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Resumo

O processo de cicatrizacao possui etapas de grande complexidade e que podem ser
alteradas por inumeros agentes e/ou circunstancias, sendo um desses fatores a
diabetes mellitus. Os individuos diabéticos possuem alteracbes sistémicas que
prejudicam o reparo de lesdes, causando ulceracBes cronicas com risco de
amputacdo. Essa doenca afeta varias etapas do processo cicatricial, desde o
recrutamento de células até a deposicdo de colageno. Portanto, o presente estudo
tem o objetivo de analisar a cicatrizacao, em especial a deposicdo de fibras colagenas,
do tipo | e Ill, em 30 ratas Wistar diabetizadas, nas quais foram realizadas feridas de
peles na regido dorsal. Os animais foram separados em 6 grupos (n=90) sendo G1 a
G3 grupos controle, G4 a G6 diabetizadas. Neste subprojeto o material sera corado a
fim de se avaliar as fibras colagenas tipo | e lll, seguida de andlise histolégica para
identificar possiveis mudanca da normalidade. Acredita-se que serdo encontradas
alteracdes. A analise sera realizada com o intuito de avaliar se o tratamento com zinco
melhora o quadro de cicatrizacao.

Introducéo

Existem etapas de extrema complexidade no decorrer do processo de
cicatrizacdo, que dependem de diversas células, moléculas e substancias pro
inflamatorias, que podem ser influenciadas por inUmeros fatores, sejam eles de origem
externa ou interna, quimica ou fisica, locais ou sistémicas (GONZALEZ et al, 2016). A
regeneracao tecidual acontece basicamente em trés etapas: inflamatoria, formacéo e
proliferacdo do tecido de granulacdo com deposicdo da matriz extracelular, e
remodelagem (CLARK, 1993).

De acordo com a Diretriz de 2017 da Sociedade Brasileira de Diabetes, em
2015 cerca de 415 milhdes de pessoas ja viviam com diabetes mellitus (DM).
Atualmente, sabe-se que essa doenca tem impacto direto na cicatrizacdo, pois ela
causa microangiopatia que reduz o provimento de nutrientes e oxigénio para a leséo,
prejudica a funcdo imune e a angiogénese, desfavorece a formacéo e deposicao de
fibras colageno (SIMON et al, 2016). Uma consequéncia da dificuldade do reparo
tecidual que essa comorbidade promove, séo ulceracdes cronicas que nao cicatrizam
nos membros inferiores. Cerca de 85% das amputacdes em diabéticos sdo precedidas
por esse quadro (SBD, 2017).

Um dos compostos que vem sendo explorado nos ultimos anos em dispositivos
biomédicos € o oxido de zinco (ZnO). Sabe-se que é um elemento essencial em
inUmeras reagdes bioldgicas, como para o sistema imune, prote¢cdo contra danos
oxidativos, atuacdo nos mecanismos de reparacao do DNA, sintetizacao de proteinas,
etc (MARTINS, 2011).
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Os colagenos | e lll séo os principais tipos de fibras envolvidas na restauracao
dos tecidos, conferindo resisténcia e elasticidade para a pele. Portanto, a avaliacao
da deposicdo dessas fibras é uma etapa importante na investigacao da cicatrizacao.
Assim, o presente trabalho procura associar técnicas e métodos de tratamento ja
conhecidos a tecnologias avancadas, analisar as etapas do reparo tecidual em ratas
diabetizadas tratadas com zinco convencional e nanoparticulado (NP).

Material e Métodos

O seguinte projeto possui aprovacdo da Comissédo de Etica em Uso Animal
(CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa sob numero de protocolo
12393/2017. Todas as etapas foram realizadas com técnicas padronizadas, e
seguindo métodos que protegessem a integridade dos animais.

Foi utilizado material coletado de um experimento ja existente. Onde houve
diabetizacdo laboratorial de 45 ratas Wistar com duas doses de estreptozotocina
(STZ) 50mg/kg cada e intervalo de 24h. Sendo consideradas diabetizadas os animais
que aumentaram em 40% o valor da glicemia capilar inicial, aferida com glicosimetro
portatil e uma gota de sangue periférico da cauda do animal. A média das afericbes
iniciais foram de 129,7mg/dL, e nos dias 7, 14 e 21 foram 361,4mg/dL, 272,8mg/dL e
422mg/dL, respectivamente.

Ao final do projeto foram inclusos grupos controle para uma analise
comparativa, a fim de melhorar os resultados. Os animais foram divididos em 6 grupos
com n=15 cada: G1 — sem DM e sem tratamento; G2 — sem DM e tratado com ZnO
tépico convencional, G3 — sem DM e tratado com ZnO tépico NP; G4 — portador de
DM e sem tratamento; G5 — portador de DM e tratado com ZnO topico convencional;
e G6 — portador de DM e tratado com ZnO topico NP.

Foi realizada lesdo dorsal, medindo 2cm x 2cm em cada animal (DO), e
analisado o processo de cicatrizagdo. Os grupos G2, G3, G5 e G6 receberam as
respectivas medidas terapéuticas uma vez ao dia, durante 7 dias. Foram eutanasiados
5 animais de cada grupo e biopsiadas as areas das feridas nos dias 7, 14 e 21.

As amostras das lesbes dos animais coletados haviam sido emblocadas em
parafina e armazenadas em condi¢Oes apropriadas. Realizou-se entdo a coloracdo
em picrosirius red a fim de visualizar a deposicéo colagena, além da coloracdo padrao
com hematoxilina e eosina (HE) para avaliar parametros adicionais da cicatrizacao.
Fotografou-se 3 imagens de cada lamina. Estas foram analisadas com o mesmo
microscoépio, Olympus DP72, utilizando o programa CellSens Standard, para garantir
que a avaliacdo mantivesse a mesma referéncia.

Resultados e Discusséo

Todos os grupos apresentaram retracao visivel na area da ferida. Os graficos
da figura 1, demonstram em porcentagem o quanto as lesdes dos grupos regrediram
em cada periodo e como era de se esperar, a maioria dos grupos tem maior retracao
ao final da fase proliferativa (CLARK, 1993). As biopsias realizadas no D7 p&s-injUria,
mostram que o parametro de infiltragdo neutrofilica € menor em G3 comparado a G1
e G2. Ja no 14° dia, G6 apresentou maior niumero de neutrofilos que G3 e G5 (Figura
2). E por fim, no dia 21, houve significancia na analise da colagénese.

No presente estudo, a STZ foi utilizada com o objetivo de mimetizar um quadro
de DM cronica e retardar a cicatrizacdo, contudo, as areas de retracao das lesbes em
G4 e Gl foram semelhantes (ambas acima de 92%). Os achados macro e
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microscopicos desta pesquisa, sugerem que essa droga desencadeia um quadro
agudo da doenca, onde o estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia esti
relacionado a ativacdo de macréfagos, a inducdo de citocinas, e caracteristicas
relacionadas ao aumento de proteinas de fase aguda de inflamacao (LAPW, 2006).

As biopsias do 7° dia mostraram infiltracdo por neutrofilos significativamente
menor quando comparado G3 a G1 e G2. J4 no 14° dia, apesar de ndo mostrar
significancia em relacdo aos demais grupos, essa média da quantidade de neutrofilos
continuou diminuindo. Isso retifica o fato de que a nanoestrutura agiu na fase precoce
pos lesdo, melhorando o quadro inflamatorio inicial. Esse resultado favoravel a
nanotecnologia pode ser explicado pelo fato de suas moléculas apresentarem melhor
controle e distribuicdo do medicamento, sendo biologicamente mais ativas, com um
maior potencial para atravessar barreiras bioldégicas (SOUZA, 2015).

Nas fases de proliferacdo e de remodelamento tecidual, o zinco age nas
metaloproteinases, substancia que irdo modular a matriz extra celular e melhorar a
deposicao de colageno (TAKEO, 2015). Visto isso, no 21° dia, é possivel entender o
aumento da intensidade de colagénese em ambos os grupos tratados com ZnO,
sendo que G3 (nano tratamento) foi significativamente maior que G1. Porém, ao iniciar
a andlise das laminas coradas com picrosirius red, notou-se que houve um erro de
padronizacao da coloracdo. Isso comprometeu a avaliacao da deposicéo de colageno,
0 qual era objetivo principal do presente estudo. Foi necessario entdo retornar a etapa
de preparo de novas laminas com corante acima citado. Esse imprevisto afetou o
andamento das atividades e atrasou o cronograma.

Outra dificuldade enfrentada foi o fato de que o micrétomo disponivel é antigo
e impediu agilidade para o corte das laminas na espessura ideal, tomando mais tempo
do que o previsto. Portanto, no momento, a pesquisa encontra-se em atraso. Sendo
este apenas um resultado parcial

Figura 1 — Grafico com porcentagem das areas retraidas por periodo analisado.
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Figura 2 — Neutrdfilos no D7 e D14, respectivamente.
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Concluséao

Conclui-se que o tratamento com éxido de zinco nanoparticulado se apresentou
com melhores resultados na cicatrizacdo em D14 e D21 nos grupos ndo-diabetizados.
No entanto, é necessaria andlise das fibras de coldgeno para retificar o tratamento.
Devido ao comprometimento da qualidade do material, houve atraso no decorrer das
tarefas propostas, estando a pesquisando ainda em andamento.
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