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INTRODUGAO:

A pele é um 6rgao multifuncional, capaz de responder a estimulos externos e internos. E por isso,
esta exposta a agressdes externas e sujeita a lesdes. A cicatrizacdo € um processo bem estabelecido e
evolutivamente conservado, mas que em alguns casos patolégicos, como o diabetes, resulta em
complicacdes que prejudicam e atrasam o reparo tecidual, promovendo em muitos casos a formacao de
feridas cronicas (BALTZIS; ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014). O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma
doenca crénica também influenciada pela genética, mas muito associada a fatores ambientais como
padrdo alimentar e préatica de atividade fisica, sendo causada pelo desenvolvimento e perpetuacdo de
resisténcia a insulina nos 6rgaos periféricos, o que resulta em hiperglicemia (TINAJERO; MALIK, 2021).
O atraso na cicatrizacao de feridas em pacientes diabéticos se deve principalmente a inflamacao crénica
e aumento do estresse oxidativo tecidual. A pele perde funcionalidade e torna-se mais suscetivel a novos
ferimentos e riscos potenciais de ulcerar (HOLL J et al.,, 2021). A resposta inflamatéria durante a
cicatrizacao de feridas pode ser controlada por nutrientes imunomoduladores, como os &cidos graxos
Omega-6. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo oral com &cido graxo
linoleico durante o processo de cicatrizacdo de feridas em camundongos diabéticos tipo 2.

METODOLOGIA:

O projeto foi submetido & aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) (CEUA n° 6274-1/2022). Foram utilizados camundongos
homozigotos para uma mutacéo no receptor de leptina (BKS.Cg™ +/+ Lepr®/J Unib), que promove o
desenvolvimento espontaneo do diabetes, e seus controles do tipo selvagem C57BL/6J (WT), machos,
com 8 semanas de idade, provenientes do CEMIB/UNICAMP. Os animais foram mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas, em temperatura de 23 + 2°C. Os animais foram distribuidos em 3 grupos: (WT)
animais do tipo selvagem suplementados com agua; (db/db) animais diabéticos suplementados com
agua e (db/db LA) animais diabéticos suplementados com 50 pL de &cido linoleico (22 mg/kg).

Foi realizado o acompanhamento da glicemia dos animais até que todos pudessem ser
considerados diabéticos, ou seja, com niveis glicémicos = 240 mg/dL. Para o acompanhamento da
glicemia, a mesma foi aferida em diferentes tempos, coletando o sangue da veia caudal e utilizando o
Kit Accu-check® Active. ApOs a confirmacgédo do diabetes, os animais do grupo db/db LA receberam
suplementacao oral de 50 uL/dia de acido graxo linoleico puro por 5 dias consecutivos (Sigma Aldrich,

XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2024 1



Alemanha) por pseudogavagem com pipeta monocanal mecéanica (10-100 uL, Eppendorf®). Os animais
dos grupos WT e db/db foram suplementados com agua. Apés 5 dias de administracdo do acido linoleico,
uma area de aproximadamente 1 cm? de pele foi removida cirurgicamente da regiéo dorsal.

Foi avaliado o consumo de agua e ra¢do dos camundongos a partir da média do consumo diario.
No dia da inducéo da ferida, os animais foram alojados em gaiolas individuais e foi ofertado 300 mL de
agua no bebedouro e 70g de ragcédo comercial padréo para camundongos (Nuvilab®, Quimtia, Colombo,
Brasil). Por um periodo de 21 dias, a racao foi pesada e o volume de agua medido trés vezes na semana.

Para avaliar o fechamento da ferida, as mesmas foram fotografadas em diferentes tempos de
seguimento apds a lesdo. Utilizamos camera digital Sony® cyber-shot (DSC-S950S 4X 10MP com zoom
optico). Para a andlise, a area da ferida foi medida através do software Image J (National Institute of
Mental Health -NIH) e os resultados expressos em porcentagem (%) em relacdo a area inicial da ferida.

As amostras de pele coletadas no 21° dia apés a lesao, foram fixadas em solucao de formaldeido
4% por 24 horas, desidratadas em baterias crescentes de etanol e incluidas em blocos de parafina
Paraplast, seccionadas em micrétomo rotatério manual (micrétomo Eppendorf®). Os cortes foram
hidratados em baterias de etanol decrescentes e corados em Sirius Red e hematoxilina/eosina para
avaliar a organizacdo das fibras de colageno e para avaliar os aspectos gerais da inflamacao. As
imagens foram adquiridas em microscépio estereoscopico Leica® (MZ10F) acoplado a camera Leica®
(DFC310 FX) e Microscopio Olympus® (U-LH100HG).

Os resultados foram apresentados como média + erro padrédo da média. Comparacdes entre 0s
grupos foram realizadas por andlise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Bonferroni. Para a realizagéo
das andlises estatisticas, foi utilizado o programa Prisma 8.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA). As diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A afericdo da glicemia dos animais ap6s a inducéo de ferida comprova que 0s animais dos grupos
db/db e db/db LA permaneceram diabéticos durante toda o processo de cicatrizagdo, com niveis de
glicemia superiores a 240 mg/dL.
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De acordo com os resultados de consumo de racéo, a ingestao foi maior maior nos grupos db/db e
db/db LA em comparagdo ao grupo WT, como esperado. Além disso, o consumo de &agua foi
significativamente maior no grupo db/db LA em comparacao aos grupos db/db e WT.
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Figura 2. Média de consumo diario de 4gua e rac@o (A) Média do consumo diario de ragdo. (B) Média do consumo diério de agua. Grupos
controle (WT; n=7); diabético (db/db; n=4); diabético suplementado com acido linoleico (db/db LA; n=4). O consumo foi avaliado a partir do dia

XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2024 2



de indugéo de ferida, sendo realizado a cada dois dias até o final do protocolo. Os valores foram expressos como média + erro padrédo da
média, considerando-se diferen¢a significativa com p<0,05, por one-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni. (*)Indica diferenca significativa
entre os grupos WT e db/db; (#) indica diferenca significativa entre os grupos WT e db/db LA; (&) indica diferenca significativa entre os grupos

db/db e db/db LA.

De acordo com a andlise de fechamento da ferida, entre os 3° e 10° dias do protocolo de 21 dias,
a ferida dos grupos db/db e db/db LA estava significativamente maior em relagdo a ferida do grupo WT,
revelando um atraso na cicatrizacdo em relacao ao grupo controle. Nao observamos diferencas entre os
grupos db/db e db/db LA. Entretanto, se analisarmos apenas a area da ferida no 21° dia apoés a lesao, é
possivel ver claramente que o0s animais que receberam suplementacdo com o acido graxo linoleico
apresentaram menor area ainda aberta, em relacdo ao grupo db/db sem suplementacéo.
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Figura 3. Fechamento da Ferida em 21 dias. (A) Quadro de fotos representativas. (B) Gréafico da area da ferida. (C) Area da Ferida no 21° dia.
Grupos controle (WT; n=7); diabético (db/db; n=4); diabético suplementado com acido linoleico (db/db LA; n=4). Os valores foram expressos
como média + erro padrao da média, considerando-se diferenga significativa com p<0,05, por two-way ANOVA com poés-teste de Bonferroni.
(*)Indica diferenca significativa entre os grupos WT e db/db; (#) indica diferenca significativa entre os grupos WT e db/db LA.

A partir da andlise histologica de 21 dias, na coloracdo em Sirius Red nos revela um maior
desenvolvimento de matriz extracelular no grupo dbdb LA em relacdo ao grupo nédo suplementado. Além
disso, também observamos menor deposicao de fibras de colageno no grupo db/db em rela¢éo ao grupo

WT. Na coloracdo Hematoxilina e Eosina observamos sinais de tecido cicatrizado em todos 0s grupos,
principalmente pela presenca de anexos dérmicos.

db/db LA
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(B) ) db/db LA

Figura 4. Andlises Histoldgicas em 21 dias. (A) Coloragdo em Sirius Red com fotografias sem e com polarizagdo em aumento de 100x. (B)
Coloragéo em Hematoxilina e Eosina em aumento de 200x. Grupos controle (WT; n=7); diabético (db/db; n=3); diabético suplementado com
acido linoleico (db/db LA; n=4). ST = scar tissue; Epi = epiderm.

Esclarecimento: E importante ressaltar que devido a um problema no fornecimento dos
camundongos homozigotos para uma mutagdo no receptor de leptina (BKS.Cg™ +/+ Lepr®/J Unib) por
parte do CEMIB Unicamp, nado foi possivel alcancar o nimero de amostras por grupo desejado e nem
mesmo realizar todos 0s experimentos previstos no projeto original. Afinal, ndo foi possivel completar o
namero de 5 animais por grupo das analises realizadas até entdo, e nem mesmo fazer os lotes de 7
dias. Buscamos alternativas entrando em contato com outras universidades, porém nenhuma delas
trabalhava com esse modelo animal. Assim, nossas conclusdes foram feitas a partir dos resultados que
conseguimos obter.

O aumento da ingestédo diaria de ragdo (Figura 2A) dos grupos db/db e db/db LA em relag&o ao
grupo WT esté relacionado a mutagdo que o camundongo db/db possui no receptor de leptina, um
hormonio diretamente associado as sinalizacbes cerebrais de saciedade. Sendo assim a mutagéo no
receptor impede que esse horménio se ligue e exerca suas fungbes, dentre elas a sinalizacdo
hipotalamica para diminuir a fome e promover a cessacao das refeicbes (ZANCHI et al.; 2017). Em
relacdo a ingestdo diaria de agua (Figura 2B), também percebe-se uma diferenga significativa no
consumo de agua quando comparamos o0s grupos db/db e db/db LA com o grupo WT, o que também é
um fator esperado porque a hiperglicemia causa aumento consideravel do fluxo urinario nos
camundongos diabéticos, o que promove uma resposta compensatéria de polidipsia (ZHAO et al.; 2020).

A analise de fechamento de ferida é realizada a partir das fotografias tiradas do dorso dos animais
em posicdo vertical, ou seja, mesmo que a casca da ferida esteja praticamente solta da pele, na
quantificacé@o através das fotografias pelo software Image J, o valor sera referente ao tamanho da casca.
Além disso, as vezes a casca da ferida esta praticamente solta da pele e quando se desprende e a
qguantificagdo da area reduz drasticamente, como na variacdo do 10° para o 14° dia (Figura 3B).
Entretanto, as cascas da ferida dos animais podem se soltar em momentos diferentes, geralmente
ocorrendo entre 0 10° e 21° dias, fazendo com que os dados fiquem muito diferentes entre si, devido as
diferencas nas fotografias.

Chamando a atencdo para o 21° dia (Figura 3C), pode-se observar que a barra de desvio
permanece grande no grupo db/db, porém pequena no grupo db/db LA, o que mostra que os dados do
primeiro grupo se mantiveram heterogéneos entre si, enquanto os dados do grupo suplementado se
mostraram mais homogéneos em relacdo aos dias anteriores. Isso porque enquanto grande parte dos
animais do grupo db/db apresentava grande variabilidade em relagédo a aderéncia da casca da ferida a
pele, os animais do grupo db/db LA em sua maioria, estavam com a casca desprendida quase por
completo no 14° dia e por isso, do 14° para 0 21° dia os dados se tornam mais homogéneos neste grupo.

Para além da andlise subjetiva citada acima, sabe-se que, diferentemente dos humanos, o
mecanismo pelo qual ocorre o fechamento da ferida na maioria dos roedores se deve principalmente a
contracdo da ferida. Em contrapartida, a cicatrizacdo da pele humana estd mais atrelada ao
desenvolvimento do tecido de granulacéo, que exerce sua funcéo preenchendo o defeito. Curiosamente,
em camundongos db/db a cicatrizacdo se deve principalmente pela migracdo epidérmica e nao pela
contracao, se tornando um modelo mais préximo daquilo que observamos nos humanos (PIGNET et al.,
2024). Isso nos ajuda a entender porque tivemos certas dificuldades para expressar, através do método
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analises por meio de fotografias e quantificacdo de area, o que estava sendo observado na pratica.
Justamente porque diferente dos demais modelos animais, como os camundongos C57BL/6 utilizados
como grupo controle onde ocorre a contracdo da ferida e portanto em todas as fotografias o tamanho da
ferida € condizente ao exato tamanho da casquinha; no modelo db/db, devido a maior migracao
epidérmica e contracdo reduzida, o tamanho da ferida ndo necessariamente serd condizente a
casquinha que se sobrepde (PIGNET et al., 2024).

Por mais que o n amostral das analises histoldgicas tenha sido pequeno, os resultados
observados se mostraram homogéneos entre si. Em relagcdo a coloracdo Sirius Red (Figura 4A),
observamos baixa deposicao de fibras colagenas nos animais do grupo db/db agua em relacdo ao WT.
Em contrapartida, a suplementacdo com &cido linoleico contribuiu para recuperar a capacidade de
remodelamento da matriz extracelular, marcada pela maior deposi¢éo de colageno no grupo db/db LA
em relacdo ao grupo ndo suplementado. O que é de extrema importancia quando falamos em qualidade
tecidual e funcionalidade da pele, afinal a matriz extracelular, formada por proteinas,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos e colageno, fornece uma rede dindmica para migracao, adeséo,
proliferacéo, diferenciacdo e maturacdo celular, sendo o seu desenvolvimento fundamental para a
cicatrizagdo de feridas, conferindo as caracteristicas de estabilidade, flexibilidade e resisténcia da pele
(MONAVARIAN, 2019).

Através das andlises de histol6gicas em Hematoxilina e Eosina realizadas com tecido do 21° dia
apos a lesdo (Figura 4B), nao observamos diferencas nos aspectos gerais da inflamacao entre os
grupos analisados, demonstrado pela area da ferida predominantemente fechada, baixa infiltracdo de
células inflamatorias, poucos vasos sanguineos e pela presenca de anexos dérmicos como glandulas e
foliculo piloso, indicativos de tecido regenerado e capacidades funcionais sendo reestabelecidas.

CONCLUSOES:

Com base nos resultados obtidos concluimos que a suplementacgéo oral com acido graxo linoleico
foi benéfica para o reparo tecidual da pele, tendo em vista que houve melhora na estruturacdo da matriz
extracelular.
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