de TGF-f 1/2/3 3 dias
apos a lesdo e a contracdo da lesdo. Vinte e um dias apés a lesdo, o bloqueio dos receptores
B1- e Bo-adrenérgicos aumentou a espessura da neo-epiderme e a expressao de tenascina-C em
fibroblastos e reduziu a deposicdo de colageno. Em conclusdo, o bloqueio dos receptores B1- €
[B.-adrenérgicos atrasa o reparo tecidual em Ulceras de presséo.

Palavras-chave: Lesdo cutinea. Reparo tecidual. Receptores p-adrenérgicos. Ulcera de

pressdo. Isquemia. Reperfuséo.



ABSTRACT

CARVALHO, Thatiana Luiza Assis de Brito. Role of p-adrenergic in mice chronic wound
repair: non invasive model induced by ischemia and reperfusion. 2014. 58 f. Dissertacédo
(Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

B1- and B.-adrenergic receptors are present in several cells that participate in tissue
repair such as fibroblasts, keratinocytes, inflammatory cells and endothelial cells. Several
studies demonstrate that these receptors modulate cutaneous wound healing. However, neither
study demonstrated if the blockade of theses receptors compromises the cutaneous wound
healing of pressure ulcers. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of blockade
of Bi- and PB-adrenergic receptors in wound healing of pressure ulcer in mice using a
noninvasive model of lesion induced by ischemia and reperfusion. In this study, animals were
also treated with propranolol (a nonselective antagonist of ;- and B.-adrenergic receptors).
Antagonism administration began one day before ischemia-reperfusion cycles and daily
maintained until euthanasia. In order to develop a pressure ulcer, a shaved skin was placed
between a pair of magnet disks. The period of magnet placement is characterized as ischemia
period, whereas release period as reperfusion period. Two cycles of ischemia and reperfusion
were performed, and after last cycle, two circular ulcers per animal were created in the animal
dorsum. Animals were Killed 3, 7, 14 and 21 days after wounding. After last ischemia cycle,
blood flow of compressed area was nulled, 7 hours after compressed area underwent
reperfusion during subsequent hours reaching blood flow 98% superior of normal skin. After
24 and 48 hours, blood flow of compressed area was again reduced when compared with
normal skin. Blockade of PBi- and B.-adrenergic receptors increased the levels of lipid
peroxydes 3 days after wounding, compromised keratinocyte migration leading to an increase
epithelial proliferation and impairment in the re-epithelialization. The impairment in the neo-
epidermis formation induced by p;- and B,-adrenergic receptor blockade delayed the necrotic
tissue loss. Blockade of (1- and P,-adrenergic receptors increased the inflammatory cell
number (macrophages and neutrophils), protein levels of neutrophil elastase 3 days after
wounding and reduced protein levels of MCP-1 3 days after wounding and protein levels of
MMP-12 7 days after wounding. Blockade of 31- and B,-adrenergic receptors increased cell
proliferation and apoptosis in connective tissue 7 days after wounding and blood vessel
density 14 and 21 days after wounding. Blockade of ;- and p,-adrenergic receptors impaired
myofibroblastic differentiation and reduced protein levels of TGF-B 1/2/3 3 days after
wounding and lesion contraction. Twenty-one days after wounding, 1- and B,-adrenergic
receptor blockade increased neo-epidermis thickness and tenascin-C-positive fibroblast
number and reduced collagen deposition. In conclusion, blockade of ;- and P,-adrenergic
receptors delays cutaneous wound healing of pressure ulcers.

Keywords: Cutaneous lesion. Tissue repair. 3-Adrenergic receptors. Pressure ulcer. Wound

model induced by ischemia and reperfusion.
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INTRODUCAO

Reparo tecidual cutaneo

A pele € o maior e um dos principais 0rgaos do corpo. Sabe-se que este complexo
Orgdo reveste externamente o corpo, conferindo uma barreira de protecdo e exercendo
diversas funcgdes protetoras essenciais para o organismo (1). Quando porcbes da pele séo
perdidas, entdo o processo de reparo tecidual se inicia para recompor a area lesada. Este
processo € didaticamente dividido em trés fases distintas que se sobrepdem: fase inflamatoria,
proliferativa e de remodelamento (2).

Logo ap0s a leséo se inicia a fase inflamatoria, esta é didaticamente dividida em duas
fases: a primeira consiste na resposta vascular e na restauracdo da homeostase e a segunda, é
referente a resposta celular e a inflamacdo propriamente dita (2). Durante a primeira fase, as
plaquetas se aderem e agregam no sitio da lesdo, e comecam a liberar mediadores quimicos
que iniciam a formacdo de uma rede de fibrina a partir da clivagem do fibrinogénio (3). Entéo
uma rede altamente sollvel é formada, convertendo o plug plaquetario em um coagulo de
fibrina, fibronectina, vitronectina e trombospondinas (4, 5).

Imediatamente apos a formacdo do coagulo, se inicia a segunda fase, as plaquetas que
formam o coagulo liberam quimioatrativos e fatores de crescimento. A liberacdo local de
interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), fator de crescimento
transformante-p (TGF-B), fator plaquetario-4 (PF-4) e de produtos do metabolismo
bacteriano, atuam como potentes quimioatrativos para os neutrofilos (6). Ja no leito da lesdo,
os neutrofilos fagocitam os restos celulares e teciduais, secretam proteases e eliminam
bactérias locais (7). Os neutrofilos sdo seguidos por mondcitos, que se diferenciam em
macrofagos quando invadem o tecido (8). Neutrofilos e macrofagos ativados fagocitam
particulas estranhas e restos celulares. No local da lesdo, os macrofagos liberam fatores
guimiotaticos tais como a fibronectina, que atrai os fibroblastos para a lesdo (2). Além disto,
produzem o TGF-f, que estimula a proliferacdo, migragdo e diferenciagao de fibroblastos e
citocinas pro-inflamatdrias para a area lesada, e o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) que estimula a migracdo de células inflamatorias para a area lesada (9). Os
macrofagos também mediam a angiogénese, fibroplasia, sintese de 6xido nitrico (6) e

promovem a resolucdo da inflamagdo (4). Além dos neutréfilos e dos macrofagos, varios
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outros tipos celulares participam da fase celular da inflamagdo, dentre eles, estdo os
mastdcitos, uma das principais substancias liberadas pelos mastocitos € a histamina, que
promove a dilatacdo das artérias e aumenta a permeabilidade dos vasos sanguineos (2). Os
mastocitos também secretam heparina que aumenta a permeabilidade inicial das vénulas.
Além disso, a heparina também atua como anticoagulante, impedindo a coagulacdo durante a
fase inicial da resposta inflamatoria (2). Essas sinalizacBGes essenciais para a coordenacdo do
reparo e para estimular a chegada da préxima fase (7).

Subsequente a fase inflamatdria tem-se inicio a fase proliferativa, nesta fase o tecido
de granulacéo substitui o coagulo de fibrina formado na fase inflamatoria (7). Os principais
eventos durante esta fase sdo a criagdo de uma barreira com permeabilidade seletiva (re-
epitelizacdo), estabelecimento do suprimento sanguineo adequado (angiogénese) e sintese de
uma matriz rica em fibras do sistema colageno (fibroplasia) para lesdo fornecer a estrutura
necessaria para a posterior producdo de uma nova barreira funcional (2).

A re-epitelizacdo é o processo de restauracdo da epiderme apds a lesdo. Geralmente
envolve varios processos, incluindo a migracao e proliferacdo de queratinécitos, diferenciacdo
da neoepiderme em uma epiderme estratificada e restauracdo da area que conecta a epiderme
e a derme subjacente (2). E induzida pelo fator de crescimento epidérmico (EGF) e pelo TNF-
a, produzidos pelas plaquetas ativadas e pelos macrofagos (4) Os macréfagos estimulados
pelo PDGF e pelo TGF-B;, secretam EGF juntamente com as plaquetas o que induz a
migracdo e proliferacao de fibroblastos no tecido adjacente a lesdo (7).

Com esses estimulos, os préprios fibroblastos passam a sintetizar PDGF e come¢am a
produzir a matriz provisoria, que é composta por colageno do tipo Ill, glicosaminoglicanos,
fibronectina, entre outras proteinas da matriz (6). Este arcabou¢o forma, um ambiente
favoravel para a proliferacdo de células endoteliais, que sob estimulo do TNF-a e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (6), formam novos vasos sanguineos a partir dos
vasos pré-existentes (angiogénese). A formacdo dos novos vasos sanguineos sustenta
metabolicamente a formacéo do novo tecido (7). A formacéo dessa matriz extracelular com
fibras colagenosas relativamente desorganizadas, alta densidade de fibroblastos, macréfagos e
granuldcitos, além do estabelecimento de uma nova rede vascular, formam a base do que
chamamos de tecido de granulacdo (4). O tecido de granulagéo é a resposta inicial da lesé&o,
consiste em tecido conjuntivo altamente vascularizado que contém novos capilares,
fibroblastos e células inflamatorias (10, 11). Os vasos sanguineos se associam com
fibroblastos e macrofagos, substituindo o codgulo de fibrina pelo tecido de granulagéo,

formando um novo substrato para migracdo de queratindcitos. No inicio da fase proliferativa,
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os fibroblastos, sob acdo do TGF-B; secretado pelos macréfagos, comegcam a se diferenciar
em miofibroblastos, que sdo células contrateis que expressam a-actina de musculo liso (a-
SMA), que tem a capacidade de aproximar os bordos da lesdo (contracdo) e tambeém auxiliam
na deposicdo de matriz extracelular (12, 13).

ApoGs a re-epitelizacdo completa, se inicia a fase de remodelamento. Nesta fase, o0s
processos ativados apds a lesdo sdo reduzidos gradativamente e cessam. A maioria das células
endoteliais, macréfagos e fibroblastos/miofibroblastos sofrem apoptose, reduzindo a
celularidade do tecido de granulagdo (1). O tecido de granulacdo que € rico em colageno do
tipo 1ll é gradualmente substituido por uma cicatriz colagenosa que € composta
principalmente por colageno do tipo | (4, 5), esta substituicdo é realizada pelas
metaloproteinases da matriz (MMPs) que séo secretadas pelos fibroblastos, macréfagos e
células endoteliais, devolvendo a forca de tensdo da pele lesada em até 70% (2). O equilibrio
entre a atividade das MMPs e dos inibidores de MMPs (TIMPs) é muito importante para que
ocorra o reparo tecidual normal (2). Entretanto, em algumas ocasifes 0 processo de reparo
ndo ocorre de forma adequada devido a diversos fatores, que podem levar a formacao de

lesGes que ndo cicatrizam como as lesdes cronicas causando diversos problemas clinicos.
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Figura 1 - Os trés estagios classicos do processo de reparo cutaneo

]

Proliferacéo

Inflamacéo

Coégulo de fibrina
Queratinécitos

Tecido de
granulacéo

Neutrdfilos r
Vasos sanguineos

Macrofagos
Mioffibroblasto

Maturacéo

Neo-epiderme — 'Colégeno

Remodelamento
da matriz

Formagéo da cicatriz

Legenda: inflamagdo (acima, esquerda), proliferacdo (direita) e remodelamento (abaixo, esquerda). Durante a
inflamacdo, apds a lesdo, as plaquetas se agregam a &rea lesada para formar um coagulo de fibrina
para alcangar a homeostase. Baterias, neutrofilos e plaguetas sdo abundantes na lesdo. A proliferacéo é
caracterizada pela angiogénese, formagdo do tecido de granulacdo e re-epitelizagdo. Durante a
maturacdo, o colédgeno é remodelado e reorganizado ao longo das linhas de tensdo.

Fonte: adaptada de Ko et al. (14).
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Lesdes cronicas

As lesdes cronicas tendem a ocorrer como resultado de fatores locais associados
(insuficiéncia arterial, hipertensdo venosa e trauma) e/ou presenca de doenca sistémica, tais
como diabetes mellitus ou artrite reumatoide (15). As lesdes cronicas possuem alguns
aspectos caracteristicos, tais como: fase inflamatdria prolongada (16), constantes infeccdes
(15), formacéo de biofilmes microbianos resistentes a medicamentos (17) e incapacidade de
células dérmicas e/ou epidérmicas de responder a estimulos reparadores. Estes fendmenos
fisiopatolégicos fazem com que o processo de reparo seja prejudicado neste tipo de leséo,
levando ao atraso da sintese de colageno, da angiogénese e da re-epitelizacdo (15, 18-21).
Entretanto, 0 mecanismo exato através do qual as lesdes crbnicas se desenvolvem ainda nédo
foi completamente esclarecido.

Dentre os diferentes tipos de lesdo cronica temos a Ulcera de pressdo. A Ulcera de
pressdo, também chamada de ulcera de decUbito, escara, escara de decubito, é desenvolvida
guando tecidos moles sdo comprimidos entre uma proeminéncia 0ssea e uma superficie
externa rigida por um periodo prolongado causando isquemia e necrose tecidual (22).
Geralmente este tipo de Glcera surge em individuos forcados a imobilidade e, se concentram
nas regides sacral, glltea, tronco-antérica e no calcanhar. Ela também pode acometer
pacientes submetidos a pressdes externas exercidas por equipamentos ou dispositivos. O
principal mecanismo de a¢do das Ulceras de pressao sdo os periodos de isquemia e reperfusdo
que causam um aumento dos radicais livres, de infiltrado inflamatério e de proteases que
comprometem a reconstrugdo dérmica e a sintese de fatores de crescimento levando a necrose
tecidual.

A quantidade de casos envolvendo Ulceras por pressdo tem aumentado nos ultimos
anos, devido ao aumento da expectativa de vida da populagdo, associada aos avangos da
medicina (23-25). A incidéncia de Ulceras por pressdo é estimada entre 0,4% a 38% em
pacientes internados para atendimento emergencial, e cerca de 25% a 85% dos pacientes com
paraplegia crural (26, 27). Pesquisas relatam que mais de 50% dos pacientes com Ulceras tem
70 anos de idade ou mais e também relatam uma incidéncia de 35% de ulceras de presséo com
indicacdo para tratamento cirargico (28, 29). No Brasil, poucos estudos vém sendo realizados
a respeito de Ulceras de pressdo e seu tratamento. Em 2005, Costa e colaboradores observaram
gue a incidéncia de Ulceras de pressdo é de 40% em unidades cirdrgicas, e este numero

aumenta para acima de 41% em unidades de terapia intensiva (30). Dentre os pacientes, ele
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observou que 33% (n=25) apresentaram Ulcera sacral, 33% (n=25) Ulcera tronco-antérica,
16% (n=12) Glcera isquiatica, 5% (n=4) ulcera no joelho, 4% (n=3) Ulcera no calcaneo, 3%
(n=2) alceras nos membros inferiores, ombro e regido lombar e 1% (n=1) na regido toracica e

occipital.

Modelos de isquemia e reperfusao

Diversos estudos vém tentando desvendar o mecanismo através do qual estas Ulceras
ndo cicatrizam, para assim desenvolver um tratamento eficaz que promova o reparo destas
lesGes. A utilizacdo de modelos humanos para estudar as Ulceras de pressdo é de alto custo e
prejudicial ao paciente. Por isso, modelos em animais que mimetizam as Ulceras de presséo
foram desenvolvidos (31, 32).

Desde a década de 60, pesquisadores vém desenvolvendo modelos experimentais que
visam entender o processo isquémico em o6rgdos e tecidos (33). Os primeiros modelos
experimentais animais de Ulceras por pressao inicialmente visavam observar apenas o papel
de isquemia na formacéo de lesdes, utilizando a aplicagdo de uma presséo constante para criar
a lesdo, ndo levando em conta a contribuicdo do periodo de reperfusdo para a formacdo da
leséo.

Em 1961, Lindan e colaboradores utilizaram duas variaveis para desenvolver a tlcera
de pressdo: isquemia e tempo de reperfusdo aplicando dispositivos mecéanicos que
desenvolviam diferentes niveis pré-determinados de presséo por diferentes periodos de tempo
(33). Como resultado eles observaram niveis e periodos especificos de pressao que auxiliaram
na pesquisa sobre de Ulceras de pressdo (34). Entre as décadas de 70 e 80, diversos modelos
experimentais avaliaram o efeito do periodo da isquemia e do atrito (35, 36), 0 papel da
musculatura esquelética adjacente a pele (37) e os precursores bioquimicos que participavam
da formag&o das Ulceras de presséo (38).

As pesquisas sobre lesdes cronicas em modelos com animais possibilitaram a
comunidade cientifica a obtencdo de dados sobre o fluxo sanguineo, amostras de
histopatologia entre outros (34). Na década de 90, alguns fatores foram integrados aos
modelos de estudo de Ulcera de pressdo como hiperemia reativa, isquemia e reperfusdo e
algumas variaveis (idade, temperatura, paralisia) (39, 40). A partir destes dados, varios

estudos avaliaram os niveis necessarios de pressdo para desenvolver os diferentes estagios de
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Ulceras de pressdo (41-43). Em 1994 foi desenvolvido um modelo de Ulcera de pressdo que
utiliza uma coluna de deslocamento controlada pelo computador, que produz uma presséo
constante. Esta coluna possui um transdutor de forca localizado entre dois cilindros de metal.
A pressdo cutanea é mantida por um motor de passo, controlado por um computador, que com
o0 auxilio de software desloca a coluna para a area desejada. O sinal do transdutor de forca é
convertido para forma digital, amplificado e registrado. Este sistema de fornecimento de
pressdo monitorado pelo computador foi desenvolvido com o objetivo de desenvolver de
Ulceras de presdo no grau Il (perda parcial da pele, envolvendo a epiderme, derme ou ambas)
(39, 40, 44). Os resultados de Salcido enfatizaram o papel dos radicais livres e da apoptose
durante o desenvolvimento de uma Ulcera de presséo (39, 40, 44).

Atualmente sabe-se que um dos fatores cruciais para formacéo das Ulceras de pressao
é o periodo de isquemia e reperfusdo. Durante o perido de isquemia a pressdo exercida sobre o
tecido ndo permite que oxigénio e nutrientes cheguem ao tecido. Quando ocorre o periodo de
reperfusdo, um grande fluxo de sanguineo € liberado, aumentando a tenséo de oxigénio. Esta
alta tensdo de oxigénio libera radicais livres no tecido previamente isquémico, aumentando o
dano tecidual produzido pela hipdxia e isquemia (34). Entdo foi desenvolvido um modelo que
utiliza ciclos de isquemia e repefusdo para desenvolver a Ulcera de pressao (31). O modelo
desenvolvido por Peirce e colaboradores consiste em induzir ciclos de isquemia e reperfusédo
(31), utilizando parametros clinicamente relevantes de pressdo e duragéo, onde o animal néo é
anestesiado durante os periodos de isquemia e reperfusdo. Os ciclos de isquemia e reperfusdo
sdo induzidos através da aplicacdo e remocdo de um magneto na regido dorsal do animal,
onde uma chapa de aco magnético foi implantada. A grande desvantagem encontrada neste
modelo é o efeito cirtrgico causado pela implantacdo da chapa de aco no dorso dos animais.

Em 2004, Standler (32) desenvolveu um simples, reproduzivel e ndo cirargico modelo
murino de Ulcera de pressao através da utilizacdo de magnetos para realizar os periodos de
isquemia e reperfusdo. Este modelo se mostra eficaz para estudar o papel do bloqueio dos

receptores P1- e Bo-adrenérgicos no reparo tecidual cutaneo de lesdes cronicas.
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Receptores B-adrenérgicos

Ahlquist (45) foi o primeiro pesquisador a diferenciar farmacologicamente os
receptores adrenérgicos em receptores o ¢ . Alguns anos mais tarde, 0s receptores
adrenérgicos foram subdivididos em a3-, ap- € B1-, Po- € Bs-adrenérgicos através da utilizacéo
de agonistas e antagonistas (46-48). Recentemente foi apontada a possivel existéncia de um
receptor B4-adrenérgico no atrio de humanos e ratos (49).

Os receptores B-adrenérgicos sdo expressos por varios tipos celulares que participam
do processo de reparo cutaneo como fibroblastos, queratindcitos, células inflamatérias e
células endoteliais (50-52). Diversos trabalhos demonstram que estes receptores atuam na
modulagdo do processo de reparo cutaneo (53-60). Entretanto, os estudos sobre o papel da
administragdo dos receptores f-adrenérgicos no reparo tecidual cutaneo sdo controversos. Em
fibroblastos cardiacos de ratos e embriondrios de murinos, a administragdo de agonistas 3-
adrenérgicos estimula a proliferacdo celular atraves da ativacdo da fosfolipase C, da proteina
cinase C, e da inibi¢do da adenilato ciclase (51, 61). Vérios estudos tém demonstrado que a
administracdo de norepinefrina, um agonista o- e p-adrenérgico, estimula o recrutamento dos
macrofagos para a area lesada em pele de camundongos (62-65). Trabalhos utilizando
macrofagos isolados de roedores, através de um modelo padrdo de esponja subcutanea
também demonstraram o recrutamento dos macréfagos (53).

A expressdo dos receptores B-adrenérgicos pelos queratinécitos foi demonstrada nas
décadas de 70 e 80 (66, 67). Inicialmente, a utilizagdo de um agonista B-adrenérgico inibe a
migracdo de queratindcitos estimulada através de EGF ou célcio (68). Além disso, a
diferenciacéo e proliferacdo de queratindcitos humanos dependem de um gradiente de calcio
que ¢ regulado por receptores B-adrenérgicos (69). Outros trabalhos também demonstram que
a utilizacdo de antagonistas [B-adrenérgicos acelera a re-epitelizacdo e aumenta a taxa de
migracdo dos queratindcitos, mas ndo altera a proliferacdo dos queratinécitos (70).

O efeito dos antagonistas f-adrenérgicos no reparo de corneas é controverso. Alguns
estudos in vivo sugerem que antagonistas [-adrenérgicos retardam o reparo de lesGes no
epitélio de cdrneas de macacos e coelhos (71-73). Enquanto outros estudos demostram que
estes antagonistas aceleram o fechamento de lesdes nos corneas de bovinos e coelhos (54,
74). O bloqueio de receptores B1- ¢ Bo-adrenérgicos prejudica a contracdo e a re-epitelizacdo
de lesdes excisionais cutaneas, aumenta a espessura da neo-epiderme e compromete a

deposicédo de fibras do sistema colageno em ratos (56, 75). No entanto, sabe-se que niveis
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elevados de catecolaminas podem prejudicar a cicatrizacdo cutanea em pacientes
hiperglicémicos, com queimaduras de 3° grau e estressados (55, 57, 76). Em modelo com
roedores foi demonstrado que o bloqueio dos receptores Pi- e Po-adrenérgicos promove o
reparo de lesbes excisionais cutaneas em animais hiperglicémicos, severamente queimados
ou cronicamente estressados (55, 57, 59, 77). Também foi demostrado que o bloqueio do
receptor B,-adrenérgico promove a angiogénese, migracao dos fibroblastos dérmicos in vivo
e in vitro, a migracdo dos queratindcitos, a re-epitelizacédo e ndo tem efeito na inflamacéo da
lesdo (78). Entretanto, nenhum estudo demostrou se o bloqueio dos receptores f-

adrenérgicos altera o processo de reparo de em lesdes cronicas.

Tendo em vista que o papel do blogueio dos receptores Pi- e Pp-adrenérgicos no
processo de reparo tecidual em lesdes cronicas ainda ndo foi elucidado, e levando em
consideracdo que pesquisas realizadas no Laboratério de Reparo Tecidual demonstram como
o bloqueio dos receptores - adrenérgicos atua em animais com lesdes excisionais cutaneas
(agudas). Nés nos propusemos a investigar o efeito dos receptores Pi- ¢ Bp-adrenérgicos no
reparo cutdneo de lesdes cronicas enfocando no modelo animal de lesdo por isquemia e

reperfusdo que mimetiza as Ulceras de pressao.
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1 OBJETIVOS

1.1 Gerais

Avaliar o efeito do blogqueio dos receptores B1- e Bo-adrenérgicos no reparo de Ulceras
de pressdo utilizando um modelo ndo invasivo de lesdo por isquemia e reperfusdo em
camundongos.

Além de desenvolver material didatico sobre reparo tecidual cutaneo para o Ensino na
Saude, levando aos alunos de graduacdo de forma simples e interativa, 0 que acontece na pele
guando esta sofre uma lesdo, e como 0 organismo age para cicatrizar a mesma (Edital n°
024/2010 - Pro-ensino na Saude).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Camundongos machos Swiss (8-12 semanas de idade) foram divididos aleatoriamente
em dois grupos: controle e tratado (n=10; por grupo). Os animais tiveram livre acesso a agua
e comida e foram acondicionados em uma sala com temperatura controlada (22°C) em um
ciclo de luz com 12 horas claro/escuro. Todos os protocolos foram aprovados pelo comité de
ética para o uso de animais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA/049/2012)
(Anexo).

2.2 Propranolol e modelo de lesdo

Os animais foram tratados diariamente com 25 mg/kg de cloridrato de propranolol, um
antagonista dos receptores ;- e Bo-adrenérgicos ndo seletivo (Sigma-Aldrich, St. Louis, Ml,
Estados Unidos), dissolvido em &gua filtrada por gavagem (77). O grupo controle recebeu
apenas agua filtrada no mesmo volume da droga no grupo tratado. A administracdo de
propranolol ou agua filtrada se manteve diariamente até a eutanasia.

Um dia ap6s o inicio da administracdo do antagonista, os camundongos foram
intraperitonealmente anestesiados com quetamina (150 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg). A pele
do dorso dos animais foi depilada, pingada e presa entre um par de magnetos com 8 mm de
didmetro e 4 mm de espessura, com um peso médio de 1,47 g e forca magnética de 300G
(Eudes Angelo de Almeida Produtos ME, S&o Paulo, Brasil). Os magnetos foram
posicionados a dois centimetros de distancia do osso occipital na linha mediana. Assim, a
epiderme, a derme e o tecido subcutdneo foram submetidos a forca de compressdo de 50
mmHg. Os animais permaneceram com 0s magnetos durante 16 horas (periodo de isquemia).
Em seguida, os magnetos foram removidos e 0s animais permaneceram sem 0s magnetos por
oito horas (periodo de reperfusdo) (Figura 2). O ciclo de isquemia e reperfusdo foi repetido
duas vezes e ap06s o ultimo ciclo duas Ulceras circulares foram observadas no dorso dos

animais e este periodo foi considerado o dia 0.
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Figura 2 — Protocolo experimental
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27 ¢ — 2" ciclo (16 horas de isquemia e 8 horas de reperfusén)

B

Pele do dorso pingada Insercdo dos magnetos no dorso Inicio do ciclo de isquemia

Legenda: (A) Modelo experimental utilizado no projeto. (B) Aplicacdo dos magnetos no modelo de
lesdo por isquemia e reperfusdo.

2.3 Sistema de classificacao da Ulcera

O estagio da Ulcera formada foi avaliado seguindo o sistema National Pressure Ulcer
Advisory Panel (NPUAP) (79). Neste sistema, as Ulceras de pressdo séo classificadas como:
Grau | — lesdo superficial, a pele permanece intacta. Grau Il — ocorre a perda parcial da pele,
envolvendo a epiderme, derme ou ambas. Grau Ill — ocorre a perda total da pele, envolvendo
dano no tecido subcutaneo. Grau IV — ocorre a perda total da pele com extensa destruigdo do
tecido subjacente (80).
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2.4 Fluxometria Laser Doppler

O fluxo sanguineo cutaneo da area comprimida e da area ndo comprimida abaixo da
lesdo foram medidos logo apds o segundo ciclo de isquemia e reperfusdo e apés 7, 24 e 48
horas através de fluxometria Laser Doppler (PeriFlux System 5000; Perimed Inc., Estocolmo,

Suécia).

2.5 Analises macroscoépicas

A érea da lesdo foi medida ap6s o Ultimo ciclo (d0), trés, sete, quatorze e vinte e um
dias de lesdo. Para medir a area da lesdo, uma folha de papel celofane transparente foi
aplicada sobre as lesdes e suas margens foram desenhadas com o auxilio de uma caneta
permanente (81). As areas lesadas re-epitelizadas foram medidas 7, 14 e 21 dias ap06s a lesao.
Apos a digitalizacdo, as areas lesadas foram medidas através do programa ImageJ (National
Institute of Mental Health, Bethesda, MD, Estados Unidos). Os dados da contragdo sé&o
expressos como porcentagem da area inicial lesada ou porcentagem de area lesada re-

epitelizada.

2.6 Coleta do material e analise microscépica

Os animais (n=10; por grupo) foram mortos 3, 7, 14 ou 21 dias apos a lesédo por
exposicdo ao gas carbbnico. As lesdes com pele sd adjacente foram devidamente removidas.
Uma das lesdes foi fixada em formol e embebida em parafina, enquanto a outra (sem pele sa
adjacente) foi congelada a -80°C para analises bioquimicas. Os cortes obtidos foram corados
com hematoxilina e eosina para avaliagdo do aspecto geral da leséo e para medir a espessura e
0 comprimento da neo-epiderme. Para a realizagdo das medidas, imagens da lingua migratoria
e da neo-epiderme (trés imagens aleatdrias) foram capturadas utilizando o microscopio de luz
(microscépio Axiolab; Zeiss-Vision, Oberkochen, Alemanha). O comprimento da lingua

migratoria foi medido da borda da lesdo até a sua ponta, para isto todo o comprimento da
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lingua migratéria foi delimitado e medido com o auxilio do programa Imagel (82). A
espessura da neo-epiderme foi definida como sendo a distancia (em pum) da camada granulosa
até a camada basal (56), e as medidas foram realizadas através do programa ImageJ a neo-
epiderme foi medida em trés pontos distintos em cada imagem.

Os cortes também foram corados com vermelho de picrosirius e observados com

microscopia de luz polarizada para avaliar a organizacéo das fibras do sistema colageno.

2.7 Imunohistoquimica e quantificacao

Para quantificacdo do nimero de macrofagos, neutréfilos, de células em apoptose e
positivas para tenascina-C, os cortes foram respectivamente incubados com anticorpos rato
anti-F4/80 (Serotec Inc., Raleigh, NC, Estados Unidos, 1:500), rato anti-mieloperoxidase
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.; Hercules, CA, Estados Unidos, 1:500), anti-caspase-3
clivada (Cell Signaling Technology Inc.; Boston, MA, Estados Unidos, 1:200) e anti-
tenascina-C (Santa Cruz Biotechnology, Inc.; Hercules, CA, Estados Unidos 1:50). Para
recuperagdo antigénica os cortes foram imersos em tampéo citrato a 70°C (pH 6,0) e para
inibir a peroxidase enddgena os cortes foram incubados com peréxido de hidrogénio a 3%
diluido metanol. Apos a lavagem, o anticorpo primario foi detectado utilizando anticorpos
secundarios biotinilados anti-rato (1:800), anti-coelho (1:500) ou anti-cabra (1:1.000)
(DAKO, Carpinteria, CA, Estados Unidos) seguida pela incubacdo com estreptavidina
(DAKO). A diaminobenzidina (DAKO) foi utilizada como cromdgeno e os cortes foram
contrastados com hematoxilina.

Para quantificar o nimero de macréfagos, neutrofilos, células em apoptose e positivas
para tenascina-C, 5 campos aleatdrios por animal (14.544 um?) foram avaliados no tecido de
granulacdo utilizando a objetiva de 40x e um sistema de videomicroscopia (microscopio
Axiolab, Zeiss-Vision, Oberkochen, Alemanha; camera TecVoz; Sony Corporation, Téquio,
Japédo; monitor CCE 14” LCD, Manaus, Brasil). Os dados foram apresentados como
quantidade de células por mm?.

Para quantificacdo de miofibroblastos e antigeno celular de células em proliferacéo,
algumas alteracGes na técnica padrdo de imunohistoquimica foram realizadas para permitir o
uso de anticorpos monoclonais de camundongos. Os cortes foram incubados com o Sistema

EnVision (DAKO, 1:60) por 50 minutos. Em seguida para inibir a peroxidase endogena 0s
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cortes foram incubados com perdxido de hidrogénio a 3% diluido em metanol por 30 minutos.
Apos a lavagem, os cortes foram incubados em uma solugdo com anticorpo monoclonal anti-
a-SMA (1:600) (Sigma-Aldrich) ou anti-prolifering cellular nuclear antigen (PCNA) (1:800)
(DAKO) e Sistema Envision anti-mouse (1:20) (DAKO) em PBS/BSA 1% de um dia para o
outro. Diaminobenzidina foi utilizada como cromogeno, os cortes foram contrastados com
hematoxilina. Controles negativos foram realizados substituindo o anticorpo primario por
PBS/BSA a 1% e nenhuma marcacéo foi observada.

A densidade de volume de miofibroblastos positivos para a-SMA e de vasos
sanguineos (cortes corados com hematoxilina-eosina) foi estimada através da contagem de
pontos. Para isto, dez campos aleatorios por animal foram analisados utilizando um sistema
de videomicroscopia (microscépio Axiolab, Zeiss-Vision; cAmera TecVVoz; Sony Corporation;
monitor CCE 14” LCD) e um sistema-teste com 16 pontos (83). A densidade de volume (Vv)
mede a ocupacdo relativa da &rea-teste pela area das imagens da estrutura que esta sendo
avaliada (84). Os resultados foram expressos como densidade de volume dos miofibroblastos
(MV[miofibroblastos)%0) € d0S vVasos sanguineos (VVivasos sanguineos]%0)-

A proliferacéo celular foi quantificada na neo-epiderme e no tecido de granulagéo. Na
neo-epiderme, a percentagem de queratindcitos basais positivos para PCNA foi calculada
através da contagem de 120 células (60 em cada lado da neo-epiderme), onde estas células
foram diferenciadas como positivas ou negativas a partir da margem da lingua migratéria até
a sua extremidade. No tecido de granulagdo, 5 campos aleatérios por animal (14.544 pm?)
foram avaliados no tecido de granulacdo utilizando a objetiva de 40x e um sistema de
videomicroscopia (microscépio Axiolab, Zeiss-Vision; cdmera TecVoz; Sony Corporation;
monitor CCE 14” LCD). Os dados foram apresentados como quantidade de células por mm?.

Todas as analises foram realizadas sem a identificacdo do material e repetidas duas

vezes sem que fosse observada qualquer diferenca significativa entre as medidas.

2.8 Determinacao dos niveis de hidroxiprolina

A deposicdo de coladgeno na area lesada foi quantificada pelo ensaio de hidroxiprolina
no tecido congelado (85). As amostras (4-30 mg) foram desidratadas com acetona 100 % por
48 horas, 0s lipideos foram removidos com uma mistura de alcool etilico 100% e cloroférmio

(2:1) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Em seguida, as amostras foram secas a 60°C durante 1
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hora. As amostras secas e livres de lipidios foram hidrolisadas com 6 mol/l de &cido cloridrico
a 6N por 18 horas a 118°C em tubos de ensaio selados. Os hidrolisados foram diluidos em
agua destilada, neutralizados com 6 mol/l de hidroxido de sddio a 6N. Os niveis de
hidroxiprolina foram medidos nesses hidrolisados (85). Para dosar os niveis de hidroxiprolina
nos hidrolisados, aliquotas (80 ul) foram misturadas com 40 ul de cloramina-T a 0,05 M
(Merck, Whitehouse Station, NJ, Estados Unidos) e incubadas por 20 minutos a 25°C. Em
seguida, 40 ul de acido perclorico a 3,17 M (Vetec), e 40 ul de 4-dimetilaminobenzaldeido a
4% (Merck) foram adicionados e as placas foram novamente incubadas durante 20 minutos a
60°C. A placa foi lida em espectrofotdmetro a 550 nm. As concentragdes de L-hidroxiprolina
foram determinadas a partir de uma curva padrdo com diferentes concentracGes de L-4-
hidroxiprolina (Sigma-Aldrich). Todas as analises foram realizadas em triplicata e repetidas, e
nenhuma diferenca significativa foi observada entre as amostras. Os dados foram expressos
como ng de hidroxiprolina por mg de tecido seco.

2.9 Tampao de lise e dosagem de proteina

Para realizar as analises bioquimicas, as amostras foram maceradas em 900 ul tampéao
de lise (Tris-HCI a 20 mM, glicerol 10%, Triton X a 1%, leupeptina a 10 pg/ml, acido
etilenodiamino tetra-acético a 2 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonila a 1mM, cloreto de sodio a
1,5 mM e agua destilada) (Sigma-Aldrich). A concentracao total de proteinas foi determinada
pelo método do &cido bicinconico utilizando as instrucbes do fabricante (Pierce Protein
Research Products, Rockford, IL, Estados Unidos).

2.10 Determinagao dos niveis de hidroperdxidos lipidicos

Os niveis de peroxidos lipidicos foram medidos através do meétodo de Ferrous
Oxidation-Xylenol Orange (FOX) (86, 87). Este método quantifica a formacgéo de perdxidos
durante a peroxidacéo lipidica, baseia-se no principio que os peréxidos oxidam em pH baixo o

Fe?* (sulfato ferroso amoniacal) a Fe** e por sua vez este fon se liga ao corante xilenol laranja
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formando um complexo de cor laranja (86). Uma aliquota (90 ul) de cada lisado foi misturada
a 10 ul de butiidroxitolueno e centrifugada a 5.000 g por 5 minutos. Em seguida, a mistura foi
incubada por 2 horas com uma mistura de contendo 100 pL de alaranjado de xilenol (1 mM)
(Sigma-Aldrich), 250 ul de sulfato ferroso (1 mM) (Sigma-Aldrich), 25 mM de é&cido
sulfarico e metanol (Vetec) a 90% a temperatura ambiente (protegido da luz). As misturas
foram lidas em 560 nm através de um espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em

nmol de perdxidos lipidicos por ug de proteina total.

2.11 Western-blotting

A expressao proteica da MMP-12, proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1),
elastase neutrofilica e TGF-p 1/2/3 latente foram detectadas através de western-blotting. As
proteinas contidas em 20ug de cada lisado foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio 10% ou 12% e em seguida transferidas para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno. O padréo de peso molecular (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, Estados Unidos) foi incluido. As membranas foram bloqueadas com albumina
de soro bovino (Sigma-Aldrich) ou com leite desnatado em pé (Nestlé Ind. Com. Ltda., Sdo
Paulo, Brasil) a 5% e posteriormente incubadas de um dia para o outro com 0s anticorpos
primarios anti-MMP-12, anti-MCP-1, anti-elastase neutrofilica e anti-TGF- 1/2/3 latente
(Santa Cruz Biotechnology, 1:200) a 4°C. As membranas foram lavadas e incubadas com
anticorpos secundarios apropriados conjugados a peroxidase (DAKO) por uma hora. Os
anticorpos ligados foram detectados através de um conjunto de elementos de
qguimiolumininescéncia (Thermo Scientific, Rockford, IL, Estados Unidos). Os anticorpos
ligados as membranas foram removidos atraves da incubacdo com um tampéo de stripping
contendo B-mercaptoetanol e as membranas foram novamente incubadas com anticorpo anti-
B-actina (Sigma-Aldrich, 1:1.000) para o controle de aplicagdo das amostras. A densitometria
foi realizada pelo programa Adobe Photoshop versdo CS3 (Adobe Systems Incorporated, San
Jose, CA, Estados Unidos).
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2.12 Andlise estatistica

Todos os dados foram apresentados como meédia + erro padrdo da média (EPM). Os
resultados de proliferagdo epitelial, namero de células positivas para PCNA no tecido
conjuntivo, western-blotting, retracdo da lesdo, re-epitelizacdo, espessura da epiderme,
neutrofilos positivos para mieloperoxidase, macréfagos positivos para F4/80, densidade de
miofibroblastos e de vasos sanguineos, fibroblastos positivos para tenascina-C, células em
apoptose foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Os resultados
de comprimento da lingua migratéria, dias para perda do tecido necrético e niveis de
hidroxiprolina foram analisados utilizando o teste paramétrico t de Student com correcdo de
Welch. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A analise
estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prisma versdo 4.00 (GraphPad
Software, Inc, San Diego, CA, Estados Unidos).

2.13 Material didatico sobre reparo tecidual cuténeo para o Ensino na Saude

Para a divulgacdo do processo de reparo cutdneo para Ensino na Salde foram
desenvolvidos os seguintes produtos utilizando os programas PowerPoint e Adobe Captivate
6:

Produto 1: Animacdo demonstrando o processo de reparo cutaneo com tempo de
duracdo de 1 a 2 minutos.

Produto 2: Relacdo de perguntas com respostas sobre cicatrizacdo cutanea para o
publico em geral.

Produto 3: Aula interativa sobre reparo cutaneo para cursos de graduacao a distancia,

presencial e/ou semipresencial.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacédo do modelo de Ulcera de pressao

Para determinar a eficiéncia do modelo de lesdo por isquemia e reperfusdo, o fluxo
sanguineo da pele comprimida foi medido. O fluxo sanguineo cutaneo na area comprimida
foi nulo logo apds a retirada dos imas, confirmando assim o periodo de isquemia. Apos sete
horas, o fluxo sanguineo estava elevado, com niveis superiores ao da pele normal indicando o
periodo de reperfusdo. No entanto, 24 horas e 48 horas ap6s a remoc¢do dos imas, o fluxo
sanguineo estava reduzido novamente, ficando abaixo do nivel da pele normal indicando que
a perda da reperfusdo do tecido induzida pela lesdo (Figura 3A).

Para avaliar o efeito do bloqueio dos receptores ;- e P-adrenérgicos no dano
oxidativo, os niveis de perdxidos lipidicos foram medidos na &rea lesada. Os niveis de
peroxidos lipidicos estavam maiores no grupo tratado com propranolol quando comparado ao

grupo controle trés dias apds a lesdo (Figura 3B).

3.2 Avaliacéo da formacéao da neo-epiderme

O comprimento da lingua migratéria foi menor no grupo tratado com propranolol do
que no grupo controle 3 e 7 dias ap6s a lesdo (Figura 4A e B). A percentagem de
queratindcitos positivos para PCNA foi maior no grupo tratado com propranolol do que no
grupo controle 14 e 21 dias apo6s a lesdo (Figura 4C e D). O grupo tratado propranolol
apresentou uma menor percentagem de area lesada coberta pela neo-epiderme 7, 14 e 21 dias
apos a lesdo (Figura 4E). O periodo total de dias para a perda do tecido necrotico foi maior no

grupo tratado com propranolol do que no grupo controle (Figura 4F).
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Figura 3 — Avaliacdo do modelo de Ulcera de pressdo
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Legenda: (A) Medidas do fluxo sanguineo cutdneo na area comprimida logo ap6s ao ultimo ciclo de
isquemia e reperfusdo e 7, 24 e 48 horas ap6s. Valores apresentados em unidade de perfuséo
(U.P.) e normalizadas com a pele normal. (B) Niveis de perdxidos lipidicos na area lesada
dos grupos controle e tratado com propranolol 3 dias ap6s a lesdo. MédiatEPM. *p<0,05
comparando com o grupo controle.
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Figura 4 - Avaliagédo da formagéo da neo-epiderme
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Legenda: (A) Imagens representativas da lingua migratéria dos grupos controle e tratado com
propranolol 3 (d3) e 7 (d7) dias ap6s a lesdo. A linha preta e as setas demarcam o tamanho da
lingua migratéria. Hematoxilina-eosina. (B) Medig¢do do comprimento da lingua migratéria
nos grupos controle e tratado com propranolol 3 e 7 dias ap6s a lesdo. (C) Imagens
representativas dos queratindcitos positivos para PCNA 14 dias (d14) apés a leséo. (D)
Porcentagem de queratindcitos positivos para PCNA nos grupos controle e tratado com
propranolol 7, 14 e 21 dias apds a leséo. (E) Porcentagem de area lesada re-epitelizada nos
grupos controle e tratado com propranolol 7, 14 e 21 dias ap6s a lesdo. (F) Periodo em dias
para a perda do tecido necrético nos grupos controle e tratado com propranolol. Média +
EPM. *p<0,05 comparando com o grupo controle. Barra=30 pum.
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3.3 Avaliacdo do infiltrado inflamatorio

Para avaliar como o do bloqueio dos receptores Bi- e PB,-adrenérgicos atuam na
resposta inflamatdria das Ulceras de pressdo, a mobilizacdo e ativacdo de neutrofilos e
macrofagos foram analisadas. O namero de neutréfilos positivos para mieloperoxidase foi
maior no grupo tratado com propranolol do que no grupo controle 7, 14 e 21 dias ap0s a leséo
(Figura 5A e B). Os niveis proteicos de elastase neutrofilica foram maiores no grupo tratado
com propranolol do que no grupo controle 3 dias apos a lesdo (Figura 5C).

O numero de macrofagos positivos para F4/80 foi maior no grupo tratado com
propranolol do que no grupo controle 7 e 21 apds a lesdo (Figura 6A e B). Além disso, 0
namero de macrofagos no grupo controle aumentou de 7 para 14 dias apés a lesdo e sofreu
uma reducdo de 14 para 21 dias apds a lesdo, enquanto no grupo tratado com propranolol foi
observado um aumento constante 7, 14 e 21 dias apos a lesdo (Figura 6A). Foi observado que
0s niveis de MMP-12 estavam menores no grupo tratado com propranolol do que no grupo
controle 7 dias ap0s a lesdo, porem eles estavam maiores 14 dias ap6s a lesdo (Figura 6C).
Os niveis de MCP-1 foram menores no grupo tratado com propranolol do que no grupo

controle 3 dias apos a leséo (Figura 6D).
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Figura 5 — Avaliacdo da resposta neutrofilica

A d7 d14 d21
e ~ T . S BSSS
controle e, ©3 0. BN Caa . A
Z. s o A A\
! ‘ = .
propranolol s,
: e A
PRI, e %
s 7 LR

w
0 [}

N
£ P
£ 1500 I controle = 0.20 *
‘\g % I propranolol - 1
~ 0.151
21000 o
o ©
8‘ T 0.104
L 500+ &
O 100 . ) o
s 80 S 0,051
w60 F
= 4 ® 0.00 ,
5 ﬁ controle propranolol
5 0 : . ; _
0] 7 14 21 elastése - pr—
- B-actina - —

dias apos alesédo

Legenda: (A) Imagens da marcacdo para neutrdfilos positivos para mieloperoxidase (MPO) nos grupos
controle e tratado com propranolol 7, 14 e 21 dias apds a lesdo. (B) Quantificagdo do nimero
de neutréfilos positivos para mieloperoxidase na area lesada dos grupos controle e tratado
com propranolol 7, 14 e 21 dias ap6s a lesdo. (C) Niveis proteicos de elastase neutrofilica na
area lesada dos grupos controle e tratado com propranolol 3 dias ap6s a lesdo. Densitometria
é expressa em unidades arbitrarias (u.a.). Média £ EPM. *p<0,05 comparando com o grupo
controle. Barra=30 um
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Legenda: (A) Quantificagdo do nimero de macréfagos positivos para F4/80 na area lesada dos grupos
controle e tratado com propranolol 7, 14 e 21 dias apds a lesdo. (B) Imagens da marcagao
para macréfagos positivos para F4/80 nos grupos controle e tratado com propranolol 7 e 14
dias ap6s a lesdo nos grupos estudados. (C) Niveis proteicos de metaloproteinases da matriz-
12 (MMP-12) na area lesada dos grupos controle e tratado com propranolol 7 e 14 dias apds
a lesdo. (D) Niveis proteicos da proteina quimiotatica de mondécitos (MCP-1) na area lesada
dos grupos controle e tratado com propranolol 3 dias apés a lesdo. Densitometria € expressa
em unidades arbitrarias (u.a.). Média £ EPM. *p<0,05 comparando com o grupo controle.

Barra=30 pm.
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3.4 Andlise da formacao do tecido de granulagéo

O numero de células do tecido conjuntivo em proliferacdo e apoptose foi maior no
grupo tratado com propranolol do que no controle 7 dias ap6s a lesdo (Figura 7A). O grupo
controle apresentou um ndmero similar de células em proliferacdo e apoptose 7 dias apds a
lesdo (Figura 7A). No entanto, o grupo tratado com propranolol apresentou um maior namero
de células em apoptose do que células em proliferacdo (Figura 7A). Imagens representativas
mostram que o nimero células caspase-3 clivada positivas no tecido conjuntivo € maior no
grupo tratado com propranolol quando comparado ao grupo controle sete dias apos a leséo
(Figura 7B). A densidade de vasos sanguineos foi maior no grupo tratado com propranolol do
gue no grupo controle 14 e 21 dias apds a lesdo (Figura 7C). A porcentagem da area lesada
original foi maior no grupo tratado com propranolol do que no grupo controle 3, 7, 14 e 21
dias apds a lesdo quando comparado ao grupo controle (Figura 7D). A densidade de
miofibroblastos estava menor no grupo tratado com propranolol 3 dias ap6s a lesdo, mas
maior 7 e 14 dias apos a lesdo quando comparado ao grupo controle (Figura 7E e F). Os
niveis proteicos de TGF-p 1/2/3 latente estavam menores no grupo tratado com propranolol
do que no grupo controle 3 dias ap6s a lesdo (Figura 7G). O fechamento da lesdo pode ser
acompanhado através de fotografias das areas lesadas obtidas apds o ultimo ciclo de isquemia
e reperfusdo (dia 0) e 7, 14 e 21 apds (Figura 8A). Vinte e um dia apos a lesdo, as Ulceras

estavam completamente fechadas nos grupos estudados (Figura 8A).
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Figura 7 — Anélise da formacéo do tecido de granulacdo
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Legenda: (A) Quantificagdo do nimero de células no tecido conjuntivo positivas para caspase-3 clivada

e para prolifering cellular nuclear antigen (PCNA) na &rea lesada dos grupos controle e
tratado com propranolol 7 dias apds a lesdo. (B) Imagens representativas da marcacdo para
caspase-3 clivada na area lesada dos grupos controle e tratado com propranolol 7 dias (d7)
apos a lesdo. (C) Densidade de volume (Vv) de vasos sanguineos na area lesada dos grupos
controle e tratado com propranolol 7, 14 e 21 dias apds a lesdo. (D) Porcentagem de area
lesado original nos grupos controle e tratado com propranolol 7, 14 e 21 dias apés a leséo.
(E) Densidade de volume (Vv) de miofibroblastos na area lesada dos grupos controle e
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tratado com propranolol 7, 14 e 21 dias apés a lesdo. (F) Imagens representativas da
marcacdo para miofibroblastos positivos para a-actina de mudsculo liso na area lesada dos
grupos controle e tratado com propranolol 7 e 14 dias apds a lesdo. (G) Niveis proteicos do
fator de crescimento transformante-B (TGF-B) 1/2/3 latente na éarea lesada dos grupos
controle e tratado com propranolol 7, 14 e 21 dias ap6s a lesdo. Densitometria é expressa em
unidades arbitrarias (u.a.). Média + EPM. *p<0,05 comparando com o grupo controle.

Figura 8 - Avaliagdo macroscopica
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Legenda: (A) Imagens representativas das areas lesadas ap6s o Gltimo ciclo de isquemia e reperfusdo 0
(d0), 7 (d7), 14 (d14) e 21 (d21) dias apos a lesdo.

3.5 Avaliacdo da qualidade da cicatriz

A espessura da neo-epiderme foi maior no grupo tratado com propranolol do que no
grupo controle 21 dias apo6s a lesdo (Figura 9A). As fibras colagenas estavam amarelo-
avermelhadas, curtas, finas, organizadas paralelamente a superficie, no grupo tratado com
propranolol 21 dias ap6s a lesdo (Figura 9B). No grupo controle, as fibras colagenas estavam
vermelho-brilhantes, longas, espessas e organizadas perpendicular e paralelamente a
superficie (Figura 9B). Estas observacGes histologicas indicam que a deposi¢do de coldgeno
estava reduzida no grupo tratado com propranolol quando comparado ao grupo controle. Para
confirmar esta observacédo os niveis de hidroxiprolina foram dosados na area lesada. Os niveis
de hidroxiprolina estavam menores no grupo tratado com propranolol do que no grupo
controle 21 dias apos a lesdo (Figura 9B). O grupo tratado com propranolol apresentou uma
elevada expressdo de fibroblastos positivos para tenascina-C quando comparado ao grupo

controle (Figura 9C).
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Figura 9 - Avaliacéo da qualidade da cicatriz
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Legenda: (A) Medicdo da espessura da neo-epiderme na area lesada dos grupos controle e tratado com
propranolol 21 dias apés a lesdo. Hematoxilina-eosina. (C) Niveis de hidroxiprolina na area
lesada dos grupos controle e tratado com propranolol 21 dias apés a lesdo. Imagens
representativas coradas com vermelho de picrosirius mostram que as fibras colégenas
estavam amarelo-avermelhadas, curtas, finas, organizadas paralelamente a superficie,
indicando uma reduzida deposicdo de colageno no grupo tratado com propranolol, enquanto
0 grupo controle apresentou vermelho-brilhantes, alongadas, espessas e organizadas
perpendicular e paralelamente a superficie. (D) Numero de fibroblastos positivos para
tenascina-C na area lesada dos grupos controle e tratado com propranolol 21 dias apés a
lesdo. Média + EPM. *p<0,05 comparando com o grupo controle. Barra = 20 um (A) e 50
pm (B e C).
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3.6 Material didatico sobre reparo tecidual cutdneo para o Ensino na Saude

Produto 1: Animacéo visando demonstrar de forma simples e interativa como ocorre
0 processo de reparo cutaneo para os alunos do Ensino Médio (disponivel no APENDICE, f.

56 e no enderego eletronico: http://www.lrt.uerj.br/).

Produto 2: Perguntas e respostas relacionadas a curiosidades e mitos sobre o processo

de reparo cutaneo (disponivel no endereco eletrénico: http://www.Irt.uerj.br/).
O que saber sobre a cicatrizacéo da pele

1- Limpar o machucado com agua oxigenada evita infeccBes e ajuda na cicatrizacdo?
R: Sim. A &gua oxigenada é um bom desinfetante, pois mata eficazmente os
microorganismos. Entretanto, a agua oxigenada pode atrapalhar a cicatrizacdo, pois pode

matar também as células que participam do processo de cicatrizacdo inicial.

2- E correto aplicar manteiga na queimadura?

R: Ndo. A aplicacdo da manteiga pode agravar a lesdo. O tratamento inicial deve ser
feito com agua corrente em grandes quantidades, salvo nos casos de queimadura quimica.
Apbs lavar o local, a pessoa deve procurar um hospital para que um médico possa avaliar a

ferida e trata-la adequadamente.

3- Cobrir as feridas com curativo ou deixa-las expostas ao ar faz diferenca na
cicatrizacdo?

R: Sim. Quando cobrimos a ferida com um curativo esta fica imida e isto altera o
fechamento da lesdo. Entretanto, ao cobrirmos a lesdo com um curativo reduzimos o seu

contato com microrganismos.

4- E bom chupar a ferida ap6s a lesdo?
R: N&o, pois a boca esta cheia de bactérias aumentando assim o risco de infecg&o.
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5- O que é a larva-terapia?

R: A larvo-terapia é indicada no tratamento de feridas com formagcdao tecido necrético
(p. ex., lesGes cronicas). As larvas aplicadas diretamente sobre o leito da ferida digerem o
tecido necrético e secretam substancias que promovem a cicatrizacdo. A larva de mosca
medicinal deve ser estéril e originaria de criadouros especializados, ndo disponiveis no Brasil
(Opletalova K, Blaizot X, Mourgeon B, Chéne Y, Creveuil C, Combemale P, Laplaud AL,
Sohyer-Lebreuilly I, Dompmartin A. Maggot therapy for wound debridement: a randomized
multicenter trial. Arch Dermatol. 2012 Apr;148(4):432-8.)

6- £ correto tirar a crosta (“casquinha”) da ferida a fim de evitar a formagdo da
cicatriz?
R: N&o, porque ao retirar a “casquinha” abre-se novamente a ferida retardando a

cicatrizagdo e promovendo a formacéo de cicatriz.

7- Passar pasta de dente na queimadura € bom?

R: N&o. A pasta de dente possui componentes que atrapalham a cicatrizagéo.

8- Por que as feridas cocam durante a cicatriza¢cao?
R: ApGs a resposta inflamatéria inicial ha a migracdo para a lesdo de células chamadas
de mastdcitos e estes liberam substancias que auxiliam a cicatrizacdo, mas que causam

coceira.

9- Uma alimentacdo deficiente em proteina faz com que a cicatrizacdo ocorra de
forma mais lenta?
R: Sim. Pacientes com deficiéncia protéica podem apresentar uma cicatrizacdo

retardada, pois a sintese de proteinas que ocorre durante a cicatrizagéo é prejudica.

10- A babosa (Aloe vera) tem poder cicatrizante?

R: Diversas paginas na Web sugerem a aplicacdo de extratos de babosa (Aloe vera)
para promover a cicatrizagdo de queimaduras ou cortes. Trabalhos cientificos em cobaias
sugerem que a Aloe vera aplicada sobre as lesbes como creme ou gel pode melhorar a
cicatrizagdo, mas ndo ha estudos em humanos (Dat AD, Poon F, Pham KB, Doust J. Aloe
vera for treating acute and chronic wounds. Cochrane Database Syst Rev. 2012 Feb
15;2:CD008762.)
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11- A aplicacéo de propolis melhora a cicatrizagédo da pele?

R: Trabalhos cientificos em cobaias sugerem que o prépolis aplicado sobre as lesdes
(como queimaduras e lesdes na mucosa oral) pode melhorar a cicatrizagdo, mas nao ha
estudos em humanos (Pessolato AG, Martins Ddos S, Ambrésio CE, Mancanares CA, de
Carvalho AF. Propolis and amnion reepithelialise second-degree burns in rats.Burns. 2011
Nov;37(7):1192-201.)

12- Passar uma queimadura no cabelo alivia a dor?
R: Ndo. Ndo se deve passar a area queimada sobre o cabelo, pois aumenta o risco de

infeccdo.

Produto 3: Aula on-line sobre reparo cutaneo para cursos de graduacdo a distancia
(disponivel no APENDICE, f. 56 e no endereco eletronico: http://www.Irt.uerj.br/).
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4 DISCUSSAO

Estudos realizados em camundongos com lesBes excisionais e/ou estressados (56, 76),
apresentaram resultados semelhantes aos encontrados em camundongos com Ulceras de
pressdo, onde foi observado que o bloqueio dos receptores Pi- e Po-adrenégicos em
camundongos levou a formagdo de uma maior area de lesdo, assim como uma menor area re-
epitelizada e um atraso na fase inflamatoria. Também foi observada uma maior densidade de
vasos sanguineos em ambos os trabalhos (56).

No presente estudo foi utilizado um modelo de lesdo reproduzivel e controlado
baseado no mecanismo de leséo por isquemia e reperfusdo em animais ndo anestesiados (31,
32). Apds sete horas, o fluxo sanguineo estava elevado, com niveis superiores ao da pele
normal. No entanto, 24 horas e 48 horas apds a isquemia, o fluxo sanguineo estava reduzido
novamente, ficando abaixo do nivel da pele normal indicando o inicio da necrose tecidual.
Peirce e colaboradores (31), observaram que a aplicacdo do ima por 2 horas reduziu 20% do
fluxo sanguineo quando comparado ao fluxo da pele normal. Quando um tecido tem seu
fornecimento de sangue interrompido durante um periodo significativo, o tecido tende a
reduzir seu metabolismo para preservar sua funcdo (88). Estudos apontam que os periodos de
isquemia-reperfusdo levam a um aumento excessivo da tensao de oxigénio no tecido (89) que
consequentemente resulta em uma producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs) levando ao dano oxidativo (90). Os niveis de peroxidacdo lipidica podem ser
utilizados como um indicativo do envolvimento de radicais de oxigénio nos mecanismos
moleculares deste tipo de lesdo (31, 91). Através do aumento dos niveis de peroxidos lipidicos
observamos que o bloqueio dos receptores Bi- e P,-adrenégicos aumenta a peroxidagao
lipidica que pode ter contribuido para 0 aumento da necrose tecidual.

A proliferagdo celular € um evento essencial durante a re-epitelizagdo, o0s
queratindcitos proliferam de modo a assegurar um fornecimento adequado de células para
migrar e cobrir a area que sofreu a lesdo (2). Os queratindcitos possuem um maquinario
enzimatico para a producdo de catecolaminas (70, 92). A migracdo dos queratinocitos foi
estimada através do comprimento da lingua migratoria. Nosso estudo demonstrou que o
bloqueio dos receptores Bi1- € Po-adrenérgicos aumenta a proliferacdo epitelial e atraso a re-
epitelizacdo. Estudos em pacientes com lesdo diabética também demonstraram um aumento
na proliferacdo e uma reducdo na migracao de queratindcitos (93). A reducdo na migracdo de

queratinécitos pode ter sido ocasionada pelo fato dos queratindcitos ndo conseguirem
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sustentar a producédo da cadeia o3 longa da laminina-332 (LM-3A32), ou porque a LM-3A32
é clivada por proteases (93). No entanto, estudos in vitro demonstram que o bloqueio dos
receptores P1- € Pp-adrenérgicos aumenta a migracdo celular em cultura de queratindcitos
humanos (59, 70), e em células epiteliais da cdrnea através de um aumento na fosforilacdo da
quinase regulada por sinais extracelulares (ERK) (54, 94-98). Estudos anteriores
demonstraram que o bloqueio dos receptores B1- € Bo-adrenérgicos promoveu a re-epitelizagdo
em ratos com queimaduras de 3° grau (57) e em lesBes excisionais cutaneas em ratos
hiperglicémicos (55). Ambos os trabalhos propdem que a ativacdo do receptor fz-adrenérgico
estimula a sintese do 6xido nitrico melhorando a re-epitelizagdo (55, 57). Outros trabalhos
demonstram que a ativagdo dos receptores p,-adrenérgicos compromete a re-epitelizacéo (99).
Em ratos, o bloqueio dos receptores Pi- ¢ [Pp-adrenérgicos aumenta a proliferacdo de
queratindcitos, assim como reduz a re-epitelizacdo de lesdes excisionais totais (56). Além
disso, a aplicagdo topica de timolol (um bloqueador dos receptores P-adrenérgicos nao
seletivo) compromete o reparo de lesGes em corneas de coelhos (73, 100). Nossos resultados
mostram que o blogueio dos receptores Bi- ¢ Bo-adrenérgicos retarda a re-epitelizacdo, e
provavelmente este atraso compromete a remoc¢do do tecido necrético, comprometendo o
desenvolvimento das outras fases do processo de reparo.

Uma caracteristica do microambiente das Ulceras de pressdo € o elevado numero de
neutrdfilos, macréfagos e de suas proteases. Este aumento causa uma destruicdo macica dos
componentes da matriz extracelular e de fatores de crescimento comprometendo o fechamento
destas lesdes (101). Estudos demonstram que neutréfilos (102) e macréfagos (103) expressam
receptores Pp-adrenérgicos (104), e também que o MCP-1 pode ser um fator critico no
recrutamento macrdfagos e na inflamagdo durante os ciclos de isquemia e reperfusdo (105).
Em nosso estudo observamos que o bloqueio dos receptores B1- ¢ po-adrenérgicos promoveu a
formacdo de um ambiente proteolitico através dos neutréfilos. Estudos realizados mostram
que o exsudato de lesbGes crbnicas contém elastase neutrofilica, que é capaz de hidrolisar
PDGF e TGF-B (106). Estes parametros podem, em parte, explicar o conceito que as Ulceras
de pressdo reduzem os niveis de fatores de crescimento (107). Além disto, o infiltrado de
neutréfilos altamente ativos encontrados nas Ulceras de pressdo estd relacionado com a
dissociacdo da matriz extracelular, que pode resultar na destruicdo da matriz e na reducgéo da
deposicdo de colageno (108). Também observamos o comprometimento da mobilizagdo dos
macrofagos para a area lesada e uma reduzida expressdo proteica de MCP-1 durante 0s
periodos iniciais do processo de reparo tecidual o que pode ter contribuido para o

prolongamento da fase inflamatoria. Corroborando com estes dados pesquisas demonstraram
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que o bloqueio dos receptores Pi1- € Po-adrenérgicos prolonga a resposta inflamatdria nos
animais resultando em um consequente atraso nas fases do reparo tecidual (56, 75). Estudos
relatam o aumento da infiltracdo de neutréfilos e macrdéfagos, uma acentuada expressdo de
citoguinas pro-inflamatorias e sintese do 6xido nitrico induzido durante os ciclos de isquemia
e reperfusdo, além de um aumento nos niveis de MCP-1 no primeiro dia da inducéo dos ciclos
de isquemia e reperfusdo (105). Outros estudos mostram que o bloqueio dos receptores B1- €
[.-adrenérgicos em lesdes agudas de animais com queimaduras de 3° grau e hiperglicémicos,
pode reduzir a resposta inflamatdria local e consequentemente acelerar o desenvolvimento das
fases subsequentes do reparo tecidual (55, 57). O efeito positivo do bloqueio dos receptores
B1- e Po-adrenérgicos em animais hiperglicémicos pode ser explicado através da estimulacdo
da sintese de NO (55). Em animais estressados com lesdo aguda o bloqueio dos receptores B1-
e Po-adrenérgicos reverte os efeitos prejudiciais do estresse sobre a resposta inflamatoria e
sintese do TNF-o, melhorando o processo de reparo tecidual (77). Entretanto, pesquisas
mostram que a administragdo sistémica de agonistas [-adrenérgicos possui efeito positivo
sobre a resposta inflamatoria, reduzindo a tendéncia de o individuo desenvolver uma Glcera
venosa (109).

A reconstrucdo da derme € caracterizada pela formacao do tecido de granulacdo, e tem
como principais etapas, a angiogénese, proliferacdo celular e fechamento da lesdo (2). Neste
estudo foi observado que o blogqueio dos receptores B1- ¢ Bo-adrenérgicos elevou os niveis de
proliferacdo celular no tecido de granulacdo, possivelmente este aumento pode ser uma
resposta ao aumento da apoptose no tecido de granulagdo. O bloqueio dos receptores Bi- € -
adrenérgicos comprometeu a contracdo e aumentou a angiogenese, provavelmente esta
reducdo da contracdo ocorreu porque houve uma reducdo dos niveis proteicos de TGF-p 1/2/3
latente indicando que a diferenciacdo miofibroblastica foi comprometida. Resultados
semelhantes foram encontrados por Souza (56), onde foi observado que o blogqueio dos
receptores Pi- ¢ [Po-adrenérgicos reduz a contracdo da lesdo e retarda a diferenciacéo
miofibroblastica (75). Além disto, estudos apontam que altas concentracGes de citoquinas pro-
inflamatdrias estimulam a permanéncia de altos niveis de proteases que destroem fatores de
crescimento (como o TGF-B;) e a MEC, levando a uma contragcdo da leséo reduzida (110-
112). Em contrapartida o bloqueio dos receptores B1- € B-adrenérgicos acelera o processo de
contracdo da lesdo em ratos com queimaduras de 3° grau e em ratos hiperglicémicos (55, 57).
E este efeito benéfico do bloqueio dos receptores Bi1- ¢ fo-adrenérgicos pode estar relacionado
com o aumento da sintese de oxido nitrico (NO). Corroborando com os achados do presente

estudo, Souza (56) e colaboradores observaram que em ratos o bloqueio dos receptores 1- €
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B.-adrenérgicos aumentou a quantidade de vasos sanguineos. E essa alteracdo pode ser
explicada através da interacdo entre mastdcitos e angiogénese, esta interacdo pode ser
estimulada através da sintese do NO que pode levar a um comprometimento na formacéo do
tecido de granulacdo. Observamos em nosso trabalho que em lesdes crénicas o blogueio dos
receptores P1- e PBr-adrenérgicos aumenta a densidade de vasos sanguineos, demostrando
assim uma modulacdo positiva da angiogénese. Em contrapartida alguns estudos demostram
que o bloqueio dos receptores Bi1- ¢ Bo-adrenérgicos aumentou a angiogénese em ratos com
queimaduras de 3° grau e em ratos hiperglicémicos (55, 57).

Ap6s o fechamento da lesdo, o tecido de granulacdo, que é rico em colageno do tipo
Il e vasos sanguineos, é progressivamente substituido por uma cicatriz rica em colageno do
tipo | com poucos vasos sanguineos (2). Neste experimento observamos que apesar do
bloqueio dos receptores Bi1- ¢ Bo-adrenérgicos retardar a contracdo e re-epitelizacdo, 21 dias
apos a lesdo a area apresentava-se completamente re-epitelizada. Porém o bloqueio dos
receptores PB1- e B-adrenérgicos induziu a formacdo de uma neo-epiderme mais espessa, 0 que
poderia ser um indicativo que o0s queratindcitos ainda estavam em proliferacdo. Foi observada
também uma reduzida deposicdo de colageno. Dentre os componentes da matriz extracelular
presente na derme, glicoproteinas como a tenascina desenvolve um importante papel no
reparo tecidual (113). Trabalhos mostram que nas primeiras fases do reparo tecidual e durante
a formacéo do tecido de granulacdo ocorre um aumento na expressdo de tenascina, enquanto
que no final da re-epitelizacdo esta expressdo diminui (113, 114). No processo de reparo
tecidual, apds a re-epitelizacdo ocorre a reducdo da celularidade (115). Em nosso trabalho foi
observada uma alta expressdo de fibroblastos expressando tenascina-C, indicando que ocorreu
um comprometimento na reducgéo da celularidade. Estes achados indicam que o blogqueio dos
receptores P1- e PBr-adrenérgicos comprometeu a formagdo da cicatriz. Corroborando com
nossos dados Romana-Souza (75) e colaboradores observaram que animais tratados com
propranolol ou atenolol apresentam fibras colagenas desorganizadas e imaturas, aumento da
densidade de vasos sanguineos e reduzidos niveis de MMP-2, e sugerem que o blogueio dos
receptores B1- ¢ Pp-adrenérgicos compromete o desenvolvimento do tecido de granulagéo,
retardando a ativacdo da MMP-9 e MMP-2 e o remodelamento do coldgeno. Por outro lado
ratos com queimadura de 3° grau apresentaram a matriz coldgena organizada e madura,
juntamente com uma redugdo no numero de vasos sanguineos (57).

No presente estudo, foi mostrado que a cicatrizacdo de lesdes cuténeas foi
comprometida pelo bloqueio dos receptores B;- e po-adrenérgicos. Embora ndo seja possivel

transpor estes resultados obtidos a partir de modelos animais para humanos, os efeitos
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adversos provocados pelo bloqueio dos receptores Pi- e Bo-adrenérgicos em lesdes crbénicas
devem ser considerados pelos médicos. Porém, pesquisas vém demonstrando que em
determinados tipos de lesdo é aconselhada a utilizagdo de bloqueadores B1- e B2-adrenérgicos.
Como em pacientes com hemangioma infantil (60, 116-118), que é definido como um tumor
vascular comum durante a infancia, geralmente este tumor regride espontaneamente em 2-10
anos (119), mas em certos casos este tumor evolui, levando a formacéo de lesdes. E também
em pacientes com Ulceras refratarias, estas sao consequéncia de complicacbes que ocorrem

apos o transplante, que geram lesdes que ndo cicatrizam (118).
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CONCLUSAO

Através dos dados apresentados neste estudo observamos que o bloqueio dos
receptores P1- e Po-adrenérgicos atrasa o reparo de Ulceras de pressao em camundongos
prolongando a fase inflamatéria e atrasando fases subsequentes do processo de reparo,
incluindo a formacdo do tecido de granulacdo, angiogénese, re-epitelizacdo, proliferacéo
celular, a diferenciagdo miofibroblastica e a formacéo da cicatriz.

O desenvolvimento do material didatico sobre reparo tecidual permitiu divulgar aos
alunos de Graduago e do Ensino Médio e profissionais da Area de Sadde, de forma simples e

interativa, como 0 ocorre 0 processo de reparo cutaneo.

PERSPECTIVAS

Este trabalho tem como préximas etapas:

- Avaliar o efeito de drogas anti-inflamatdrias e/ou antioxidantes no processo de
reparo de lesbes cronicas utilizando o modelo de lesdo por isquemia e reperfusdo. Para isto
serdo utilizados o celecoxibe (anti-inflamatorio ndo esterdide que inibe seletivamente a COX-
2) e o CAPE (componente ativo da prépolis do mel de abelha e possui propriedades anti-

inflamatdrias e antioxidantes).
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