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RESUMO

PIEROTTI, Soraia Mendes. Maresina 2 acelera o processo de cicatrizagcao em
modelo murino de lesao cutinea em dorso. 2023. 74 f. Dissertacdo de Mestrado
(Ciéncias da Saude) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

A maresina 2 (MaRz2), derivada do acido docosahexaenoico (DHA) e biossintetizada
por macréfagos € um dos mais recentes mediadores lipidicos pro-resolugao (MLPR)
descritos. Embora reduza a fagocitose do zimosan e o recrutamento neutrofilico ndo
se sabe se essas acgbes anti-inflamatérias podem ser usadas para tratar feridas na
pele. A ma cicatrizacdo de feridas € responsavel por complicagcdes diversas e
elevados indices de mortalidade, sendo que esse agravante aumenta no caso de
doenca pré-existente, infecgbes e deficiéncias nutricionais. O objetivo desse estudo
foi analisar os efeitos e os mecanismos de acdo do mediador lipidico pro-resolutivo
MaR2 sobre a cicatrizagdo em modelo murino de lesdo cutanea em dorso (LCD). O
modelo consiste na indugdo de duas lesdes cutaneas no dorso de camundongos
hairless e pds tratamento diario via intraperitoneal com MaR2. O tratamento com 100
pg/animal de MaR2 acelerou o processo de cicatrizacdo mostrando maior eficiéncia
no fechamento da lesdo, diminuiu alteragdes histopatologicas inflamatorias,
recrutamento de neutréfilos (MPO e migragcdo de células LysM-eGFP positivas),
diminuiu niveis de citocinas inflamatdrias (IL-18 e TNF-a) e a expressdo de RNAm de
MMP-1, MMP-9 e TIMP-1. Em conclus&o nosso estudo sugere a MaR2 como uma
abordagem terapéutica promissora no tratamento de feridas cutaneas.

Palavras-chave: Lesdo cutanea; Resolugdo de inflamacdo; MLPR; Estresse

oxidativo.



ABSTRACT

PIEROTTI, Soraia Mendes. Maresin 2 accelerates the wound healing process in a
murine model of dorsal skin lesion. 2023. 74 p. Dissertation (Master's degree in
Health Sciences — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

Maresin 2 (MaR2) is one of the last described specialized pro-resolving lipid mediators.
Although it reduces phagocytosis of zymosan and neutrophil recruitment, it is not
known whether these anti-inflammatory actions can be used to treat skin wounds.
Unsuccessful healing of wounds is responsible for several complications and high
mortality rates, and this aggravating factor increases in the case of pre-existing
disease, infections, and nutritional deficiencies. The aim of this study was to analyze
the effects and action mechanisms of the pro-resolutive lipid mediator MaR2 on wound
healing in a murine model of dorsal skin lesion (LCD). The model consists of induction
of two skin lesions on the dorsum of hairless mice and post daily intraperitoneal
treatment with MaR2. Treatment with 100 pg/animal of MaR2 accelerated the healing
process showing higher efficiency in lesion closure, decreased inflammatory
histopathological changes, neutrophil recruitment (MPO and migration of LysM-eGFP
positive cells), decreased levels of inflammatory cytokines (IL-18 and TNF-a) and
MRNA expression of MMP-1, MMP-9 and TIMP-1. In conclusion our study suggests
MaR2 as a promising therapeutic approach in the treatment of skin wounds.

Keywords: wound healing, resolving inflammation, Specialized Pro-resolving
Mediators (SPMs), oxidative stress.
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1 INTRODUGAO

A pele humana possui uma ligagao singular com os demais orgaos e esta
diretamente associada ao equilibrio dindmico de todo nosso organismo com o
ambiente externo. Por funcionar como uma barreira, a pele frequentemente sofre a
acao de agentes agressores externos que séo responsaveis por desencadear varias
reagoes fisico-quimicas, ativando o sistema imune e consequentemente a liberagao
de mediadores, mudancas estruturais no tecido e diversas interagcdes celulares e
moleculares, promovendo assim o processo de cicatrizagdo (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005).

Dentre as agressdes sofridas pela pele, existem as que geram feridas
cutaneas, seja por acidentes com objetos perfuro cortantes em graus variados,
queimaduras ou por incisdes cirurgicas/bidpsia. Em todos esses casos ha inflamagéo
e normalmente posterior reparo tecidual (TOTTOLI, et al. 2020; KOLIMI et al. 2022).
As feridas cutaneas sao classificadas como feridas agudas, as quais sdo geralmente
curadas dentro de um processo de reparo organizado e apropriado, por meio da
capacidade que a propria pele tem em restaurar sua integridade funcional e anatémica
através cicatrizagcao ou em feridas crénicas, as quais evoluem de forma inadequada
ou deixam de cicatrizar, levando a alteragao da funcao do local (KOLIMI, et al. 2022;
BLAIR, et al. 2020). Toda via, existem fatores sistémicos, como idade do paciente,
presenca de doencas vasculares, metabdlicas e autoimunes, bem como terapia
medicamentosa em andamento, tabagismo e desnutricdo que podem afetar o
processo de cicatrizagao de feridas (ANDERSON; HAMM, 2012).

Considerando que grandes lesdes cutaneas e feridas cronicas afetam milhdes
de pessoas (NUSSBAUM et al.,, 2018; OLSSON, et al. 2019) prejudicando a
integridade funcional e estrutural da pele, e por serem lentas e dificeis de cicatrizar
devido a suscetibilidade a infeccbes e perda de fluidos fazendo com que os
tratamentos geralmente necessitem de anti-inflamatérios e antibiéticos como
coadjuvantes, afetando a qualidade de vida dos pacientes e o aumento da
morbimortalidade, estas representam um imenso desafio econémico e social para os
sistemas de saude em todo o mundo (KOLIMI et al, 2022; SEN et al. 2009).

O mecanismo de cicatrizagdo de feridas ainda nao foi totalmente elucidado e
seu tratamento € meticulosamente longo e requer assisténcia médica especializada.

Atualmente as abordagens terapéuticas abranges as convencionais, como terapia
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celular, terapia genética, administragao de fator de crescimento, curativos de feridas
e enxertos de pele. No entanto, nem sempre as terapias convencionais sao
satisfatorias (KOLIMI et al, 2022). Diante disso, € importante a compreensao dos
mecanismos de reparo tecidual para o desenvolvimento de novas terapias que
atendam demandas especificas, minimize os efeitos adversos presentes em terapias
atuais, como a utilizagédo de antibioticos e acelerem o processo de reparo tecidual.

A resolugdo da inflamagcdo € mediada pela sintese local enddgena de
mediadores lipidicos pro-resolugdo (MLPR). Os MLPR compdem uma classe de
moléculas derivadas da transformacgao dos acidos graxos essenciais. Até o0 momento
foram descritas quatro familias: as lipoxinas, as resolvinas (série D e E), as protectinas
e as maresinas. Estes mediadores apresentam fungbes analgésicas, anti-
inflamatorias e atuam na defesa do hospedeiro contra infecgdes (SERHAN, et al.,
2014).

A maresina 2 (MaR2) é um dos principais membros da familia das maresinas.
Derivada do acido docosahexaendico (DHA) e biossintetizada por macrofagos, que
exibe efeitos anti-inflamatoério, pro-resolutivo e anti-aterosclerotico (JADAPALLI;
HALADE, 2018). Em um experimento in vivo, foi demonstrado que a MaR2 tem um
potencial efeito anti-inflamatério na peritonite de camundongos (DENG et al. 2014).
Recentemente foi demonstrado que a administragao intravenosa de MaR2 apresentou
efeito terapéutico em um modelo murino de asma brénquica induzida por
ovoalbumina, propondo que o mecanismo da MaR2 pode envolver a inibicdo da
resposta imune do tipo Th2, ativacao do inflamassoma NLRP3 e estresse oxidativo
(YU, et al., 2022). A MaR2 também demonstrou efeito analgésico em diversos
modelos de dor em camundongos, inibindo o recrutamento de neutréfilos e mondcitos,
a ativacdo dos neurdnios nociceptores TRPV1 e TRPA1, bem como liberacdo de
CGRP (FATTORI et al. 2022). Seu efeito benéfico foi demonstrado no reparo da
mucosa intestinal em modelo de colite induzida por sulfato de dextrana sédica e em
modelo de ferida por biopsia, nesse mesmo modelo foi observado um aumento
significativo da biossintese da MaR2 (MIRANDA, 2023).

Na literatura ndo ha evidéncias do papel da MaR2 na cicatrizagdo de feridas
cuténeas, no entanto, trabalhos demonstraram o efeito potencial de outros MLPR,
como lipoxina A4 (LXA4) endogenamente produzida no olho aumentando a
cicatrizagdo de feridas na cornea (GRONERT, 2005) e quando microencapsuladas

induzindo cicatrizacao de feridas cutaneas no dorso de ratos (REIS, et al. 2017). Foi
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demonstrada também, a reducado do infiltrado neutrofilico e epitelizagdo em menor
tempo no grupo tratado topicamente com RvE1, RvD1 e RvD2 exdgenas em modelo
murino de lesdo cutadnea (MENON, 2017). Diante desses achados, & possivel
observar um potencial efeito de mediadores na cicatrizacdo de feridas, cujo
mecanismos ainda nao foram amplamente explorados.

Desta forma este trabalho teve como objetivo avaliar o impacto do mediador
lipidico pro-resolugdo MaR2 administrado via intraperitoneal no processo de

cicatrizagdo em modelo murino de lesdo cutanea no dorso (LCD).
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 PELE

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e desempenha diversas fungdes
importantes, como a protegao contra lesdes e patdogenos, regulagdo da temperatura
corporal, produgéo de vitamina D, além de possuir fungdes sensoriais e estéticas. A
pele é composta por trés camadas principais: epiderme, derme e hipoderme (WANG,
et al., 2021).

A epiderme é a camada mais externa da pele e é composta por varias
subcamadas, incluindo a camada cornea, a camada granulosa e a camada basal
(CHAUHAN, et al., 2022). A camada cérnea € composta por células mortas e serve
como barreira protetora contra o meio ambiente. A camada granulosa é responsavel
pela producao de queratina, uma proteina que confere resisténcia a pele. A camada
basal € a mais profunda e contém células que se dividem continuamente para formar
novas células da pele (LAWTON, 2019).

A derme é a camada intermediaria da pele e contém diversas estruturas
importantes, como os foliculos pilosos, glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas,
vasos sanguineos e fibras de colageno e elastina (KHIAO, et al., 2019). Essas fibras
de colageno e elastina conferem elasticidade e resisténcia a pele. As glandulas
sudoriparas produzem suor para regular a temperatura corporal e as glandulas
sebaceas produzem sebo para manter a pele hidratada (KARIM; ARYANI, 2021).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele e é composta por tecido
adiposo e tecido conjuntivo. Essa camada € importante para isolar o corpo e proteger
os orgaos internos (WOO, 2019).

Por funcionar como uma barreira, a pele frequentemente sofre a acédo de
agentes agressores externos que sao responsaveis por desencadear varias reagdes
fisico-quimicas, ativando o sistema imune e consequentemente a liberacdo de
mediadores, mudancas estruturais no tecido e diversas interagdes celulares e
moleculares, promovendo assim o processo de cicatrizagdo (BALBINO; PEREIRA,;
CURI, 2005).

Dentre as agressdes sofridas pela pele, existem as que geram feridas
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cutaneas, seja por acidentes com objetos perfuro cortantes em graus variados,
gueimaduras ou por incisdes cirurgicas/biopsia. Em todos esses casos ha inflamacgéao
e normalmente posterior reparo tecidual (TOTTOLI, et al. 2020; KOLIMI et al. 2022).
Entretanto, algumas se tornam crénicas ou patoldgicas, resultando na alteragcdo da
funcao da regido afetada, feridas abertas e cicatrizes que limitem a mobilidade dos
individuos interferem com as atividades diarias e a saude, constituem um problema
de saude publica (EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014; HO et al., 2017; SEN et
al., 2009).

Diante disso, € importante a compreensao dos mecanismos de reparo tecidual
para o desenvolvimento de novas terapias que atendam demandas especificas,
minimize os efeitos adversos presentes em terapias atuais, acelerem o processo de

reparo tecidual.

2.2 FERIDAS

Feridas sdo causadas pela ruptura da estrutura anatémica com perda de funcéo
da area afetada. Podem ser agudas, quando evoluem de maneira adequada e dentro
do periodo temporal esperado, ou crdnicas, quando evoluem de forma inadequada ou
deixam de cicatrizar. Quanto ao tipo de cicatrizagdo podem ser classificadas como
fechamento por primeira intencédo, quando as bordas da ferida sdo aproximadas de
forma imediata por pontos de sutura, grampos, cola ou fita adesiva. Feridas extensas
onde houve perda de substancia que ndo permita aproximagao de bordas geralmente
sao deixadas abertas, protegidas por curativos, e cicatrizam por segunda intencgao,
epitelizando a partir das bordas ou do leito, se houver queratinécitos remanescentes
na camada basal do epitélio ou nos anexos cutaneos. O fechamento por terceira
intencdo ocorre quando se torna possivel a aproximacao tardia das bordas de uma
ferida incialmente deixada aberta (NAWAZ; BENTLEY, 2011).

Todavia, existem também condi¢gdes clinicas como diabetes, deficiéncias
nutricionais e doencgas vasculares que contribuem para um déficit de reparo tecidual.
Fatores como o0 uso de tabaco, obesidade, idade avancada e terapias
medicamentosas também podem influenciar negativamente a cicatrizagédo (TOTTOLI,
et al 2020; ANDERSON; HAMM, 2012). Complicagdes como a deiscéncia da ferida,

que ocorre quando as bordas de uma incisdo cirurgica se separam antes que a
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cicatrizacdo adequada ocorra podem levar a infecgdo e consequente dificuldade de
cicatrizagcdo (BOATENG; CATANZANO, 2015).

Além disso, um processo de cicatrizacdo inadequado pode levar a formacéao de
cicatrizes hipertréficas ou queloides que sao tipos de cicatrizagdes anormais, as quais
resultam em uma cicatriz elevada e espessa, podendo causar desconforto, coceira e
afetar a aparéncia estética (FERGUSON; O'KANE 2004). Portanto uma cicatrizagao
excessiva devido a um desequilibrio entre biossintese e degradagéo, a qual € mediada
por apoptose e degradagdo da matriz extracelular (MEC), levando a uma fase
inflamatoria persistente, uma fase de proliferagdo prolongada e remodelagao
reduzida, pode gerar cicatrizes hipertréficas, quando nao se estendem além da area
da leséo, ou a queloides, que sao uma forma mais grave de cicatrizagdo anormal, na
qual o tecido cicatricial se estende além dos limites da ferida original, podendo ser
mais dolorosas e pruriginosas do que as cicatrizes hipertroficas (TOTTOLI et al. 2020).

O processo normal de cicatrizagao de feridas inclui um processo muito bem
orquestrado e regulado que consiste em uma série de eventos como hemostasia,

inflamacéo, proliferagédo e remodelamento da MEC (CHOUHAN et al., 2019).

2.3 CICATRIZACAO

A cobertura cutdnea nao aceita permanecer com falhas, para exercer
adequadamente suas fungdes, as lesdes precisam ser reparadas e a continuidade
reestabelecida. A modulagdo da resposta do organismo ao trauma € afetada pela
extensdo do dano celular, o tipo de tecido afetado e a intensidade da lesédo. A
cicatrizacdo envolve elementos celulares e humorais que s&o atraidos para a leséo
de acordo com a necessidade em cada momento, e é dividida em etapas (com base
nos aspectos macroscopicos e histolégicos predominantes) (CHOUHAN et al.,2019).

O processo cicatricial ocorre em uma sequéncia cronolégica constante, porém,
varios eventos ocorrem concomitantemente, resultando no completo preenchimento
do defeito por tecido fibroso cicatricial e cobertura epitelial, provendo estabilidade

estrutural e recuperagéao parcial da funcao (Figura 1).



168
169

170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191

20

Resposta
Maxima (%)
»

Inflamagdo Proliferagdo Remodelamento
Homeostase
SIS - - R ~ ~ . ‘
Plaquetas , ™ ¢ v A Ny ~~.._ Colégeno
¢ ¢ 1 \ e N~ ~ -,
1 4 ’ ~
/] 4 A s N
U L’ & - 5
’ 1 ~ 4 ~
r VY e ¢ N ’ N .
YV " L AN S Fibroblastos e
' d 7 s
= v’ . N hee Células Endoteliais
! u ! 4 ’ 4 S Ss
¢ N ~
1 U 1 \ ¢ S ~
] a e 4 Ss Niag
" 1 Vs \ v N . -

: TR S S Macréfagos ™ o

! ,’ II ¢ ’ \\ k ~~-.
Y ,' o «~ Neutrdfilos i
I : ' ' b

1 7 21 100+ Tempo (dias)

Figura 1: Principais eventos do processo cicatricial, o tempo de surgimento, pico e
desaparecimento de células e colageno em linha tracejada e das fases da cicatrizagdo em area
colorida. Adaptada de Skin wound healing in humans and mice: Challenges in translational
research (Zomer & Trentin, 2018b).

2.3.1 Fases da cicatrizagao

2.3.1.1 Hemostasia

Na ocorréncia da lesdo, o sangramento € imediatamente controlado por meio
da acdo combinada de plaquetas e da constricdo dos vasos lesionados. A
vasoconstricao é desencadeada pela acdo da endotelina, a qual € liberada pelas
células endoteliais danificadas, juntamente com o fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF), as catecolaminas circulantes (como a adrenalina e noradrenalina),
as prostaglandinas liberadas pelas células lesionadas, além de bradicinina,
fibrinopeptideos, serotonina e tromboxano (RODRIGUES et. al. 2019).

As plaquetas sao células circulantes que formam o tampao plaquetario em
resposta a exposicdo a agentes trombogénicos do endotélio vascular lesado,
impedindo o sangramento. Elas sofrem alteragdes em sua forma e liberam granulos
com mediadores inflamatoérios que desencadeiam a cascata de coagulacdo para
formar o coagulo definitvo (MEDEIROS et al., 2016; LANDEN et al., 2016;
RODRIGUES et al., 2019).

O coagulo formado pela combinacao de células do sangue e proteinas na rede
de fibrina é crucial para a hemostasia primaria. Esse preenche a ferida e serve como

uma matriz proviséria para as células inflamatérias que sido atraidas para o local
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(MEDEIROS et al., 2016; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). As plaquetas, que estao
envolvidas na formacgao do tampao plaquetario, liberam fatores de crescimento como
PDGF, fator de crescimento transformador beta (TGF-$), fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) e
citocinas, mais intensamente nas primeiras horas apds a lesdo, mas continuam a
secretar esses mediadores por até 7 dias, afetando todas as fases da cicatrizacao.
Além disso, outras células presentes no coagulo liberam fatores de crescimento e
proteinas do complemento, criando um gradiente quimiotatico que guia a migragao
celular (RODRIGUES et al., 2019; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

2.3.1.2 Fase inflamatéria

Apos a hemostasia da ferida, ocorre o inicio da fase inflamatéria, que tem como
objetivo principal limitar a progressao da lesdo. As células sentinelas residentes na
pele, como macréfagos, células dendriticas e mastocitos, sdo as principais
responsaveis pela resposta aguda. Além disso, outras células como plaquetas,
neutréfilos, células endoteliais e epiteliais também participam (LANDEN et al., 2016).
Durante essa fase, ha um pico de acdo dos mediadores pro-inflamatoérios, como a
interleucina-1p (IL-1B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que geralmente
ocorre entre o primeiro e o terceiro dia (XU, et al., 2019). Nesse periodo, tornam-se
evidentes os cinco sinais classicos da inflamacgao: calor, rubor, tumor, dor e perda de
fungédo (EFRON, 2017).

A inflamagao é desencadeada por alteragbes vasculares que aumentam a
permeabilidade capilar e reduzem o fluxo sanguineo, atraindo células inflamatorias
para a lesdo. A primeira célula a chegar € o neutrdfilo, o leucdcito mais abundante na
circulagdo, que se deposita na matriz de fibrina e migra para preenché-la, atuam
liberando granulos toxicos, enzimas liticas, proteinas granulares, fazendo estresse
oxidativo, fagocitose e armadilhas extracelulares para eliminar debris e
microrganismos (CRUVINEL, et al., 2010). As células inflamatorias também produzem
substancias como proteases, mieloperoxidase, elastase, metaloproteinase de matriz
(MMP), collagenase-2, integrinas, fatores de crescimento, defensinas, oxido nitrico
(NO), TGF-B, citocinas TNF- a, IL-1B, IL-6 (SOLIMAN; BARREDA, 2022).

Apds concluirem sua fungéo de fagocitar microrganismos invasores e debris

celulares, os neutrofilos passam por um processo programado de morte celular



226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259

22

chamado apoptose. Esse mecanismo é crucial para evitar a inflamacgao cronica e a
lesdo tecidual. No entanto, quando ocorre uma falha na eliminagdo adequada dos
neutroéfilos apoptoticos, podem surgir consequéncias prejudiciais. Os neutréfilos que
nao sdo removidos continuam a liberar substéncias quimicas inflamatérias e enzimas
proteoliticas, como proteases, que degradam indiscriminadamente proteinas da MEC.
Essas proteases, incluindo elastase, colagenases e gelatinases, podem causar danos
ao tecido circundante, pois a MEC é uma estrutura que da suporte e mantém a
integridade do tecido. A degradacgao excessiva da MEC resulta na perda de sua fungao
estrutural, o que pode levar a uma inflamacao crénica e lesédo tecidual cronica
(RODRIGUES et al., 2019).

Além disso, os neutréfilos que ndo sao eliminados corretamente também
podem liberar espécies reativas de oxigénio (EROs) durante a apoptose. Essas EROs
incluem radicais livres como o superoxido e o perdxido de hidrogénio, que causam
estresse oxidativo prolongado no tecido circundante, o que pode levar a oxidagao e
danos em moléculas importantes, como lipidios, proteinas e DNA, contribuindo para
a inflamacao cronica e lesado tecidual (AZZAM; JAY-GERIN; PAIN, 2012).

A partir do segundo dia até o quinto dia apds a lesdo, ocorre o recrutamento
dos mondcitos, que sao transformados em macrofagos teciduais ativados ao
migrarem para o local da lesdo. Esse processo de ativagado ocorre em resposta a
estimulos inflamatdrios, tais como citocinas, interferons (IFNs) e padrées moleculares
associados a danos (DAMPs), e resulta na agao pro-inflamatéria dos macréfagos,
também conhecidos como M1 (ARNOLD, et al., 2007). Esses macrofagos secretam
substancias como TNF- a, IL-6 e IL-1, IL-12 e EROs (SIPKA et al., 2022).

Os macréfagos sdo uma populagéo importante de células imunes residentes
na pele, representando a maior populagcdo de leucdcitos nesse tecido. Além de
atuarem como sentinelas imunolégicas, os macrofagos tém a capacidade de se
reproduzir e manter a populacao local estavel em condigcdes normais. Em condigcdes
de lesado, no entanto, a populacdo de macrofagos aumenta em resposta a migragao
de mondcitos circulantes para o local. Tanto os macrofagos residentes quanto os
migratorios sao ativados e assumem um perfil pro-inflamatério para realizar funcbes
como a eliminagdo de debris e apresentacdo de antigenos ao sistema imune
adaptativo (LANDEN et al., 2016; SIPKA et al., 2022).

Durante a fase aguda da inflamacéo, a migracao de leucdcitos € mediada por

diversos fatores. Dentre eles estdo os eicosanoides, tais como leucotrienos,
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tromboxanos e prostaglandinas, além de citocinas como IL-1B e TNF-a, que sao
responsaveis por expressar moléculas de adesao nas células endoteliais. Outros
mediadores importantes incluem o PDGF e TGF-1, liberados durante a degranulagao
das plaquetas, bem como os produtos da degranulagdo dos mastocitos e do sistema
complemento (RODRIGUES et al., 2019). Os mastdcitos, que residem no tecido
conjuntivo perivascular da pele e mucosas, liberam histamina e metabdlitos do acido
araquidénico, que promovem vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, e
recrutamento e ativacdo de células inflamatérias circulantes. Esses mediadores
podem estar pré-formados em granulos dos mastocitos ou serem produzidos sob
demanda. Sua presenca estratégica e numerosa favorece a participagao dessas

células em todas as fases da cicatrizagdo (BACCI, 2022).

2.3.1.3 Fase proliferativa

A transicao da fase inflamatéria para a fase proliferativa € um momento critico
no processo de cicatrizagdo, ja que a inflamagao prolongada ou exacerbada pode
levar a formacado excessiva de tecido cicatricial e contribuir para o surgimento e
manutengdo de doencas (LANDEN et al., 2016).

Estudos demonstraram que a resolug¢ao da inflamagao envolve a produgao de
mediadores pro-resolutivos (SERHAN, 2014) que limitam a infiltracdo neutrofilica
(DALLI; SERHAN, 2019), recrutam mondcitos nao-flogisticos (SERHAN, 2014) e
promovem a remocao dos debris e microrganismos pelos macrofagos (DALLI;
SERHAN, 2017; CHIANG; SERHAN, 2020; WANG et al., 2018), além da eliminagao
dos fagdcitos por via linfatica (SERHAN; CHIANG, 2008).

Essa resolucdo anteriormente tida como uma evolugao passiva é induzida por
um pico de prostaglandina E2 (PGE2) que altera a funcao da lipoxigenase (LOX),
desviando a producéao de leucotrienos para a producado de MLPR, como as lipoxinas,
resolvinas, protectinas e maresinas, descritos por Serhan (BASIL; LEVY, 2016;
SERHAN, 2017).

O processo proliferativo ideal envolve a proliferacdo e migracao coordenadas
de células epiteliais, dérmicas, vasculares e nervosas, em um tecido de granulacao
bem estruturado no leito da ferida, com adequado suprimento de oxigénio e nutrientes.
Esse processo é regulado por fatores de crescimento e possibilitado pela alteragao no

padrao de adesdo celular, incluindo a desativacdo de integrinas e a ativacdo de
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proteases, permitindo que as células se desprendam da membrana basal e das
células vizinhas e avancem em direcéo ao leito da ferida (RODRIGUES et al., 2019).

Os macréfagos das feridas s&o tradicionalmente separados em dois
subconjuntos principais: M1 e M2 (GINHOUX; GUILLIAMS, 2016), porém esta
classificagdo tornou-se desatualizada, recentemente os macrofagos foram descritos
como ativados classicamente (pro-inflamatérios) e ativados alternativamente (anti-
inflamatorios) (WILKINSON; HARDMAN, 2020). Eles atingem o pico de infiltragéo da
ferida 72 h apdés a lesdo em camundongos (BAUM; ARPEY, 2005), exercem a
eferocitose, removendo os neutroéfilos indicando o inicio da resolugéao da inflamacgao.
Esse evento estimula a mudanca de fendétipo para anti-inflamatério com agao
resolutiva (LANDEN et al., 2016). Sdo células predominantes na ferida neste momento
e atuam também no estimulo a angiogénese, proliferagdo de fibroblastos e deposi¢céo
de MEC, através da produgao de IL-10 e fatores de crescimento, como o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), TGFB e IGF1. Eles também atuam na
producdo de MLPR, como as maresinas (MaRs), resolvinas (Rvs) e protectinas
(LEONI et al., 2015).

A MEC, que alcanga o seu pico no quinto dia, é responsavel por preencher o
leito da ferida e oferece suporte para a ancoragem de proteinas secretadas,
permitindo a migracao de células, como os fibroblastos. Além da sua fungao estrutural,
a MEC também atua na sinalizagdo quimica e mecanica, criando gradientes
quimiotaticos e controlando o comportamento das células migrantes (POTEKAEV et
al, 2021). Mais tarde, os macrofagos ativados alternativamente, que possuem
caracteristicas anti-inflamatorias, atuam na remodelacdo da MEC, regulando a
secrecdo de metaloproteinases de matriz (MMPs) e de inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs) (LIU; KHALIL, 2017).

Os fibroblastos tém uma variedade de fungbdes durante a cicatrizacdo de
feridas. Eles sao recrutados para a deposigao e reorganizacao da MEC, produzem
fatores de crescimento e citocinas, imuno modulam e contraem a ferida. Durante esse
processo, eles secretam MMPs para degradar a matriz provisoria, enquanto produzem
diversos componentes da MEC, incluindo colageno, elastina, glicoproteinas,
proteoglicanos, fibronectina e acido hialurénico. Gradualmente, a MEC é substituida
pelo tecido de granulagdo, que é composto por uma rede frouxa formada pelos
produtos dos fibroblastos, macréfagos e vasos sanguineos neoformados. Esse tecido

€ edemaciado, friavel e facilimente rompido. Conforme os fibroblastos proliferam,
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tornam-se as células predominantes durante a substituicdo do tecido de granulagao
pelo tecido cicatricial, aumentando a sintese de colageno até a formagao de um tecido
conjuntivo mais resistente. Os fibroblastos das margens da lesao, por acédo do TGF-
1, passam a expressar actina (smooth muscle actin — SMA) e tornam-se
miofibroblastos, com agao contratil semelhante a musculatura lisa. Eles se ligam as
fibrilas colagenas e de fibronectina e as tracionam para a posigcdo perpendicular a
borda, causando a contragéo da ferida com o objetivo de aproximar as bordas. Embora
continuem a sintetizar MMPs e seus respectivos inibidores, os miofibroblastos séo
células transitérias e serdao eliminados da ferida por apoptose uma vez que a
integridade tecidual tenha sido suficientemente recuperada (POTEKAEV et al, 2021).

Apo6s uma lesao, as células basais da epiderme que normalmente sao inibidas
pelo contato entre elas, perdem essa inibicdo e iniciam o processo de mitose.
Contudo, para que a mitose seja eficiente, € necessario que haja um substrato
adequado fornecido pelo tecido de granulacdo que permita a migragao celular. Os
queratinécitos presentes nas bordas da ferida comegam a migrar no primeiro dia apos
a lesédo, e a partir do segundo dia, as células-tronco dos foliculos pilosos e glandulas
sudoriparas proximas ao local iniciam uma proliferacdo intensa. Esse processo de
proliferacdo é autorregulado por mediadores como 6xido nitrico, citocinas e fatores de
crescimento, incluindo o EGF, FGF, NGF, VEGF e IGF-1. A proliferacdo celular
continua até que ocorra o contato entre as células e a consequente inibicdo da
multiplicagdo celular (LANDEN ET AL., 2016; LEONI ET AL., 2015; SORG ET AL.,
2007).

2.3.1.4 Fase de remodelamento

A fase final cursa com a reorganizacado do material depositado, visando maior
resisténcia e semelhanga com o tecido original (LANDEN et al.,, 2016; REINKE;
SORG, 2012; RODRIGUES et al. 2019). O tecido conjuntivo resultante ao final da fase
proliferativa € composto basicamente por fibroblastos (fusiformes praticamente
inativos), colageno denso e fragmentos de tecido elastico (RODRIGUES et al., 2019;
SINGER; CLARK, 1999). Segue-se a regressao dos vasos e reconstituicdo do tecido
conjuntivo por tecido cicatricial, lise do colageno tipo Il e sintese do tipo |, mais forte
e organizado (TOTTOLI et al. 2020).
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2.4 TRATAMENTOS DESCRITOS NA CICATRIZAGAO DE FERIDAS CUTANEAS

Qualquer falha em uma das fases da cicatrizacdo de feridas resulta em
formacéao de cicatriz anormal e/ou estado crénico, o qual além de ser mais suscetivel
a infecgbes afeta a qualidade de vida dos pacientes, juntamente com o aumento da
morbimortalidade requerendo tratamento biomédico intensivo especializado para seu
manejo. Apesar dos avangos no desenvolvimento de diversos regimes terapéuticos,
a avaliagao clinica e o manejo de feridas crbénicas continuam sendo um desafio
(KOLMI et al. 2022).

Atualmente, o foco do tratamento das feridas vai além de facilitar a resolugao
da leséao, restaurar a integridade e a funcédo da pele, € necessario que isso ocorra
rapidamente e que minimize os impactos sociais e estéticos. Varias abordagens
convencionais, como terapia celular, terapia genética, administracdo de fator de
crescimento, curativos de feridas e enxertos de pele estdo sendo utilizados para
promover a cicatrizacdo em diferentes tipos de feridas. Recente desenvolvimento em
tecnologia avangada de tratamento de feridas inclui nanoterapéutica, terapia com
células-tronco, enxertos de pele de bioengenharia e bioimpressdo 3D (KOLMI et al.
2022; UCHIDA; BRUSCHI, 2023).

Foi demonstrado ser possivel a bioimpressdo de folhas de tecido da pele
usando um cartucho microfluidico em modelo de ferida suina e murina. Essa
tecnologia pode ser utilizada em casos de emergéncia como traumas por queimaduras
e o fato de serem portateis permitem que sejam transportadas em ambuléncias para
atendimento imediato em tempo real (HAKIMI, et al. 2018). Vale destacar que ha
evidéncias de que a baixa viabilidade das células-tronco na regido da ferida apos
implantagdo/enxerto devido a um ambiente inflamatério severo limita o potencial
terapéutico da terapia baseada em células-tronco (KRISP, et al. 2013). Portanto ainda
se faz necessario o desenvolvimento de novas terapias que auxiliem na cicatrizagao

€ no processo de regeneracao da pele.

2.5 Lipideos Proé-resolucéo

O processo de resolucdo da inflamagao, antes considerado um processo

passivo, o qual ocorria em decorréncia da diluicdo de mediadores inflamatdrios, com
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a identificacdo dos MLPR, é tida hoje como um processo ativo que promove a
restauracao da homeostasia. Estes mediadores sao sintetizados biologicamente a
partir dos acidos graxos (AG) (XU et al., 2010; SERHAN, 2014; FATTORI et al., 2020).

Os AG sao os lipidios mais abundantes no corpo humano. Apresentam-se em
forma esterificada com glicerol, como ésteres de colesterol e em menor quantidade,
como acidos graxos livres. A estrutura geral € de uma cadeia metil (-CH3) terminal,
hidrocarbonada alifatica, hidrofébica e uma extremidade hidrofilica, constituida por um
grupo carboxila (-COOH). S&o classificados de acordo com o numero de carbonos na
cadeia, e com a presenca de ligagdes duplas entre os carbonos (MARTINHO, 2016).

Os AG de cadeia curta tem entre 2 e 4 carbonos, de cadeia média entre 6 e 10,
de cadeia longa entre 12 e 18, e muito longa acima de 18 carbonos. Aqueles com uma
ou mais ligagdes duplas entre carbonos s&o insaturados (monoinsaturados ou poli-
insaturados), e os que tem todas as ligagcées de carbonos preenchidos com atomos
de hidrogénio sao os saturados. Sao importante fonte de energia para o corpo, além
das fungbes estruturais (constituintes das membranas celulares) e biologicas
(participacdo em rotas metabolicas) (MARTINHO, 2016). Os AG essenciais sao
necessarios para as fungdes organicas, mas nao sao produzidos pelos mamiferos e
precisam ser obtidos a partir da dieta e esterificados em fosfolipidios (DEMARQUOQOY;
LE BORGNE, 2014). Dentre os acidos graxos as familias 6mega-3 e 6mega-6 sao de
grande importancia, sdo AG poli-insaturados de cadeia muito longa e sua diferenca
encontra-se na posigao da primeira insaturagao a partir do grupo metil, no terceiro e
sexto carbono, respectivamente. Sdo chamados de maneira simplificada na literatura
atual de n-3 e n-6 (MARTIN et al., 2006). No geral, os produtos do metabolismo do n-
3 tém comportamento anti-inflamatoérios e pro-resolutivos e os do n-6, pro-
inflamatdrios, porém, ambos competem pelas mesmas rotas enzimaticas (COX, LOX
e do citocromo P450 - CYP). Desta forma, a capacidade do organismo humano para
converter os AG essenciais em subprodutos ativos é limitada, e a produg¢ao de um ou
outro pode depender ndo s6 do estimulo recebido, como da disponibilidade dos
precursores (LAGARDE; GUICHARDANT; BERNOUD-HUBAC, 2020)O metabolismo
do n-3, apds ativacao pelas fosfolipases intracelulares, da origem aos acidos a-
linolénico (ALA), eicosapentaenoico (EPA), docosahexaenoico (DHA) e
docosapentaenoico (DPA). Quando direcionados a via da LOX, o EPA produz as
resolvinas da série E e o DHA produz as protectinas, resolvinas da série D e

maresinas. O metabolismo do n-6 da origem ao acido araquidénico (AA), que apesar
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de normalmente terem caracteristicas pro-inflamatérias, quando direcionado a via da
LOX produzem as lipoxinas, lipidio com potencial pro-resolutivo (FATTORI et al.,
2020; LAGARDE; GUICHARDANT; BERNOUD-HUBAC, 2020). A figura 2 ilustra as
principais vias metabdlica dos MLPR.

Estudos demostram o efeito protetor celular dos MLPRs, relacionando seu
efeito a inibicdo da resposta ao estresse oxidativo com a producéo de antioxidantes
(WANG et al.,, 2018) e ao bloqueio da transcricdo da IL-1B induzida pelo TNF-q,
limitado a inflamagao (MANCILLA-HERRERA et al., 2015). Os MLPRs também tém
demonstrado papel no controle da infecgéo (resolugdo total ou com agao adjuvante
aos antibioticos) (JORDAN; WERZ, 2022) e no tratamento da dor, por agées central e
periférica (XU et al., 2010).

Em um modelo de artrite induzida por titanio (TiO2) a lipoxina A4 (LXA4), um
MLPR derivado do AA, demonstrou exercer atividade analgésica e anti-inflamatodria
(SARAIVA-SANTOS, et al. 2023). Ainda ha evidéncia de que a LXA4, é produzida
endogenamente no olho para induzir uma resposta de cicatrizagdo mais rapida de
feridas na cornea (GRONERT, 2005) e quando microencapsuladas promove a
cicatrizagcdo de feridas cutédneas no dorso de ratos (REIS, et al. 2017). Foi
demonstrada também, uma reducao do infiltrado neutrofilico in vitro e a epitelizagao
em menor tempo nos grupos tratado topicamente com RvE1, RvD1 e RvD2 exdgenas
em modelo murino de leséo cutanea, sendo a RvE1 a mais eficaz delas apresentando
o fechamento da ferida em menor tempo e uma organizagao de colageno mais maduro
quando comparada a RvD1 e RvD2 (MENON, 2017). Recentemente foi demonstrado
que o MLPR MaR2 conduz a migracao epitelial e o reparo da mucosa apdés colite
induzida por sulfato de dextrana sddica ou lesdo da mucosa colbnica induzida por
biopsia mecanica (MIRANDA et al. 2023).
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Figura 2: Biossintese de mediadores lipidicos. Lipidios pro-resolutivos sao produzidos durante a
resolucdo da inflamagéo e controlam os eventos inflamatérios iniciais. O acido araquidénico (AA) da
origem a lipoxinas, enquanto o acido eicosapentaenoico (EPA) é metabolizado em resolvinas da série
E, e o acido docosahexaenoico (DHA) é fonte de protectinas, maresinas e resolvinas da série D.
Adaptado de YASUKAWA et al., 2020.

2.5.1 Maresina 2

A familia das maresinas € composta pela maresina 1 (MaR1) e pela maresina
2 (MaR2), ambas derivadas DHA e biossintetizadas por macréfagos. A cascata para
a biossintese de MaR2 comec¢a com a conversao de DHA a 13S,14S-epoxi-maresina
com o intermédio da 12-LOX. Posteriormente, se a 13S,14S-epoxi-maresina seguir
pela rota catalitica da enzima epoxido hidrolase dara origem a MaR1 (ABDULNOUR
et al., 2014) e se seguir pela rota catalitica da enzima epdxido hidrolase soluvel dara
origem a MaR2 (DENG et al., 2014; FATTORI et al., 2022). A figura 3 demonstra com
mais detalhes a biossintese das maresinas a partir do DHA.

As maresinas tem demonstrado agao anti-inflamatdria, pré-resolutiva e anti-
aterosclerdtica (SERHAN et al. 2015; DENG et al, 2014). Na literatura ha evidencias
de um experimento in vivo demonstrando que a MaR2 tem um potencial efeito anti-

inflamatdrio na peritonite de camundongos (DENG et al., 2014). Yu e colaboradores
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demonstraram que a administracdo intravenosa de MaR2 apresentou efeito
terapéutico em um modelo murino de asma broénquica induzida por ovoalbumina,
propondo que o mecanismo da MaR2 pode envolver a inibicao da resposta imune do
tipo Th2, ativagdo do inflamassoma NLRP3 e estresse oxidativo (YU, et al., 2022).
Ainda ha evidencias de que a MaR2 possui agdo analgésica em diversos modelos de
dor induzidos por lipopolissacarideo (LPS), capsaicina e AITC em camundongos. O
tratamento também inibiu a ativacdo de canais TRPA1 e TRPV1, bem como inibiu
recrutamento leucocitario proximo a fibras CGRP* no tecido plantar induzido por LPS
(FATTORI et al. 2022).

DHA
|
Macréfago humano
12-LOX

/
o [I
00H \\

|

.7 14SHPDHA oo

Epoxidagdo
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4 /
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13S,14S-epoxy-maresin
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,r"";- ~ ‘lt A0H WO H \
. N .
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Figura 3: Biossintese detalhada das maresinas a partir do acido docosahexaendico (DHA). Adaptado
de (DENG et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

O processo inflamatério € a primeira resposta do sistema imunolégico a
infeccdo ou lesdo tecidual, tem fungédo protetora e é necessario para garantir a
continuidade da saude do organismo. No entanto, respostas inflamatorias excessivas
ou inadequadas contribuem para uma série de patologias (DUVALL; LEVY, 2016;
SEKI et al., 2010). O fracasso na resolugdo da inflamagéo aguda leva a inflamagéao
cronica, ao excesso de dano tecidual, a desregulacéo da cicatrizagdo de tecidos e tem
sido implicada em multiplos tipos de doenc¢a (SERHAN, 2014; SOMMER; BIRKLEIN,
2011).

Como a pele funciona como uma barreira do organismo com o meio externo, a
cicatrizacdo inadequada de feridas cutaneas pode ser responsavel por complicacoes
diversas e elevados indices de mortalidade, sendo que esse agravante aumenta
significativamente quando analisado em pacientes portadores de diabetes mellitus. O
processo de cicatrizagcdo é complexo e a compreensao sobre tal ainda nado é
completamente conhecida, com isso, a busca e testes sobre novos compostos
cicatrizantes é constante (KOLIMI et al., 2022).

Tendo em vista o importante potencial terapéutico dos MLPR em modelos pré-
clinicos, os quais induzem um fenodtipo de macréfago que mantém a atividade
microbicida, ndo causa aumento da inflamagao e ainda induzem a regeneragao e
poucos estudos com MLPR em modelo de cicatrizag&o justificamos a sele¢do do
MLPR MaR2, para o desenvolvimento desse estudo. Vale destacar ainda que, os
MLPR sado moléculas atrativas para a industria farmacéutica, pois apresentam

atividade farmacoldgica na escala de picogramas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito do mediador lipidico pré-resolugdo maresina 2 (MaR2)
administrado via intraperitoneal no processo de cicatrizacdo em modelo murino de

lesdo cutadnea no dorso (LCD).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Avaliar os efeitos terapéuticos da MaR2 quando administrada por via

intraperitoneal em camundongos com enfoque na (0):

¢ Avaliagao do tamanho da lesao;

e Escore histopatologico e infiltrado de células inflamatérias no tecido
cicatricial;

¢ Avaliagcdo da mieloperoxidase;

e Presenca/auséncia de células LysM+ e CX3CR1+ por fluorescéncia.

¢ Niveis de citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-18) e anti-inflamatérias
(TGFB);

e Expressédo de RNAm para o Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF), Metaloproteinases de Matriz 1 e 9 (MMP-1 e MMP-9) e
Inibidor Tecidual de Metaloproteinase 1 (TIMP-1) por reagdo em cadeia da

polimerase (PCR) quantitativo;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem HRS/J (hairless), machos e fémeas,
adultos, pesando em média 30g e camundongos C57BI/6, Lysm e-GFP/+ e CX3CR1
e-GFP/+, fémeas pesando em média 23g provenientes do Biotério do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Os animais foram
mantidos no Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da UEL onde era utilizado ciclo
de claro/escuro (12/12 h). Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno
padrao medindo 30 x 19,5 x 13 cm (Insight®) de acordo com os grupos experimentais,
com livre acesso a agua e racdo e eram adaptados aos ambientes e condigdes
experimentais com pelo menos 1 hora de antecedéncia em relagao aos experimentos.
O uso dos animais seguiu a diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagdo de animais
para fins cientificos e didaticos condizente com os protocolos internacionais. Este
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) desta
Universidade sob o protocolo 147/2019. O mediador lipidico MaR2 foi disponibilizado

comercialmente pela Cayman Chemicals, Ann Arbor, Michigan, USA.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Primeiramente foi avaliada a dose resposta da MaR2, para isso os animais foram
divididos em grupos (sham, lesdo sem tratamento, e lesédo tratados com MaR2 1, 10,
100 e 1000 pg/animal), cada grupo com um total de 6 animais por experimento. Os
animais foram tratados com diclofenaco de sddio (8mg/kg, via oral), antes da indugao
da LCD e 12h apds. A anestesia foi realizada com a combinagao de cetamina/xilazina
(80mg/kg e 10mg/kg, respectivamente), em seguida a LCD foi realizada com o auxilio
de um punch de bidpsia circular com 5 mm de didmetro (com area total de 0,1963cm?).
Os animais foram tratados diariamente com a MaR2, via intraperitoneal, conforme a
dose de tratamento de cada grupo ou com o veiculo salina, no caso do grupo com a
lesédo sem tratamento, durante 7 dias. A dose de MaR2 (100 pg/animal) foi utilizada

para os experimentos seguintes baseada na sua melhor resposta na avaliagdo do
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fechamento das lesdes.

Para os estudos subsequentes, os grupos variaram de 6 a 8 animais e
eventualmente continham o grupo sham, sem lesdo e sem tratamento, apenas com a
administracdo do diclofenaco de sodio no primeiro dia. Quando necessaria era feita
avaliagao entre os 3 grupos, sham, lesdo sem tratamento e les&o tratados diariamente
com MaR2 100 pg/animal. Quando o grupo sham né&o exercia influencia na analise
dos dados, comparou-se apenas 0s animais lesionados sem tratamento e tratados
diariamente com MaR2 100 pg/animal. Para cada experimento os animais foram
anestesiados e eutanasiados (isoflurano 5% seguido de decapitagdo), a pele foi
coletada com punch de bidpsia de 6 mm e processada de acordo com protocolo de

cada analise.

5.3 MEDIDA E AVALIACAO DO FECHAMENTO DAS LESOES

As lesdes foram fotografadas sobre fundo branco com referéncia padrao preta
de 1cm? no momento da indugdo da lesdao e 7 dias depois, antes da coleta das
amostras. As imagens das lesdes foram transformadas em 8 Bit (grayscale), e o limiar
(threshold) ajustado até que toda a area do quadrado de medida e as lesbes
estivessem marcadas no programa Imaged (NIH v2.9.0/1.53t) (COLLINS, 2007;
MASSON-MEYERS et al., 2020; SCHINDELIN et al.,, 2012). A area da lesao foi
calculada em relagédo a area conhecida do quadrado, ilustrado na figura 4. A medida
das duas lesoes iniciais e finais de cada animal foram comparadas para determinar o
tamanho do fechamento da lesédo. As lesdes foram analisadas individualmente, pois
cada uma, ainda que no mesmo camundongo, pode apresentar evolugao
independente (ANSELL et al., 2014; PARK et al., 2015).
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Figura 4: Método de avaliagdo da medida e fechamento das lesdes. Processamento das imagens das
lesbes fotografadas imediatamente apds o procedimento e apods 7 dias para calculo da area de
fechamento da lesdo. Conversdo em 8 Bit e ajuste de threshold até que a area das lesbes e do
quadrado preto estivessem totalmente preenchidas no programa ImageJ.

5.4 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

As amostras de pele foram coletadas e fixadas em formaldeido (10%) por 24 h
em seguida foram processadas para inclusdo em parafina. Segdes longitudinais (5
pm) foram preparadas e coradas com hematoxilina e eosina (H&E). As imagens das
secoes histologicas foram adquiridas digitalmente e analisadas por um
experimentador cego ao tratamento utilizando um microscopio de luz na objetiva de
40x (Olympus CX31RTSF, Toquio, Japao) acoplado a uma camera digital de alta-
resolucdo. As analises de recrutamento leucocitario foram realizadas através do
software ImageJ 1.53 para Windows (software em dominio publico:
http://rsb.info.nih.gov/ij/) usando a ferramenta threshold e executadas em imagens
RGB sem tratamento adicional. O recrutamento de leucécitos foi determinado pela
intensidade de marcacao por % de area demarcada. Os escores histopatologicos
também foram avaliados nos parametros de infiltrados inflamatérios e proliferagédo
vascular (FERRAZ et al. 2021), como descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Critério dos escores utilizados para avaliagéo histologica.

Parametro histolégico Escore

Infiltrado Inflamatdrio 0 = sem inflamacéo
1 = inflamacéo leve
2 = inflamac&o moderada

3 = inflamacé&o severa

Proliferacao Vascular 0 = sem proliferagcao vascular
1 = proliferagao vascular leve
2 = proliferagédo vascular moderada
3= PROLIFERAGAO VASCULAR
SEVERA

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

A MPO é uma das principais enzimas presentes nos granulos dos neutrofilos.
O método baseia-se na oxidagao catalisada pela MPO do substrato o-dianisidina com
deteccdo espectrofotométrica em 450nm (XIA; ZWEIER, 1997). O ensaio para
dosagem da MPO permite inferir indiretamente o numero de neutrdéfilos presentes no
local.

As amostras de pele foram coletadas em microtubos e mantidas a - 80 °C até
o momento da realizagdo do ensaio, quando foram diluidas com tampao de fosfato de
potassio (K2HPO4) (pH 6,0), contendo 0,5% brometo de hexadecil trimetil amonio
(HTAB) e homogeneizadas com auxilio do homogeneizador de tecidos Tissue-Tearor
(Biospec 985370). O homogenato foi centrifugado por 2 minutos a 16.100g em
temperatura de 4°C e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Em microplacas de
96 pocos foram depositados 30 pL do sobrenadante e 200uL de solugao tampéao de
fosfato 50 mM em pH 6,0, contendo 0,167 mg/ml de dihidrocloreto de o-dianisidina e
0,015% de peroxido de hidrogénio. A curva padrao foi preparada na mesma placa,
colocando 100 uL de tampéao fosfato 0,05 M e solugdo com 200.000 neutrdfilos no
primeiro pogo (A1), fazendo a diluicao seriada até o décimo primeiro pogo (A11). No
décimo segundo poc¢o (A12) foi depositado apenas 200 pL de agua deionizada, sendo

utilizado como controle negativo (branco). Apds 20 minutos a reagao colorimétrica foi
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determinada em espectrofotdmetro a 450 nm (Spectra MAX 3 250, Molecular Devices)
e a atividade da MPO das amostras comparada com a curva padrao. Os resultados

foram apresentados como nimero de neutréfilos x 10%/mg de proteina.

5.6 FLUORESCENCIA

Para o ensaio de fluorescéncia, foram usados camundongos LysM-eGFP/+ e
CX3CR1-eGFP/+ C57BL/6. As amostras de pele foram coletadas e mantida em
paraformaldeido a 4% (PFA, por 24 horas), depois em sacarose a 30% (24 horas) e
sacarose a 30% + OCT (1:1) (24 horas) antes da inclusdo no reagente OCT (Tissue-
Tek 1, O. C.T. Compound IA018, Australia). Secbes de 15 uym foram cortadas em
criostato e processadas para fluorescéncia (C.T. Compound, IA018, ProSciTech,
Australia). Depois disso, as laminas foram lavadas com tampéao de bloqueio (PBS,
0,5% Triton) com albumina de soro bovino (BSA) 5% por 3 vezes e incubadas com
DAPI (1:500) para marcagao nuclear. As imagens foram obtidas em um microscoépio
confocal (Leica Microsystems, Mannheim, Germany) com uma objetiva de 5x e zoom
de 1,0. As imagens foram processadas com o software LAS X Software (Leica
Microsystems, Mannheim, Germany). Foi quantificada a intensidade de fluorescéncia
por area, delimitando apenas o local da lesdo, sem quantificar a fluorescéncia

apresentada na area da pele saudavel.

5.7 AVALIACAO DE CITOCINAS

Foi utilizada a técnica de imunoensaio enzimatico (ELISA) com kits comerciais
R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN, EUA para TNF-a e IL-1B e Invitrogen™ para
TGF-B de acordo com as instrugcées de uso dos fabricantes.

As amostras de pele foram coletadas em microtubos contendo 500uL de
solucdo NaCl 0,9% e mantidas a -80°C até a analise, quando foram trituradas com o
triturador (Turrax Tissue-Tearor - Biospec). Em seguida, foram centrifugadas por 5
minutos a 3.200rpm em temperatura de 4°C e o sobrenadante foi retirado para analise.
As microplacas com 96 pocos foram incubadas durante a noite a 4°C com anticorpos
de captura contra as proteinas de interesse (100 pL de anticorpos anti-TGF-$ 250x
concentrado, 50x para IL-1B e 50x para TNF- a). Apds o periodo de incubacéo, as

placas foram lavadas com PBS com 0,05% de Tween 20 trés vezes, incubadas com
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a solucéao de bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente e lavadas novamente trés
vezes. Em cada poco foi colocado 100 uL da solugao preparada de amostra e a placa
foi novamente incubada por 2 horas em temperatura ambiente, e posteriormente
lavada da mesma forma. Foi colocado 100 pyL da solugdo diluida de anticorpo de
detecgédo e repetidas a incubacgao e lavagem, 100 uL de enzima avidina-peroxidase,
repetidas incubacao (20 minutos) e lavagem e finalmente 50 uL de stop-solution para
interromper a reagéo e as absorbancias foram determinadas em 450 nm (Spectra MAX
3 250, Molecular Devices). A curva de proteinas foi usada para comparagao e
determinacao da quantidade de citocinas nas amostras e os resultados foram
expressos em picogramas (pg) de citocina por miligrama de proteinas (LOWRY et al.,
1951)

5.8 RT-aPCR

As amostras de pele foram coletadas no 7° dia apdés a indugao da lesao,
trituradas com nitrogénio liquido em reagente TRIzol® (Life Technologies) com o
auxilio de um pistilo e homogeneizadas, o RNAm total foi isolado de acordo com as
instrugdes do fabricante. A pureza do RNA foi confirmada pela razao 260/280 (VERRI,
2008). Todas as reacgbes foram realizadas em triplicatas utilizando as seguintes
condigdes: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido de 60 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O RT-PCR e PCR quantitativo foram realizados
usando GoTaq ® 2-Step RT-gPCR System (Promega) em um StepOnePlus™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems ®). A Tabela 1 apresenta as sequéncias dos
primers. Foi verificado previamente que alguns genes que sdo utilizados como
controle para a reacao de PCR tém sua expressao alterada na ferida cutanea
(TURABELIDZE et al., 2010). Nés ndo conhecemos um gene que possa ser utilizado
sozinho como controle de expressdao normal no modelo de ferida cutanea. Para
minimizar esta dificuldade, utilizamos a média geométrica de trés genes controles sem
0 grupo controle negativo de tecido normal, porque os genes controles usuais sao
alterados no grupo ferida cutdnea em relagédo ao grupo controle negativo de tecido
normal. Esses 3 genes (GAPDH, TUBa e TBP) foram recomendados apés analise de
expressdo em modelo de ferida cutdnea (KARNAM et al., 2020;
TURABELIDZE et al., 2010).
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Tabela 1. Sequéncia dos primers.

Gene Primer sense Primer antisense
VEGF GCACATAGAGAGAATGAGCTTCC CTCCGCTCTGAACAAGGCT
TIMP-1 GCAACTCGGACCTGGTCATAA CTGGTATAAGGTGGTCTCGTTGATT
MMP-9 CTGGACAGCCAGACACTAAAG CTCGCGGCAAGTCTTCAGAG
MMP-1 CCTCGTTGGACCAAAACACA GCGATGGCATCTTCCACAA
TUBa TGGAACCCACAGTCATTGATGA  TGATCTCCTTGCCAATGGTGTA
TBP TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA  TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC
GAPDH GCCATCAACGACCCCTTCATTG  TGCCAGTGAGCTTCCCGTTC
CX3CL1 ATTGGAAGACCTTGCTTTGG GCCTCGGAAGTTGAGAGAGA
CX3CR1 CACCATTAGTCTGGGCGTCT GATGCGGAAGTAGCAAAAGC

700

701

702 5.9 ANALISE ESTATISTICA

703 A homogeneidade foi considerada a partir das caracteristicas da amostra. Os

704  dados foram analisados pelos testes adequados a cada experimento e de acordo com
705 a normalidade, verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, (one way ANOVA, seguido por
706 teste de Tukey, Kruskall-Wallis seguido por teste de Dunn’s, Teste t ou Mann-
707  Whitney). Os resultados comparativos sdo apresentados pela média + erro padrao da
708 média (EPM) de mensuracgdes feitas com 6-8 animais em cada grupo por experimento.
709 As anadlises foram realizadas no software GraphPad Prism Versdo 8.0 (GraphPad
710  Software Inc., San Diego, EUA). Os resultados foram considerados significativamente
711 diferentes para p<0,05. [*] Representa diferenga estatisticamente significativa do
712 grupo sham, e [#] representa diferenga estatisticamente significativa do grupo controle

713  (lesdo sem tratamento).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO - ARTIGO PARA PUBLICAGCAO

O presente trabalho foi realizado no laboratério de Dor, Inflamagao, Neuropatia
e Cancer, da Universidade Estadual de Londrina e segue as normas da revista Life

Sciences (https://www.elsevier.com/journals/life-sciences/0024-3205/quide-for-

authors). Os resultados parciais estdo descritos no artigo intitulado “Maresin 2

accelerates the wound healing process in a murine model of dorsal skin lesion”.
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Maresin 2 accelerates the wound healing process in a murine model of dorsal
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Abstract

Maresin 2 (MaR2) is a newly discovered specialized pro-resolving lipid mediator with
known anti-inflammatory and analgesic effects, acting in the reducing of neutrophil
recruitment in zymosan peritonitis. However, the specific impact of MaR2 on skin
wound healing remains unclear. Unsuccessful healing of wounds is responsible for
several complications and high mortality rates, and this aggravating factor increases
in the case of pre-existing disease, infections, and nutritional deficiencies. The aim of
this study was to analyze the effects and action mechanisms of the pro-resolutive lipid
mediator MaR2 on wound healing in a murine model of dorsal skin lesion (DSL). The
model consists of induction of two skin lesions on the dorsum of hairless mice and post
daily intraperitoneal treatment with MaR2. Treatment with 100 pg/animal of MaR2
accelerated the healing process showing higher efficiency in lesion closure, decreased
inflammatory histopathological changes, neutrophil recruitment (MPO and migration of
LysM-eGFP positive cells), decreased levels of inflammatory cytokines (IL-1B and
TNF-a) and mRNA expression of MMP-1, MMP-9 and TIMP-1. In conclusion our study
suggests MaR2 as a promising therapeutic approach in the treatment of skin wounds.

Keywords: wound healing, resolving inflammation, Specialized Pro-resolving

Mediators (SPMs), oxidative stress.
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Introduction

The human skin has a unique connection with the other organs and is directly
associated with the dynamic balance of our entire organism with the external
environment. Because it works as a barrier, the skin often suffers the action of external
aggressors that are responsible for triggering various physical and chemical reactions,
activating the immune system and consequently the release of mediators, structural
changes in the tissue and various cellular and molecular interactions, thus promoting
the healing process [2].

Among the aggressions suffered by the skin, there are those that generate skin
wounds, either by accidents with sharp objects of varying degrees, burns or by surgical
incisions/biopsy. In all these cases there is inflammation and usually subsequent tissue
repair [3,4]. All the way, there are systemic factors, such as patient age, presence of
vascular, metabolic and autoimmune diseases, as well as ongoing drug therapy,
smoking and malnutrition that can affect the wound healing process [5].

Considering that large skin lesions and chronic wounds affect millions of people
[6,7] impairing the functional and structural integrity of the skin, and because they are
slow and difficult to heal due to susceptibility to infections and fluid loss, making
treatments usually require anti-inflammatories and antibiotics as adjuncts, affecting
patients' quality of life and increasing morbidity and mortality, they represent an
immense economic and social challenge for health systems worldwide [4,8].

Resolution of inflammation is mediated by endogenous local synthesis of
specialized pro-resolving mediators (SPM). SPMs comprise a class of molecules
derived from the transformation of omega-3 essential fatty acids, such as
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA). Four families have
been described so far, the lipoxins, resolvins (D and E series), protectins and maresins.
As a common factor, these mediators exhibit analgesic, anti-inflammatory functions
and act in host defense against infection [9].

Maresin 2 (MaR2) is a DHA derivative and biosynthesized by macrophages,
exhibits anti-inflammatory, pro-resolving and anti-atherosclerotic effects [10,11]. In
addition to therapeutic effect in a murine model of bronchial asthma induced by
ovoalbumin [12], analgesic effect in several models of pain in mice [13] and in the
repair of the intestinal mucosa, in a model of colitis induced by dextran sulfate sodium

and in a biopsy wound model [14]. In the literature there is no evidence of the role of
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MaRz2 in skin wound healing.
Therefore, this research aimed to evaluate the impact of the MaR2 administered

intraperitoneally on the healing process in a murine model of dorsal skin lesion (DSL).

Material and Methods

Animals

All experiments were performed in compliance with the National Research
Council's Guide for the Care and Use of Laboratory Animals guidelines and were
approved by with Ethics Committee on Animal Research and Welfare of the Londrina
State University (process numbers 15654.2019.33 - 147/2019). All efforts were made
to minimize animal use and their suffering. The experiments were performed in adult
(7-9 weeks old) hairless mice (HRS/J) weighing 25-30 g, and in adult (7-9 weeks old)
CX3CR1-eGFP/+ and LysM e-GFP/+, C57BL/6 background mice weighing 20-25 g,
obtained from the Londrina State University (UEL). Mice were housed at the cage, at
23°C * 2 controlled temperature, 12-hour light/dark cycle, in an animal facility and had
free access to water and food. All researchers had animal treatment skills and were

previously trained for the necessary procedures of the protocol.

Experimental Procedures

The animals were divided into groups (sham, control wound without treatment
and wound treated with MaR2), each group with a total of 6-8 animals per experiment
and were treated with diluted sodium diclofenac (8mg/kg) via gavage cannula, before
the cirurgical procedure and 12h after. Anesthesia was performed with the combination
of ketamine/xylazine (80mg/kg and 10mg/kg, respectively) and complemented whit
inhalation isoflurane until paw pain reflexes disappeared. In case of C57BL/6, dorsal
hair was removed with an electric clipper, then the dorsal skin was pinched at midline
and a 5mm dermal biopsy punch (0.1963cm? total area) was used to create two full-
thickness excisional skin wounds, symmetrically positioned to midline.

The animals were treated daily with MaR2 (1, 10, 100 or 1000pg/animal), via
intraperitoneal route, according to the treatment dose of each group or with saline

vehicles in the case of the group with the untreated lesion, for 7 days. The best dose
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of MaR2 (100 pg/animal) was defined from the clinical evolution of the lesion
measurements at the end of the experiment.

For the collection of the subsequent studies, the animals were anesthetized and
euthanized (isoflurane 5% followed by decapitation), the lesioned skin was collected

with 6 mm biopsy punch and processed for each of the analyses.

Measurement and evaluation of lesion closure

The lesions were photographed on a white background with a black standard
reference of 1cm?, at the time of lesion induction and 7 days later, before sample
collection. The lesion images were transformed into 8 Bit (grayscale), and the threshold
adjusted until the entire area of the measurement square and the lesions were marked
in the Imaged program (NIH v2.9.0/1.53t) [15,16]. The lesion area was calculated
relative to the known area of the square, illustrated in figure 1. The measurement of
the initial and final two lesions of each animal were compared to determine the size of
the lesion closure. The lesions were analyzed individually, as each one, even in the

same mouse, may present independent evolution [17,18].
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Figure 1: Method for evaluation of lesion measurement and closure. Processing of
the images of the lesions photographed immediately after the procedure and after 7
days to calculate the area of lesion closure. Conversion into 8 Bit and threshold
adjustment until the area of the lesions and the black square were completely filled

on the ImagedJ program.

Histological analysis

After 7 days the dorsal skin from lesion was dissected, fixed in 10% formaldehyde
prior to embedding in paraffin and then processed for hematoxylin and eosin (H&E)
staining. The images were digitally acquired using a conventional light microscope (40x
objective) (Olympus CX31RTSF, Tokyo, Japan) coupled to a high-resolution digital
camera. Analyses were performed on Imaged 1.53 software for Windows (Software in
the public domain: http://rsb.info.nih.goV/ij/) using the threshold tool and performed on
RGB images without further treatment. The leukocyte recruitment was determined by
the intensity of staining per % of the delimited area. The histopathological score
parameters were inflammatory infiltrate from: no inflammation (score 0), mild (score 1),
moderate (score 2), and severe inflammation (score 3) and vascular proliferation from:
no vascular proliferation (score 0), mild (score 1), moderate (score 2) and severe

vascular proliferation (score 3) [19].

Myeloperoxidase activity assay

The indirect quantity of neutrophils presence was evaluated through colorimetric
assay of myeloperoxidase (MPO). Skin samples were collected in microtubes and kept
at - 80°C until assay time, when they were diluted with potassium phosphate buffer
(K2HPO4) (pH 6.0) containing 0.5% hexadecyl trimethyl ammonium bromide (HTAB)
and homogenized using the Tissue-Tearor tissue homogenizer (Biospec 985370). The
homogenate was centrifuged for 2 min at 16,100g at 4°C and the supernatant was
used for the assay. In 96-well microplates, 30 uL of the supernatant and 200uL of 50
mM phosphate buffer solution at pH 6.0, containing 0.167 mg/mL o-dianisidine
dihydrochloride and 0.015% hydrogen peroxide were deposited. The standard curve
was prepared on the same plate by placing 100 uL of 0.05 M phosphate buffer and
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200,000 neutrophils solution in the first well (A1), serially diluting to the eleventh well
(A11). In the twelfth well (A12) only 200 uL of deionized water was deposited, being
used as a negative control (blank). After 20 minutes the colorimetric reaction was
determined in a spectrophotometer at 450 nm (Spectra MAX 3 250, Molecular Devices)
and the MPO activity of the samples was compared with the standard curve. The

results were presented as number of neutrophils x 104/mg protein.

Fluorescence

For fluorescence assay, LysM-eGFP/+ and CX3CR1-eGFP/+ C57BL/6 mice
were used, the dorsal skin lesion (DSL) were collected on day 7 and maintained in 4%
paraformaldehyde (PFA, for twenty-four hours), then in 30% sucrose (twenty-four
hours) and 30% sucrose + OCT (1:1) (twenty-four hours) before inclusion with
Optimum cutting temperature reagent (Tissue-Tek 1, O.C.T. Compound, 1A018,
ProSciTech, Australia) and 15 pm sections were cut in a cryostat and processed for
fluorescence. After that, the slides were washed with blocking buffer (PBS, 0.5%
Triton) with bovine serum albumin (BSA) 5% for 3 times and incubated with DAPI
(1:500) for nuclear staining. Imaging was performed using a confocal microscope
(Leica TCS SP8, Leica, Wetzlar, Germany) with a 5x objective with a zoom-in of 1.0.
Images were processed using LAS X Software (Leica Microsystems, Mannheim,
Germany). The fluorescence intensity per area was quantified, delimiting only the

lesion site, without quantifying the fluorescence presented in the healthy skin area.

Cytokine menstruation

The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique was used with
commercial kits R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN, USA for TNF-a and IL-138 and
Invitrogen™ for TGF-B according to the manufacturers' instructions for use.

Skin samples were collected in microtubes containing 500uL of 0.9% NaCl solution
and kept at -80°C until analysis, when they were ground with the grinder (Turrax
Tissue-Tearor - Biospec). They were then centrifuged for 5 minutes at 3,200 rpom at
4°C and the supernatant was removed for analysis. The 96-well microplates were
incubated overnight at 4°C with capture antibodies against the proteins of interest (100
uL of anti-TGF-3 antibodies 250x concentrate, 50x for IL-13 and 50x for TNF- a). After
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967  the incubation period, the plates were washed with PBS with 0.06% Tween 20 three
968 times, incubated with the blocking solution for 1 hour at room temperature and washed
969 again three times. In each well, 100 uL of the prepared sample solution was placed
970 and the plate was again incubated for 2 hours at room temperature, and then washed
971  inthe same way. 100 uL of diluted detection antibody solution was placed and repeated
972 incubation and washing, 100 uL of avidin-peroxidase enzyme, repeated incubation (20
973 minutes) and washing and finally 50 uL stop-solution to stop the reaction and the
974  absorbances were determined at 450 nm (Spectra MAX 3 250, Molecular Devices).
975 The protein curve was used for comparison and determination of cytokines in the
976 samples and the results were expressed as picograms (pg) of cytokine per milligram
977  of protein (LOWRY et al., 1951).

978
979 RT-gPCR
980 Skin samples were collected at the 7th day after lesion induction, ground with liquid

981 nitrogen in TRIzol® reagent (Life Technologies) with the aid of a pistil and
982 homogenized. Total RNA was extracted by using the SV Total RNA Isolation System
983 (Promega). The purity of total RNA was measured using a spectrophotometer
984 (Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Vantaa,
985 Finland) and the wavelength absorption relationship (260/280) was between 1.8 and
986 2.0 for all preparations. Reverse transcription of total RNA to cDNA and qPCR was
987 carried out using GoTaq® 2-Step RT-qPCR System (Promega) and specific primers.
988 The gPCR reaction was performed in a StepOnePlus™ Real-Time PCR System
989 (Applied Biosystems®). The relative gene expression was measured using the
990 comparative 2—-(AACq) method relative to wound healing group. Table 1 shows the
991  primer sequences. Since the expression of hose-keeping genes are also affected in
992 wound healing model [20,21]. The geometric mean of the expression of 3 genes
993 (GAPDH, TUBa and TBP) were used for normalization.

994

Table 2. Primer sequences for RT-qPCR.

Gene Primer sense Primer antisense
VEGF GCACATAGAGAGAATGAGCTTCC CTCCGCTCTGAACAAGGCT
TIMP-1 GCAACTCGGACCTGGTCATAA CTGGTATAAGGTGGTCTCGTTGATT

MMP-9 CTGGACAGCCAGACACTAAAG CTCGCGGCAAGTCTTCAGAG
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MMP-1 CCTCGTTGGACCAAAACACA GCGATGGCATCTTCCACAA
TUBa TGGAACCCACAGTCATTGATGA  TGATCTCCTTGCCAATGGTGTA
TBP TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA  TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC
GAPDH GCCATCAACGACCCCTTCATTG  TGCCAGTGAGCTTCCCGTTC
CX3CL1 ATTGGAAGACCTTGCTTTGG GCCTCGGAAGTTGAGAGAGA
CX3CR1 CACCATTAGTCTGGGCGTCT GATGCGGAAGTAGCAAAAGC
995
996
997
998  Statistical Analysis
999
1000 Data was tested for normality and statistical analyses were performed using T
1001 test, Mann-Whitney test, One-way ANOVA followed by Tukey or Kruskall-Wallis as
1002 appropriate, using GraphPad Prism® software package Version 9.4.1. Results were
1003 obtained from different animals and expressed as mean * standard error of the mean
1004 (SEM) and represent two separated experiments. P value <0.05 was the threshold for
1005 significance. [*] Represents significant difference from sham, and [#] represents
1006 significant difference from control wound group.
1007
1008
1009 Results
1010
1011  MaR2 accelerates the healing process by reducing wound size in HRS/J
1012  (hairless) mice
1013 To evaluate the effects of MaR2 on wound healing, animals were subjected to a
1014  dorsal skin lesion (DSL) using a 5 mm diameter circular biopsy punch (with a total area
1015 of 0.1963cm?) and treated daily with MaR2 via intraperitoneal at doses of 1; 10; 100
1016  and 1000 pg/animal or saline vehicle in the case of the group with the untreated lesion;
1017 for 7 days (Fig. 2). The doses of 100 and 1000 pg/animal demonstrated significant
1018 wound area reduction compared to the untreated group. The dose of 100 pg/animal
1019  was chosen for continuity of the experiments considering that there was no significant
1020 difference in wound area reduction between the doses of 100 and 1000 pg/animal.

1021
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Fig 2. MaR2 accelerates healing process. The lesion on dorsum was induced
with a 5 mm diameter punch. The animals were treated daily for 7 days via
intraperitoneal (i.p.) with MaR2 at doses of 1, 10, 100 and 1000 pg/animal. The
lesion area was photographed on the day of lesion induction and after 7 days
of treatment. The photos were analyzed with ImageJ open source software.
Results are presented as the mean £ SEM, n =6 (#p < 0.05 compared to control
wound without treatment group; one-way ANOVA, followed by Tukey's post-
test).
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MaR2 reduce neutrophil recruitment and inflammatory histopathological

changes in the dorsal skin lesion

The skin samples from lesion were stained with hematoxylin-eosin (HE),

histopathological score and leucocyte recruitment to the local of the lesion was

assessed. MaR2 100 pg/animal reduced score parameters (inflammatory infiltration

and vascular proliferation) (Fig. 3A) and leucocyte infiltration (Fig. 3B). Considering

that reduction, we further evaluated its effect in neutrophil recruitment to the location

of the lesion in MPO (Fig. 4) and fluorescence (Fig. 5) analyses.
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Fig 3. Treatment with MaR2 100 pg/animal reduces histopathological score at the
lesion site (A) and the leukocyte infiltration (B). The wound was collected 7 days
after lesion induction for HE analyses. Images were obtained digitally using a
conventional light microscope (40x objective) (Olympus CX31RTSF, Tokyo,
Japan) coupled with a high-resolution digital camera. The blind score was
analyzed and 2 parameters were observed, inflammatory infiltrate and vascular
proliferation. Arrows point to leukocytes and arrowheads to vascular proliferation.
For leukocyte infiltration the images were also evaluated by ImageJ software and
quantified in % of the delineated area, highlighted in yellow. Results are presented

as mean + SEM of measurements, n = 8 (#p < 0.05 compared to control wound
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without treatment group; Mann-Whitney (A) or one-way ANOVA followed by
Tukey's post-test) (B).

2004 ]
Skin wound

- |

150+

100+

50

MPO Activity
(neutrophils x 10% /mg of protein)
I+

1

Sham 0 100

MaR2
(pg per animal, i.p.)

Fig 4. MaR2 reduces neutrophil recruitment at the lesion site. The DSL was
induced with a 5 mm diameter punch. Animals were treated daily for 7 days via
intraperitoneal (i.p.) with MaR2 100 pg/animal. Lesions were collected with a 6
mm punch and processed for MPO assay. Results are presented as the mean
+ SEM, n =7 (*p < 0.05 compared to sham group; #p < 0.05 compared to
control wound without treatment group; one-way ANOVA, followed by Tukey's

post-test).
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Fig 5. MaR2 reduces neutrophil recruitment to injury location. The dorsal skin was
dissected 7 days after lesion induction and processed for fluorescence analysis.
Neutrophil recruitment was assessed using Lysm-eGFP mice and fluorescence
intensity (in duplicate) was quantified. Results are presented as the mean + SEM,

n =8 (*p < 0.05 compared to the sham group; #p < 0.05 compared to control wound

without treatment group; one-way ANOVA, followed by Tukey's post-test).

MaR2 reduces the levels of inflammatory cytokines in the dorsal skin lesion

The transition from the inflammatory phase to the proliferative phase is a critical
moment in the healing process, as prolonged or exacerbated inflammation can lead to
excessive scar tissue formation and contribute to the emergence and maintenance of
pathologies [22]. In order to verify if inflammatory cytokine production would be affected
by MaR2 treatment in the healing process of mice, we evaluated the production of two
cytokines consolidated as pro-inflammatory, IL-18 and TNF-a. Both were significantly
decreased in the group treated with MaR2 100 pg/animal compared to the group
treated with saline vehicle (Fig. 6A and 6B), possibly indicating an advance in the
wound healing process in animals treated with MaR2, since on the seventh day they

are less inflamed.
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Fig 6. MaR2 decreased IL-1B (A) and TNF-a (B) levels induced by dorsal skin lesion.
The lesion was induced with a 5mm diameter punch and mice were treated daily for
7 days via intraperitoneal (i.p.) with MaR2 100 pg/animal. Lesions were collected
with a 6 mm Punch and processed for cytokine assay. Results are presented as the
mean £ SEM, n = 7; (*p < 0.05 compared to sham group; #p < 0.05 compared to
control wound without treatment group; one-way ANOVA, followed by Tukey's post-
test).

MaR2 reduced TGF-B production and VEGF mRNA expression in dorsal skin
lesion

To our knowledge, there is no gene that can be used alone as a control for normal
expression in the skin wound model. To minimize this difficulty, we used the geometric
mean of three control genes without the negative control group of normal tissue, again,
because the usual control genes are altered in the skin wound group compared to the
negative control group of normal tissue. These 3 genes were recommended after
expression analysis in skin wound model [20,21]. In the analysis of MRNA expression
for VEGF, a growth factor cited as beneficial for healing in some papers [23-25], we
observed that on day 7 after the induction of DSL, this parameter was decreased in

the group treated with MaR2 100 pg/animal compared to the animal treated with saline
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vehicle (Fig 7B). Also, along with the inflammatory cytokine analyses, we analyzed
TGF-B, a cytokine considered anti-inflammatory, and the result was intriguing since it
was also decreased in the group treated with MaR2 100 pg/animal compared to the

animal treated with saline vehicle (Fig 7A).
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Fig 7. MaR2 decreased TGF- production (A) and VEGF mRNA expression (B). The
lesion was induced with a 5 mm diameter punch and mice were treated daily for 7
days via intraperitoneal (i.p.) with MaR2 100 pg/animal. Lesions were collected with
a 6 mm punch and processed for cytokine assay (A) or RT-qPCR (B). Results are
mean + SEM, n = 7 mice per group per experiment. Two independent experiments

were performed. (*p < 0.05 compared to sham group; #p < 0.05 compared to control

wound without treatment group; one-way ANOVA, followed by Tukey's post-test).

MaR2 does not affect the mRNA expression of CX3CL1 and CX3CR1, and neither
the presence/absence of CX3CR1 positive cells

In order to evaluate the activity of MaR2 in the balance of the CX3CL1/CX3CR1
axis, we performed a RT qPCR CX3CL1 and CX3CR1 expression and quantitated
CX3CR1 positive cells. We observed no difference in the mRNA expression of CX3CL1
(Fig. 8A) and CX3CR1 (Fig. 8B) between control wound without treatment group and
treatment with MaR2 100pg/animal, although it has a tendency, so we also chose to
directly verify the presence/absence of CX3CR1 positive cells using CX3CR1 eGFP/+

reporter mice. Although, we observed an increase in CX3CR1 positive cells in control
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wound without treatment group compared to sham group, there was also no difference
in the presence of CX3CR1 positive cells comparing the group treated with MaR2 100
pg/animal and the group control wound without treatment (Fig. 8C and 8D). Therefore,
we conclude that MaR2 is not acting by modulating this cell population, either by its

recruitment or phenotype alteration in this model.
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Fig 8. MaR2 does not affect the mRNA expression of the CX3CL1 ligandreceptor
(A) nor the expression of its receptor CX3CR1 (B). There was also no difference in
the presence/absence of CX3CR1 positive cells, analyzed by fluorescence intensity
(C). The dorsal skin lesion was induced with a 5 mm diameter punch and mice were
treated daily for 7 days via intraperitoneal (i.p.) with MaR2 at a dose of 100
pg/animal. Lesions were collected with a 6 mm punch and processed for RT-qPCR
assay (A and B) or fluorescence analysis (C and D). Results are mean £ SEM, n =
7 mice per group per experiment. Two independent experiments were performed.
(*p < 0.05 compared to sham; one-way ANOVA, followed by Tukey's post-test).

MaR2 reduces the mRNA expression of MMP-1, MMP-9 and TIMP-1 in the dorsal
skin lesion

MMPs can be produced by a variety of inflammatory cells including macrophages
and neutrophils [26]. The activity of MMPs is also controlled by specific inhibitors,
known as tissue inhibitors of MMPs (TIMPs). The balance between the production of
MMPs and that of TIMPs represents a crucial point to maintain the homeostasis of the
extracellular matrix. It is known that a pathological process of the extracellular matrix
can be established when there is excess activity of MMPs in tissues [27]. The mRNA
expression of MMP-1 (Fig. 9A), MMP-9 (Fig. 9B) and TIMP-1 (Fig. 9C) was quantified
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in the cutaneous lesion on the dorsum and the 3 parameters are decreased in the
animal treated with MaR2 100 pg/animal in relation to the animal treated with saline
vehicle.

The matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) enzyme will also be determined through
the gelatinase activity in the sodium duodecyl sulfate polyacrylamide gel zymography
(SDS-PAGE) method [28] in order to complement this data.
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Fig 9. MaR2 decreased the mRNA expression of MMP-1, MMP-9 and TIMP-1.
Dorsal skin lesion was induced with a 5 mm diameter punch and mice were treated
daily for 7 days via intraperitoneal (i.p.) with MaR2 100 pg/animal. Lesions were
collected with a 6 mm punch and processed for RT-gPCR assay. Results are the
mean + SEM, n = 7 mice per group (#p < 0.05 compared to control wound without

treatment group; one-way ANOVA, followed by Tukey's post-test).

Discussion

Studies in wound healing have demonstrated that resolvins [29] and lipoxins
[30], members of the SPMs family, improve skin wound healing. MaR2 demonstrated
resolving and anti-inflammatory action in an egg albumin-induced model of bronchial
asthma [12], analgesic action in pain models [13] and was effective in intestinal
mucosal repair in a DSS (dextran sulfate sodium) induced colitis model [14].

One of the parameters for evaluating inflammation is the number of recruited

neutrophils, and healing is impaired with an increase in this cell population. Wong and
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co-workers demonstrated that extracellular neutrophil trapping (NET) increased the
degradation of matrix collagen, impairing wound healing [31]

In our study, different doses of MaR2 were analyzed by macroscopic evaluation
of lesion size and the doses of 100 and 1000 pg/animal demonstrated a statistically
significant difference when compared to the lesion group treated with saline vehicle
and the dose of 100 pg/animal was chosen for continuity of the study. Treatment with
MaR2 not only accelerated the repair process, showing greater wound closure, but
also reduced neutrophil recruitment, indicating that the healing process is in a stage
closer to resolution.

The resolution of inflammation, enabling tissue repair was demonstrated by
lower cell recruitment in histopathological analysis, lower number of cells in LysM-
eGFP and MPO activity, while not significantly altering cells expressing CX3CR1,
which is a receptor expressed on macrophages, which contributes to the healing
process. Although this receptor is related to the wound healing cells, as demonstrated
by Ishida and co-workers, where knockout animals for the CX3CR1 receptor had
impaired healing [32], we believe that this population of cells may not have been
different in the treated group and in the untreated lesion group due to the healing
capacity of healthy animals, since these animals do not present pathophysiological
mechanisms that prevent them from recruiting these cells and promoting tissue repair
after the injury.

In the sense that we would have a smaller inflammatory process, MaR2 also
reduced the levels of pro-inflammatory cytokines, IL-18 and TNF-a, corroborating with
the lower neutrophil recruitment. Although initially we expected an increase in
cytokines that are involved in this orchestration of tissue repair, such as TGF- and
VEGF [33-36] the protein and mRNA level respectively was reduced in the MaR2
treatment. The reduction of inflammation and the more closed wound profile indicate
that the tissue repair is in the final phase, corroborating with the levels of TGF-f3 and
VEGF also reduced, since the increase in these cytokines would indicate a phase in
which intense vascularization would still be required for the recruitment of cells and
nutrients, as well as oxygenation to the tissue being repaired [37].

When the repair progresses to the wound maturation phase, there is a
regression in the number of inflammatory cells and the induction of vascularization.
There is a reduction in polymorphonuclear cells, such as neutrophils, as has been

observed, and there is a maintenance of mononuclear cells, such as macrophages,
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which will orchestrate the balance between stimulating the fibroblast to produce
extracellular matrix via TGF-B and the activity of proteases and tissue protease
inhibitors that are responsible for remodeling [22,38].

Matrix metalloproteinases (MMPs) are enzymes responsible for the degradation
of extracellular matrix (ECM) components such as collagen [36,39]. The activity of
MMPs can be controlled by means of specific inhibitors, known as tissue inhibitors of
MMPs (TIMPs). The regulation between the production of MMPs and that of TIMPs
represents a crucial point to maintain the balance between extracellular matrix
production and degradation. It is known that a pathological process of the extracellular
matrix can set in when there is excess activity of MMPs in tissues [3,40]. Evaluating
the mRNA expression of MMP-1, MMP-9 and TIMP-1 all reduced, indicating that the
tissue treated with MaRz2 is at a different stage than the group that did not receive

MaR2 treatment.

Conclusion

Through the present data, we suggest that MaR2 accelerates the repair process of
tissue in murine model of dorsal skin lesion. Treatment with MaR2 decreased lesion
size, inflammatory parameters, leukocyte recruitment and mRNA expression of MMP-
1, MMP-9 and TIMP-1. These combined results indicate that MaR2 can be considered
as a promising therapeutic approach in the treatment of cutaneous wounds. Moreover,
the study in a murine model provides a solid basis for future clinical investigations in
humans. However, further research is needed to fully understand the mechanism of
action of MaR2 and to evaluate its efficacy and safety in clinical settings. Should the
therapy be validated in future studies, it could represent a significant advance in the
treatment of skin lesions and potentially contribute to improving the quality of life of

patients with wounds in various medical settings.
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7 CONCLUSAO

Através dos presentes dados, sugerimos que a MaR2 acelera o processo de
reparo tecidual em modelo murino de lesdo cutanea em dorso. O tratamento com a
MaR2 diminuiu o tamanho da lesdo, parametros inflamatoérios, o recrutamento
leucocitario e a expressao de RNAm de MMP-1, MMP-9 e TIMP-1. Esses resultados
combinados indicam que a MaR2 pode ser considerada como uma abordagem
terapéutica promissora no tratamento de feridas cutaneas. Além disso, o estudo em
um modelo murino oferece uma base sélida para futuras investigacdes clinicas em
seres humanos. No entanto, mais pesquisas sao necessarias para entender
completamente o mecanismo de agdo da MaR2 e avaliar sua eficacia e seguranga em
contextos clinicos. Caso a terapia seja validada em estudos futuros, ela pode
representar um avango significativo no tratamento de lesbes cutaneas e
potencialmente contribuir para a melhoria da qualidade de vida de pacientes com

feridas em diversos cenarios.
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Universidade
== Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N* 147/2019
Londrina, 09 de outubro de 2019.

Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado: ""Avaliagiio dos efeitos e mecanismos de aclio
dos mediadores lipidicos pré-resolugiio 15-epi-lipoxina A4 (¢ uma "Aspirin-Triggered Lipoxin" Ad,
ATLAAJ), lipoxina A4 (LXAd), Resolvina D1 (RvD1), Resolvina D5 (RvDS), Protectina D1 (PD1), Maresina
1 (MaR1) e Maresina 2 (Mar2) sobre a cicatrizacio em modelo murino de lesdio cutdnea” protocolo CEUA
n° 15654.2019.33 sob a responsabilidade de Rubia Casagrande, que envolve a produgdo, manutengio e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11,794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagiio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) em reunido do dia 08/10/2019.
Este projeto tem por objetivo a avaliagio dos efeitos ¢ mecanismos de agfio dos mediadores lipidicos

pré-resoluglio 15-epi-lipoxina A4 (¢ uma "Aspirin-triggered Lipoxin" A4, ATLA4), lipoxina A4 (LXA4),
Resolvina D1 (RvD1), Resolvina D5 (RvDS), protectina D1 (PD1), maresina 1 (Marl) e a maresina 2 (Mar2)
sobre a cicatrizagdo em modelo murino de lesdo cutinea de dorso, Grau de Invasividade: 2.

Finalidade () Ensino__(x) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagdo 01/11/2019 a 31/10/2024
Espécie/ linhagem/ raca Camundongo heterogénico/Hairless
N° de animais 924
Peso/ Idade 20-25g/ 60 dias
Sexo Machos e Fémeas
| Origem Biotério do Centro de Ciéncias da Saide da UEL
Amostras a serem coletadas Pele (tecido cutineo do dorso)

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocolo a apreciagio da CEUA/UEL anteriormente & execugio das modificagdes.

Coloco-me a disposigio para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessérios. Sem mais para
0 momento, subscrevo-me, cordialmente.

W lamaw éwa/ % _w':-we/
Prof* Dr* Maria Fernanda Rodrigues Graciano
Coordenadora da CEUA/UEL

Prof* br* Maria Fernanda
Rodrigues Graciano
' O i a0 o0 e A
limo.(a) Sr.(a) Uni rs'mdee d:al:e Lond
Prof. (a) Dr (a). Rabia Casagrande “cesa@uel b/ (13) J.m-’usr:“
Responsével pelo projeto
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/CCS
C/C para a Chefia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/CCS

C/C para a Diregdo do Centro de Ciéncias da Saide/CCS
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