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RESUMO

CARDOSO, Robert Rosostolato, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de 2021.
Efeito do extrato da pele da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) no processo de reparo
cutaneo. Orientadora: Reggiani Vilela Gongalves. Coorientadores: Leandro Licursi de
Oliveira, Maridurea Matias Sarandy Souza e Sérgio Luis Pinto da Matta.

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito dos compostos obtidos a partir da pele da tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus) por hidrélise enzimatica no processo de cicatrizagao de feridas
cutaneas em camundongos (C57) knockout IL-10. Através da hidrélise enzimatica utilizando a
enzima tripsina, foram obtidos cinco compostos em diferentes tempos de digestao (TO, T2, T4,
T6 e T19). Nas andlises in vitro foram realizados ensaios de citotoxicidade/proliferacdo e o
ensaio de arranhadura. As andlises foram realizadas com a linhagem celular macr6fagos RAW
264.7. Nas andlises in vivo foram quantificadas neovascularizacdo e celularidade, além do
potencial antioxidante e anti-inflamatério do composto através da dosagem de citocinas e
proteinas marcadas com anticorpos especificos, importantes no processo cicatricial.
Camundongos knockout IL-10 machos (n = 30) foram divididos em trés grupos com dez
animais cada (CEUA/UFV: 02/2020), e uma ferida cutinea (12 mm? de didmetro) foi criada no
dorso dos animais. Os grupos foram os seguintes: Grupo: C, recebeu dgua destilada (controle);
T1, composto peptidico T19 25 uL (18,75 pg/mL) e T2, composto peptidico T19 50 uL (37,5
ug/mL). As aplicacdes foram realizadas diariamente, e os tecidos das feridas foram removidos
apds 9 dias. As andlises in vitro demonstraram que o composto que apresentou melhor resultado
foio T19, o qual ndo foi citotéxico para macréfagos RAW 264.7, além de ter contribuido para
o aumento da proliferacdo e migracdo celular nas andlises de MTT e de arranhadura
respectivamente. Os resultados in vivo, demonstraram aumento de celularidade e vasos
sanguineos. Os resultados das anélises de 6xido nitrico (NO) e peroxido de hidrogénio (H20>)
apresentaram aumento significativo nos grupos T1 e T2 nas dreas lesionadas apds 9 dias,
sugerindo ter um papel importante na regulagio da acdo antimicrobiana e no preparo do local
da lesdo para o reparo desejavel. Além disso, houve um aumento das citocinas pro-inflamatdrias
(IL-2 e IFNy) e antiinflamatoérias (IL-4), nos animais do grupo T2. Por fim, o composto
peptidico T19 aumentou o nimero de células positivas marcadas para PCNA* e KI67*, ambos
sinalizando o aumento de proliferacdo celular, acelerando e contribuindo para o fechamento de
feridas no tecido lesado. Os resultados das marcagdes de CD31*, CD163* ¢ COX-2%,
sinalizaram um aumento no nimero de novos vasos e redu¢do da inflamacao na lesdo cutanea,

sugerindo seu efeito antiinflamatorio. Nossos resultados indicam que ambas as doses do T19



podem modular o processo de reparo da pele, mas os melhores efeitos foram observados apds

a exposi¢cdo a dose mais elevada.

Palavras-chave: Peptideos. Hidrélise. Peixes. Tildpia-do-Nilo. Curativo. Feridas cutaneas.

Proliferacdo celular. Cicatrizacao.



ABSTRACT

CARDOSO, Robert Rosostolato, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, September, 2021.
Effect of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) skin extract on the skin repair process.
Advisor: Reggiani Vilela Gongalves. Co-advisors: Leandro Licursi de Oliveira, Maridurea
Matias Sarandy Souza and Sérgio Luis Pinto da Matta.

The aim of this study was to investigate the effect of compounds obtained from the skin of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) by enzymatic hydrolysis on the healing process of skin wounds
in mice (C57) IL-10 knockout. Through enzymatic hydrolysis using trypsin enzyme, five
compounds were obtained at different digestion times (TO, T2, T4, T6 and T19). In the in vitro
analysis, cytotoxicity/proliferation assays and the scratch assay were performed. Analyzes were
performed with the RAW 264.7 macrophage cell line. In vivo analysis quantified
neovascularization and cellularity, in addition to the antioxidant and anti-inflammatory
potential of the compound by measuring cytokines and proteins labeled with specific
antibodies, which are important in the healing process. Male IL-10 knockout mice (n = 30) were
divided into three groups of ten animals each (CEUA/UFV: 02/2020), and a skin wound (12
mm? in diameter) was created on the back of the animals. The groups were as follows: Group:
C, received distilled water (control); T1, T19 peptide compound 25 pL (18.75 pg/mL) and T2,
T19 peptide compound 50 pL (37.5 pg/mL). Applications were performed daily, and wound
tissue was removed after 9 days. The in vitro analyzes showed that the compound that showed
the best result was T19, which was not cytotoxic to RAW 264.7 macrophages, in addition to
having contributed to the increase in cell proliferation and migration in the MTT and scratch
analysis, respectively. The in vivo results showed an increase in cellularity and blood vessels.
The results of the analysis of nitric oxide (NO) and hydrogen peroxide (H202) showed a
significant increase in groups T1 and T2 in the injured areas after 9 days, suggesting that they
play an important role in regulating the antimicrobial action and in preparing the lesion site for
the desirable repair. Furthermore, there was an increase in pro-inflammatory (IL-2 and IFNy)
and anti-inflammatory (IL-4) cytokines in animals from the T2 group. Finally, the peptide
compound T19 increased the number of positive cells labeled for PCNA+ and KI67+, both
signaling an increase in cell proliferation, accelerating and contributing to the closure of wounds
in the injured tissue. The results of CD3 1+, CD163+ and COX-2+ labeling signaled an increase
in the number of new vessels and a reduction in inflammation in the skin lesion, suggesting its
anti-inflammatory effect. Our results indicate that both doses of T19 can modulate the skin

repair process, but the best effects were observed after exposure to the highest dose.



Keywords: Peptides. Hydrolysis. Fish. Nile tilapia. Dressing. Skin wounds. Cell proliferation.
Healing.
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e possui a fun¢do de revestimento e barreira
quimica, fisica, termorreguladora, microbiana, prote¢cdo imunoldgica, percep¢do sensorial
(calor, frio, tato, dor), estética e de regulacio hemodindmica [1]. Devido as fungdes que
desempenha, estd sujeita a sofrer agressdes oriundas de fatores intrinsecos e extrinsecos que
podem levar a alteracOes estruturais, tais como as feridas cutaneas. As lesdes abertas na pele
geralmente sdo caracterizadas pela ruptura da estrutura anatomica e funcional do tecido, cuja
gravidade pode variar de acordo com a profundidade e extensdo da lesdo, podendo levar a
incapacidade funcional do individuo [2]. Atualmente o nimero de pacientes acometidos por
feridas cutaneas € alto em todo o mundo, dados de recentes levantamentos revelam que essas
lesdes chegam a acometer 5% da populacdo adulta do mundo ocidental, gerando altos custos
para o servico de saude [3-5], principalmente devido ao crescente nimero de patologias
cronicas associadas, como diabetes e cancer [6]. As feridas cutdneas, podem ser consideradas
um problema de saidde publica, visto que acometem a populacdo de uma forma geral,
independente de sexo, idade ou etnia, elevando os custos do sistema de satide [7]. Quando a
pele sofre uma lesdo, € necessdrio que ocorra o reparo rapido do local da ferida, para que o
organismo ndo fique exposto ao ambiente externo, frequentemente hostil [8]. O processo de
reparo normalmente ocorre em trés fases distintas, mas sobrepostas, sendo elas: inflamacao,
proliferacdo e remodelacdo, que € altamente regulada pela liberagdo de vérios fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas e células inflamatdrias e de matriz [9].

Na primeira fase ocorre a hemostasia, com recrutamento de neutréfilos e macréfagos, que
vao atuar como fagdcitos, mediar a liberagdo de citocinas e substincias antimicrobianas e
proteinases [10]. Assim, durante a hemostasia ocorre o estancamento do sangramento, devido
a cascata de coagulacdo intrinseca e extrinseca. As plaquetas, agregam e desencadeiam a
vasoconstri¢do para reduzir a perda de sangue, o que resulta em hipdxia, aumento da glic6lise
e alteracdes de pH [11]. A vasoconstri¢do, desencadeada pelas plaquetas, ajuda a reduzir a perda
de sangue e preencher a lacuna de tecido com um codgulo sanguineo que serve como uma matriz
proviséria da ferida, fornecendo uma estrutura para a migra¢do de diferentes fatores celulares [8,12].
Além disso, o codgulo sanguineo contém moléculas de fibrina, fibronectina, vitronectina e
trombospondinas, formando a matriz proviséria como uma estrutura de suporte para a migracao
de leucdcitos, queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais abastecidas de fatores de
crescimento [13]. As plaquetas também influenciam a quimiotaxia de leucécitos pela liberagao

de citocinas e fatores de crescimento, iniciando o processo inflamatoério, estimulam a sintese de
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coldgeno, ativando a transformacdo de fibroblastos em miofibroblastos e iniciando a
angiogénese, servindo como apoio para o processo de reepitelizacdo [14].

Na préxima fase, conhecida como proliferacao, ocorre a cobertura da superficie da ferida
com a migracao de fibroblastos ao longo da rede de fibrina, restauragdo darede vascular, através
da angiogénese, e substituicio da matriz proviséria da ferida [15]. Durante esta fase, os
fibroblastos sintetizam e depositam nova matriz extracelular, que d4 suporte as células e novos
vasos sanguineos, formando o tecido de granulacdo [16]. Este tecido de granulagc@o serve como
arcabouco para a migracdo e organizacdo de macréfagos, queratindcitos, além de vasos
sanguineos, e fibras de coldgeno, que recuperam parcialmente a estrutura e a funcdo da pele
lesionada [15,17]. A restauracdo do sistema vascular da pele, corresponde a uma cascata
complexa de eventos celulares, humorais e moleculares no leito da ferida. Nesta etapa, a ligacao
de fatores de crescimento aos seus receptores nas células endoteliais, ativam as cascatas de
sinalizacdo intracelular, fazendo com que o endotélio secrete enzimas proteoliticas que
dissolvem a lamina basal, permitindo as células proliferar e migrar para o leito da ferida. No
final desta fase, o nimero de células totais diminui, em especial as que sofrem maturacdo e
diferenciacdo em miofibroblastos, além de sofrerem apoptose finalizando a fase proliferativa
[18,19].

Finalmente, ocorre a fase de remodelacao, cujo objetivo principal € que o tecido alcance a
mdxima resisténcia a tracdo através da reorganizacdo de suas fibras, além disto, ocorre
degradacdo e sintese da matriz extracelular (MEC), especialmente a substituicdo de coldgeno
III por coldgeno I pela enzima lisil Oxidase com a resolu¢do da inflama¢do e remodelagdo
gradual do tecido de granulacdo para formacdo do tecido cicatricial [20,21]. Essa fase pode
durar muitos anos apds o ferimento, e geralmente ocorre a recuperacao de 80% da forca original
do tecido antes da lesdo [22]. Assim que a superficie da les@o € coberta por uma monocamada
de queratindcitos, a migracao epidérmica destas células cessa e uma nova epiderme estratificada
com uma lamina basal subjacente € restabelecida das bordas da ferida até sua por¢do interna
[23].

Atualmente no tratamento de feridas, uma variedade de medicamentos € utilizada, como
sulfadiazina de prata e acetato de mafenide. No entando essas drogas t€ém algumas desvantagens
importantes, como alguns efeitos colaterais graves, sendo ineficientes para feridas profundas,
formacdo de cicatrizes claras e um alto custo no tratamento [24,25]. Tendo em vista os elevados
gastos anuais na drea da saide com o tratamento de lesOes cutineas, faz-se necessirio o
desenvolvimento de novas formas de intervengdo. Neste contexto, o uso de biofdrmacos tém

aumentado muito, ja que sdo eficientes na promocao do processo cicatricial e representaria uma
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alternativa de tratamento menos onoreoso [26—29]. Estudos recentes apontam resultados
positivos utilizando peptideos presentes na pele da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) em
feridas infectadas e queimaduras, devido as suas acdes antibacteriana [30], anti-hipertensiva
[31] e neuroprotetora [32], gerando a possibilidade de ser utilizada também para o tratamento
de lesdes [33]. Assim a pele da tildpia-do-Nilo representa uma alternativa de baixo custo que
apresenta efeitos benéficos na cicatrizacdo de feridas cutaneas [34].

A pele da tildpia, possui a derme composta por feixes de coldgeno compactados, longos e
organizados, predominantemente do tipo I [35], que estimula Fatores de Crescimento de
Fibroblastos (FGF), e liberam Fator de Crescimento de Queratindcitos (KGF), que sdo duas
citocinas importantes e imprescindiveis para o fechamento das feridas [36]. Além disto, o peixe
produz Peptideos Marinhos Antimicrobianos (AMPs) como parte de seu sistema imunolégico
como piscidina, defensina, hepcidina, cathelicidin e histona que possuem efeitos
antimicrobianos e que sao importantes para manter a drea da ferida livre de infec¢des [37].

Atualmente, existem poucos estudos que visam identificar as propriedades antioxidantes e
antiinflamatdrias desses peptideos, que auxiliam na aceleracdo do tempo de cura das lesdes da
derme. Além disso, ainda nao se sabe quais sdo os principais componentes da pele da tildpia-
do-Nilo envolvidos no processo de cura de feridas cutaneas, e muito menos quais os principais
mecanismos celulares e moleculares envolvidos neste processo. Afim de contribuir com o
desenvolvimento de novos tratamentos para feridas cutaneas, com alternativas de baixo custo e
acessiveis, neste estudo objetivou-se extrair peptideos da pele da tildpia-do-Nilo hidrolisados
em diferentes tempos, e avaliar seus efeitos sobre os componentes celulares e teciduais

envolvidos no processo de cura das lesoes.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparacao da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) para obtencao da pele

Foram utilizados 14 exemplares machos de tildpias-do-Nilo, com 240 dias (8 meses), com
peso médio de 210g, proveniente do Viveiro do Setor de Piscicultura DBA/ UFV. Esses animais
foram mantidos em aquério de 250L dotado de filtro mecanico e biologico, mantidos a 26+1°C,
por um periodo de aclimatagdo de sete dias. Os peixes foram alimentados, 3 vezes ao dia, com
racdo comercial extrusada de 32% de proteina bruta (PB). Todos os experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal de Vicosa (CEUA/UFV:

02/2020). As tilapias-do-Nilo foram pesadas e eutanasiadas no Laboratério de Patologia
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Experimental (LAPEX), por excesso de anestésico (400 mg de 6leo de cravo/ L de dgua);
solugdo anestésica 1:9 de 6leo de cravo: dlcool absoluto [38]. Apds a eutandsia, as peles foram
retiradas das tildpias-do-Nilo e seccionadas em segmentos de 12 cm? na base da nadadeira
dorsal e submetidas a lavagem na solucdo fisioldgica estéril de Hickman (NaCL a 6,42 g/L;
KCL a 0,15 g/L; CaCL> a 0,22 g/L; MgS0O4 0,12 g/L; NaHCOs3 a 0,084 g/LL e NaH>PO4 a 0,06
g/L), a mesma apropriada para Teledsteos de dgua doce [39]. Sendo posteriormente
armazenadas em freezer -80°C até a sua utilizacdo. As carcagas restantes dos animais foram
armazenadas em freezer -20°C, e posteriormente recolhidos pela Divisdo de Gerenciamento de

Residuo da UFV.

2.2. Preparacao do hidrolisado da pele da tilapia-do-Nilo (O. niloticus) para obtencao
dos peptideos

As peles limpas foram homogeneizadas com um homogeneizador manual na propor¢do 1g
de pele limpa para 3mL de dgua destilada, posteriormente o homogenato foi centrifugado a
10000g, 4° C, por 10 minutos e liofilizado. O extrato liofilizado foi resuspendido em solu¢ao
tamponada (0,6g Tris-HCL e 0,01g CaCl, preparada em 100mL de dgua destilada), na
propor¢ao 1:1 (Smg do extrato liofilizado + SmL do tampao da amostra) e centrifugada a 2500g
por 12min., coletado o sobrenadante, a enzima tripsina foi adicionada a mistura na propor¢ao
1:0,2 (1000uL do extrato + 200uL de enzima) e incubada em banho maria em tempos distintos
(Oh, 2h, 4h, 6h e 19h) a 38° C, para digestdo. A enzima foi desativada aquecendo a mistura a
100° C por 15 minutos. A mistura foi arrefecida até a temperatura ambiente e centrifugada a
9000g por 10 minutos, para remogdo de detritos. O sobrenadante foi coletado e armazenado em
freezer -80° C até sua posterior utilizagdo. O nivel de concentracdo peptidica dos hidrolisados

foi medido usando o método de Bradford [40].

2.3. Analise de LC/MS-MS

A amostra do hidrolisado T19 foi analisada em um sistema LC-MS/MS, composto de um
UPLC nanoAcquity (Waters, EUA) e um espectrometro de massas modelo Amazon Ion Trap®
(Bruker Daltonics, Alemanha). A amostra foi submetida a uma andlise cromatografica em uma
coluna trap e uma coluna capilar C18 BEH130 1,7um — 100um x 100mm, operando com uma
taxa de fluxo de 0,400 pL/min. Os peptideos foram eluidos automaticamente e injetados em
espectrOmetro de massas, atuando no modo online, com o auxilio de uma agulha de ionizacao
nanoESI. Nesta etapa, as solu¢des de fase movel utilizadas para o programa de gradiente foram:

(A) agua e 4cido foérmico 0,1% (v/v) e (B) acetonitrila e dcido férmico 0,1% (v/v), com a
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programacdo cromatografica iniciando de um passo de dessalinizagdo com a manutencio de
5% de (B) durante 5 min, em seguida, um gradiente consistindo de uma rampa de subida linear
partindo de 5% até 50% de (B) durante 40 min, 50% de (B) durante 5 min, € uma rampa de
subida linear partindo de 50% até 90% de (B) durante 10 min, 90% de (B) durante 5 min, rampa
de descida linear partindo de 90% até 10% de (B) durante 5 min, seguido pela manutencio a
10% de (B) durante 5 min. Os ions foram escaneados em modo positivo para os espectros de
MSI1 na faixa de massas entre 300 e 1500m/z e MS2 entre 70 e 3000 m/z. A aquisi¢ao de dados
teve a duracdo de, aproximadamente, 75 min. O espectrdmetro lonTrap foi operado no modo
auto-MSn, o qual adquiriu espectros de MS2 para os fons mais intensos em cada espectro de
varredura completo, excluindo os fons de carga simples. A aquisi¢do dos dados foi gerenciada
pelo aplicativo Hystar, versdo 3.2 (Bruker Daltonics, Alemanha). Os espectros de massas foram
processados com o auxilio dos aplicativos Data Analysis, versao 4.0 (Bruker Daltonics,
Alemanha), utilizando-se as configura¢des padrdes para protedmica. As listas de picos foram
geradas no formato extensible mark-up language (* . mzXML) pelo aplicativo CompassXport,

versdo 3.0 (Bruker Daltonics, Alemanha).

2.3.1. Identificacao das Proteinas

As listas de massas foram confrontadas contra as sequéncias de proteinas do banco de
dados referente ao tdxon de Oreochromis niloticus (carregado em 13/09/2021, com 75.971
entradas). A comparagao foi realizada pelo aplicativo PEAKS, versao 7.0 (Bioinformatics
Solutions Inc., Canadd) [41]. Os parametros utilizados para a pesquisa foram: digestdo
enzimdtica pela tripsina ndo considerando a ocorréncia de clivagem perdida;
carbamidometilacdo da cisteina como modificacdo fixa e oxidagdo da metionina como
modificagdo varidvel. Tolerancia de erro para o ion parental e para os fragmentos foi de 0,2 Da,
considerando a andlise de fons com carga +2, +3 e +4. As proteinas foram consideradas
identificadas quando apresentassem, pelo menos, dois peptideos tnicos com FDR (False
Discovery Rate) menor que um porcento. As sequéncias de peptideos que ndo alinharam com
nenhuma das proteinas foram preditas pelo método de sequenciamento de novo, por meio do
algoritmo de novo only, o qual esta inserido na plataforma do aplicativo PEAKS, versdo 7.0

[42].

2.3.2. Caracterizacao da composicao de aminoacidos dos MCP’s
As sequéncias de aminodcidos dos peptideos de coligeno marinho (MCP’s), obtidas a

partir dos dados de espectrometria de massa, foram submetidas a quantificagdo de aminoécidos
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pela ferramenta ProtParam - EXPASy (SIB Swiss Institute of Bioinformatics., Suica).

2.4. Ensaios in vitro
2.4.1. Ensaio de Citotoxicidade/ Proliferacao

Os ensaios de citotoxicidade/proliferacdo foram realizados em triplicata com a linhagem
celular de Macréfago RAW 264.7 para defini¢ao dos compostos extraidos da tildpia com efeitos
mais promissores para o ensaio de proliferacdo e migracdo celular. As células foram
suplementadas com Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, suplementado com 10%
de soro bovino fetal, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina) a 37 °© C em
atmosfera com 5% de CO,. As células foram contadas em camara de Neubauer e plaqueadas a
uma placa de cultura de 96 pogos por um periodo de 24 horas a 37 ° C e 10% CO». Para
realizagdo dos testes, as células foram tratadas com homogenato com diferentes tempos de
hidrédlise (Oh, 2h, 4h, 6h e 19h) diluidos em meio suplementado com 10% de SFB por um
periodo de 24 horas. A estes diferentes hidrolisados demos o nome de TO, T2, T4, T6 e T19.
Logo apés, foi realizado o ensaio de MTT, previamente descrito por [43], para verificar a
viabilidade celular. Para andlise de MTT, os meios foram removidos dos pogos apds o periodo
de 22 horas e adicionados 50 uL de brometo de metiltiazolildifeniltetraz6lio (MTT) por pogo,
sendo novamente incubado por um periodo de 2 horas a 37°C e 5% de CO». Apés este periodo,
foi retirado 100 uLL do sobrenadante e adicionado 90uL. de DMSO por poco. As placas foram
homogeneizadas por 5 minutos e a absorbancia determinada a 570nm, utilizando um leitor de
placa Multiskan™ FC. A taxa de viabilidade celular em porcentagem foi obtida pela seguinte
férmula:

Viabilidade celular - OD570 (amostra) / OD570 (controle) x 100%

Onde os valores de densidade 6ptica (OD) das amostras e o controle sdo codificados como
OD570 (amostra) e OD570 (controle).
2.4.2. Ensaio de Arranhadura (Scratch assay)

Para o ensaio de arranhadura foi utilizada a linhagem celular de Macrofago RAW 264.7
cultivadas em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, suplementada com 10% de
soro bovino fetal, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) a 37 ° C em
atmosfera com 5% de CO». O ensaio foi realizado em triplicada. As células foram semeadas em
placas de 24 pocos a uma densidade de 5x10° células/pogo e depois cultivadas durante 24h em
monocamadas de células. Uma ponta de pipeta de 1000 pL foi usada para criar um arranhao
uniforme na monocamada de células. Os residuos de células ndo aderidas foram removidas por
lavagem com PBS por duas vezes. O grupo controle foi tratado com DMEM + 10% de SFB, e

os grupos testes foram realizados com (os compostos TO, T2, T4, T6 e T19). O fechamento do
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arranhdo foi observado usando um microscépio de luz invertido Leica, e a drea dos arranhdes
calculada com o software Image J. A taxa de fechamento do arranhdao em porcentagem foi
obtida pela seguinte férmula:

Taxa de fechamento do arranhdo (%) = (A o-A )/ A o X 100%, onde A o é a drea do

arranhdo no tempo 0 e A ; é a drea do arranhdo na hora designada.

2.5. Ensaios in vivo

2.5.1. Animais
Foram utilizados 30 camundongos (C57) knockout para IL-10, com peso médio de 28 + 2
g, com 20 semanas de idade. Os animais foram alocados aleatoriamente em grupos no Biotério
do Departamento de Nutricdo (Laboratério de Nutricio Animal /UFV). Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais com ciclos de 12 horas de claridade e 12 horas de escuriddo e
temperatura controlada (24 + 2 ° C, 60-70% umidade). Os animais tiveram acesso a dgua e
racdo comercial ad libitum. Todos procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica
Animal para o Uso de Animais em pesquisa, adotada pela Universidade Federal de Vicosa

(CEUA/UFV: 02/2020).

2.5.2. Delineamento Experimental
Os animais foram distribuidos randomicamente em trés grupos com 10 animais em cada.
Grupo: C, recebeu 50uL dgua destilada (controle); T1: 25uL do composto peptidico T19 (18,75
pg/mL) e T2: S50uL do composto peptidico T19 (37,5 pg/mL). As doses foram escolhidas com
base em estudos da literatura e andlises in vitro. A administracao dos tratamentos foi realizada
através de uso topico por 9 dias. Apds este periodo, os animais foram submetidos a eutanasia

por excesso de anestésico.
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Figura 1. Representacdo do modelo experimental de cicatrizagcao de feridas de segunda intencao
e evolucdo da ferida em relagdo ao tempo de exposicao ao composto peptidico T19. A imagem
superior mostra a distribuicdo da ferida excisional no dorso do animal (F1). A aparéncia geral
da ferida inicial (dia 0) e a evolugdo da cicatrizac¢do no (dia 9) apds receber o T19 € representado
por fotomicrografias. A area da ferida foi calculada no dia 0 e 9 (média + DP), com base em
imagens digitalizadas.

2.5.3. Feridas Cirurgicas

Os camundongos foram anestesiados com uma dose de injecao intraperitoneal do composto
contendo cetamina e xilazina (10 mg/kg). Apds a anestesia, foi realizada com o auxilio de uma
maquina de corte a depilagdo dorsolateral dos animais, e a drea foi limpa com alcool 70%. A
drea da ferida foi marcada com cristal violeta e medida com um paquimetro analégico
(Mitutoyo Sul Americana Ltda®, Sdo Paulo, Brasil) [44]. Uma ferida circular de segunda
intencdo de 12mm? de diametro foi feita na regido dorso-lateral de cada camundongo, até a
exposicao da fiscia muscular dorsal utilizando tesouras cirtirgicas. Amostras de tecido foram
obtidas a partir da ferida nos dias 0 e 9 apos a realizacdo da mesma. Estas amostras foram usadas

para andlises histologicas, bioquimicas e imunoistoquimicas.

2.5.4. Calculo da area e da taxa de contracio da ferida
A drea e a taxa de contragdo da ferida foram avaliadas em 9 dias usando imagens
digitalizadas com 4032 x 3024 pixels (dual camera 12 Mp + 12 Mp) obtidas pelo smartphone
Samsung Galaxy S9 Plus (Samsung, Manaus, Brasil). O indice de contragdo da ferida ICF (%)
foi calculado pela proporgao: édrea inicial da ferida (Ao) - area em um determinado dia (A1) /

area inicial da ferida (Ao) x 100 [45].

2.5.5. Analise Histolégica
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As amostras coletadas das feridas, com tecido do centro da lesdo e parte do tecido adjacente
as bordas das lesdes, foram fixadas em solu¢do de Karnovsky, desidratadas em dlcool etilico,
diafanizadas em xilol e imersas em parafina. Cortes histologicos (4um de espessura) foram
obtidos em micrétomo rotativo (Leica Multicut® 2045, Reichert-Jung Products, Germany).
Usamos 1 em cada 10 cortes para evitar a repeticdo da andlise da mesma drea histologica. Os
cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para andlise de células e vasos sanguineos
[44]. A visualizacdo das laminas e a captacdo das imagens foram realizadas por meio do
microscopio de luz Leica DM 750, acoplado a uma camera fotogréfica digital modelo Leica
MC170 HD. Para cada corte corado com HE foram obtidas, de forma radomizada, dez imagens
com resolucao de 2048 x 1536 pixels, com objetiva de 20x. A partir das imagens digitalizadas,
foi realizada a contagem de vasos sanguineos, com o uso de uma grade de 216 intersec¢des
associada ao software de andlise de imagens Image Pro-plus 4.5 (Media Cybernetcs®, Silver

Spring, USA).

2.6. Analises dos marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes

Fragmentos de tecido foram coletados de cada ferida e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido (-196 ° C), e armazenados em um freezer a -80 ° C. As amostras foram
homogeneizadas em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), amostra de 100 mg e 1 mL

de PBS, e centrifugada por 5 minutos a 10000g (12.000 rpm) sob refrigeracdo a 5° C [46].

2.6.1. Produciao de Peréxido de Hidrogénio
A produgdo de perdxido de hidrogénio (H»0:) foi medida em sobrenadantes de
homogenatos de tecidos. 50uL de sobrenadante foram incubados com S50uL de o-
fenilenodiamina (OPD), e um volume igual de peroxidase tipo II 15 mmol/ L. A conversdo da
absorbancia em concentragdes micromolares de H,O; foi calculada a partir de uma curva padrao
usando uma concentracdo conhecida de H>O,. Os resultados foram expressos como pmol/L

[47].

2.6.2. Anilise de Oxido Nitrico
O o6xido nitrico (NO) foi quantificado indiretamente por meio da detec¢dao de niveis de
nitrito / nitrato (NO2/ NOg3") pela reac@o de Griess padrao [48]. S0uL de sobrenadantes foram
incubados com um volume igual de reagente de Griess, (1% sulfanilamida, 0,1% N- (1-Naftil)
etilenodiamina e 2,5% H3PO4) e mantidos em temperatura ambiente por 10 minutos. A

conversao de absorbéancia nas concentracoes micromolares de NO foram obtidas a partir de uma
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curva padrao de nitrito de sédio (0-125uM) e expressas como concentragdes de NO (umol x L-

1).

2.6.3. Determinacio de Malondialdeido
A peroxidagdo lipidica (LPO) foi estimada de acordo com os niveis totais de
malondialdeido (MDA) [34]. A concentracdo de MDA foi determinada usando a curva padrao
de concentragdes de 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano (TMPO). Os resultados foram expressos

como pumol x L-1 por mg de proteina.

2.6.4. Atividade de Superéxido Dismutase
A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada pelo método usando a reducao
do superéxido (O-?) e peréxido de hidrogénio, diminuindo assim a auto-oxidacdo de pirogalol
[49]. A atividade de SOD foi calculada como unidades por miligrama de proteina, com uma
unidade (U) de SOD definida como a quantidade que inibiu a taxa de autoxida¢do do pirogalol

em 50%.

2.6. Analise de expressio de citocinas

Amostras de tecido cicatricial, coletadas nos dias 0 e 9, foram congeladas a -80 ° C,
homogeneizadas em tampao PBS 7,4 contendo 0,05% de Tween e centrifugadas a 3500g, por
30 minutos. O sobrenadante foi analisado com a utilizagdo de kits de imunoensaio, pela BD
Cytometric Bead Array (CBA) / Mouse Thl / Th2 do segmento de citometria BD notas (CBA)
(BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). Os dados foram coletados usando FACSCalibur e
analisados com o uso do sistema de software FCAP 3.0 (BD Biosciences, San Diego, CA,
EUA). As dosagens das citocinas IL-2 (interleucina-2), IL-4 (interleucina-4) e IFN-y
(Interferon-y) foram fornecidas para citometria de fluxo, de acordo com as recomendacdes do

fabricante.

2.7. Analise de Imunohistoquimica

Para a andlise imunohistoquimica, as amostras de tecido foram cortadas em pequenos
fragmentos e colocados em solucdo tampao, PBS- T (1%), durante 1 hora e 30 minutos,
trocando a solu¢do a cada 30 minutos, para propiciar a abertura da membrana, permitindo,
assim, a entrada do anticorpo. Apds esta etapa, foi retirada toda a solugdo tampao e acrescentado
40 pl de anticorpo diluido, sendo entdo, armazenado na geladeira por 48 horas. Foram utilizadas

as solugdes de anticorpos primdrios nas seguintes propor¢oes (Anti-CD31 — 1/500, Anti-CD
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163 — 1/500, Anti-MMP (PCNA) — 1/500, Anti-COX-2 — 1/1000, Anti-Ki 67 — 1/500). Logo
depois, os frascos foram lavados com TBS, a fim de lavar os anticorpos primdrios e evitar a
super marcacdo. Entdo, foi adicionado 40 pl de Isotiocianato de fluoresceina (FITC) como
anticorpo secundério, acondicionado overnight. Em seguida, as amostras passaram pelo
processo de desidratacdo e inclusdo na resina. Todas as etapas foram realizadas no escuro.
Depois de finalizado o protocolo imunohistoquimico, foram obtidas fotografias, através do
microscopio EVOS™ M5000 Imaging System da Thermo Fisher Scientific. Posteriormente,
as fotografias foram editadas no programa GIMP versdo 2.10.24, para que permanecessem
apenas as estruturas marcadas pela técnica de imunohistoquimica nas imagens. E entdo, as
imagens ja editadas foram analisadas no programa Image J versdo 1.42q, para a contagem de

estruturas marcadas.

2.8. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software
Inc., San Diego, Califérnia, EUA). Os resultados foram expressos como média e desvio padrao
(média £ DP) e uma andlise de variancia one-way ANOVA foi feita seguido pelo teste

paramétrico de Student- Newman-Keuls. A significancia estatistica foi estabelecida em P <0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Hidroélise Enzimatica

Ap6s a hidrolise enzimadtica realizada com a enzima tripsina, foram obtidos 5 diferentes
compostos de acordo com o seu tempo de incubacdo, sendo TO, T2, T4, T6 e T19. A anélise de
Bradford determinou o nivel de concentragdo peptidica contida nas dosagens de 25 e 50

microlitros do composto peptidico T19, que foi de 18,75 pg/mL e 37,5 pg/mL, respectivamente.

3.2. Analise de LC/MS-MS
3.2.1. Caracterizacao dos peptideos
Ap6s as analises do composto peptidico T19, foi gerado como resultado um relatério com
as descricdes das proteinas e sequéncias de aminodcidos dos peptideos presentes na amostra. A
relacdo proteina/peptideo encontrada, contém: 16 proteinas (identificadas com 1 ou mais
peptideos, com pesos moleculares menores que 2 kDa (Tabela 1)); 2 protéinas nao
caracterizadas identificadas pelo BLASTp (Tabela 2); e 136 TAGs (sequéncias que nao

alinharam com as proteinas identificadas (Anexo 1)).
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3.2.2. Composi¢cao de aminoacidos de MCP’s

Os peptideos do coldgeno tipo 1 (alfa 1, 2 e 3) da pele da tilapia-do-Nilo foram analisados
em termos de composi¢io, quantificacdo e a propor¢ao (%) de aminodcidos e os resultados sao
mostrados na Tabela 3. Os MCP’s (Peptideos de Colageno Marinho), da pele da tildpia-do-Nilo
continha nove aminodcidos essenciais, dos quais cinco apresentaram residuos (11,76%) e treze
aminodcidos ndo-essenciais, dos quais nove apresentaram residuos (88,24%). A quantidade de
glicina, prolina e alanina como os principais aminoacidos em MCP’s representou 33,6%, 16%
e 16%, respectivamente. Esses eram consistentes com a sequéncia Gly-Pro-Ala. O contetido de
aminoacidos (glicina, prolina e alanina) presente nos MCP’s foram 78 residuos por 119
aminodcidos totais. A partir da composicao de aminoacidos, a maioria dos residuos em MCP’s
eram hidrofilicos, como glicina, dcido glutdmico, arginina, 4cido aspartico, lisina, serina,

valina, leucina e isoleucina, que representaram mais de 56% do total de residuos.



Tabela 1. Sequéncias de peptideos que se alinharam as proteinas provenientes do hidrélisado da pele da tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

Accession Description Mass (Da) Peptide Sequence

GIMG6I5|GOM6I5_ORENI Collagen type I alpha 1 OS=Oreochromis niloticus 868,4402 GPSGAAGAPGK
0X=8128 GN=COL1A1l PE=2 SV=1 798,3871 GDTGPAGPK
1114,5002 EGTPGNEGAAGR

13]S34[13JS34_ORENI Nucleoside diphosphate kinase B OS=Oreochromis 1190,5389 FVQASEDHMK
niloticus OX=8128 PE=3 SV=2

I3J1U5|13J1U5_ORENI EF-hand domain-containing protein OS=Oreochromis ~ 1238,5415 AFLSAGDSDGDGK
niloticus OX=8128 GN=LOC100692640 PE=3 SV=2

I3JTB6|13JTB6_ORENI Plasminogen activator urokinase a OS=Oreochromis 905,4971 NKPGVYTK
niloticus OX=8128 PE=4 SV=2

GIOM617|GOM6I7_ORENI Collagen type I alpha 3 OS=Oreochromis niloticus 1095,4945 GNNGDPGPSGPK
0X=8128 GN=COL1A3 PE=2 SV=1 699,3551 GVDGAPGK
1519,7378 GESGPSGPAGPAGPAGVR
1280,6472 GEAGAVGVAGPSGPR

29



B9A9D4|B9AID4_ORENI Myoglobin OS=0Oreochromis niloticus OX=8128 1107,5812 VIADLEASYK
GN=Mb PE=2 SV=1 1155,5996 AGLDAAGQQGLR

AOA669FBF2|A0A669FBF2_ORENI Serotransferrin OS=0Oreochromis niloticus OX=8128 1197,5414 FGNTGTDPSFR
GN=LOC100691316 PE=3 SV=1

AO0A669CD0O6|A0A669CD06_ORENI L-lactate dehydrogenase OS=Oreochromis niloticus 1190,6217 SVADLVESIMK
OX=8128 PE=3 SV=1




Tabela 2. Sequéncias de peptideos que se alinharam as proteinas nio caracterizadas oriundas da pele da tildpia-do-Nilo identificadas a partir do
BLASTDp.

Accession Accession Description Organism Total Query e-Value Per.
UNIPROT NCBI Score  Cover Ident.

AOA669DS57|A0A669DS57_ORENI  XP_019213375 myosin heavy chain, Oreochromis 3835 100% 0.0 97.83%
fast skeletal muscle niloticus
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Tabela 3. Composicao e quantificacdo de aminoacidos derivado dos peptideos que se alinharam
as proteinas de coldgeno tipo I (alfa 1, 2 e 3) presentes na pele da tilapia-do-Nilo.

Amino Acid Residues Per 119 (%)
Total Amino Acid
Residues

Arg (R) 6 5.0%

Asp (D) 4 3.4%

Gln (Q) 1 0.8%

Gly (G) 40 33.6%

Ile (I) * 1 0.8%

Lys (K) * 4 3.4%

Phe (F) * 0 0.0%

Ser (S) 7 5.9%

Trp (W) * 0 0.0%

Val (V) * 4 3.4%

Sec (U) 0 0.0%

Nota: * aminoacidos essenciais

3.3. Analises in vitro
3.3.1. Ensaio de Citotoxicidade/Proliferacao
Nenhuma citotoxicidade foi observada apds a exposicdo das células de macréfagos ao
homogenato liofilizado e ao T19. Além disso, a maior taxa de proliferacdo e migracdo celular

foi observada no T19 apds uma incubacdo de 24h e contendo 37,5 pg/mL. (Figura 2a e 2b).
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Figura 2. Efeitos dos hidrolisados em cultura de macréfagos RAW 264.7 no ensaio de
citotoxicidade/proliferacdo. (a) Grafico estatistico dos resultados da viabilidade celular. (b)
fotomicrografias ilustrando a confluéncia de células macr6fagos RAW 264.7 em C (grupo
controle: células cultivadas em DMEM c/ SFB 10%) e grupo T19. Bar = 100 um. No grafico,
os dados sdo representados como média e desvio padrdo. O simbolo # representa diferenca
estatistica entre C (controle), HL (Homogenato liofilizado), TO, T2, T4 e T6. Teste paramétrico
de Student- Newman-Keuls, p <0,05.

3.3.2. Efeito do T19 no ensaio de Arranhadura (Scratch assay)

Os efeitos de diferentes tempos de hidrédlises (TO, T2, T4, T6 e T19) no processo de
cicatrizagdo foi investigado usando o ensaio de arranhadura in vitro com células macréfagos
RAW 264.7. A taxa de fechamento do risco foi calculada apds 24h e o resultado foi apresentado
na Figura 3. A amostra ndo hidrolisada (TO) ndo demonstrou ter resultado significativo se

comparado ao grupo controle. As amostras hidrolisadas em T2, T4, T6 e T19 potencializaram
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a proliferacdo e a migragdo celular, sendo que foi na hidrélise T19 que o composto apresentou

maior potencial migratério quando comparado aos demais grupos.
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Figura 3. Efeitos de diferentes tempos de hidrélises no ensaio de arranhadura in vitro com
Macréfagos RAW 264.7. C: grupo controle (células cultivadas em DMEM c¢/SFB 10%) TO, T2,
T4, T6 e T19 (grupos teste tratados com homogenato liofilizado da pele da tildpia-do-Nilo em
diferentes tempos de hidrélises Oh, 2h, 4h, 6h e 19h). A avaliacdo da contragdo ocorreu apds
24h. No grafico, os dados sdo representados como média e desvio padrdo. O simbolo *
representa diferencga estatistica entre C (controle); e # representa diferenca estatistica entre TO.
Teste paramétrico de Student-Newman-Keuls, p <0,05.

3.4. Analises in vivo
3.4.1. Area da ferida e indice de contracio
A drea da ferida foi menor no grupo T2, tratado com 50 pL. do composto peptidico T19
(37,5 pg/mL), e T1, tratado com 25 pL do composto peptidico T19 (18,75 pg/mL), quando
comparado ao grupo controle tratado com 50 pL de dgua destilada (Figura 4a). O indice de
contracdo da ferida foi maior no grupo T2 e T1 respectivamente, quando comparados ao

controle no 9° dia (Figura 4b e 4c).
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Figura 4. Representacdo da érea da ferida (mm?) (a). ICF (%) = indice da contracdo da ferida
em porcentagem (b). Grupo: C, recebeu 50 uL. de agua destilada (controle); T1: recebeu 25 uL.
do composto peptidico T19 (18,75 ug/mL) e T2 recebeu 50 pL. do composto peptidico T19
(37,5 pg/mL). Administragdao da dose por via topica. Nos graficos, os dados sdo representados
como média e desvio padrao. O simbolo * representa diferenca estatistica entre o C (controle).
Teste paramétrico de Student-Newman-Keuls, p <0,05.

3.4.2. Resultados Histopatologicos
No dia 9, a proporcdo de células e vasos sanguineos do grupo T1 e T2 foram maiores
quando comparado ao grupo controle. Porém, o resultado mais expressivo, é observado no
grupo T2 (Figura 5a e 5b). A distribuicdo representativa de células e vasos sanguineos na

cicatriz do tecido dos diferentes grupos é mostrado na Figura Sc.
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Figura 5. (a) celularidade, (b) vasos sanguineos e (c) fotomicrografias mostrando células e vasos
sanguineos no tecido cicatricial de camundongos (C57) knockout IL-10 tratados com
hidrolisado da pele da tildpia-do-Nilo no nono dia, bar = 100 um. Grupo: C, recebeu 50 uL de
agua destilada (controle); T1: recebeu 25 uL do composto peptidico T19 (18, 75 ug/mL) e T2
recebeu 50 puL do composto peptidico T19 (37,5 pg/mL). Nos graficos, os dados sao
representados como média e desvio padrdo. O simbolo * representa diferenca estatistica entre
C (controle). Teste paramétrico de Student-Newman-Keuls, p<0,05.

3.5. Resultados dos marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes
3.5.1. Enzima Antioxidante
Os valores para a enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD) ndo foi diferente entre

0s grupos apds a exposi¢do aos compostos (Figura 6a).

o
~—

SOD (U/mg proteina)

Figura 6. Niveis de (a) superoxido dismutase (SOD), no tecido cicatricial de camundongos
(C57) knockout IL-10 tratados com hidrolisado da pele da tildpia-do-Nilo. Grupo: C, recebeu
50 pL de 4gua destilada (controle); T1: recebeu 25 puL. do composto peptidico T19 (18,75
pg/mL) e T2 recebeu 50 pLL do composto peptidico T19 (37,5 pg/mL). No grafico, os dados sdo
representados como média e desvio padrdo. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
Teste paramétrico de Student-Newman-Keuls, p>0,05.
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3.5.2. Avaliacao de marcadores de estresse oxidativo
No dia 9, os niveis de H>O; foram maiores nos grupos tratados com T1 e T2, em relagcdo
ao grupo controle (Figura 7a). As concentracdes de 6xido nitrico (NO), foram maiores nos
grupos tratados com T1 e T2, quando comparado ao grupo controle no dia 9. Porém, o resultado
mais expressivo, € observado no grupo T2. (Figura 7b). Os niveis de malondialdeido (MDA)

ndo foram significativamente diferentes durante o periodo de teste (Figura 7c).
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Figura 7. Niveis de (a) per6xido de hidrogénio (H202), (b) oxido nitrico (NO) e (c)
malondialdeido (MDA), no tecido cicatricial de camundongos (C57) knockout IL-10 tratados
com hidrolisado da pele da tildpia-do-Nilo. Grupo: C, recebeu 50 pL de agua destilada
(controle); T1: recebeu 25 pL. do composto peptidico T19 (18,75 pg/mL) e T2 recebeu 50 L.
do composto peptidico T19 (37,5 pg/mL). No grafico, os dados sdo representados como média
e desvio padrdo. O simbolo * representa diferenca estatistica entre o C (controle); e # representa
diferenga estatistica entre T1. Teste paramétrico de Student-Newman-Keuls. P<0,05.
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3.6. Analise de citocinas pro e antiinflamatérias em tecido cicatricial

Em relacdo ao perfil inflamatorio, observou-se que as citocinas pro-inflamatdrias (IL-2 e
INF-y) foram elevadas nos grupos T2 no dia 9, quando em comparacdo com 0s outros grupos
(Figura 8a e 8b). Ao analisar o marcador anti-inflamatério (IL-4) no dia 9, observa-se que os
animais que receberam o T2 apresentaram niveis mais elevados, quando comparado ao T1 e ao

grupo controle no mesmo dia.
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Figura 8. Niveis de citocinas pré-inflamatérias: a-Interleucina-2 (IL-2), b-Interferon gama
(INF-gama) e citocinas anti-inflamatérias: c-Interleucina-4 (IL-4) no tecido cicatricial de
camundongos (C57) knockout de IL-10 no dia 9. Grupo: C, recebeu 50 pL de dgua destilada
(controle); T1: recebeu 25 puLL do composto peptidico T19 (18,75 pg/mL) e T2 recebeu 50 uL
do composto peptidico T19 (37,5 pg/mL). No grafico, os dados sdo representados como média
e desvio padrao. O simbolo * representa diferencga estatistica entre o C (controle); e # representa
diferenca estatistica entre T1. Teste paramétrico de Student-Newman-Keuls, p<0,05.

3.7. Imunohistoquimica

No dia 9, os niveis dos marcadores de CD31 e PCNA foram maiores nos grupos tratados
com T1 e T2, em relacdo ao grupo controle (Figura 9a e 9¢). Os niveis dos marcadores CD163
e COX-2 foram menores no grupo T1 e T2 quando comparado ao controle, no dia 9, sendo a
diferenga mais expressiva observada no T2 (Figura 9b e 9c). O nivel do marcador para Ki67 foi
maior no grupo tratado com T2, quando comparado ao T1 e ao controle respectivamente (Figura

9d).
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Figura 9. Niveis de marcacdes positivas: a) CD31%; b) CD163*; ¢) COX-2*; d) Ki67*; e) PCNA*
e f) fotomicrografia ilustrando os marcadores no tecido de camundongos (C57) knockout de IL-
10 nos dias 0 e 9. Grupo: C, recebeu 50 uL. de agua destilada (controle); T1: recebeu 25 pL. do
composto peptidico T19 (18,75 pg/mL) e T2 recebeu 50 uL do composto peptidico T19 (37,5
pg/mL). Os resultados sdo apresentados como quantidade de pixels por mm? por campo
analisado. No grafico, os dados sdo representados como média e desvio padrdo. O simbolo *
representa diferenca estatistica entre o C (controle); e # representa diferenca estatistica entre
T1. Teste paramétrico de Student-Newman-Keuls, p <0,05.
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4. DISCUSSAO

Atualmente, a identificacdo de peptideos animais com propriedades curativas tem aberto
uma nova perspectiva para o tratamento de feridas cutaneas [29,50,51]. Em nosso estudo,
observamos que o composto hidrolisado da pele da tildpia-do-Nilo T19 apresentou resultados
eficaz no processo de reparo cutdneo. Segundo Alves et. al. (2020), resultados positivos em
relacdo a diminui¢do da drea da ferida foi encontrado no tecido de feridas cuténeas infectadas
apds a exposicdo a peptideos obtidos apartir da pele da tildpia-do-Nilo [52]. Este efeito
possivelmente ocorre porque algumas AMPs (Peptideos Antimicrobianos), presentes na pele
da tildpia-do-Nilo, possuem potente efeito microbicida, além de atuar na modulacdo indireta do
sistema de defesa do hospedeiro através do aumento do sistema imunolégico e da resposta
celular [53]. Essa caracteristica vem sendo associadas a presenca dos peptideos piscidina 3
(TP3) e piscidina 4 (TP4), ambos origindrios da espécie O. niloticus [52]. Além disto, estudos
recentes t€m sugerido que peptideos obtidos a partir da hidrolise da pele da tildpia-do-Nilo
também apresenta atividades anti-inflamatoria, proliferativa, antioxidante, antibacteriana e anti-
hipertensiva que podem alterar positavemente o processo de reparo cutaneo [34].

Atraves da hidrolise enzimética do coldgeno presente na pele da tildpia-do-Nilo, variados
grupos peptidicos podem ser obtidos em diferentes tempos de digestdo [54]. Das 16 proteinas
identificadas em T19, foram identificados peptideos do coldgeno tipo 1 (alfa 1, 2 e 3)
conhecidos como MCP’s (Peptideos de Colageno Marinho). Diferentes enzimas estdo
envolvidas na produgdo de peptideos a partir do coldgeno, sendo elas: bromelaina, ficina,
papaina, pepsina, tripsina e quimiotripsina [55]. Um recente estudo publicado, analisou os
peptideos extraidos da pele da tilapia-do-Nilo e foram localizados componentes com menos de
1, 3 e 5 kDa o que representou 73,92%, 95,84% e 99,14%, respectivamente, 0 que mostrou que
os peptideos do colageno da pele da tildpia eram compostos principalmente por uma série de
polipeptideos com pequenos pesos moleculares [34, 56]. Os hidrolisados de colageno
geralmente contém uma alta concentracao de tripeptideos de coldgeno com uma sequéncia Gly-
X-Y, em que Gly € o aminoacido glicina; X, quase sempre € prolina e Y, alanina. Em geral, o
coldgeno contém cerca de 30% de glicina, 12% de prolina € 11% de alanina [57-60]. No
presente trabalho a quantidade de glicina, prolina e alanina como os principais aminodcidos em
MCP’s representou 33,6%, 16% e 16%, respectivamente. Esses eram consistentes com a
sequéncia Gly-Pro-Ala frequentemente observado nas sequéncias de coldgeno (3,4 - 5,5%)

[59,61]. A propriedade hidrofilica de MCP’s podem ser usadas para melhorar a
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histocompatibilidade e absorcao [34,57]. No procedimento de preparacdo e identificacdo dos
MCP’s, até o presente momento, ndo foi encontrado estudos utilizando somente a enzima
tripsina, apenas, um complexo de proteases contendo 7% de tripsina, 65% de papaina e 28% de
protease alcalina, em busca de extrair peptideos da pele de Chum Salmon (Oncorhynchus keta)
[26]. Em outro estudo, j4 mencionado anteriormente, utilizou-se das enzimas protease neutra e
papaina afim de extrair MCP’s da pele da tilapia-do Nilo (O. niloticus) [34].

A Tripsina € uma serino-protease que age clivando na extremidade C-terminal dos
aminodcidos lisina e arginina [62]. Tendo em vista a ampla utilizacdo da tripsina para a
caracterizacdo de proteinas usando a espectrometria de massas (buttom up proteomics) [63,64].
No presente estudo somente a enzima tripsina foi utilizada para analisar o seu potencial na
geragdo de MCP’s.

O ensaio in vitro para avaliar citotoxicidade/proliferacdo e potencial migratério das células
tem se mostrado ferramentas importantes para entender a acdo de um composto no processo de
cicatrizacdo de feridas e tem sido usadas como um norteador em relagdo a dose e o tempo de
exposi¢do dos compostos, servindo como um guia para a realizacdo de estudos in vivo
[27,65]. Foi observado que, além do T19 mostrar maior capacidade proliferativa e de migragcao
nestas células quando comparado aos demais hidrolisados, este composto nao mostrou efeito
citotéxico. Além disto, também foi observado uma maior capacidade proliferativa e de
migracdo apds a exposi¢do de 50 pl (37,5 pg/mL). Baseado nisto o composto T19, que
apresentou os melhores resultados nos referidos testes in vitro, foi escolhido para ser testado no
ensaio in vivo. Corroborando com os resultados in vitro, as andlises in vivo demostraram que a
dose de 50 pl (37,5 pg/mL) administrada no grupo T2, proporcionou um fechamento mais eficaz
da ferida com aumento no indice da taxa de contracdo da ferida. Este resultado estd
possivelmente associado a modulacao inflamatdria promovida pelo composoto [28—30,66].

O processo de cicatrizagdo de feridas é composto por trés fases diferentes sobrepostas entre
si, € na fase inicial observamos aumento no nimero de células que sdo importantes para a
producdo de mediadores que promovem a evolucdo do processo cicatricial [9]. Nesta fase as
células presentam elevada atividade metabdlica e precisam receber nutrientes e oxigénio para
que as funcdes celulares sejam mantidas, para isto o tecido também apresenta um elevado
numero de vasos sanguineos que mantém a homeostase celular [67,68]. No presente estudo, foi
observado que no dia nove houve aumento da celularidade e da vascularizagdo tecidual apds a

exposi¢ao de 50 pl de T19 na dosagem de (37,5 pg/mL), quando comparado aos demais grupos.
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Estes resultados demonstram o efeito promissor do T19, especialmente nas fases inflamatorias
e de proliferacdo do processo cicatricial, onde o recrutamento de células e a boa vascularizagcdao
tecidual sdo imprescindiveis para o correto fechamento da ferida, bem como para a sintese do
tecido de granulacdo, importante arcabouco para a sintese de outros componentes de matriz
extracelular [69,70].

Nossos achados de celularidade no dia 9 foram corroborados pelos dados de
imunohistoquimica, ja que os marcadores CD31, Ki67 e PCNA estavam aumentados nos grupos
T1 e T2. CD31 ¢ uma molécula de adesdao endotelial plaquetdria (PECAM-1), geralmente
considerado um sensivel marcador endotelial especifico [71]. Os aumentos destes marcadores
mostram que T19 é eficaz para estimular a neoagiogenese e consequentemente fornecer um
ambiente adequando para o metabolismo celular nas fases iniciais do processo de cicatrizagc@o
das feridas. Além da nutricdo e oxigena¢ao adequadas, a expressdo aumentada da CD31 esta
intimamente relacionada a sintese de componentes da matriz, em especial o tecido de
granulacdo, que confere a ferida uma matriz favordvel para a sintese e deposicdo de outros
componentes importantes para formag¢ao de um tecido forte e resistente [72,73]. O aumento
morfolégico observado na celularidade foi corroborado pelo aumento no marcador Ki67,
importante marcador de proliferacao celular [74] e que se mostrou aumentado também apds a
exposicao ao T19. O aumento deste marcador estd intimamente associado ao aumento de CD31,
jd que para que a célula se divida e repovoe determinado tecido ela precisa de nutriente e
oxigénio. Associado a isto, nosso composto também promoveu um aumento na expressdao de
PCNA, proteina nuclear ndo histonica que € ativamente expressa no ciclo celular, especialmente
na fase S do processo. Esta proteina funciona como uma proteina auxiliar para a DNA
polimerase, auxiliando na regulacdo das passagens pelas diferentes fases do ciclo celular. Se
aumento esté relacionado a maior capacidade da célula em ciclar e consequetemente em dividir
[75,76]. O importate papel destas proteinas na evolucio do ciclo celular ja é conhecido, mas o
aumento na sua expressao apds a exposi¢do de compostos obtidos a partir da pele da tilapia
nunca havia sido relatado antes, o que mostra o potencial inovador do nosso estudo. Esses
resultados quando interpretados conjuntamente mostram que o T19 tem acao benéfica para o
tratamento de lesdes cutineas, especialmente nas fases iniciais do processo de cura das feridas.

Interessantemente, apds a exposicdo aos compostos T1 e T2 observou-se diminuicao nos
marcadores CD163 e COX-2. CD163 é um marcador exclusivo de células da linhagem

mondcito/ macrofago, frequentemente expresso em macréfagos ativados [77]. Sabe-se que
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macréfagos positivos para CD163 sdo encontrados durante a inflamacao aguda e na inflamacgao
cronica [78]. Segundo Akila et. al. (2012), macréfagos positivos para CD163 desempenham um
papel importante na resolucdo da inflamacdo, uma vez que sdo encontrados em altas taxas nos
tecidos inflamados. A expressdo do mRNA e da proteina de CD163 € regulada de forma positiva
durante o periodo fagocitico mais comumente na fase de resolu¢do da inflamacgdo [79]. Em
nossos achados, observamos que a expressdo de CD163 foi significativamente reduzida no
grupo T2 no dia 9, em comparacdo com o controle. Esta redugdo, pode indicar que T19
promoveu a resolugdo do processo inflamatério de forma ripida e eficicaz, uma vez que o grupo
controle apresentou aumento consideravel de CD163 em 9 dias. Corroborando com este achado,
observamos também diminui¢cdo na expressao de COX-2, que é expressa predominantemente
em células inflamatorias e regulada positivamente em inflamagdes cronicas e agudas [80]. A
expressio da COX-2 € estimulada por diferentes fatores de crescimento, citocinas e
prostaglandinas, que estd associada a resposta inflamatéria [81]. Quando analisamos
conjuntamente os resultados encontrados para CD163 e COX-2 observamos um controle
significativo do processo inflamatoério, mostrando que nosso composto foi eficaz para evitar o
desenvolvimento de uma inflamacdo cronica e consequentemente promoveu um controle de
citocinas e outros compostos que sdo importantes para as fases inicias do processo inflamatério,
mas que se persistirem podem causar lesdes teciduais e assim comprometer o processo de cura
dos tecidos.

Durante a fagocitose, as células inflamatdrias, especialmente macréfagos e neutréfilo
produzem uma série de mediadores, citocinas, radicais livres e EROs que sdo importante para
aumentar a capacidade microbicida dos fagdcitos [82,83]. No entanto, se este processo persiste
alguns compostos lesivos podem extravasar e lesar os tecidos adjacentes [84]. Entre as ERO's
que sdo liberadas no tecido estd o peroxido de hidrogénio (H20:), que podem provocar
processos degenerativos e de morte celular nos tecidos compromometendo sua fun¢do [85,86].
Supreendemente, observamos que em nosso estudo houve um aumento de H,O2 e NO apos a
exposicao ao T19, no entanto quando analisamos a a¢do de peroxidacdo lipidica no tecido
através da quantificacio de MDA observamos que ndo houve diferencga significativa entre os
grupos. Provavelmente isto ocorreu porque o H>2O2 € o NO produzidos ficaram retidos dentros
dos fagdcitos para aumentar seu potencial microbicida e ndo foram extravasados para os
tecidos, ndo produzindo danos nas membranas das células dos tecidos analisados. No entanto,

para confirmar esta hipétese seria interessante analisarmos a expressdo génica destes compsotos
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juntamente com outros marcadores de lesdo tecidual, bem como de compostos antioxidantes
para estabelecermos uma possivel via mecanicista que justifique estes achados.

Outro importante mediador e consequentemente importante marcador no processo de reparo
cutdaneo sao as citocinas. As citocinas sdo mediadores necessdrios para conduzir a resposta
inflamatdria aos locais de infeccdo e lesdo, favorecendo a cicatriza¢io apropriada da ferida [87].
A IL-2 € uma proteina de 15 kDa, produzida principalmente por células-T-CD4 e em menor
quantidade por células-T-CD8+. Age através de receptores IL-2Ra, IL-2R e IL-2Ry, usando a
via intracelular JAK/STAT (Familia Janus de tirosinoquinases/fatores de transcricdo) para
estimular o crescimento e a proliferacao de linfécitos-T e células-B. Também induz a producao
de outras citocinas, como, por exemplo, I[FNy (Interferon-gama) e TNFP (fator de necrose
tumoral-beta), o que resulta na ativacao de mondcitos, neutréfilos e células NK [87]. Desse
modo, fica evidente que a IL-2 contribui para a geracdo e a propagacdo de respostas
imunolégicas especificas do antigeno e para promo¢do do processo inflamatério [88,89].
Nossos resultados mostraram um aumento na produgdo de IL-2 e consequentemente de IFN-y
apods 9 dias de exposicdo ao T19. Interessantemente, os animais usados em nossa pesquisa eram
knockout para IL-10, citocina que € produzida principalmente por células CD8* ativadas. A
principal funcdo da IL-10 € inibir a producdo de IL-2, IL-12 e IFN. Nossos resultados
mostraram que mesmo sendo os animais knockout houve aumento na produgao de IL-2 e IFN-
Y, 0 que demonstra o potencial de T19 de promover inflamacao tecidual especialmente nas fases
iniciais do processo. O desenvolvimento da inflamacao € a base para que o processo de reparo
cutaneo ocorra de forma harmoniosa e segura, por isto € desejdvel que o processo inflamatério
ocorra de forma coordenada e controlada [90,91]. Entdo a liberacdo de IL-2 e IFN € desejdvel
nas fases iniciais do processo, agindo na modula¢do da resposta imunoldgica de Thl para Th2.
As células Thl sdo responsédveis pela sintese de IL-2, IFN-g, IL-12, IL-16, IL-18, todas
aumentando a resposta inflamatdria, enquanto Th2 tem como caracteristica a producdo de IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, e IL-13, as quais podem atuar na defesa contra parasitas. Além disto, IFN-
y pode induzir a producdo de IL-2 agindo no perfil da resposta imunolégica Th2 para Th1 [88].
Toda esta interacdo demonstra o papel importante que a modulacao na produgdo destas citocinas
pode promover no controle da inflamacao e consequentemente no processo de reparo tecidual.
Assim, o desenvolvimento de novos compostos como o T19 que promovem modulacdo no
processo inflamatdrio é muito desejavel, pois promovem indiretamente uma modulagdo na

proliferacdo e migracdo celular, bem como na sintese de matriz e melhora na resposta imune
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inata na area da ferida [92-94].

Assim, nossos resultados indicaram que o composto hidrolisado da pele da tildpia-do-Nilo,
T19 é eficaz para o reparo tecidual, através de seu potencial proliferativo acelerando a
cicatrizagdo das feridas em camundongos (C57) knockout IL-10. O composto hidrolisado T19
foi eficaz na modulacdo da fase inflamatdria reduzindo COX-2 e aumentando IL.-4, acelerando
assim a fase de remodelacdo. Além disso, T19 aumentou expressio de marcadores de
proliferacdo celular e angiogénese, fundamentais na cicatrizacdo de feridas cutdneas. Para
melhor compreensdao dos mecanismos adicionais dos processos celulares envolvidos, mais

analises moleculares devem ser realizadas.
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6. APENDICE 1

Peptideos Massa Peptideos Massa  Peptideos Massa
(Da) (Da) (Da)

WWYVLDGPLGRRVWK 1930,0366 DYELLK  779,4065 CHLK 556,2791

KPLGATGFLKRK 1314,8135 TYLLGR  721,4122 WEFMK  626,2886

KPLGADGKLKK 1153,7183  RLVLLK  740,5272  WRER  645,3347

WGPAGYTLSTR 1207,5986 WGTPAK  658,3438 WYQK  623,3067

WVDDAVKEAR 1187,5935 YMSRPK  780,3952 WDHR 612,2769

VLADLLEAHK 1107,6287 GHAVLK  623,3755 EVLR  515,3068

LSSPATVKSR 1044,5928 RKSYRK 836,498 WLRR  629,3762

ETLTVTNPK 1001,5393  TLTPPR  683,3966  WRLR  629,3762

NLLALPLTR 1009,6284 QALGNK  629,3497  WLQR  601,3336

VATVSLPR 841,5021 EEQAR 631,2925 WRKR 644,387

QLLGSTLK 858,5175 VYLYR 712,3908 WYHK  632,3071

KASSAYTK 854,4498 LGPAR 512,3071 MHAK  501,2369

MMNSSGER 942,3535 CYEEK 727,2847  YFDR  599,2703
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YTMDPRR 937,444 RPSLK 599,3755 RLGR  500,3183

QAGLPWR 826,4449 NHGPR 579,2877  WRYK  651,3492

DLDKLAR 829,4658 YLCKR 738,3846 CSER  550,2169

RQRGALK 827,5089 WNVLK  658,3802 WYHR 660,3132

QMTDFHK 905,4066 WQPAK  628,3333 WRYR  679,3554

NRAASAK 716,3929 CYAAK  611,2737  RLRR  599,3979

NEYLLK 778,4225 RVNGR 600,3456 LMER  547,2788

CMRNEK 836,3633 LKVR 5143591  WLRK 601,37

QLLVLR 740,4908 WFHR 644,3183
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