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INTRODUGAO:

O processo de cicatrizacdo é orquestrado por uma sequéncia de eventos que pode ser
didaticamente dividida em trés fases temporais que se sobrepdem, séo elas: fase inflamatoria; fase

proliferativa e fase de remodelamento (Figura 1).
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Figura 1. Viséo geral esquemética das 3 fases da cicatrizagdo de feridas ao longo do tempo.

Entretanto, algumas condigBes causam um atraso no reparo tecidual. Uma das mais significativas
na formacéo de feridas cronicas é o diabetes Mellitus. Os motivos por tras desse desfavorecimento da
cicatrizagdo nos portadores de diabetes ndo estdo bem elucidados, porém discute-se que a fisiopatologia
da doenca, sendo associada a uma inflamacao cronica e de baixo grau, possa ter influéncia (PATEL et
al., 2019).

Um dos alvos dos estudos neste campo do reparo tecidual s&o os macréfagos, uma populagéo
heterogénea de células mieloides que desempenha muitas fun¢des dentro do seu espectro de ativacao,
tanto com fendtipo proé-inflamatorio, nos estagios iniciais, e com fendtipo anti-inflamatério e/ou pro-
resolutivo, em estagios posteriores do reparo. Além disso, no local da ferida, essas células s&o

responséveis por fagocitar os residuos celulares bem como a propria matriz extracelular (MEC). Nesse
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sentido, os macréfagos sinalizam, principalmente para os fibroblastos, para que haja uma regulacéo da
deposicio e remodelamento de colageno (PENA; MARTIN, 2024).

Outro elo entre os macrofagos e a MEC pode ser a inflamagéo. Ensaios com embribes de
mamiferos demonstram que cicatrizes, ou seja, uma resposta fibrética, passam a existir somente a partir
do estagio de desenvolvimento embrionario no qual ha o influxo de macréfagos na leséo. Anteriormente
a isso, ndo ha a formacéo de cicatrizes nos embrides submetidos a lesdo (HOPKINSON-WOOLLEY et
al., 1994). Saindo do olhar das células, porém pensando em seus metabdlitos, as citocinas possuem um
papel chave na execucao e regulacdo do processo de cicatrizagdo. Em especial, a interleucina-6 (IL-6)
tém sido descrita como fundamental no reparo tecidual (NIRENJEN et al., 2023), dada sua acéo tanto
pré-inflamatéria, nos eventos da fase inicial, como também pré-resolutiva, na fase de proliferacdo
(GALLUCCI et al., 2000, 2004; LIN et al., 2003; NIRENJEN et al., 2023).

Além disso, pode haver uma modulacdo da IL-6, visto que alguns estudos demonstram niveis
diferentemente expressos do gene da IL-6 entre animais diabéticos e controle, e entre a pele sem lesédo
e lesionada dos animais diabéticos (NISHIKAI-YAN SHEN, et al., 2017).

Em estudos prévios, nosso grupo demonstrou que a suplementacao com acido graxo linoleico
(LA) acelerou o fechamento da ferida em animais diabéticos. Essa melhora foi associada com aumento
nas concentracdes teciduais de IL-6 no grupo diabético suplementado. Assim, nesta fase do projeto
buscamos investigar os efeitos da IL-6 em células como macrofagos, as quais estdo muito presentes no
tecido cicatricial.

Justifica-se, portanto, o presente trabalho, que tem como objetivo a avaliagdo dos mecanismos
de acao envolvidos na presenca de LA no contexto da cicatrizacdo de feridas com foco investigativo

em uma possivel modulacéo da IL-6.

METODOLOGIA:

Perante aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Campinas (CEUA/UNICAMP) (Protocolo: 5566-2/2020), utilizamos camundongos machos da linhagem
C57BL/6 provenientes do CEMIB/UNICAMP. Os animais foram utilizados ap6s completadas 8 semanas
de vida, e foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, em temperatura aproximada de 23+ 2°C,

com agua e racao ad libitum.

O protocolo para obtengéo de macréfagos peritoniais consistiu na injecao intraperitoneal de 1 mL
de tioglicolato a 4%. 72 horas ap0s a injecao, realizou-se a coleta dos macrofagos peritoneais através
da injecao intra-abdominal de 5 mL de meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) + 10% SFB (Soro
fetal Bovino) + EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético). Imediatamente apos a injecao, recuperou-se

totalmente este liquido contendo os macréfagos peritoneais.

Apds processamento, as células foram contadas e plaqueadas 1x10°células/poco, na placa de

24 pocos com meio DMEM normo glucose suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino) e
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mantidas por 2 horas na estufa a 37°C, 5% de CO, dando continuidade aos protocolos do experimento

1 e 2 descritos na Figura 2.

A Experimento 1
Coleta das
Pldaactsczaémggo Tratamento células e
l l sobrenadante
Meio DMEM Retirada do meio e adicéo de:
normo glucose + . 9,
10%SFB Meio DMEM high Elucose +10% SFB
LA [10pM]
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Meio DMEM high glucose + 10% SFB
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Inibidores: IL-6 Recombinante [50pg/mL]
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Controle:
Meio DMEM high glucose + 10% SFB

Figura 2. Desenho experimental 1 (A) e 2 (B) realizado com os macréfagos peritoniais.

O sobrenadante coletado dos macréfagos foi processado para avaliacdo da producdo de IL-6
pelo método de ELISA utilizando o kit Duo Set (R&D System, Minedpolis, MN, USA), sem incluir as

amostras que receberam a IL-6 Recombinante durante o tratamento.

A expressao génica de colageno, tipo I, alfa 1 (Collal) nos macréfagos foi avaliada por meio da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (rtPCR). Para isso, o RNA foi extraido das células
coletadas em trizol, o grau de pureza determinado pela razdo 260/280 nm e realizada a visualizacdo do
RNA apés eletroforese em gel de agarose 1,5%. Posteriormente, o cDNA foi sintetizado utilizando o kit
High Capacity cDNA reverse transcription da Applied Bioscience (Life Technologies) para finalmente
obtermos a quantificacdo da expresséo génica através do equipamento/software Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System utilizando SYBR™ Green Master Mix como fluoréforo (Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA). As amostras tiveram sua expressao relativa do gene alvo, Collal, determinada

utilizando a férmula 2-DDCt e os valores obtidos para o gene endégeno UBC.

As anadlises estatisticas foram realizadas no software Prisma GraphPad 8.0 por teste t nao
pareado ou por One-Way ANOVA seguido de pés-teste de Bonferroni. Os dados sdo apresentados como

média + erro padréo da média. As diferencas foram consideradas significantes para p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Apesar dos macréfagos ndo deterem o papel de principal tipo celular associado a producgéo de

MEC, eles séo influenciados grandemente por essa matriz, € o caso, por exemplo, dos tumores, onde
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h& um aumento na rigidez da matriz no microambiente tumoral e isso altera o comportamento dos
macroéfagos (LARSEN et al., 2020). As correla¢des vao além da modulacdo de suas fungbes celulares,
outros estudos tém demonstrado ainda que esse tipo celular € sim capaz de contribuir diretamente com
a deposicao de colageno para formacdo de uma cicatriz pos-lesional, tendo sido visto em um contexto
de lesdo cardiaca em animais zebrafish, o que abre um novo campo de exploragéo (SIMOES et al.,
2020).

Buscamos entender se os macréfagos poderiam estar operando da mesma forma no modelo de
cicatrizacdo em um meio com alta glicose (High glucose). Entretanto, os resultados de expresséo génica
de Collal ndo foram diferentes nos macréfagos tratados com acido graxo linoleico (LA), e ndo houve
diferenca perante o uso dos inibidores das vias da IL-6, o que parece demonstrar que o LA nao age por
meio dessa via de sinalizagdo nos macrofagos em relacdo a expresséo génica de Collal (Figura 3).
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Figura 3. Expresséo génica de Collal nos macréfagos peritoniais. A expressao génica de Collal foi avaliada
por PCR em tempo real (tPCR) com um n=5 para cada condi¢cdo de tratamento do experimento 1 (A) e do
experimento 2 (B). Valores sdo expressos como meédia = erro padrdo da média. Inib.=Inibidor;

Recomb.=Recombinante.

O mesmo comportamento foi visto na analise de quantificacdo da proteina IL-6 no sobrenadante
dos macréfagos. Nao houve diferenca na producédo e secre¢do extracelular dessa interleucina, por parte
dos macrofagos peritoniais em meio high glucose, na presenca de LA e/ou na presenca dos inibidores
da via da IL-6 (Figura 4).
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Figura 4. Quantificacdo da proteina IL-6 no sobrenadante dos macrofagos peritoniais. A quantificacao

proteica de IL-6 foi avaliada por ELISA com um n=7 para cada condicdo de tratamento do experimento 1 (A) e do
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experimento 2 (B), sendo excluidas as condi¢des nas quais havia a IL-6 Recombinante. Valores séo expressos
como média + erro padrdo da média. Inib.=Inibidor; Recomb.=Recombinante.

CONCLUSOES:

Os resultados preliminares desse estudo direcionam para a conclusdo de que a expressao génica
de Collal, em macréfagos peritoniais, e a producdo de IL-6, no sobrenadante dessas células, na
presenca de meio com alta glicose, ndo é regulada na presenca de LA e/ou na presenca dos inibidores
dos receptores de IL-6. Contudo um maior numero de andlises é necessario para compreender de forma

mais fidedigna os mecanismos envolvidos com o reparo tecidual e o papel do LA nesse cenario.
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