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RESUMO

Paulino JT. Estudo do efeito do curativo biologico (pele de rd) comparado ao curativo
convencional sobre Ulcera diabética em ratos com diabete crbnico [dissertacao]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2023.

Introduc&o: Ulceras de pé diabéticos (UPD) séo lesbes cronicas, que podem evoluir
com infeccéo, deiscéncia, amputacao e necrose. Varios autores analisaram diferentes
curativos para o tratamento da UPD, porém ndo ha um tratamento padrao.
Atualmente, preconiza-se a utilizagdo do xenoenxerto como uma estratégia de
tratamento. O objetivo desse estudo é analisar o efeito da pele de rd sobre UPD.
Métodos: Foram analisados 20 ratos Wistar machos, com peso variando de 200
a 300g. Todos os animais receberam Estreptozotocina (55 mg/kg) para a inducéo de
diabete. Ao longo de dois meses esses animais receberam subdoses de insulina de
acao prolongada duas vezes por semana para mimetizar quadro de diabete crénico
moderado. Ao final desse periodo os animais foram submetidos a cirurgia para a
criacdo de UPD no dorso das patas (1x1 cm). Esses animais foram divididos em dois
grupos: grupo controle-curativo com gaze e soro fisioldgico 0,9% (n=10), grupo pele
de rd (n=10). Cada grupo foi subdividido em dois subgrupos para analise da
cicatrizacdo ao sétimo (n=5) e ao 14°(n=>5) dia pés-operatério. Foram analisados area
de contracdo da UPD, andlise histoldgica (densidade vascular, apéndices dérmicos),
andlise de expressao génica (IL-10, TNF, CD68, MMP3, MMP9). Resultados: Nos
grupos tratados com pele de ra (14dias) houve reducdo de 50% da area da de
contracdo da UPD em relacdo ao grupo controle. A analise histolégica demonstrou
aumento de 30% de neoangiogénese, 50% menos inflamacdo do grupo pele de ra
(14 dias) em relacdo ao grupo controle. Quanto a expressdo génica houve
diminuicdo de 60% IL-10 e 20% de MMP-9 ao se comparar o grupo pele de ra 14
dias em relacdo ao grupo controle (7dias) génica de IL10. Concluséo: Este estudo
sugere que a utilizacao de pele de ra diminui processo inflamatério as custas de IL-
10 e diminuicdo a contracdo da area de contracdo UPD. Mais estudos sé&o
necessarios para comprovar essa hipoétese.

Palavras-chave: Diabete experimental. Complicacdes de diabete. Rana catesbeiana.



ABSTRACT

Paulino JT. Study of the effect of biological dressing (frog skin) compared to
conventional dressing on diabetic ulcer in rats with chronic diabetes [dissertation].
Séo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Introduction: Diabetic foot ulcers (DFU) are chronic ulcers with a high risk of
infection, necrosis, and amputation. Several papers analyzed dressing to treat DFU.
However, there is no standard treatment. Recently several authors analyzed the
potential of xenograft as a biological treatment. This study aims to analyze the effect
of frog skin as a temporary dressing in DFU. Method: We analyzed twenty male
Wistar rats weighing between 200 and all animals received streptozotocin (55 mg/kg)
for the induction of diabetes. In addition, these animals received long-acting insulin
twice a week for two months to mimic a moderate grade of chronic diabetes
condition. Then, the animals underwent surgeryto create DFUs on their hind legs (1 x
1 cm). These animals were divided into two groups: control dressing in gauze and
0.9% saline (n=10) and frog skin (n = 10). Each group was subdivided into two
subgroups for analysis of wound healing on the seventh (n = 5) and 14th (n = 5)
postoperative days. We analyzed the DFU area, histologY(dermic appendages,
neoangiogenesis, inflammatory cells), and gene expression (IL-10, TNF, CDG68,
MMP3, MMP9) were analyzed. Results: The skin (14 days) group showed a
decrease of 50% UPD contraction area compared to the control group. Histological
analysis showed a 30% increase in neoangiogenesis and 50% less inflammation in
the frog skin groups (14 days) versus the control group. There was a 60% decrease
in IL-10 and 20% in MMP-9 when comparing the 14-day frog skin group versus the
control group (7 days) in the IL10 gene. Conclusion: This study suggests that using
frog skin reduces the inflammatory process at the expense of IL-10 and decreases
the contraction of the UPD contraction area. More studies are needed to confirm this
hypothesis.

Keywords: Experimental diabetes. Diabetes complications. Rana catesbeiana.
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1.1 EPIDEMIOLOGIA

Diabete mellitus ¢é definida como uma doenca metabdlica cronica
caracterizada por aumento dos niveis de glicose no sangue, resultante de uma
deficiéncia parcial ou absoluta da producao de insulina pelo pancreas (Cole; Florez,
2020). Estima se que o diabete afeta 422 milhbes de pessoas no mundo, cerca de
8,5% da populacdo adulta mundial (Monteiro-Soares et al., 2020).

No Brasil, a prevaléncia de diabete € de 9,4% (DATASUS, 2022). Porém,
segundo estimativas ajustadas pelo Programa Nacional de Saude (PNS) essa
prevaléncia pode chegar a 42,5% da populacao geral brasileira (Muzy et al., 2021).
Pacientes portadores de diabete mal controlada podem evoluir com alteracfes de
vascularizacdo e neurologica. Em decorréncia dessas alteracdes, 25% dos pacientes
portadores de diabete podem evoluir com lesdo em pés conhecida como Ulcera de
pé diabético (UPD) (Armstrong; Boulton; Bus, 2017, Saeedi et al., 2019; Chastain et
al., 2019).

Os gastos anuais relacionados ao tratamento da diabetes podem chegar a
300 bilhdes de dolares anuais, somente nos Estados Unidos da Ameérica (EUA),
estes gastos incluem, além dos cuidados médicos, absenteismo no trabalho,
gerando impacto econémico direto e indireto. Segundo um censo de 2019, o
National Institue of Health (NHI) Ministério da Saude (EUA) estimou valor cerca sete
bilhdes de dodlares por ano gasto para o tratamento de UPD, podendo alcancar o
valor de 11,05 bilhdes de ddlares em 2027 (Burgess et al., 2021).

1.2 FISIOPATOLOGIA

O mecanismo fisiopatolégico da microangiopatia diabética ainda ndo esta
totalmente elucidado. Dados da literatura demonstram algumas vias que poderiam
causar alteracdo da microangiopatia. Uma das hipoteses, corresponde ao estado
hiperglicémico que aumenta o estresse oxidativo das células endoteliais bem como
das células da musculatura lisa dos vasos causando a supressdo dos receptores
mediadores das células endoteliais (VEGF). Essas alteragdes bioquimicas fazem
que haja acumulo de (produtos de glicagdo avangada - Advanced Glycation end
product [AGE]), aumento da producdo de substancias pré coagulacao (fator de von

Willebrand), aumento da apoptose, aumento da concentracdo intracelular de célcio,
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disfuncdo mitocondrial. Todos esses fatores causam alteracbes no equilibrio e
regulacao do fluxo, sanguineo, angiogénese (Keats e Khan, 2012).

Outra via a ser considerada é a alteragdo do microambiente vascular por
hiperosmolaridade também causado pelo estado hiperglicémico. A hiperosmolaridade
causa alteracdo na regeneracao e fungéo das unidades vasculares (arteriola, vénulas e.
capilares). A falta de regulacdo da homeostase da microvasculatura causa apoptose de
pericitos, endocitos, aumento da permeabiliade capilar e aumento de células
inflamatorias. Essas alteracdes bioquimicas causam alteragdo da permeabilidade
capilar, crescimento anormal de capilares e consequentemente diminuicdo da
vascularizacdo de tecidos e 6rgédos (Madonna et al., 2017).

Ja& a neuropatia também € consequéncia da alteracdo de hiperglicemia,
hiperosmolaridade na vascularizacdo de nervos (vasa nervorum) (Volmer-Thole &
Lobmann, 2016).

A neuropatia é a alteracdo mais relevante ao aparecimento de UPD. A perda
progressiva da sensibilidade dos pés pode causar perda da propriocepcdo e
consequentemente alteragcdo da marcha causando osteopatias, hiperqueratinizagéo
e ulceracédo de regides de atrito dos pés (Lipsky et al., 2020).

Além das alteracBes supracitadas a perda de sensibilidade autonémica causa
ressecamento da pele, acimulo de linfa (edema) localo que contribui para o
aumento do risco de fissuras e consequentemente perda da continuidade da pele,
levando a microlesdes que ternam a pele mais vulneravel a infeccdo a fungos e
bactérias. (Lipsky et al., 2020).

A ocorréncia de infeccéo bacteriana, imunossupressao causada pelo diabetes
associada ao tratamento por antibiéticos pode levar a 0 aumento do risco de
resisténcia bacteriana podendo evoluir com infeccédo crénica, infeccao sistémica e
osteomielite (Lipsky et al., 2020).

O paciente diabético sem controle adequado da glicemia e portador de UPD
apresenta maior risco de infeccdo em tecidos, osteomielite e amputacdo de
membros inferiores. Os agentes infecciosos mais frequentes sdo Staphylococcus
aureus, Streptococcus, Pseudomonas aeruginosa (Bandyk, 2018; Lipsky et al. 2020;
Murphy-Lavoie et al., 2022). Esses agentes devem ser monitorizados e tratados para
diminuicao do risco de resisténcia bacteriana com piora do progndéstico do paciente.

Devido ao aumento de glicemia, alteracdo da funcdo de células de defesa
(neutrdfilos e macrofagos) a UPD é considerada ferida cronica (Oliver; Mutluoglu et
al., 2022).
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Apds exame fisico e laboratorial do paciente diabético portador de UPD o
tratamento inicial € controle da glicemia e identificacdo de possivel infec¢do local
(Eneroth; Apelqvist; Stenstrém, 1997).

1.3 DIAGNOSTICO E ESTADIAMENTO

O diagnoéstico da UPD é clinico. De acordo com o exame e classificacdo da
Ulcera pode-se associar exames como hemograma, glicemia, PCR, cultura para
estadiamento, exames de imagem (Raio-X, tomografia) e estadiamento. Dentre
varias classificacbes disponiveis na literatura é interessante adotar duas
classificacdes. A classificacdo proposta por Bravo-Molina et al. (2018) analisa o grau
de profundidade da UPD e complicacdes locais. Sendo grau 1 (Ulcera superficial),
grau 2 (tlcera profunda envolvendo tenddes, ossos e articulagdes), grau 3 (lUlcera
profunda associada a abscessos ou osteomielite), grau 4 (gangrena em parte do peé)
e grau 5 (gangrena em todo o pé). Porém, ndo avalia fatores agravantes. Ja a
classificagdo da Universidade do Texas que analisa o grau de profundidade e
associa a presenca de isquemia, infeccao local (Armstrong; Lavery; Harkless, 1998).

1.4 TRATAMENTO

Inicia-se o tratamento, que pode ser dividido em sistémico e local. O tratamento
sistémico utiliza hipoglicemiantes para controle da glicemia e se necessario o uso de
antibiéticos guiados por cultura e antibiograma (Boulton et al., 2020).

Um dos fatores mais agravantes ao prognostico da UPD é a associacdo ao
estado de isquemia e infeccdo local. Diante desses fatos, o tratamento de UPD é
complexo e envolve multidisciplinaridade (Lim; Ng; Thomas, 2017).

Concomitantemente ao tratamento sistémico faz-se a programacédo do
tratamento local da UPD. Nesta etapa a decisdo de tratar paciente ao nivel
ambulatorial ou hospitalar influéncia a decisdo do tratamento local (Boulton et al.,
2020; Lipsky et al., 2020).

Caso o paciente esteja sendo atendido em ambiente ambulatorial, opta-se por
debridamento autolitico (curativos alterados Umidos e secos, com uso de hidrogéis,
hidrocoloides. Ainda pode-se recorrer ao uso de substancias quimicas enzimaticas,

como papaina (Lipsky; Senneville; Abbas et al., 2020).
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J4 a indicacdo debridamento cirlrgico esta mais indicado em ambiente
hospitalar com uso associado de anestesia local e geral. Inicialmente, faz-se
necessario ressecar tecidos desvitalizados, drenar cole¢des e abscessos através de
técnica de debridamento (Boulton et al., 2020).

Conforme a profundidade e evolucdo da UPD sdo necessarias varias sessfes
de debridamento. ApOs debridamento, sdo realizados diversos curativos com o
objetivo de melhorar o leito cirdrgico para o tratamento definitivo e
consequentemente fechamento da UPD (Ahluwalia et al., 2021).

A indicacdo do uso de curativos apresenta grande variabilidade em parte pela
heterogeneidade da UPD (seca, exsudativa, infeccioso) como também pela
disponibilidade e preferéncia da equipe médica. De acordo com as caracteristicas da
UPD, pode-se utilizar curativos a base de alginato, indicados para UPD exsudativas.
UPD com baixo fluxo de exsudacdo se beneficiam com uso de curativos
hidrocoloides (Everett; Mathioudakis, 2018). Segundo revisdo sistematica realizada
pela Cochrane comparando dez tipos de curativos para o tratamento de UPD néo h&a
grau de evidéncia sobe a indicacao do curativo mais indicado para esse uso (Wu et
al., 2015). Ainda, de acordo com a presenca de infeccdo local pode-se utilizar
curativos associados a agentes antimicrobianos como sulfadiazina de prata (Everett;
Mathioudakis, 2018). Na ultima década uma alternativa de tratamento de feridas € a
utiizacdo de substitutos epidérmicos ou dérmicos (naturais, sintéticos ou
biossintéticos) (Everett; Mathioudakis, 2018; Holl et al., 2021). Dentro dessa
categoria, 0 uso de aloenxertos ou xenoenxertos pode ser uma alternativa como
cobertura temporéria a feridas (Everett; Mathioudakis, 2018).

A pele de cadaver pode ser uma possibilidade, porém o seu uso é limitado
pela dificuldade de doacdo de pele e disponibilidade de bancos de tecidos (Dai;
Shih; Khachemoune, 2020). Na década 1960, a pele suina foi muito utilizada como
substituto dérmico temporario, mas devido a alta imunogenicidade, a sua indicacéo
foi minimizada (Elgharably et al., 2014).

Recentemente varios estudos analisaram o0 uso de pele de tilapia
Oreochromis niloticus como curativo biolégico temporario. A maioria dos estudos
analisou o efeito da pele de tilapia em feridas causadas por queimadura, tem
demonstrado bons resultados (Lima Junior et al., 2020).

Outro tipo de curativo bioldgico temporario € a pele de rd. Semelhante a pele

de peixe, a reacdo imunogénica e a citotoxicidade sdo baixas. Entretanto, varios
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estudos demonstraram que a presenca de peptideos antimicrobianos (PAM) na pele
de ra. Estes peptideos apresentam acdo antimicrobiana. Os peptideos
antimicrobianos da pele de ra apresentam cadeia curta de aminoacidos capazes de
eliminar microrganismos (Boparai; Sharma,2020).

A acéo bactericida dos PAMs se d& ao fato de, em sua grande maioria, serem
cationicos (88% dos peptideos ja classificados). A carga positiva dos PAMs interage
com a membrana plasmatica bacteriana (anidnicas) que apresentam um fator
anidnico, causando assim o poro toroidal, resultando no extravasamento do citosol
do microrganismo (Wang; Mechesso, 2022). Alguns estudos afirmam também que
os PAMs tém propriedades anti-inflamatérias e imunoregulatérias (Lesiuk;
Paduszynska; Greber et al., 2022).

J& foram catalogados cerca de 2,600 PAMs incluindo, alguns com capacidade
imunorreguladora (Mookherjee et al., 2020).

A pele de ra apresenta grande potencial para indicacdo na pratica clinica,
principalmente pelo baixo custo de producdo, manutencdo e alta disponibilidade.
(Boparai; Sharma,2020).

1.5 CICATRIZACAO

A cicatrizacdo corresponde a um processo complexo multifatorial de
elementos celulares, imunolégicos e hormonais que visam a restituicdo de barreira
para homeostase (Ellis; Lin. Tartar, 2018).

Qualquer alteracdo nesse processo pode causar um ciclo cronico de
inflamacdo do processo de cicatrizacdo conhecidas como feridas crénicas.
Didaticamente a cicatrizacdo pode ser dividida em trés fases: inflamatoria,
proliferativa e remodelamento (maturacdo). Embora haja um periodo para cada fase,
as fases se sobrepdem na regeneracao de feridas (Ellis, 2018).
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1.6 FASE INFLAMATORIA

A fase inflamatoéria ocorre imediatamente apds a perda de continuidade da
pele. Imediatamente ap0s o trauma a exposicdo do sub endotélio, colageno e
tecidos desvitalizados estimulam a agregacdo de plaguetas ativando a granulagao
celular liberando substancias quimiotaticas para células inflamatorias. Essa
sinalizacdo de células causa migracao de células inflamatérias (polimorfonucleares,
leucdcitos e neutrdéfilos) pela ativacao de receptores “Toll-Like”. (Schreml,2010).

As células inflamatdrias migram para o local da leséo e liberam quimiocinas
gue amplificam o processo pro-inflamatorio. Assim, neutréfilos recrutados liberam
mais citocinas, que associadas as ceélulas-T regulatérias liberam interferon — gama
que regula a inflamacdo local. Essas citocinas recrutam macrofagos pro-
inflamatorios locais com atividade fagocitaria. A partir deste momento h& inicio da
regeneracao tecidual, principalmente pela mediacdo de fatores como fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento plaquetario (PDGF), interleucina
-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF) (Ozgok Kangal; Regan, 2022).

1.7 FASE PROLIFERATIVA

A fase proliferacdo corresponde a proliferacdo de vasos (neoagiogénese),
producdo da matriz extracelular (MEC) e epitelizacdo da ferida. Essa fase tem inicio
apos 3 a 5 dias do trauma com duracdo aproximada de 10 a 15 dias. As células
predominantes a fase de proliferacdo sao: células endoteliais e fibroblastos.
(Demidova-Rice et al., 2012).

A neoangiogénese é estimulada pela diminuicdo da pressao de oxigénio, fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF), PDGF, bFGF. Diante deste
estimulo h& dois mecanismos de formagéo de vasos: brotamento de vasos a partir
de vaso ja formado e diferenciacdo de células progenitoras endoteliais (células de
origem da medula 0ssea recrutadas por quimiotaxia) (Ozgok Kangal; Regan,2022).

Ainda ha ativacdo da via de sinalizacdo da esfingosina-quinase (Spl-K), essa
substancia (proteina 4cida e rica em cisteina) controla a proliferacdo de fibroblastos
e producédo de colageno (Ozgok Kangal; Regan,2022).

Concomitantemente a esse processo de formacédo de vasos ha processo de

epitelizacédo para a ocluir a ferida com ou sem contracdo da mesma de acordo com a
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ativacao de subpopulagdo de fibroblastos conhecida como miofibroblastos (Wallace
et al., 2023).

A epitelizac@o Ee realizada por reserva de células epiteliais localizadas nas
bordas da ferida (camada basal), bulbo do foliculo piloso, base de glandulas écrinas
e sebaceas (Wallace et al., 2023).

Essa proliferacdo geralmente se inicia pelas células da camada basal dos
limites da lesdo perdem a juncéo célula através de trés processos: célula e iniciam a
divisdo celular com rolamento entre as células para avancar a epitelizacdo sobre a
ferida (processo de pontes), processo lamela podal e avancgo aleatorio das células
da camada epidérmica (Wang et al., 2018)

A proliferacdo epitelial por pontes promove a multiplicacdo dessas células
epiteliais até atingir duas unidades de anexo dérmico.

O processo lamela-podal se baseia na proliferacdo celular ao longo do
citoesqueleto r nos limites da ferida. Esse processo faz parte da epitelizacdo e
contracdo da ferida, esse desprendimento também ativa os queratinécitos
promovendo divisdo celular e o avanco dessas células sobre o leito da ferida.

Ja o processo de proliferacdo aleatdria das células (Shuffling tem inicio da
proliferacdo da parte externa para a parte interna das bordas da ferida. O contato
para juncdo célula-célula se faz quando os queratinécitos voltam a ter a forma
original de “paralelepipedos” (Velnar et al. 2009).

Caso esse processo ndo reconstitua a barreira ocorre tecido de granulacao
(MEC, vasos, macréfagos, neutrofilos, fibroblastos, colageno tipo |, fibronectina,
glicoproteinas, acido hialurénico) (Wilkinson e Hardman, 2020).

Porém, ha traumas no qual ndo ha anexos viaveis ou ha uma polarizacdo
inflamatoria de interleucinas que impedem a cicatrizacdo da cicatrizacdo causando

feridas crbnicas (Wilkinson e Hardman, 2020).
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1.8 FASE DE REMODELAMENTO

Essa fase € caracterizada pela formacéo de cicatriz e pode estender-se por
anos. Dependendo da espécie essa fase se caracteriza pela acdo de dois tipos
celulares fibroblastos e miofibroblastos. Os fibroblastos sdo ativados a partir do
terceiro dia apos a lesdo de pele. Apds essa leséo, os fibroblastos localizados nas
margens da ferida sédo ativados por citocinas como EGF, PDGF e pela tenséo
exercida na lesdo. Assim esses fibroblastos se transformam em protomiofibroblastos
como forma de resposta ao estresse da lesdo para o fechamento da lesdo. Apos 4
dias, por estimulo de aumento da tensdo das bordas da lesdo associado a liberacéo
de TGF — beta e da fibronectina, ha o aparecimento da expressdo de fibras
contrateis nessas células — “alfa smooth muscle” com expressdo de actina no
miofibroblastos (Velnar et al. 2009).

Os miofibroblastos iréo fazer a contracdo da ferida sobre a MEC neoformada.

Vale a pena distinguir nesse ponto a diferenca de contracdo e contratura da
ferida:

- Contracao corresponde parte da cicatrizacdo normal para o fechamento da

ferida.

- Contratura — refere-se a retracdo da ferida podendo levar a disfuncao de

articulacéo, face, etc.

Os tipos de colageno predominante na pele é tipo | e lll. No inicio ha a
formacdo de protocolageno e depois com a maturacdo ha formacéao de fibras
colagenos com ligacdes cruzadas (Hinz,2016).

Em 6 semanas a forca ténsil da cicatriz chega a 80% em relacdo a pele sem

lesdo. Porem o colageno demora mais de seis meses para maturar.
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1.9 O PAPEL DO CURATIVO BIOLOGICO EM FERIDAS CRONICAS

Ferida cronica € definida como uma ferida que ndo se cicatriza ap6s quatro
semanas. Outros autores definem ferida cronica como ferida que apesar de tratada
nao regenera ir um periodo de trés meses (Jarbrink et al.,2016).

Pacientes ndo diabéticos apresentam macrofagos do fendétipo M1 (fendtipo
inflamatorio) nos trés primeiros dias apos o surgimento da ferida e macrofagos do
tipo M2 (fendtipo anti-inflamatério) do quarto dia em diante. Essa transicdo de
fenotipagem é fundamental para a cicatrizacdo de qualquer ferida. Em contrapartida,
pacientes com hiperglicemia apresentam mais macrofagos do tipo M1l
independentemente do tempo de surgimento da lesdo, causando angiogénese
desregulada, diminuicdo do colageno e contribuindo para a evolugdo cronico de
feridas (Louiselle et al., 2021).

Além disso, pacientes diabéticos apresentam aumento do estresse oxidativo,
excesso de producao de metaloproteinase (MMPs) na matriz extracelular e apoptose
anormal que também interfere negativamente na evolugcdo da cicatrizacdo
(Aitcheson et al., 2021).

O controle glicémico sistémico contribui sobremaneira na evolugao da UPD
em pacientes diabéticos (Liu et al., 2021)

Porém, o tratamento tépico da UPD deve ser analisado. Pacientes com grau 1
e 2 (Classificacdo da Universidade do Texas) apresentam Ulceras rasas sem
acometimento de tecidos profundos. Nestes casos a reparacdo pode ser realizada
por enxerto autélogo de pele. Neste sentido a hipdtese deste estudo seria analisar o
potencial de xenoenxerto por sete dias para mitigar contracdo secundaria da UPD,
diminuir inflamac&o local promovendo a proliferacdo de tecido de granulagao
adequado para a reparacao definitiva (enxerto autélogo de pele).

Assim, este estudo ja analisar o papel do xenoenxerto (pele de rd) em ratos
induzidos a diabete tipo 2 com UPD como uma estratégia simples de baixo custo
para preparacdo do leito da ferida para receber enxerto de pele (Boulton e
Whitehouse, 2000).



2 OBJETIVOS
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Comparar a cicatrizacdo da Ulcera de pé diabético em ratos portadores de
diabetes moderado com a utilizagdo curativo convencional e o uso de pele de rd em

curativo biologico.

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Analisar da area de contratura da Ulcera de pé diabético em ratos tratados
com a utilizagcdo curativo convencional e o uso do enxerto temporério de pele de ra
14° dia pés-operatorio:

Ho- ndo ha diferenca entre os curativos.

H1- o uso de pele de ra diminui a area de contratura da ferida.

2.2 OBJETIVO SECUNDARIO

a) Analisar da area de cicatrizacdo da ferida de Ulcera diabética em ratos
tratados com a utilizagdo curativo convencional e o uso do enxerto
temporario de pele de ra no 7° e 14° dia pds-operatorio;

b) Analisar histologia (apéndices dérmicos, densidade vascular, células
inflamatorias) no 7° e 14° dia pds-operatorio;

c) Analisar expressdo génica dos seguintes biomarcadores IL1-IL-10, TNF,
CD68, MMP3, MMP9 no 7° e 14° dia pOs-operatorio.



3 METODOS
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Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos de 250 g a - 300 g, com idade de
oito semanas. Este projeto seguiu normas de boas condutas de uso animal e as
diretrizes do uso de animal em experimentacdo (Conselho Nacional da
Experimentacdo Animal [CONCEA]) e diretriz Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments (ARRIVE)" —.

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob o
registro com o n° 1061/2018. Todos os animais foram mantidos em biotério com

ciclo dia/noite, agua e alimentos ad libidum.
3.1 INDUCAO DO MODELO ANIMAL DA DIABETE CRONICO MODERADO

Sob anestesia inalatoria isoflurano de 100 mL/min a 150 mL/min (isoforane,
Cristalia, Brasil, foi realizada a inducdo da diabete em ratos, injetando por via
intravenosa, veia peniana, estreptozocina (STZ) a 1% (Streptozotocin mixed
anomers 031M1287V. Sigma Chemical, St. Louis, MO), na dose de 55 mg/kg, diluida
em solucao tamponada por fosfato (PBS), pH 4,5.

Antes da injecdo de STZ e apds 24h dessa inducdo, foi realizado puncao da
veia caudal, para medicdo de glicemia através do equipamento proprio para essa
afericdo (One touch Johnson & Johnson®, EUA). Os animais que apresentaram
glicemia maior do que 200 mg/dL, foram considerados diabéticos.

Apbs a comprovacdo do estado diabético, todos os animais receberam de 1
Ul a 2 Ul de insulina Glargina, insulina humana anéloga de longa duracéo (Lantus®
Sanofi- Aventis, Brasil), por via subcutédnea (dorso do animal), as 16 horas duas
vezes por semana, com intervalo de 3 dias, entre as doses, durante 2 meses. A
glicemia dos animais foi mensurada semanalmente com utilizacdo de aparelho
glicemia (One Touch® Johnson & Johnson, EUA), por meio de punc¢édo da cauda do
animal. Foram considerados animais diabéticos cronicos moderados ao se obter
glicemia entre de 300 mg/dL a 350 mg/dL (Camargo et al., 2020).

* Disponivel em: https://arriveguidelines.org/.
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3.2 PREPARACAO DE PELE DE RA

As peles de ré foram doadas porem criadouro. Essas peles foram limpas com
soro fisiologico (SF) a 0,9% e posteriormente mantidas em glicerol a 99% (Glicerina,
Linfar, Brasil) por trés dias. ApGs esse periodo as peles foram novamente lavadas
com SF 0,9% e mantidas em glicerol a 50% por cinco dias e logo apés, foram
lavadas com SF0,9% e finalmente mantidas em glicerol 99% até a data da aplicacao.
No dia do uso dessas peles as mesmas foram lavadas e colocadas em imersdo com
SF 0,9% 30 minuto antes da aplicacéo na ferida.

Foram realizadas curetagem e analise de GRAM para detecdo de bactérias.
3.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais diabéticos foram anestesiados através da aplicacéo intraperitonial
da associacdo de cloridrato de quetamina,100 mg/kg (Ketamin®, Unido Quimica,
Brasil) e cloridrato de xylazina,5 mg/kg (Rompum®, Bayer, Brasil).

Os mesmos foram posicionados em decubito dorsal e a patas foram
tricotomizadas com equipamento proprio para esse uso (PRO6, Propetz, Brasil). Foi
aplicada solucdo tépica de clorohexidine 0,2% (Riohex®, Rioquimica, Brasil) e a
seguir realizada uma lesédo nas duas patas traseiras (1 cm x 1 cm) de cada animal
(Figura 1).

Figura 1 - Foto ilustrativa da UPD com sutura de pele dera
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ApoOs esse procedimento os animais foram divididos em dois grupos:

- Grupo controle (n=10) Foi aplicado com gaze, soro fisioldgico 0,9% e
curativo oclusivo plastico transparente (Tegaderm®,3M, USA).

- Grupo intervencdo (n=10), foi aplicado enxerto de pele de ra, fixadas
através de poliamida 4-0 (Mononylon ®, Ethicon, USA) sutura continua. A
seguir esse enxerto foi ocluido com curativo plastico transparente
(Tegaderm®,3M, USA) (Figura 2).

Esses grupos foram subdivididos em dois subgrupos para avaliacdo dos

desfechos: no sétimo e décimo quarto dia apos o procedimento (Figura 2).
Os curativos foram observados diariamente e trocados quando necessério.
Alem disso, o estado geral do animal (dor, ingesta de alimentos, agua) foi observado

ao longo dos periodos de estudo.

Figura 2 - Diagrama dos animais alocados por grupo e subgrupo
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Pele de rd (n=10) Curativo SF 0,9% (n=10)
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3.4 ANALISE MACROSCOPICA

No sétimo e no décimo quarto dia de pos-operatorio (PO), foi posicionada
uma régua calibrada em centimetros ao lado de cada UPD. A seguir foi realizada
fotografia com uso de camara de celular (IPhone 12, Apple, EUA) das UPD’s. Essas
imagens foram transferidas para o programa IMAGEJ® (NIH, EUA) no qual foi
mensurada a area da UPD em mm?,

3.5 ANALISES MICROSCOPICA

Foi coletada parte da lesdo, a qual foi fixada em formalina 4% por 24 horas. A
seguir essa amostra foi emblocada em parafina para coloracdo de hematoxilina-
eosina (HE).

Sob microscopia 6ptica (Nikon eclipse E600, Japdo) magnitude de aumento
de 20x, 40x foi quantificada a contagem de apéndices dérmicos, densidade vascular,
qguantificacdo da fibrose (0= sem fibrose; 1= fibrose em grau leve; 2 = fibrose em

grau moderado; 3= fibrose em grau elevado) em 10 campo aleatorios por amostra.

3.6 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA IL-10, TNF, CD68, MMP3, MMP9

3.6.1 Extracdo de RNA total

A obtencdo de RNA total foi feita por meio de cortes de 6 um dos tecidos que
receberam pele de rd (PR) em criostato eletrbnico multiuso, marca Carl Zeiss,
modelo Hyrax C25. Para realizar os criocortes, inicialmente os tecidos foram
congelados em agua Milli-Q ultrapura, livre de DNAse/RNAse, utilizando nitrogénio
liquido. As superficies internas e externas do criostato foram higienizadas com
etanol 70% e em seguida com RNAse away, além dos 15 minutos de luz ultravioleta.
Os crio cortes de tecidos foram feitos com o criostato a -34°C e, em seguida,
foram colocados em tubos de 1,5mL previamente pesados e numerados, para
obtencao de aproximadamente 30 mg de tecido para os tecidos que receberam as
UPDs de cada grupo. Para a extracao RNA total. As amostras foram armazenadas

a -80°C até o momento do uso. Para extragcao de RNA total das amostras foi
utilizado o kit RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), de acordo com as

recomendacdes do fabricante.
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Os tubos contendo amostras de tecidos foram retirados do freezer -80 °C,
colocados em isopor com gelo seco para evitar qualquer descongelamento. Ainda
com o tubo dentro do gelo seco, foi adicionado 600uL de tamp&o RLT (previamente
preparado com B-mercaptoetanol [B-ME]), no qual se adiciona 10 yL de B-ME por 1 mL
de Tampao RLT) e, em seguida, os tubos foram retirados do gelo e as amostras
foram homogeneizadas em vértex por 60s para que toda a solucdo de lise
penetrasse no tecido.

Em seguida, os tubos foram centrifugados por 3 minutos em velocidade
maxima. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e transferido para um
novo tubo, onde foi adicionado aproximadamente um volume de etanol 70%
(previamente preparado) a temperatura ambiente. A solugéo foi aplicada em uma
coluna e submetida a centrifugacao a 8.000 x g por 15 segundos.

O filtrado foi descartado e o procedimento foi repetido até que toda solucdo
fosse passada pela coluna (utilizando o mesmo tubo coletor para as etapas de
lavagem). A coluna foi lavada uma vez com a solugdo de lavagem RW1 e duas
vezes com a solucdo de lavagem RPEt, seguidas de centrifugacéo a 15 segundos a
8.000 x g, exceto pela ultima centrifugacdo. Nesta, a centrifugacéo foi por 2 minutos
a 8.000 x g, sendo trocado o tubo coletor nesta etapa. Ap6s o descarte do filtrado, a
amostra foi centrifugada por mais um minuto, a velocidade méxima para remocéo de
qualquer fluido residual na coluna. As colunas foram entéo transferidas para um
novo tubo, no qual foi adicionado 35uL de agua livre de RNase no centro da coluna
para eluicdo do RNA total. Os tubos foram incubados por 10 minutos a temperatura
ambiente e posteriormente centrifugados por um minuto a velocidade maxima para
recuperar o RNA.

As amostras foram armazenadas a -80°C até o momento de utilizacdo. A
concentracdo e pureza do RNA total foram analisadas usando o NanoPhotometer®
P- Class Spectrophotometer (Implen, Alemanha) e a integridade do RNA foi
determinada por eletroforese em gel de agarose 1%. Foram consideradas amostras
com qualidade suficiente para prosseguir para as proximas etapas: concentracao de
RNA total = 100 ng/uL e graus de pureza (avaliadas através das razdes 260/280 e
260/230). A analise da integridade do RNA considerou a integridade das bandas 28s
e 18 segundos do RNA ribossdmico (rRNA).
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3.6.2 Andlise da expressdo génica por gRT-PCR (Reacdo em cadeia da
polimerase transcriptase reversa quantitativa)

Para a etapa de avaliacdo de expressdo génica foi inicialmente sintetizado
cDNA. A sintese de cDNA foi realizada utilizando um input inicial de 1000 ng de RNA
total para as amostras do grupo controle e entre 1250 ng e 1500 ng para as
amostras do grupo pele de ra, por transcricao reversa utilizando High-Capacity

RNA-to-cDNA™ Kit (Thermo Fisher Scientific), seguindo as orientacfes do kit
e utilizando o equipamento Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific). O produto amplificado foi armazenado a -20°C até o uso.

Somente foi diluido o DNA no dia da reagdo de PCR em tempo real para
analise de expressdo génica, com agua livre de RNAse, para a concentracdo padréo
de 12,5 ng/uL. A expressao dos genes de interesse foi investigada por meio de PCR
em tempo real, utilizando a metodologia TagMan. O Quadro 1 descreve o0s ensaios
TagMan (Thermo Fisher Scientific) utilizados para os seis genes de interesse do

estudo, além de dois genes enddgenos, especificos para amostras de rato.

Quadro 1- Descricdo dos ensaios TagMan® (Thermo Fisher Scientific) utilizados para
seis genes de interesse e dois endbégenos

Descricéo Nomenclatura Ensaios TagMan
lllrap Interleukin-1 receptor accessory protein Rn01404183_ml
1110 Interleukin 10 Rn01483988 g1
Tnf Tumor Necrosis Factor Rn01525859_g1
Genes Alvos

Mmp9 Matrix metallopeptidase 9 Rn00579162_m1
Cd68 Cluster of Differentation 68 Rn01495634 g1
Mmp3 Matrix metallopeptidase 3 Rn01495634 g1
Gapdh  Glyceraldehyde-3-phosphatase dehydrogenase =~ Rn01775763_g1

Genes endbgenos
Actb Actin Beta Rn00667869_m1
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Para o preparo dos mixes foram utilizados os respectivos ensaios TagMan,
agua ultrapura livre de RNAse e TagMan Universal Master Mix (Thermo Fisher
Scientific), conforme descrito no Quadro 2.

Quadro 2- Preparo do mix para realizacdo da PCR em tempo real, utilizando ensaios

TagMan®
TagMan master mix 2x 6,250
TagMan assay 20x 0,625
H20 4,65
Volume final 11,5

Ao volume de 11,5 pL adicionou-se 1 uL de amostra de cDNA, totalizando
12,5 uL de volume final de reagdo. A amplificagao foi realizada no equipamento ABI
StepOne Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific), de acordo com

recomendacdes do fabricante, seguindo a ciclagem descrita no Quadro 3.

Quadro 3- Ciclagem de corrida padronizada para a PCR em tempo real com ensaios

TagMan®
Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Incubacao 50°C 2 minutos 1x
Ativacéo da enzima/Desnaturacao 95°C 10 minutos
Desnaturacédo 95°C 15 segundos 40x
Anelamento/extenséo 60 °C 1 minuto

As amostras foram corridas em duplicatas e a quantificacao relativa dos niveis
de expressdo génica foi realizada por meio do método de Ct comparativo (Livak,
Schmittgen, 2001). Foram utilizados os genes Gapdh e Actb para este estudo.E

apos isso foi calculado delta-delta CT de cada gene de interesse.
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3.7 EUTANASIA DOS ANIMAIS

De acordo com o subgrupo alocado, os animais foram submetidos a
eutanasia por injecao intraperitonial da associacédo de cloridrato de quetamina,300
mg/kg (Ketamin®, Unido Quimica, Brasil) e cloridrato de xilazina 30 mg/kg
(Rompum®, Bayer, Brasil). Ap0s a eutanasia, os animais receberam as medidas
necessarias para seu descarte conforme a Cartilha de Orientacdo de Descarte de
Residuo no Sistema FMUSP-HC, que segue a Resolucédo n° 306, de 7 de dezembro
de 2004, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e a Resolucdo do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), n° 358, de 29 de abril de 2005.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por estatistica descritiva e calculados mediana e
intervalo interquartil. Para a andlise inferencial as variaveis ndo paramétricas foram
analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn como andlise pos hoc. Foi
considerado p de alfa igual 5% e poder do estudo de 80%. Foi utilizado o programa
STATA v.17 (StataCorp. 2019. Stata Statistical Software: Release 17. College
Station, TX: StataCor).



4 RESULTADOS
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N&o houve perda de nenhum animal ao longo do estudo. Os animais néo
apresentaram sinais de dor ou alteragdo da ingesta de racdo e agua. Nao se
observou sinais de infeccéo nas patas com UPDs.

4.1 ANALISE MACROSCOPICA

Este estudo demonstrou que a area da contracdo da UPD nos animais do
grupo controle diminui mais de 70% no sétimo (p=0,009) ao se comparar com 0
grupo tratado com pele de ra.

Alem disso ao se analisar o 14° dia (de pos-operatorio houve contracdo da
UPD de mais de 80% (p=0,008) no grupo controle ap se comparar com O grupo
tratado com pele de ra.

Esses dados demonstraram fator benéfico do tratamento das UPD tratadas
com pele de ra pela diminuiu a contracédo da ferida, o que possivelmente foi causado

pela diminuicdo da formacéo de fibrose.

Tabela 1 - Mensuracéo da area da lesdo diabética de acordo com o grupo alocado e o
tempo da coleta dos dados

Controle-7D PR-7D Controle 14D PR-14D

mediana (11Q) mediana (11Q) mediana (11Q) mediana (11Q)
Area 32,8 55,6 7,49 43,3
(mm2) (26,5 - 44,18) (41,9 - 65,7) (4,15 - 8,23) (40 - 50,3)

4.2 ANALISE MICROSCOPICA

No periodo de sete dias ndo houve diferenca entre o grupo tratado com pele
de rd versus grupo controle. No periodo de 14 dias, houve aumento de apéndices
dérmicos no grupo tratado com pele de ré versus grupo controle (p=0,03) (Tabela 2
e Figura 3).

Em relagcdo a mensuracdo de densidade vascular (neoangiogénese), houve
aumento de 30% da neoangiogénese no grupo tratado com pele de rd ao se
comparar o grupo tratado com curativo conservador no sétimo (p=0,003) e no 14°
dia (p=0,002) de poOs-operatorio (Tabela 2).

As células inflamatorias demonstraram diferenca (p=0,003.). OS achados
demonstraram diminuicdo de 10% ao se comparar o grupo pele de rad 7 dias com o

grupo controle 7dias (p=0,07).
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Ao se comparar o grupo controle 7 dias com grupo de pele de ra 14d houve
diminuicdo de 40% de células inflamatorias (p=0,006). E a0 se comparar o grupo
controle 14 dias com grupo de pele de rd 14 dias demonstrou-se redugcdo de quase

50% (p=0,0002) (Tabela 2).

Tabela 2 - Mensuragdo de apéndices dérmicos, angiogénese e células inflamatdrias
nos grupos controle e tratados com pele

Controle-7D PR-7D Controle 14D PR-14D
mediana(llQ)  mediana (IQ)  mediana (IlQ)  mediana (IlQ)
Apéndices dérmicos 12 21 28 44
(8-14) (15 - 22) (25 - 44) (33 - 47)
Angiogénese 10 17 10 18
o (©-12) L) (8-12) (15 - 21)
Células inflamatérias 108 94 141 68
(103 - 129) (83 -101) (122 - 154) (66 - 74)

Figura 3 - Analise histologica: A) pele de rd 7 dias PO; B) pele de rad 14 dias PO; C)
curativo convencional 7 dias PO; D) curativo convencional 14 dias PO
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4.3 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA - IL-10, TNF, CD68, MMP3, MMP9

Todas as amostras apresentaram um “range” de 1,95-2,09 para a razao
260/280 e 1,07-2,19 para a razdo de 260/230, indicando um de extragdo de RNA
total. A eletroforese em gel de agarose 1% foi realizada para todas as amostras,
utilizando um input de 200 ng de RNA, e permitiu avaliar a integridade do RNA
através da andlise das bandas 18S e 28S do rRNA. As amostras do projeto
apresentaram de forma clara a presenca das duas bandas de rRNA, confirmando a
boa qualidade das amostras, conforme demonstrado na Figura 4.

Figura 4 - Gel de agarose 1% realizado com amostras de RNA total do Projeto de Pele
de Ra (PR), mostrando boa integridade do rRNA

-
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A banda superior representa a banda 28S e a banda inferior representa 18S (rRNA).
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Em relacdo ao resultado da analise da expressdo génica das amostras de

interesse (Tabela 3).

Tabela 3- Comparacao da expressédo dos genes de interesse entre 0s grupos

Variavel Controle-7D PR-7D Controle 14D PR14D
(ddCT)/Grupo mediana (11Q) mediana (11Q) mediana (11Q) mediana (11Q)
TNF -0,04 (-0,23-0,4) -0,53(-1,48-0,4) -0,15(-0,34-0,3) -0,45(-0,59 - 0,33)
IL-10 -1,04(-0,25-0,84) -2,57(-2,9-2,06) -0,65(-1,01-1,02) -0,65(-1,05-1,015)
CD 68 -0,78 (-0,42-0,82) 0,23 (0,06 -0,78) -0.97(-0,38-0,38) 0,56 (-0,55 - 1,05)
MMP3 0,176 (-0,3-1,25) 0.72(-3,2-1,66) -0,78(-1,85-1,85) -2,11(-2,9- 0,96)
MMP9 -0,24 (-0,52-0,24) -1,34(0,14-2,63) 0,06 (-1,25-1,25) -1,59 (-2,24 - 0,58)

ddCT-delta-delta CT; 1IQ intervalo interquartil

Ao assumir o grupo controle como parametro de controle, este estudo
demonstrou diferenca que a expresséo génica de IL-10 (p=0,01). Sendo que houve
aumento de duas vezes o0 nivel a expressdo génica de IL-10 do grupo Controle em
relacdo ao grupo tratado com pele de rd no sétimo dia (-1,04 vs. -2,65,
respectivamente).

JA ao se comparar o grupo Pele de rd 14 dias com o grupo controle
demonstrou-se diminuicdo de 60% do nivel a expressao génica de IL-10 do grupo
Pele de rd 14 dias ao se comparar com 0 grupo controle (-0,65 vs -1,04,

respectivamente) (Grafico 1).
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Gréfico 1 - Diagrama em caixa do nivel de expresséao génica de IL-10, de acordo com
0 grupo alocado
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* p=0,01; ** p=0,003

Em relacdo a expressdao génica de MMP-9 também houve diferenca (p =
0,015). Este estudo demonstrou diminuicdo de seis vezes o nivel a expressao génica
de MMP-9 do grupo Pele de ra 14 dias em relacdo ao grupo Controle (-1,59 vs. -
0,24, respectivamente). Ainda se demonstrou 20% de aumento da expressao génica
de MMP-9 grupo Pele de rd 14 dias ao se comparar com grupo Pele de ra -7 dias (-

1,59 vs1,34, respectivamente) (Figura 6).
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Gréfico 2 - Diagrama em caixa do nivel de expressdo génica de MMP-9, de acordo
com o grupo alocado
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5 DISCUSSAO
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Este estudo demonstrou que o uso de pele de ra (14 dias) reduziu 50% a area
da contracdo da UPD em relagdo ao grupo controle. A diminuicdo da contragéo
secundéaria diminuiu a deposicdo de coldgeno e acdo de miofibroblastos. Esse
processo clinicamente diminui a fibrose cicatricial diminuindo a area de contracédo da
ferida.

A importancia de alternativas para diminuir a contracdo cicatricial tem
despertado interesse. Varios autores analisaram o mecanismo de acao da contracédo
secundéria e regeneracéo tecidual (Sooller et al., 2012; Yannas et al., 2017; Koga et
al., 2020). Assim, em feridas de pele a tensao linear plana promove a ativacao de
miofibroblastos que por sua vez aumentam a producdo de fibrose a aumentam a
contracao de feridas (Sooller et al., 2012; Yannas et al., 2017).

Assim uma das alternativas para se evitar o acumulo de fibrose seria a
reducdo da tensdo linear sobre as feridas. Neste sentido, Yannas et al. (2017)
realizaram uma revisdo da literatura sobre uso de substitutos dérmicos com objetivo
de diminuir a contrag&o cicatricial.

Esta analise demonstrou que o uso de um arcaboucos nas feridas podem
diminuir a forca ténsil linear no local da ferida evitando o super estimulo de
miofibroblastos. Baseado nesses achados, nosso estudo demonstrou que 0 uso de
xenoenxerto (pele de rd) como arcabouco biol6gico mitigou a contracao tissular.

Nossa hip6tese se baseia que o uso da pele de ra teria como fungao ser um
tipo de espacador na ferida que consequentemente diminuiria a forca tensil linear da
ferida. Esse arcabouco estabilizaria a tensdo da ferida e diminuiria 0 processo
inflamatdrio. Por esse motivo, analisamos o efeito do uso da PR em um modelo
inflamatdrio, animais diabéticos.

Macroscopicamente o enxerto de PR se mostrou efetivo na prevencao da
contracdo da ferida (Ulcera de pé diabético). Corroborando com esses dados, 0s
achados histologicos demonstraram aumento de 30% de neoangiogenese, 50%
menos inflamacgéo do grupo pele de ra no 14° dia pos-operatdrio versus que 0 grupo
controle (14 dias). A diminuicdo do ambiente inflamatério também foi demonstrada
com a analise da expressao génica. Essa anédlise demonstrou diminui¢cdo de 60% IL-
10 e 20% da expressédo de MMP-9 ao se comparar o grupo pele de ra 14 dias versus
grupo controle (7 dias).

O uso de substitutos epidérmicos ou dérmicos (naturais, sintéticos ou

biosintéticos) tem sido uma estratégia de tratamento de feridas (Everett;
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Mathioudakis, 2018; Holl et al., 2021). Os substitutos sintéticos apresentam
vantagens como produto final disponivel, porém o custo, meia vida curta dos
componentes deste substituto dérmico (fatores de crescimento, biorreatores) (Halim;
Khoo; Mohd Yussof, 2010).

Como alternativa de substituto dérmico temporario, o uso de substitutos
biolégicos como a pele suina foi muito utilizada no passado mas devido a alta
imunogenicidade hospedeiro- enxerto, a sua indicagéo foi abandonada. (Elgharably
et al., 2014).

Recentemente, varios estudos analisaram o uso de pele de tilapia
(Oreochromis niloticus) como substituto biolégico temporario. A maioria dos estudos
analisaram o efeito da pele de tilapia em feridas causadas por queimadura
demonstrando bons resultados. Porém, ndo h& dados sobre o mecanismo de acao
dessa alternativa. Além disso, ndo ha estudos sobre o uso de pele de tilapia em
feridas infectadas e potencialmente infectadas (Lima-Junior et al., 2019).

Neste sentido, a literatura cientifica recentemente analisou o uso da pele de ra
como outro tipo de substituto biolégico temporario. Esta alternativa teria uma
vantagem adicional sobre o suo de pele de tilapia pelo fato de apresentar na sua
composicao PAM.

Este peptideo apresenta acdo antimicrobiana tornando a indicacéo de pele de
rd como curativo mais adequado as feridas crbnicas infectadas.

Os peptideos antimicrobianos apresentam cadeia curta de aminoacidos
capazes de eliminar microrganismos. Ja foram catalogados cerca de 2,600 PAMs
incluindo, alguns com capacidade imunorregulatéria (Mookherjee et al., 2020). A
acdo bactericida dos PAMs se da ao fato de, em sua grande maioria, serem
catidnicos (88% dos peptideos ja classificados). A carga positiva dos PAMs interage
com a membrana plasmatica bacteriana (anionicas) que apresentam um fator
aniénico, causando assim o poro toroidal causando o extravasamento do citosol do
microrganismo (Wang; Mechesso, 2022). Assim a acgéo antimicrobiana se faz por
rotura da parede celular do microorganismo e potencialmente n&do causaria
resisténcia bacteriana.

Com esses dados iniciamos uma linha de pesquisa na qual analisaremos o
uso da pele de ra como substituto da pele.

O presente estudo € uma analise preliminar do uso de pele de rd como

potencial substituto dérmico. Como primeiro estudo avaliamos o efeito da pele ra
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sobre a contragédo de um tipo de ferida cronica. De acordo com os dados coletados e
andlise dos beneficios quanto a diminuicAo da contratura da ferida, com
estabilizacdo do macro ambiente e consequentemente diminuicdo da tensao que
causaria aumento da inflamacéo local.

Os proximos passos desta linha de pesquisa sera analisar o potencial
antimicrobiano da pele de rd em uma ferida contaminada.

Este estudo apresenta algumas limitagdes como o uso de modelo murino que
apresenta estrutura anatdémico e histologica diferente da pele humana, bem como o

pequeno tamanho amostral devido a natureza experimental desta analise.



6 CONCLUSAO
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Em concluséo, este estudo sugere que a utilizacdo de pele de ra diminui
processo inflamatério as custas de IL-10 e diminuicdo a contracdo da area de
contracdo UPD. Mais estudos sdo necessarios para comprovar essa hipotese.
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