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EFEITOS DA ADMINISTRAGAO ORAL DO ACIDO GRAXO OLEICO (OA)
NO PROCESSO DE CICATRIZAGAO EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AO
DIABETES EXPERIMENTAL.
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INTRODUGAO:

A pele é um 6rgao composto por varias camadas celulares que formam uma barreira entre
0s meios interno (os 6rgaos) e externo (o ambiente), prevenindo a desidratagdo e protegendo o
corpo da entrada de microrganismos e de outras agressdes externas. Dessa forma, € um érgao
vulneravel a diversas lesbes, como as feridas, o que torna o processo de cicatrizacido
imprescindivel para o reparo e restabelecimento do tecido (PEREIRA; BARTOLO, 2016). Apesar
de ser um processo evolutivamente conservado, devido a sua essencialidade, fatores como
envelhecimento e presenca de diabetes podem dificultar a cicatrizacdo predispondo o individuo a
infeccdes que podem levar a morte.

Os prejuizos na cicatrizagdo em pacientes diabéticos estédo relacionados a hiperglicemia,
inflamacgao cronica, disfungao vascular, neuropatia e producédo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (EROs). Esses fatores levam a abundancia de neutrdfilos, alteracdo no fenodtipo de
macrofagos e niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias na fase inicial do processo de
cicatrizagcao. Além disso, a fase proliferativa € marcada por disfungao endotelial, prejuizos na
angiogénese, baixa proliferacdo, diferenciacdo e migracdo de fibroblastos e queratindcitos e
reducdo dos niveis de fatores de crescimento (BALTZIS et al., 2014). Durante o remodelamento
do tecido, o desequilibrio entre a sintese e degradacdo das metaloproteinases (MMPs) e dos
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) prejudica a estruturagédo adequada da matriz
extracelular através da degradagéo excessiva do tecido neoformado (LIMA; ARAUJO, 2013).

Assim, entender os mecanismos que controlam a cicatrizacdo de feridas cutidneas na
presenca do diabetes é fundamental para a proposicao de novas terapéuticas. Neste sentido, a
administracéo oral de acidos graxos tém demonstrado efeitos benéficos durante o reparo tecidual.
Estudos sugerem que acidos graxos possuem papel importante na resposta imunologica através
de alteragdes nas membranas lipidicas, modulando a sinalizagdo celular e a capacidade
imunolégica do organismo (CHOW; BARBUL, 2013), sendo capazes de atuar no processo
inflamatério dependendo do seu tipo, dose, concentragdo e condi¢cdo. O tratamento com acido
oleico pode atuar no remodelamento do tecido, sendo importante ferramenta no tratamento de
feridas cutaneas. Diante disso, torna-se fundamental esclarecer os efeitos de nutrientes
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imunomoduladores sobre o processo de cicatrizagao, a fim de reduzir a exacerbacéo do processo
inflamatério em Ulceras diabéticas (CHOW; BARBUL, 2013).

Entretanto, apesar de estudos demonstrarem a importancia do acido oleico durante o
reparo tecidual, ainda ndo é bem descrito os efeitos dessa suplementagdo na cicatrizagao de
feridas cutaneas em individuos diabéticos.

METODOLOGIA:

Inducao de diabetes, suplementagao oral com acido oleico e indugao da ferida:

Camundongos C57black/6 machos foram divididos em trés grupos: (C) controle; (D)
animais diabéticos induzido por estreptozotocina (STZ); e (DOA) animais diabéticos que
receberam OA (50 uL) por gavagem oral. Para a indugado do diabetes, utilizamos protocolo de 5
doses consecutivas de estreptozotocina (45 mg/Kg de peso corporal) (MEYEROVICH et al., 2017,
TAN et al., 2019).

Apods a confirmagao do diabetes (glicemia > 240mg/dL), os animais foram suplementados
oralmente com OA puro (50uL) durante 5 dias. Apds o periodo de suplementagdo, os animais
foram submetidos a cirurgia de indugado da ferida na regido dorsal. Foram avaliados o fechamento
macroscopico das feridas por fotos, bem como a qualidade do tecido cicatrizado por analises de
Sirius Red. Paralelamente, avaliamos a producgao temporal de mediadores inflamatérios no tecido
cicatricial, por ELISA. Os dados advindos deste projeto poderao influenciar a proposicao de novas
terapéuticas para o tratamento de feridas de dificil cicatrizagdo, principalmente em individuos
diabéticos.

Inducéo de diabetes, suplementac¢ao e indugdo da ferida
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Figura 1: Desenho experimental. Animais dos grupos D e DOA foram submetidos a indugéo de diabetes com 5
doses consecutivas de STZ (45mg/kg) durante 5 dias. Apés 10 dias do fim da aplicagdo de STZ, a presenga de diabetes
foi confirmada nos animais com glicemia > 240mg/dL. Em seguida, os animais foram suplementados com 50uL de AO
(DOA) ou agua (D e C) durante 5 dias. No 5 ° dia, foi realizada a coleta de tecido de 0 hora e, em seguida, coletas de 3
dias, 5 dias, 7 dias e 21 dias.

Analise do fechamento da ferida

A fim de avaliar macroscopicamente o fechamento das feridas, elas foram fotografadas nos
diferentes tempos de seguimento (0 hora e 1, 3, 7, 10, 14 dias) apds a lesdo. Para a analise, a
area da ferida foi medida através do software Image J (National Institute of Mental Health -NIH),
no qual os resultados foram expressos em porcentagem (%) em relagéo a area inicial da ferida (0
hora).
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Analise histologica

O tecido cicatricial de 7 dias foi coletado, fixado em formaldeido 4% em solugao tampao de
fosfato 0,1M (pH 7,4), durante 24 horas a 8°C, desidratado em bateria de alcool de concentragéo
crescente (50 ao 100%), clarificado em xilol e incluido em parafina (Paraplast-Sigma®). Secgoes
de 5 ym em parafina foram entao reidratadas em bateria de alcool de concentracdo decrescente
(100 ao 70%) e coradas com Sirius Red para avaliar a organizagdo das fibras colagenas. Os
materiais foram documentados em microscépio estereoscopico Leica® (MZ10F) acoplado a
camera Leica® (DFC310 FX) e Microscopio Olympus® ((U-LH100HG) com imagens
representativas das estruturas histologicas registradas no sistema de captura e analise de
imagens digitais (Camera: Olympus® / U-TVO.63XC / T2).

Homogeneizagao dos tecidos cicatriciais para determinagao de citocinas:

Os tecidos coletados nos periodos de 3, 5 e 7 dias apds a indugao das feridas foram
imediatamente acondicionados em gelo seco e mantidos no freezer (-80°C) até serem
homogeneizados. Para homogeneizacdo, foi preparado tampdo PBS com inibidores de
proteinases (Complete Cocktail protease inhibitor, Roche,Mannheim, Germany). Apds a
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C. A producao de citocinas (CXCL-1, CXCL-2,
IL-18, TNF-qa, IL-6, IL-10 e VEGF) foi avaliada através do método de ELISA utilizando o Kit Duo
Set (R&D System, Mineapolis, MN, USA). Os valores foram normalizados pela quantidade de
proteinas nas amostras, determinada pelo método de Bradford (1976).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Na Figura 2, pode-se observar que o fechamento das feridas foi prejudicado no grupo D
quando comparado ao grupo C nos dias 3, 5 e 7, confirmando as condigbes ja conhecidas de
atraso na cicatrizacao das feridas diabéticas. Contudo, quando se compara os grupos D e DOA,
observa-se que a suplementacdo com acido oleico (OA) melhorou o fechamento das feridas em
animais diabéticos, com reducao significativa da area nos tempos de 3, 5 e 7 dias.
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Figura 2: Area das feridas (%) em relagdo & area inicial da ferida (0 hora) nos tempos 0 hora, 1 dia, 3 dias, 5 dias, 7 dias, 10 dias, 12

dias, 14 dias e 21 dias. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média, considerando-se diferenca significativa com

p<0,05, por two-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni. (*) indica diferenga significativa entre C e D; (#) indica diferenga significativa
entre D e DOA.

Na Figura 3, observa-se os aspectos macroscopicos das feridas apresentadas na Figura
2. Pode-se observar menor area de ferida nos grupos C e DOA em relagcdo ao grupo D nos
tempos 3, 5 e 10 dias. No 14° dia, as feridas estavam completamente fechadas nos grupos C e
DOA, o que nao ocorreu no grupo D. Desta forma, concluimos que a suplementacdo oral com
acido oleico melhorou o processo de cicatrizagdo em animais diabéticos.
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Figura 3: Imagens representativas do fechamento das feridas dos grupos C, D e DOA nos tempos 0 hora, 1 dia, 3 dias, 5 dias, 7 dias,
10 dias e 14 dias.

Através da coloragdo histolégica com Sirius Red, observou-se menor deposicdo de
colageno nos grupos D e DOA em relacdo ao controle. Além disso, as fibras colagenas dos
animais dos grupos D e DOA eram menos espessas, indicando menor maturacdo do tecido
neoformado em animais diabéticos.

Figura 4: Imagens representativas da regido da ferida e borda da ferida dos grupos C, D e DOA no tempo de 7 dias com coloragédo
Sirius Red. (F) indica a regido da ferida; (B) indica a borda da ferida; (**) indica maior deposi¢ao de colageno; (*) indica menor
deposicao de colageno.

Na Figura 5, a analise temporal da concentracdo de mediadores inflamatorios permitiu
identificar diferengas significativas nas concentragdes de CXCL-1, aumentadas no grupo DOA em
comparacao aos grupos C e D em 3 e 5 dias, e em comparagado ao grupo C em 7 dias .Além
disso, observou-se maior concentragao de CXCL-2 no grupo DOA quando comparado aos grupos
C e D em 3 dias, e maior concentragao no grupo D quando comparado aos grupos C e DOAem 5
dias. Nao foram observadas alteragdes nos outros mediadores inflamatérios avaliados (dados nao

apresentados).
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Figura 5: Andlise temporal da concentragéo de citocinas CXCL-1 e CXCL-2 em pg/mg de proteina nos grupos C, D e DOA nos tempos
3 dias, 5 dias e 7 dias. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média, considerando-se diferenca significativa
quando p<0,05, por two-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni. (*) indica diferenga significativa entre C e D; (&) indica diferenga
significativa entre C e DOA; (#) indica diferenca significativa entre D e DOA.
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A resposta inflamatdria apropriada é fundamental para garantir o recrutamento de células
durante o processo de reparo tecidual. As quimiocinas CXCL-1 e CXCL-2 atuam no recrutamento
de neutrofilos, na migragdo de queratindcitos e na angiogénese durante o reparo tecidual
(ZAJA-MILATOVIC et al., 2008; RAJARATHNAM et al, 2019).

Os neutrdfilos séo as primeiras células a migrarem para o local da lesdo e contribuem para
iniciacdo, modulagdo e resolugdo da inflamagao, e interagem com outras células imunolégicas
(METZEMAEKERS et al., 2020). Essas células fagocitam debris e liberam citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento que contribuem para a quimiotaxia de outras células imunoldgicas. Dessa
forma, os neutrdfilos estimulam o inicio da fase inflamatéria da cicatrizagao e também contribuem
para a resolucao da inflamacéo.

Contudo, a inflamacao exacerbada leva ao atraso na cicatrizagao de feridas em condicbes
patoloégicas, como o diabetes (SONG et al., 2020). Portanto, a desregulacdo da liberagdo de
CXCL-1 e CXCL-2 pode contribuir para o atraso na cicatrizacdo de feridas através da
descompensagdo no numero e ativacao de neutrofilos (RAJARATHNAM et al, 2019). Assim, a
regulacdo de citocinas inflamatérias € um alvo importante no tratamento de feridas diabéticas,
com o objetivo de atenuar a resposta inflamatéria inicial, uma vez que é exacerbada, e permitir o
correto seguimento da cascata de eventos envolvidos na cicatrizagcdo (SONG et al., 2020).

CONCLUSAO:

A suplementagdo com acido oleico foi capaz de exacerbar a inflamagao, principalmente via
CXCL-1 e CXCL-2, o que torna necessario entender a relevancia dessas quimiocinas no processo
de cicatrizacdo e como o acido oleico pode aumentar sua sintese.
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