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Resumo: A cicatrizacao de feridas cutaneas é um fendémeno biolégico complexo que se apresenta em
quatro fases: homeostase, inflamacao, proliferacdo e remodelamento. Fibroblastos estdo presentes
desde o final da fase inflamatdria até a completa re-epitelizagdo tecidual. Os mecanismos celulares que
regem este processo ainda ndo foram totalmente elucidados. Dermatan sulfato é o principal
glicosaminoglicano da pele atuando na proliferacdo de fibroblastos e na modulagdo da atividade
fibrogénica. Dermatan sulfatos isolados de invertebrados marinhos, como ascidias Styela plicata,
mostraram que sdo desprovidos de efeito da agregacdo plaquetéria e ndo apresentaram efeito de
sangramento em testes in vivo. Frente a esse cenario, o principal objetivo deste estudo foi investigar os
efeitos do dermatan sulfato isolado de S. plicata na viabilidade celular e migragédo de fibroblastos de
derme, in vitro. Fibroblastos da derme de camundongos foram cultivados e utilizados para os ensaios de
viabilidade e migracao, in vitro, frente a diferentes concentracées do composto, em diferentes tempos
de incubacéo. Os resultados mostraram que os compostos ndo alteraram a viabilidade celular até 72 h
de incubacao e que a partir de 50pg/mL as células migraram para o centro da ferida, a partir de 24 h de
iINcubacdo. Este estudo demonstrou que a o dermatan sulfato extraido de S. plicata foi efetivo na
promocao e aceleracdo do processo de fechamento da ferida em fiborblastos de derme, in vitro. Este
agente se mostrou um alvo em potencial no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos naturais
para optratamento de feridas, em especial, as de dificil resolucéo.
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INTRODUCAO

A cicatrizacdo de feridas cutaneas é um
fenébmeno bioldgico complexo que envolve
uma série de eventos que resultam no reparo
e restabelecimento do tecido. Este fendmeno
é dindmico e se apresenta em quatro fases
altamente integradas, definidas e
sobrepostas: homeostase, inflamacdo,
proliferacdo e remodelamento'™. A
restauracdo da integridade do tecido requer
uma cooperacdo precisa de diversos tipos
celulares, como neutrdfilos, macréfagos,
fibroblastos, e células epiteliais e endoteliais,
interagindo, tanto umas com as outras,
quanto com os componentes da matriz
extracelular (MEC) através de seus receptores
deintegrinas e moléculas de adesao.

Em um processo de cicatrizacéo
saudéavel, fibroblastos estdo presentes desde
o final da fase inflamatoria (24-48 h apds a
lesdo) até a completa re-epitelizacdo do
tecido. Estas células adquirem a capacidade
de migrar para o local da ferida, proliferar e
desencadear uma série de atividades-chave
que progressivamente alteram o micro-
ambiente tornando-o crucial para a fase final
da cicatrizacdo."* Mais especificamente, eles
infiltram e degradam a fibrina, através da
producdo de metaloproteinases (MMPs) de
matriz, e a substituem por componentes da
MEC, como colageno I-1V, XVIII,
glicoproteinas, proteoglicanos, laminina,
trombospondina e glicosaminoglicanos
(GAGs).®  Esta complexa matriz oferece
suporte e regula migracdo e atividade de
tanto de fibroblastos, bem como sinaliza para
que a angiogénese, formagdo de tecido de
granulacdo e re-epitelizacdo ocorram.’

Algumas moléculas presentes na MEC,
como o0s GAGs, desenvolvem papel essencial
no reparo de feridas durante todas as fases da
cicatrizagdo. Dermatan sulfato é o principal
glicosaminoglicano da pele, representando
cerca de 36 a 78% do total de
glicosaminoglicanos sulfatados nos fluidos de
ferimentos.® A ligacdo do dermatan sulfato ao
FGF-7, produzido apds uma lesdo na pele,
potencializa a atividade do fator de
crescimento, resultando em um aumento da

proliferacdo dos queratinécitos. De forma
semelhante, o dermatan sulfato estimula a
proliferacdo de fibroblastos mediada por
FGF-2° Ainteracdo do dermatan sulfato com
o TGF-B modula sua atividade fibrogénica,
com importancia no controle da
cicatrizacdo.”

Os mecanismos moleculares e celulares
que regem o processo de reparagdo das
feridas ainda ndo foram totalmente
elucidados e, sem este conhecimento, os
resultados das terapias atuais podem ser
extremamente desapontadores.” Por isso, é
necessario o desenvolvimento de novas
idéias que associem marcadores bioldgicos
envolvidos no processo de cicatrizacdo
fisiolégico e sadio a novos agentes
terapéuticos naturais que substituam
compostos quimicos existentes que
frequentemente estdo associados a irritagdes
cutaneas e outros efeitos indesejados.**

Nos invertebrados marinhos, varios
polimeros com estrutura e atividade
bioldgicas semelhantes aos
glicosaminoglicanos de vertebrados foram
identificados. Dermatan sulfatos,
semelhantes aos encontrados em
vertebrados, mas com diferengas no grau e
posicdo de sulfatagdo, foram isolados das
ascidias Styela plicata ** e Ascidia nigra.” Os
GAGs das ascidias, quando testados em
modelos experimentais de trombose venosa
e arterial, apresentaram uma correlacdo
direta entre as atividades anticoagulantes e
antitromboticas.” O dermatan e a heparina
de S. plicata foram capazes de inibir 100% da
trombose, tanto no modelo venoso quanto
no arterial. Todos os GAGs das ascidias sao
desprovidos de efeito da agregacdo
plaquetaria e ndo apresentaram efeito de
sangramento em testes in vivo.

Sendo assim, o presente trabalho teve
como principal objetivo investigar os efeitos
do dermatan sulfato isolado de espécies de
ascidias coletadas em aguas tropicais e na
antartica, na viabilidade celular e migracdo de
fibroblastos de derme, in vitro.

METODOS
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Obtencdo do Dermatan Sulfato de S. Plicata

Ascidias da espécie Styela plicata foram
coletadas por mergulho livre na praia da Urca,
Bafa de Guanabara, cidade do Rio de Janeiro.
O isolamento dos polissacarideos, a
purificacdo do dermatan sulfato das ascidias e
a andlise dissacarfdica do dermatan sulfato
foram realizados no Laboratério de
Bioanalises do Instituto de Pesquisas
Biomédicas (IPB) no Hospital Naval Marcilio
Dias. O dermatan sulfatado na posicdo 2,4
(DS-2,4) foi utilizado nos experimentos a
sequir.

Culturas primarias de fibroblastos de derme
murinos

Com a aprovacdo do Comité de Etica
para o Uso de Animais do Hospital Naval
Marcilio Dias (CEUA 01/2017), fragmentos da
pele de camundongos C57BL/6 foram
removidos por bidpsia. Os fragmentos foram
acondicionados em solucdo de tampao
fosfato (PBS) contendo solucdo antibidtica a
base de penicilina 10.000u/mL e
estreptomicina 10.000pug/mL (1%) e
antimicética com anfotericina B (1ug/mL)
(Sigma Aldrich) a 4° C por cerca de 30 minutos.
Logo apos, os tecidos foram lavados em PBS
por trés vezes, e, em seguida, cortados em
fragmentos menores de aproximadamente
1mm.’ A epiderme foi separada da derme com
auxilio de bisturi e a derme foi utilizada como
fonte de fibroblastos isolados pela técnica de
explante, como descrito por Carrel &
Burrows.”

Os fragmentos de derme foram
aderidos a superficie de garrafas de cultura de
células com 25 cm?2 de area e cultivados em
meio de cultura DMEM, com 10% de soro fetal
bovino e 1% solucdo de solugéo antibidtica-
antimicética (Sigma Aldrich). O meio de
cultura foitrocado a cada trés dias e as culturas
de fibroblastos foram mantidas em
incubadoras em atmosfera de 5% de CO2 até
arealizacdo dos ensaios experimentais.

Ensaio de Viabilidade Celular (brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium])
-MTT

Culturas de fibroblastos entre a 32 e a 5°

passagem foram plaqueados em placas de 96
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pogos com a densidade de 1x 105 células por
poco em meio DMEM. Apds 24 h, o meio foi
substituido por diluicGes seriadas do
tratamento com DS nas concentracfes de
1000, 500, 250, 100, 50, 20 e 10 pg/mL e as
celulas foram incubadas por 72h. Em seguida
0,5 mg/mL de MTT foi adicionado em cada
poco e a placa foi incubada por 3h a37°C. O
formazan violeta formado foi solubilizado
pela adicdo de 100 pl de dimetil sulféxido
(DMSO) em cada poco, incluindo os controles
(sem tratamento) e, em seguida,
homogeneizados sutilmente antes da leitura
colorimétrica realizada a 570nm em
espectrofotometro.
Ensaio de cicatrizacdo in vitro

Para avaliar os efeitos do composto na
cicatrizacdo, in vitro, fibroblastos de derme
entre a 3% e a 52 passagem foram plaqueados
em placas de 35mm com densidade de 2x10°
células por placa. Apdés a adesdo e a
confluéncia da placa, riscos perpendiculares
foram realizados na monocamada de
fibroblastos com auxilio de uma ponteira de
200 pl, sendo as células soltas lavadas com
PBS. Entdo, meio de cultura, contendo ou ndo
0s compostos em estudo, nas concentracdes
20, 50 e 80 pg/mL, foram adicionados em
cada poco. Ao longo do experimento,
Mitomicina C (Sigma —-M4287) (10-50ug/ml)
inibiu a proliferacdo celular durante o tempo
de incubagdo. Micrografias do centro dos
riscos perpendiculares foram realizadas
durante os tempos estudados (0, 3, 24 e 48h)
e a migracdo relativa foi estimada pela
diminuicdo da area dorisco, livre de células.

RESULTADOS

Viabilidade celular de fibroblastos murinos
tratados com dermatan sulfato extraido de
Styela plicata
Dermatan sulfato extraido de Styela plicata
reduz o tempo de cicatrizacdo de feridas

A ocupagdo da area do risco pelos
fibroblastos em cultura foi analisada apds 24 e
48 h. A area do risco (descelularizada) foi
delimitada por linhas pontilhadas (em
vermelho, Figura 2).

Em todas as culturas observadas logo

apos o risco (Figura 2 A, D, G e J), a area
descelularizada era bem delimitada, com as
bordas bem definidas. Na condicdo controle,
a area descelularizada reduziu gradualmente
ao longo das 48 h avaliadas (Figura 2 B e C),
contudo ainda foi possivel observar regiées
sem fibroblastos.
Em culturas tratadas com 20 pg/ml de DS, a
ocupacao total da area do risco pelos
fibroblastos s¢ foi observada apds 48 h
(Figura 2 E e F). O efeito mais evidente do
tratamento com DS no fechamento do risco
foi utilizando o composto nas concentragoes
50ug/ml e 80 pg/ml. A auséncia de éarea
descelularizada foi observada a partir de 24 h
apods o tratamento com 50 pg/ml de DS
(figura 2 H, I, Ke L), caracterizando, portanto,
a reducéo do tempo de resposta migratoria
de fibroblastos durante o processo de
cicatrizacdo.O DS néo exibiu efeito citotdxico
em nenhuma das concentragdes utilizadas
no estudo, uma vez que a viabilidade celular
das culturas tratadas foi sempre maior que
75% em comparagdo ao grupo controle
(Figural).
DISCUSSAO
Um processo ineficaz de

cicatrizacdo de feridas pode ocorrer em
qualquer individuo, mas & mais frequente em
pessoas idosas e individuos acometidos por
doencas crénicas. Com o envelhecimento da
populagdo e uma prevaléncia crescente de
doengas como cancer e diabetes, o manejo
adequado de feridas se torna uma questdo
ainda mais notavel para os sistemas de
saide. " Um processo de cicatrizacdo
inadequado é ainda mais significativo
quando acompanhado de alteracées nas
propriedades fisicas do colageno, altera¢ées
estruturais das juncdes dermo-epidérmicas,
deplecdo nutricional e imunidade celular
levando a mudangas nos paddes de citocinas
pré e anti-inflamatorias. ™

Muitos modelos de ceélulas in vitro
foram descritos para estudos de cicatrizagdo
de feridas; No entanto, os mecanismos que
estdo subjacentes ao processo,
especialmente em feridas crénicas ou
complicadas, ndo sdo entendidos. E
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necessaria a identificacdo de sistemas de
cultura celular que simulem de perto a
fisiologia do tecido danificado in vivo. As
culturas celulares derivadas do epitélio,
incluindo células epiteliais da pele
(queratindcitos, fibroblastos e células-tronco
mesenquimatosas multipotentes),
desempenharam um papel fundamental em
nossa compreensdao dos mecanismos de
cicatrizacao de feridas. Os modelos de cultura
de células sdo ferramentas inestimaveis para
promover a compreensdo dos mecanismos
que regulam o processo de cicatrizagdo de
feridas e fornecem uma plataforma para
descoberta de drogas. Mais estudos sdo
necessarios para desenvolver e desvendar
mais mecanismos de cicatrizacdo de feridas,
especialmente em feridas cronicas
complicadas.” Além disso, o entendimento
das mudangas bioquimicas dos constituintes
da MEC com processo de cicatrizagcdo pode
ser de grande importancia na implementacéo
das novas estratégias terapéuticas
alternativas, no decurso da reparacdo dos
tecidos danificados termicamente. Assim, o
objetivo do presente do estudo foi enfatizar o
efeito do dermatan sulfato de S. Plicata sobre
as propriedades de cicatrizacdo de feridas in
vitro.

Os resultados do presente trabalho
demonstraram que as concentracdes de 50 e
80 pg/mL aumentaram a migracdo de
fibroblastos de derme, a partir de 24 h de
incubacdo. A migracdo celular € um evento
importante necessario para a cicatrizacao de
feridas e um evento essencial durante a
reepitelizacdo, de modo que a presenca de
fibroblastos no local da ferida garantem um
abastecimento adequado de células para
migrar e cobrir a superficie dalesdo.”*

Os resultados discutidos acima
estimulam a continuidade dos estudos para o
uso do DS extraido de S. plicata como agente
cicatrizante. Na literatura, a importancia
clinica do DS extraido de invertebrados,
incluindo efeito na cicatrizacdo de feridas, ndo
foi completamente elucidada até agora. O
presente trabalho confirma que o composto
em estudo pode ter efeitos de cicatrizacdo de
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FIGURA 1
Efeito do Dermatan sulfato extraido de Styela
plicata na viabilidade de fibroblastos murinos.

Fibroblastos extraidos da derme de camundongos neonatos foram
cultivados em placas de 96 pogos (2 x 104 células/poco) e tratados com
1 mg/ml, 500 ug/ml, 250 ug/ml, 100 ug/ml, 50 ug/ml, 20 pg/ml ou 10

ug/ml de dermatan sulfato por 72 h.
Todas as concentracées de DS avaliadas apresentaram viabilidade
celular superior a 70% quando comparadas com o
controle (CTL DMEM) (n=2).

Viabilidade celular
(% controle)

FIGURA 2

Resposta migratdria de fibroblastos murinos tratados com dermatan

sulfato extraido de Styela plicata. Fibroblastos extraidos da derme de
camundongos neonatos foram cultivados em placas de 35 mm (2 x 105

células/ placa) e tratados com 20 ug/ml, 50 ug/ml ou 80 ug/ml de

dermatan sulfato (DS) apés realizagdo do risco em cruz na placa de

cultura (drea delimitada pelas linhas pontilhadas). As imagens foram
obtidas nos tempos de 0 h, 24 h e 48 h apés os tratamentos. E possivel

observar nas culturas tratadas com DS nas concentragdes 50 ug/ml e
80 ug/ml a ocupacao total da drea do risco pelos fibroblastos com 24h
de tratamento (H e K), o que ndo se observa nas culturas mantidas sob

DMEM + MIT C

DS 20 ug/mi

condigées controle (DMEM + MIT C) e tratadas com DS 20 ug/ml (E).

DS 50 ug/ml

DS 80 ug/mi

ferida com base nos dados de ensaios in vitro
em células de fibroblastos de derme no
modelo murino.

Os estudos futuros seréo centrados no
efeito sobre a proliferagdo celular, na
producdo de colageno in vitro, na expressao
génica de fatores envolvidos em todas as
etapas da cicatrizagdo, incluindo a
angiogénese, bem como, na identificacdo e
purificacdo da fracdo ativa que esteja

envolvida nesses fendmenos cicatriciais, que
possibilitem explorar a producdo de um novo
composto natural no tratamento de feridas,
principalmente as de dificil resolucéo.

CONCLUSAO
Este estudo demonstrou que a o
Dermatan Sulfato extraido de S. plicata foi
efetivo na promocdo e aceleracdo do
processo de fechamento da ferida em
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fiborblastos de derme, in vitro. Este agente
natural se mostrou um alvo em potencial no
desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos para o tratamento de feridas,em
especial, as de dificil resolucao.

ABSTRACT
Skin wound healing is a biological
complex phenomenon that presents in four
classical phases: homeostasis, inflammation,
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proliferation and remodeling. Fibroblasts are
present from the end of the inflammatory
phase to complete tissue epithelization. The
cellular mechanisms that drive this process
have not yet been fully elucidated. Dermatan
sulfate is the main skin glycosaminoglycan
acting on fibroblast proliferation and
modulation of fibrogenic activity. Dermatan
sulfate isolated from marine
invertebrates, such as Styela plicata,

showed showed that they lack the effect of
platelet aggregation and showed no bleeding
effectin in vivo tests. Due to this background,
the main objective of this study was to
investigate the effects of dermatan sulfate
from S. plicata on cell viability and migration
of dermal fibroblasts in vitro. Mouse dermal
fibroblasts were cultivated and used for
viability and migration assays, in vitro, against
different compound concentrations, at
different times of incubation. The results
showed that the compounds did not alter cell
viability until 72 h of incubation and the cells
migrated to the center of the wound after 24 h
of incubation with 50 pg / mL. This study
demonstrated that the dermatan sulfate
extracted from S. plicata was effective in
promoting and accelerating the wound
closure process in dermal fibroblasts, in vitro.
This agent has proved to be a potential target
in the development of novel natural
therapeutic agents for the treatment of
wounds, especially those of difficult
resolution. Keywords: Wound healing.
Fibroblasts. Dermatan sulfate. Styela plicata.
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