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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas € um processo dindmico e complexo que se inicia
imediatamente apds a ruptura da integridade da pele. Este processo € dividido em
quatro estagios: hemostase, fase inflamatéria, fase proliferativa e remodelacdo. Em
cada fase, ha um processo crucial dos mediadores humorais, como fatores de
crescimento, oxido nitrico (NO), citocinas e espécies reativas de oxigénio (EROS).
Diversas condicBes patolégicas, como inflamacdo e hiperglicemia, podem
comprometer a cicatrizacdo. Nessa condicado, a funcéo endotelial mediada por NO,
EROS e citocinas torna-se um alvo terapéutico importante, logo, o objetivo deste
estudo foi avaliar se o processo de cicatrizacdo de feridas interfere na funcéo
endotelial em ratos normoglicémicos (NG) e hiperglicémicos (HG). Para isso, foi
induzida uma leséo de 10 mm de diametro no dorso de 76 ratos Wistar, tratados (HG)
ou ndo (NG) com 150 mg/kg de aloxano monohidratado, uma droga que induz
hiperglicemia através do aumento de EROS. Foram analisadas as curvas de
concentracdo-efeitoinduzidaporacetilcolinaparaestudar a reatividade vascular, além
dos niveis séricos de IL-6, TNF-qa, IL-10 e NO nos seguintes momentos: Dia -1 (antes
da ferida), Dia O (dia da lesédo — fase de hemostasia), Dia 4 (quatro dias ap6s a ferida
— fase inflamatéria), Dia 8 (oito dias apds a ferida — fase proliferativa) e Dia 14
(quatorze dias ap0s a ferida — fase de remodelacéo). Os resultados indicaramque o
processo de cicatrizagdo pode causar disfuncéo endotelial (DE) em diferentes fases
do processo para ratos NG e HG, ocorrendo nas fases de hemostase e inflamatoria,
respectivamente. Em relacdo ao perfil inflamatério, o TNF-a e a IL-6, principais
mediadores do processo pro-inflamatoério, parecem influenciar a funcéo endotelial de
maneira distinta entre ratos NG e HG, juntamente com as concentracfes de EROS
envolvidas. O NO sérico, por outro lado, ndo pareceu ter uma influéncia direta na
funcao endotelial desses ratos durante o processo de cicatrizacao.

Palavras-chave: cicatrizacdo de feridas; pele; disfuncdo endotelial; hiperglicemia;

reatividade vascular.



ABSTRACT
Wound healing is a dynamic and complex process that begins as soon as the
discontinuation of intact skin occurs. It is divided in four stages, which are hemostasis,
inflammatory phase, proliferation phase and remodeling. In the control of each phase
are involved humoral mediators as grow factors, nitric oxide (NO), cytokines and
reactive oxygen species (ROS). Several pathophysiologies such as inflammation and
hyperglycemia can disturb the wound healing process. In this case, the endothelial
function mediated by NO, ROS and cytokines seems to be an important therapeutic
target. The aim of this study was to evaluate if the wound healing process is able to
interfere in the endothelial function of normoglycemic (NG) and hyperglycemic (HG).
To this a 10 mm diameter lesion was performed on the back of 79 Wistar rats treated
(HG) or not (NG) with 150 mg/kg alloxan monohydrated, a drug that induces
hyperglycemia through increase of ROS. The concentration-effect curves of
acetylcholine was conducted to study vascular reactivity and the serical levels of IL-6,
TNF-a, IL-10 and NO of this animals were performed at Day -1 (animals without
wound), Day 0 (day the injury was done — hemostasis phase), Day 4 (four days after
the injury - inflammatory phase), Day 8 (eightdays after surgery — proliferative phase)
and Day 14 (fourteen days later surgery - remodeling phase). The results showed that
the wound healing process can generate endothelial dysfunction (ED) in different
phases to NG and HG rats, occurring in the hemostasis and inflammatory phases,
respectively. Regarding the inflammatory profile, TNF-a and IL-6, the main mediators
of the pro-inflammatory process in the wound healing, seem to be linked to the
regulation of endothelial function in NG and HG rats in a different way. The
concentration of ROS seems to be involved in this process, since serum NO

concentrations did not directly influence the endothelial function of these rats during
the wound healing process.

Keywords: wound healing; skin; endothelial dysfunction; hyperglycemia; vascular

reactivity;
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1.1 A anatomia da pele e o processo de cicatrizacdo de feridas

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo e apresenta funcéo fisioldégica complexa
e de extrema importancia para o organismo. Sua funcdo primaria consiste em protecdo de
orgdos internos e protecdo contra luz ultra violeta (UV). Funciona também como uma barreira
passiva contra microrganismos tendo papel fundamental na imunidade. Ademais, é o principal
orgdo envolvido na termorregulacdo do organismo devido a presenca de glandulas anexas que
a compdem (IRION, 2012).

Ela é formada por trés camadas, sendo elas: a epiderme, derme e hipoderme (Figura 1).

Epiderme: é a camada mais externa e é constituida por epitélio estratificado bem
organizado composto por trés tipos celulares (queratinécitos, melanocitos e células de
Langerhans), além de conter células receptoras de Merkel que estdo ligadas diretamente ao
sistema nervoso (IRION, 2012; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017).

Derme: dividida em duas camadas principais que apresentam diferencas funcionais
importantes (camada papilar — presenca de células e tecido conjuntivo frouxo, onde se
encontram 0s vasos sanguineos, glandulas anexas e pélos e esta localizada logo abaixo da
epiderme; e, camada reticular — é mais espessa e acelular, presenta fibras mais densas e
organizadas que serdo importantes para contracdo das feridas). As células presentes na derme
consistem principalmente em fibroblastos, células endoteliais (compdem 0s vasos sanguineos
gue estdo presentes nessa regido), fibras de colageno e elasticas e substancia fundamental que
consiste em um gel de glicosaminoglinas e agua (IRION, 2012; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2017).

Tecido adiposo subcuténeo (hipoderme): camada de gordura localizada abaixo da
derme. Sua fun¢do é promover o isolamento térmico e proteger de lesdes por cisalhamento e

compressdo por estar presente entre a superficie de suporte (lamina basal — juncao da epiderme
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e a derme) e as proeminéncias 6sseas (IRION, 2012; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017,

ZIADLOU, etal., 2024).

Figura 1: Estrutura anatdmica da pele.

Pelo

Epiderme -

Gléndula sebacea

Derme -

Ducto da gléndula
sudoripara

Foliculo piloso

Artéria

Hipoderme — Veia

= Gordura subcuténea

Mdscule anexo ao pelo -
Fibra nervosa

Gléndula sudoripara Corpésculo lamelar

Fonte: Adaptado de Biorender.com

Quando ocorre uma perturbacdo da estrutura anatémica da pele gerando a
descontinuidade desta, hd também o rompimento de estruturas e a perda de funcdo da pele,
gerando o que é chamado de ferida (ISENBERG et al., 2005; REINKE & SORG, 2012). O
processo envolvido para que essas estruturas sejam reestabelecidas é chamado de processo de
cicatrizagdo de ferida ou regeneracéo de feridas e consiste em passos extremamente regulados
que envolvem diversos tecidos, células e moléculas (REINKE & SORG, 2012; IRON, 2012).

A regeneracdo normal de feridas ocorre em quatro fases que se sobrepdem: A
hemostase, inflamacéo, proliferacdo e remodelamento.

A hemostase consiste na reestabilizacdo dahomeostase daregido dalesdo apos a ruptura

detecidos e vasos sanguineos e o extravasamento de constituintes do sangue. Nessa fase ocorre
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a ativacdo da agregacdo plaquetéria por estimulo de fatores derivados do colageno e de
trombina formando o tampéo de coagulacdo. Ao mesmo tempo 0s vasos que sofreram a injaria
sdo estimulados a contrair para que impeca o extravasamento de sangue (REINKE & SORG,
2012). As plaquetas estimulam a producéo de fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) que por sua vez gera o estimulo para demais fatores de crescimento como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento de fibroblasto (FGF).

Toda essa cascata de ativagdes promove o estimulo para a segunda fase denominada
de fase inflamatoria, na qual ocorre o recrutamento de células do sistema imune aumentando a
permeabilidade dos vasos e a vasodilatagdo para que haja a remogao do material desvitalizado
e retirada de fatores toxicos as células. Nessa fase os mastdcitos atuam liberando fatores que
promovem a angiogénese para maior vascularizacdo da regido favorecendo o inicio da
formacdo do tecido de granulacdo que é avermelhado, devido a presenca de vasos sanguineos,
caracterizando a terceira fase denominada proliferativa (IRION, 2012).

Na fase proliferativa inicia-se a reepitelizagdo por proliferacdo de fibroblastos,
queratindcitos, angiogénese, deposi¢do detecido conjuntivo frouxo e a formagédo de uma matriz
provisoria de fibrina, fibronectina e colageno tipo I1I.

Por fim, a ultima fase é denominada de remodelamento, na qual a matriz extracelular
sofre modificacBes por deposicdo e degradacdo do colageno conferindo maior forga a regido
daleséo (IRION, 2012).

Quando a regeneracdo de feridas é anormal, como ocorre em um ambiente
hiperglicémico ou ainda disfuncional como é observado em diabéticos, hipertensos ou id0sos,
h& o arraste do tempo de cicatrizagcdo, ou em pior dos casos, a ndo cicatrizacdo da lesdo,
acarretando em diversos problemas para o portador da lesdo. Para superar estas dificuldades na
cicatrizacdo, diversas areas da salde se unem em pesquisas para propor estratégias

farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas, a fim de acelerar o processo de regeneragdo tecidual.
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1.2 Fungéo endotelial

O endotélio vascular compreende uma monocamada de células poligonais achatadas
(células endoteliais) que se organizam formando tabulos que sdo a interfase entre o sangue e o
musculo liso. Estende-se continuamente formando a arvore vascular, cuja funcdo primaria é o
transporte do sangue por todo o organismo (DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007;
AIRES, 2012). O endotélio libera substancias que coletivamente sdo denominadas de fatores
de relaxamento derivado do endotélio (EDRF’s), nas quais estdo inclusos 0xido nitrico (NO),
prostaciclina (PGI>) e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF).

Além disto, as células endoteliais também sdo responsaveis por produzir e liberar 0s
fatores de contracdo do endotélio (EDCF’s) como a endotelina-1 (ET-1), prostaglandinas,
angiotensina Il (Ang 1) e espécies reativas de oxigénio (EROS) (VANHOUTTE et al., 2009;
BERNATOVA, 2014). Quando ha um desequilibrio entre os fatores de relaxamento (EDRF’s)
e contragcdo (EDCF’s), ocorre a disfunc¢do endotelial, que pode ser desencadeada por diversas
patologias. Essa condicéo é caracterizada pelo excesso da liberacdo de fatores vasoconstritores
pelas células endoteliais e/ou pela reducdo da capacidade dessas células em liberar fatores
vasodilatadores (VANHOUTTE et al., 2009; CARVALHO et al., 2001; IGNARRO et al.,
1987; MONCADA et al., 1997;).

Durante a cicatrizacdo de feridas, o endotélio desempenha um papel fundamental ao
regular os estimulos que promovem, de maneira especifica, a homeostase. Isso inclui a
contracdo dos vasos, o recrutamento de plaquetas e a formacdo do tampéo de coagulacdo. O
endotélio também ¢é crucial na fase inflamatdria, uma vez que essa resposta depende do
estimulo gerado pelo tampédo de coagulagdo. Além disso, na fase proliferativa, o endotélio
facilita a angiogénese e o recrutamento de fibroblastos e queratindcitos para a area da lesdo.

(AITCHESON etal., 2021; REINKE & SORG, 2012; RODRIGUES etal., 2019).
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1.3 A hiperglicemia e a disfuncdo endotelial

Entre as patologias que promovem a disfuncao endotelial esta o diabetes mellitus (DM),
sendo descrita como uma desordem metabolica de mdltiplas causas, caracterizada pela
hiperglicemia cronica juntamente com disturbios do metabolismo de carboidratos, gorduras e
proteinas geradas pela falha na secrecdo e/ou na acdo dainsulina, o que caracteriza os diferentes
tipos de DM, sendo elas diabetes do tipo 1 e tipo 2, respectivamente (ALBERTI; ZIMMET,
1998).

O mecanismo no qual a hiperglicemia leva a disfungéo endotelial consiste na promocao
do aumento do estresse oxidativo, ativando a NO sintase induzivel (iNOS) que esta ligada a
resposta imune. Apesar de as concentracdes de NO estarem aumentadas, o NO ao se ligar com
anion superéxido (O2), promove a sua conversdo em perdxido nitrito (ONOO") gerando o
bloqueio da NO sintase endotelial (eNOS) por desacoplamento, o que culminara em menores

concentracdes de NO e aumento daconcentracdo de EROS (BECKMAN; CREAGER; LIBBY,

2002; KULLURU etal., 2012; MITTAL etal., 2014).

A disfuncdo endotelial na DM pode levar ao desenvolvimento de diversos distarbios e
entre eles se encontra a doenca arterial periférica que juntamente com a neuropatia € uma das
causas do aparecimento de feridas nos membros inferiores, os chamados pés diabéticos, que
muitas vezes levam a amputacbes dos membros desses pacientes por dificuldades na
cicatrizacdo das lesdes (ALBERTI; ZIMMET, 1998; BECKMAN; CREAGER; LIBBY, 2002;

IRION, 2012).
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2.ACAO DO PROCESSODE CICATRIZACAONA
FUNCAOENDOTELIAL
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1. INTRODUCAO

A formacdo de uma ferida consiste em um processo de perda de fungéo e anatomia da
pele devido a descontinuacéo desta. Assim que se daa formacéo de uma ferida, o processo de
cicatrizacdo se inicia. Sendo, extremamente regulado e dindmico, ele envolve vérios tipos
celulares, mediadores humorais e interagdes celula-célula e célula-matriz (ISENBERG et al.,
2005; REINKE; SORG, 2012). Esse processo € dividido em quatro fases que se sobrepdem. A
primeira fase € denominada como hemostase e se inicia logo que a injuria ocorre. Diversos
mediadores geram a ativacdo de plaguetas que formam o tamp&o de coagulacdo composto
principalmente por fibrina. Este interrompe o extravasamento de sangue através da lesdo,
porém promove o aumento do fluxo sanguineo para a regido da ferida, sendo o estimulo para a
segunda fase, denominada fase inflamatéria (AITCHESON et al., 2021; REINKE; SORG,
2012; RODRIGUES et al., 2019). Nesta fase, neutrofilos e mondcitos sdo recrutados pelo
tampdo de coagulacdo e o sistema imune adaptativo promove a ativacdo de fatores de
crescimento que sdo sinalizadores para o aumento de citocinas e EROS que influenciardo a
producdo de NO no local da injdria e no plasma sanguineo (BUI; WIESOLEK; SUMAGIN,
2020; CLARK, 2003; WITTE et al., 2002). A terceira fase, fase proliferativa, € marcada pelo
processo de angiogénese, deposicdo de colageno, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de
fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais. Por fim, a quarta e Ultima fase é denominada
de remodelamento e a secrecdo de colageno tipo |11 e degradacdo de colageno tipo I, sdo os
principais eventos dessa fase, 0 que culminard na forca de contracdo da ferida e mobilidade
desta, com a formacdo da cicatriz (REINKE; SORG, 2012; RODRIGUES etal., 2019).

O endotélio tem um papel extremamente importante no processo de cicatrizacdo de
feridas, sendo um dos principais moduladores deste ao produzir EROS, NO e diversos fatores
de crescimento e citocinas que irdo recrutar células para a regido da lesdo iniciando o processo

de cicatrizacdo e modulando este (RODRIGUESetal., 2019).

21



Muitas condicdes fisiopatoldgicas podem influenciar o processo de cicatrizacdo normal
de feridas como a hiperglicemia, hipertensdo e a inflamacdo. Em todos esses casos, ha uma
disfuncdo endotelial na qual a producdo de NO e EROS esta desbalanceada e o correto
desenvolvimento do processo de cicatrizagdo ¢ afetado gerando feridas que ndo cicatrizam por
longos periodos de tempo (LAING et al., 2007; STALLMEYER et al., 2002; WITTE et al.,
2002).

Esse trabalho faz parte de um estudo translacional no qual o objetivo foi avaliar os
efeitos sistémicos de uma ferida de segunda intencdo e o processo de cicatrizagdo em uma
condicdo de cicatrizagdo normal de feridas (ratos em condigdes saudavel quanto ao indice
glicémico) e cicatrizacao anormal de feridas (ratos em condicdes de hiperglicemia induzida por
Aloxano) (IGHODARO; ADEOSUN; AKINLOYE, 2018; LENZEN, 2008; TAKASU et al.,
1991). Nesta tese € apresentada uma parte dos resultados do que diz respeito a funcdo endotelial
sistémica dos ratos analisados, porém foram realizadas também analises macroscopicas e
microscopicas por histologia do tempo e qualidade de cicatrizacdo das feridas, alem de testar
possibilidades de tratamento com base nos resultados aqui encontrados (dados ainda nédo

publicados).

2. OBJETIVOS
l. Avaliar se uma ferida de segunda intencdo promove efeitos na fungéo
endotelial sistémica de ratos normoglicémicos e hiperglicémicos;
. Identificar e diferenciar as fases do processo de cicatrizacdo de feridas na

funcdo endotelial sistémica em ratos normoglicémicos e hiperglicémicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e desenho experimental

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) na
Universidade Federal de Sdo Carlos pelo nimero de registro: 4183101219. Setenta e seis ratos
Wistar com 250 g a 300 g foram divididos em grupos (Tabela 1) de acordo com as seguintes
denominagdes:

a. Niveis séricos de glicose — antes da inducdo da hiperglicemia (Dia -4), ratos
normoglicémicos (NG), ratos hiperglicémicos (HG);

b. Estagios da cicatrizacdo de feridas — sem ferida (Dia -1), ferida na fase de hemostase
(Dia 0), ferida na fase inflamatoria (Dia 4), ferida na fase proliferativa (Dia 8), e ferida na fase

de remodelamento (Dia 14);

Tabela 1: Divisdo de grupos experimentais. N amostral de ratos utilizados para cada grupo experimental
utilizado no presente trabalho.

Normoglicémicos (NG) Hiperglicémicos (HG)

Dia -4 74 2*
Dia -1 7 11
Dia 0 5 9
Dia 4 7 6
Dia 8 8 6
Dia 14 7 6

*analisadosapenasna dosagem de citocinas.
Fonte: Elaboracao prépria

Todos os procedimentos descritos nesse trabalho foram conduzidos apds pelo menos
uma semana de aclimatacdo. Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de
Neuroendocrinologia do Departamento de Ciéncia Fisioldgicas (DCF - UFSCar) (Responsavel:

Prof. Dr. Wladimir Rafael Beck) com temperatura e luminosidade controladas, ciclo claro-

escuro de 10h/14h e agua e comida ad libitum até o dia do experimento.
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As fases do desenho experimental sdo apresentadas no fluxograma abaixo:

L J

- Afericao - t sem ferida |- Glicemia - Glicemia - Glicemia - Glicemia
daglicemia |- Reatividade |- Cirurgia -t Fase -t Fase - { Fase
- Indugdoda |vascular - + Homeostase | inflamatéria proliferativa remodelament
hiperglicemia| - Coleta de |- Reatividade |- Reatividade - Reatividade 4]
Soro vascular vascular vascular - Reatividade
-Coletadesoro|- Coleta de |- Coleta de | vascular
® ® ® ®
soro soro - Coletade soro

Fonte: Elaboracao propria

3.2 Inducéo da hiperglicemia

Foi utilizado o farmaco diabetogénico Aloxano monoidratado (Sigma-Aldrich A7413-
10G) para induzir a hiperglicemia nos ratos Wistar utilizados nesse estudo (IGHODARO;
ADEOSUN; AKINLOYE, 2018; LENZEN, 2008). O mecanismo de acdo do Aloxano consiste
na necrose das células beta pancreaticas resultando num estado inicialmente transiente de
hipoglicemia minutos ap6s a inducéo, seguido por uma fase hiperglicémica que dura2-4 h e
uma terceira fase hipoglicémica que ocorre comumente 4-8 h ap6s a injecdo que pode gerar
convulsdes levando esses animais a morte (LENZEN, 2008).

A inducéo foi feita por via intraperitonial com uma dose de 150 mg/kg de Aloxano
monohidratado 98% em solucdo salina 0,9%. Para evitar a morte desses animais, apds seis
horas dainducéo foi oferecido por 24 h 4gua com 5 % de glicose ad libitum (ASIFet al., 2019).

Os niveis de glicose séricos foram mensurados utilizando o glicosimetro Accu-Check®
Active (Roche) para todos os animais antes da inducdo da hiperglicemia (Dia -4) e, apo0s isso,
a mensuracgdo foi feita seguindo as fases do processo de cicatrizagdo de feridas: Dia 0, Dia 4,
Dia 8 e Dia 14. Os animais foram considerados hiperglicémicos quando os niveis séricos de

glicose eram > 250 mg/dL.

24



3.3 Procedimento cirurgico

Os animais foram pesados e anestesiados com Cetamina (75 mg/kg — Cetamin® Syntec)
e Xilazina (5 mg/kg — Xilazin® Syntec) e colocados em decubito dorsal para tricotomia digital
da regido dorsal. Apds isso, foi feita uma ferida retirando as trés camadas cutaneas utilizando
um punch de 10 mm de diametro e bisturi. Apdsa cirurgia (Dia 0), os ratos foram mantidos em

caixas individuais (Figura 2).

Figura 2: Passo a passo da cirurgia para elaboracdo de feridas. Os ratosforam incialmente anestesiados com
Xilazina e Cetamina e tdo logo ndo apresentassem resposta a estimulos de dor foi realizada a tricotomia digital
dos pelos localizados no dorso do animal (2A). Logo apds, com auxilio de um punch e um bisturi (2B) foi
elaborada a lesdo e apresentando cerca de 1 cm de diametro (2C).

A - Tricotomia digital B - Elaboracao da lesdo C - Lesao no Dia O

Fonte: Elaboragdo propria

3.4 Eutanasia e coleta de material bioldgico

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo nos dias escolhidos que representavam
as fases do processo de cicatrizacdo de feridas: Dia -1, Dia 0, Dia 4, Dia 8 e Dia 14. O anel
aortico torécico foi removido, isolado e cortado em aneis de aproximadamente 4 mm de
comprimento e mantidos em solucdo de Krebs para o experimento de reatividade vascular. O
sangue foi coletado em tubos de ensaio de 50 mL e centrifugados em 10 000 rpm por dez

minutos para isolar o soro. Este foi estocado em freezer -80 °C até que 0 experimento de

citocinas fosse conduzido.

3.5 Reatividade vascular
Os anéis aorticos dissecados apos a eutanasia foram colocados em um banho de érgéos

contendo 5 mL de solugdo de Krebs (mM: NaCl 130, KCI 4,7, KH2PO4 1,2, MgSO4 1,2,
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NaHCOs3 14,9, Glicose 5,5 e CaCl2 1,6) a 37 °C, pH 7,4, constantemente borbulhado com 95
% de O2 e 5 % de CO2 em midgrafo isométrico (Mulvany-Halpern-model 610 DMT-USA,

Marietta, GA) e os dados foram registrados pelo programa PowerLab8/SP (ADInstruments Pty

Ltd., Colorado Springs, CO).

Primeiramente, os anéis adrticos foram estabilizados por trinta minutos ao serem
submetidos a uma tensdo de 1,5 g em banho de érgdos. Logo apos, a integridade do vaso foi
testada promovendo uma contracao inicial utilizando a ECso da fenilefrina (Phe) (0,1 umol/L),
seguido do relaxamento induzido por 1 pmol/L de acetilcolina (Ach). Os aneis aorticos dos
ratos normoglicémicos foram descartados quando o relaxamento foi menor do que 80% e para
anéis aorticos de ratos hiperglicémicos o critério de corte assumido foi de 60% de relaxamento,
utilizando como base o padronizado para ratos com disfuncdo endotelial ocasionada por
hipertensdo (RODRIGUES etal., 2010).

Os aneis aorticos intactos foram ent&o submetidos a uma segunda contragédo com 0,1
umol/L de Phe e apoés atingir a estabilizacdo do vaso em contracdo, foi conduzidauma curva
de concentragdo-efeito de Ach utilizando as concentracdes de 0,1 nmol/L até 0,1 mmol/L

(Figura 3). A poténcia (pD2) e o efeito de relaxamento méaximo (Emax) foram calculados.
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Figura 3: Passo a passo da curva de concentracdo efeito de acetilcolina. Primeiramente a aorta toracica foi
dissecada e cortada em anéis adrticos com cerca de 5 mm cada. Essesanéisentdo foram dispostos em dois ganchos
no qualum deles estava associado a um transdutor de sinais e disposto em banho de érgdo contendo solugdo de
Krebs a 37° C e borbulhado com uma composigdo de oxigénio e gas carbdnico. Apds um periodo de estabilizacdo
foi realizado o teste de endotélio e os vasos vidveis foram submetidos a curva de concentragdo efeito para
acetilcolina (Ach).

Curva de
concentracao efeito

“Trarisdutorde forga Teste de endotélio de acetilcolina
Ach » 5

Anel aértico

Solugdofisiolégica

Log [ACh]

Fonte: Elaboragéo propria

3.6 Dosagem de 6xido nitrico (NO) sérico

A dosagem de NO sérico foi conduzida a partir do sangue coletado imediatamente ap6s
a eutanasia dos ratos. Foram coletados cerca de 5 mL de sangue com o auxilio de tubo Falcon
de 50 mL. Este foi protegido da luz e alocado em gelo até ser levado para centrifugacdo a
10.000 rpm por 15 minutos. Deste montante foram extraidos cerca de 1 mL de soro que foi
armazenado em tubos &mbar de 1,5 mL em freezer -80°C. Para a andlise, as amostras foram
descongeladas e um volume de 50 pL de soro de cada amostra foi disposto em microtubos
ambar de 0,5 mL e desproteinizados com 0 mesmo volume de etanol a 95% (4 °C) durante 30
minutos. Apos esse tempo, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para
medir indiretamente os niveis séricos de NO, pela concentracdo sérica de nitrato. A técnica de
qguimioluminescéncia NO/ozonio foi realizada conforme descrito anteriormente por Archer e
colaboradores (1993), utilizando o analisador de dxido nitrico Sievers 280i (Sievers NOA 280i;

Sievers, Boulder, CO).

3.7 Analise de perfil inflamatdrio
Foi realizada a analise da concentracdo de citocinas séricas visando avaliar o perfil
inflamatorio dos ratos normoglicémicos e hiperglicémicos nas diversas fases do processo de

cicatrizacdo de feridas. Asconcentragdes das citocinas Interleucina-6 (IL-6), Fator de necrose
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tumoral-o. (TNF-a) e Interleucina-10 (IL-10) foram avaliadas através do método ELISA
seguindo as especificacdes da BD Biosciences Pharmingen® (San Diego, CA, United States)
kits (IL-6: Cat. No. 550319; TNF- oa: Cat. No. 558535; IL-10: Cat. No. 555134). As
concentragdes das amostras foram calculadas com base na curva padrdo de concentracdo de

cada citocina e expressa em pg/mL.

3.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas dos resultados foram feitas utilizando o software GraphPad
Prism (versdo 8.0.1). Os dados foram apresentados como a média + erro padrdo da média
(SEM). Os testes de normalidade foram conduzidos em sua maioria utilizando o teste
Kolmogorov-Smirnov. Para a comparacdo entre grupos foi utilizado teste-t para dados
paramétricos e Mann-Whitney para dados ndo-parameétricos. Andlises de comparacdo entre
grupos com dados paramétricos foram conduzidas utilizando ANOV A One-way com pés-teste
de Tukey’s e para dados ndo-paramétricos foi realizado o teste Kruskal-Wallis pds-teste de

Dunn’s. O nivel de significancia estatistica adotado foi de 5 %.

4. RESULTADOS

4.1 Efeito vasodilatador da acetilcolina nas diferentes fases do processo de
cicatrizacédo de feridas
Ao avaliar a curva de concentragdo-efeito para acetilcolina ao longo do processo de
cicatrizacdo de ratos normoglicémicos, foi identificado um deslocamento da curva para a
direita, indicando uma piora da resposta ao estimulo de relaxamento por acetilcolina nos vasos
na fase de hemostase (Dia 0) (Figura 4A). Apds essa fase, a capacidade de relaxamento dos
anéis aorticos foi reestabelecida ao ponto observado nos animais sem ferida (Dia -1) (pD2 Dia

-1: 6,96 + 0,03, n = 7, p < 0,0001; Dia 0: 6,58 + 0.07, n = 5; Dia 4: 6,93 £ 0,07, n=7,p <
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0,0001; Dia 8: 7,03 0,06, n = 8, p < 0,0001; Dia 14: 6,91 + 0,065, n = 7; p < 0,0001) (Figura

4C).

Figura 4: Curva de concentracéo-efeito da acetilcolinaem endotélio de ratos normoglicémicosao longo das
fases da cicatrizacdo de feridas. Dia -1 indica ratossem feridas; Dia 0 indica a analise feita em ratoslogo ap6s
a elaboracdo da ferida, ou seja, fase de hemostase; Dia 4 quatro diasapdsa elaboracéao da ferida, indicando a fase
inflamatoéria; Dia 8 oito dias ap6sa elaboracdo da lesdo e fase proliferativa; Dia 14 quatorze dias apdsa lesdo e
fase de remodelamento. Os valores indicam a média £+ SEM experimentos executados com a preparagéo de
diferentes animais. A. Curvas de concentracdo-efeito realizadas ap6s da contracdo maxima com ECso da
Fenilefrina. B. Valores maximosde efeitos de relaxamento (Ewmax). C. Valores de concentragdo maxima para gerar
50% de efeito maximo (pD2). * indica diferenca em relagdo ao Dia -1; # indica diferenca em relagcdo ao Dia 0; &
indica diferenca em relacdo ao Dia 4; $ indica diferenga em relagdo ao Dia 8.
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O efeito maximo de relaxamento (Emax) mostrou uma melhora na fase de
remodelamento (Dia 14) em relacdo ao dia que marca a fase de hemostase (Dia 0) e a fase

inflamatéria (Dia 4) em ratos normoglicémicos (Figuras 4B) (Emax Dia -1: 86,50 + 2,25%, n =
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7; Dia0: 81, 68 + 8,00%, n =5, p <0,05; Dia 4: 83,23 £ 9,98%, n = 7, p < 0,05; Dia 8: 91,29
+ 3,62 %, n =8; Dia 14: 94,97 £ 2,30 %, n = 7).

Em ratos hiperglicémicos, a dindmica de resposta vascular ao relaxamento por
acetilcolina foi diferente da resposta observada por ratos hiperglicémicos. A curva de
relaxamento dos vasos na fase inflamatoria (Dia 4) mostrou um deslocamento para a direita,
indicando piora da resposta ao relaxamento por acetilcolina, voltando aos valores observados
em ratos sem ferida na fase proliferativa (Dia 8) (pD2 Dia -1: 7,17 £0,06, n = 11; Dia 0: 7,03 +
0,04,n =9, p <0,001; Dia4: 6,63 0,03, n=6,p 0,0001; Dia 8: 7,17 £ 0,06, n = 6; Dia 14:
7,19+ 0,09, n=6) (Figura 5A e 5C). Por outro lado, em Emax, nenhuma diferenca foi observada
entre as fases do processo de cicatrizacdo para anéis adrticos deratos hiperglicémicos. Embora,
uma tendéncia de piora na fase inflamatoria (Dia 4) e na fase de remodelamento (Dia 14) possa
ser identificada (Figura 5B) (Emax Dia -1: 89,17 = 8,78%, n = 11; Dia 0: 94,60 £ 4,95%, n = 9;
Dia 4:82,13 +4,64,n =6, p < 0,05; Dia 8: 90,73 £ 2,53%, n = 6; Dia 14: 90,09 + 12,06, n =

6).
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Figura 5: Curva de concentragdo-efeito da acetilcolinaem endotélio de ratos hiperglicémicosao longo das
fases da cicatrizacdo de feridas. Dia -1 indica ratossem feridas; Dia 0 indica a analise feita em ratoslogo ap6s
a elaboracdo da ferida, ou seja, fase de hemostase; Dia 4 quatro diasapdsa elaboracao da ferida, indicando a fase
inflamatdria; Dia 8 oito dias apdsa elaboracdo da lesdo e fase proliferativa; Dia 14 quatorze dias apésa lesao e
fase de remodelamento. Osvalores indicam a média £ SEM e os experimentos foram executados com a preparagio
de diferentes animais. A. Curvas de concentragdo-efeito realizadas ap6s contragdo maxima com ECso da
Fenilefrina. B. Valores madximosde efeito de relaxamento (Ewmax). C. Valores de concentragdo méaximapara gerar
50% de efeito maximo (pD2). * indica diferenca em relagdo ao Dia -1; # indica diferenca em relacdoao Dia 0; &
indica diferenca em relacdo ao Dia 4.
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Ao comparar a resposta ao relaxamento induzido por acetilcolina em ratos
normoglicémicos e hiperglicémicos ao longo do processo de cicatrizacdo, é possivel observar
diferenca no pD2 na fase de hemostase (Dia 0) e na fase inflamatoria (Dia 4) (pD2 de ratos

normoglicémicos Dia -1: 6,96 + 0,03, n=7; Dia0: 6,58 + 0.07,n =5; Dia 4: 6,93 £ 0,07, n =
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7; Dia 8: 7,03 £ 0,06, n = 8; Dia 14: 6,91 + 0,065, n = 7; pD2de ratos hiperglicémicos Dia -1:

7,17 £0,06, n = 11; Dia 0: 7,03 + 0,04, n =9, p < 0,0001; Dia 4: 6,63 £ 0,03, n =6, p 0,0001;

Dia 8: 7,17 £ 0,06, n =6, p <0,0001; Dia 14: 7,19 £ 0,09, n = 6, p < 0,0001) (Figura 6B).

Figura 6: Comparagao entre pD2 e Emax de ratos normoglicémicose hiperglicémicos. Dia -1 indica ratossem
feridas; Dia O indica a analise feita em ratoslogo apdsa elaboragdo da ferida, ou seja, fase de hemostase; Dia 4
quatro dias ap6sa elaboragdo da ferida, indicando a fase inflamatoria; Dia 8 oito dias apdsa elaboragédo da lesdo
e fase proliferativa; Dia 14 quatorze dias ap6s a lesao e fase de remodelamento. Os valores indicam a média +
SEM e os experimentos foram executados com a preparacao de diferentesanimais. A. Valores de efeito méximo
de relaxamento (Ewmax) obtidos; B. Valores de concentragdo maxima necessaria paragerar50% do efeito maximo;
* indica a diferenca entre ratos normoglicémicos.
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4.2 Quantificacdo de NO sérico ao longo do processo de cicatrizacao
Ao longo do processo de cicatrizagdo, ndo foi possivel observar diferengas entre as
concentracdes de metabdlitos de NO para ratos normoglicémicos e hiperglicémicos
isoladamente. Porém ao comparar 0s niveis séricos de metabdlitos de NO de ratos
normoglicémicos com ratos hiperglicémicos, é possivel identificar que 0 NO se comporta
diferente em cada uma das condi¢cdes. No entanto, as diferengas ndo foram estatisticamente

significativas (Figura 7).

Figura 7: Concentracdes de 6xido nitrico sérico de ratos normoglicémicos e hiperglicémicos. Valores das
concentracdes séricas de 0xido nitrico (LM) obtidos pelo método indireto de deteccdo sérica nitrito através da
técnica de quimioluminescéncia NO/ozdnio. As analises foram realizadaspara osanimaisem diferentes fasesdo
processo de cicatrizacdo de feridas, sendo eles Dia -1 que indica ratos sem feridas; Dia 0 indica a analise feita em
ratoslogo apodsa elaboragdo da ferida, ou seja, fase de hemostase; Dia 4 quatro dias apésa elaboracéo da ferida,
indicando a fase inflamatéria; Dia 8 oito diasapdsa elaboracdo da lesdo e fase proliferativa; Dia 14 quatorze dias
apolsa lesdo e fase de remodelamento. Os valoresindicam a média £ SEM.
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4.3 Perfil inflamatdrio de ratos normoglicémicos e hiperglicémicos ao longo
do processo de cicatrizacao
Ao analisarmos as citocinas pro-inflamatorias I1L-6 e TNF-a foi possivel observar

diferencas em relacdo aos ratos normoglicémicos e hiperglicémicos. Em ratos
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normoglicémicos, a IL-6 estava aumentada na fase de hemostase do processo de cicatrizagdo
(Dia 0). Na fase que se prossegue, fase inflamatdria (Dia 4), ocorre um declinio nas
concentracdes de IL-6 sérica, 0 que permanece até a Ultima fase do processo de cicatrizacao,
fase de remodelamento (Dia 14) (Figura 8A) (IL-6 sérica Dia 0: 2377,28 + 59,86 pg/mL, n =
2; Dia 4: 1507,76 + 104,42 pg/mL, n = 6, p < 0,0001; Dia 8: 1469,59 + 264,07, n =6, p <
0,0001; Dia 14: 1243,56 + 91,99, n = 6, p < 0,0001). Ja para a citocina TNF-a de ratos
normoglicémicos, apenas 0s ratos que se encontravam na fase de remodelamento (Dia 14)
apresentaram aumento significativo da concentracdo sérica de TNF-a em relacdo aos ratos no
dia daelaboracdo dalesdo (Dia 0) (TNF-a sérica Dia 0: 281,61 + 18,44 pg/mL, n = 2; Dia 14:
496,88 + 71,75 pg/mL, n =6, p < 0,05) (Figura 8B). Em relacdo a citocina I1L-10, ndo foi
observada diferenca significativa na concentracao sérica desta em relacdo as fases do processo

de cicatrizacdo de ratos normoglicémicos (Figura 8C).
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Figura 8: Concentracgdes de citocinasséricas em ratos normoglicémicos ao longo do processo de cicatrizacio
de feridas. Valores da média + SEM da concentracdo dascitocinasséricas de preparacdesde diferentes animais
ao longo do processo de cicatrizacdo de feridas. Dia 0 indica a analise feita em ratos logo ap6s a elaboracdo da
ferida, ou seja, fase de hemostase; Dia 4 quatro dias apds a elaboracéo da ferida, indicando a fase inflam atéria;
Dia 8 oito dias ap0s a elaboracdo da lesdo e fase proliferativa; Dia 14 quatorze dias apds a lesdo e fase de
remodelamento. A. Valores de concentracdo sérica da citocina pro-inflamatéria Interleucina-6 (IL-6); B. Valores
de concentracdo sérica da citocina pré-inflamatoria Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a); C. Valores de
concentracdo sérica da citocina imunomodulatdria Interleucina-10 (IL-10); # indica diferencga estatistica em
relacdoao Dia 0.
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Em ratos hiperglicémicos, os niveis séricos de IL-6 e TNF-a se comportaram diferentes
dos niveis observados para ratos normoglicémicos ao longo do processo de cicatrizacéo
(Figuras 8A, 8B, 9A e 9B). A concentragdo de IL-6 sérica também apresenteou-se alta na fase
de hemostase (Dia 0) em ratos hiperglicémicos, mas tdo logo o processo de cicatrizacao

progredia, a concentracdo gradualmente diminuia chegando a retomar os padrdes para ratos
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hiperglicémicos sem feridas (Dia -1) (IL-6 sérica Dia -1: 495,21 + 33,56 pg/mL, n=3; Dia 0:
2623,03 £ 902,65 pg/mL, n =3, p < 0,0001; Dia 4: 2269,66 + 468,54 pg/mL, n =6, p <0,001;
Dia 8: 1948,19 + 351,89 pg/mL, n = 6, p < 0,01; Dia 14: 1289,21 + 250,22 pg/mL, n = 6)
(Figura 9A). Em relagdo ao TNF-a, a concentragdo sérica de ratos no dia daelaboracdo daleséo
(Dia 0) foi estatisticamente igual a de ratos hiperglicémicos sem ferida (Dia -1), aumentando a
partir da fase inflamatoria (Dia 4). Apos isso, 0s niveis TNF-o foram gradualmente decaindo,
porém ndo chegou a reestabelecer os padrdes observados para ratos hiperglicémicos sem ferida
(Dia -1) (Figura 9B) (TNF-a sérico Dia-1: 127,69 + 16,42 pg/mL, n = 3; Dia 0: 285,78 + 10,06
pg /mL, n = 3; Dia 4: 527,45 + 75,89 pg/mL, n =6, p < 0,001; Dia 8: 562,33 + 184,94 pg/mL,
n =6, p<0,001; Dia 14: 420,59 + 52,25 pg/mL, n =6, p <0,01).

Em relagdo a citocina IL-10 o padrdo observado para ratos hiperglicémicos foi
semelhante ao observado para a TNF- o, tendo um aumento na concentragdo na fase de
hemostase (Dia 0), um pico na fase inflamatoria (Dia 4) e decaindo ao longo do processo de
cicatrizacdo, porém reestabelecendo os padrdes de ratos hiperglicémicos sem feridas (Dia -1)
(Figura 9C) (IL-10 sérico Dia-1: 246,920+ 14,966pg/mL, n = 3; Dia 0: 420,98 + 76,63 pg /mL,
n=3,p <0,05; Dia4: 495,05 + 59,81 pg/mL, n =6, p <0,001; Dia 8: 439,36 £ 99,64 pg/mL,

n=6, p<0,01; Dia 14: 289,00 + 34,81 pg/mL, n = 6).
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Figura 9: Concentragdes de citocinas séricasem ratos hiperglicémicosao longo do processo de cicatrizacio
de feridas. Valores da média + SEM da concentracdo dascitocinasséricas de preparacdesde diferentes animais
aolongo do processo de cicatrizacdo de feridas. Dia -1 que indica ratos sem feridas; Dia 0 indica a andlise feita
em ratos logo apds a elaboragdo da ferida, ou seja, fase de hemostase; Dia 4 quatro dias apés a elaboracdo da
ferida, indicando a fase inflamatdria; Dia 8 oito dias ap6sa elaboracdo da lesdo e fase proliferativa; Dia 14
quatorze dias apos a lesdo e fase de remodelamento. A. Valores de concentracdo sérica da citocina pro-
inflamatdria Interleucina-6 (IL-6); B. Valores de concentracdo sérica da citocina pro-inflamatoria Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a); C. Valores de concentracao sérica da citocina imunomodulatériaInterleucina-10
(IL-10); * indica diferenca estatistica em relacdo ao Dia -1; # indica diferenca significativa em relacdo ao Dia 0;
& indica diferenca significativa em relacdo ao Dia 4; $ indica diferenca significativa em relagdo ao Dia 8.
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Quando comparamos a citocina IL-6 de ratos normoglicémicos (NG) e hiperglicémicos
(HG), ndo é possivel observar diferenca estatistica, porém h& uma tendéncia aos ratos
hiperglicémicos apresentarem niveis maiores de IL-6 (IL-6 sérica HG Dia -1: 495,218 + 33,569
pg/mL, n=3; Dia 0: 2623,03 £ 902,65 pg/mL, n = 3; Dia 4: 2269,66 *+ 468,54 pg/mL, n = 6;
Dia 8: 1948,19 + 351,89 pg/mL, n = 6; Dia 14: 1289,21 + 250,22 pg/mL, n = 6) do que ratos
normoglicémicos (IL-6 sérica NG Dia 0: 2377,28 + 59,86 pg/mL, n = 2; Dia 4: 1507,76 +
104,42 pg/mL, n=6; Dia 8: 1469,59 + 264,07, n = 6; Dia 14: 1243,56 + 91,99, n = 6). (Figura
10). Assim como a citocina TNF-o que também foi similar para ambos 0s grupos

(normoglicémicos e hiperglicémicos), em todas as fases do processo de cicatrizagcdo de feridas

(Figura 11).

Figura 10: Comparacao entre concentracfes séricas de IL-6 de ratos normoglicémicos e hiperglicémicos.
Valores da média £ SEM da concentracéo sérica da citocina pré-inflamatéria Interleucina-6 (IL-6) de preparagoes
de diferentes animaisao longo do processo de cicatrizac¢do de feridas. Dia -1 que indica ratos sem feridas; Dia 0
indica a analise feita em ratoslogo apésa elaboracdoda ferida, ou seja,fase de hemostase; Dia 4 quatro dias apds
aelaboracdodaferida, indicando afase inflamatéria; Dia 8 oito diasapés a elaboragdo daleséo e fase proliferativa;
Dia 14 quatorzediasapésa lesdo e fase de remodelamento.
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Figura 11:Comparacdo entre concentracdes séricas de TNF-a de ratos normoglicémicos e hiperglicémicos. Valores da
média + SEM da concentragdo sérica da citocina pré-inflamatéria Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) de preparagdes de
diferentes animais ao longo do processo de cicatrizagdo de feridas. Dia -1 que indica ratos sem feridas; Dia 0 indica a analise
feita em ratos logo apds a elaboracdo da ferida, ou seja, fase de hemostase; Dia 4 quatro dias ap6s a elaboracdo da ferida,
indicando a fase inflamatoria; Dia 8 oito dias apds a elaboragdo da leséo e fase proliferativa; Dia 14 quatorze dias apds a lesdo
e fase de remodelamento.
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Em relacdo a citocina imunomodulatéria 1L-10, as curvas mostraram uma tendéncia
de se comportar de maneira oposta em relacéo a fase de cicatrizagdo em que ocorreu 0 aumento
e diminuigdo dos niveis de IL-10, porém esses valores ndo foram diferentes estatisticamente.

Em ratos hiperglicémicos foi observado baixos niveis de IL-10 em ratos sem feridas
(Dia -1), aumento das concentracdes durante o processo de cicatrizagdo (Dias 4 e 8) e
diminuicdo dos niveis de IL-10 durantea fase de remodelamento. Ja em ratos normoglicémicos
a IL-10 encontra-se aumentada no inicio do processo de cicatrizagdo (Dia 0) e passa por uma
diminuicdo no meio do processo de cicatrizacdo (Dias 4 e 8), sequido de aumento dos niveis

no fim do processo (Dia 14) (Figura 12).
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Figura 12: Comparacao entre concentracgdes séricas de IL-10 em ratos normoglicémicos e hiperglicémicos. Valores da
média + SEM da concentragdo sérica da citocina imunomodulatéria Interleucina-10 (IL-10) de preparacdes de diferentes
animais ao longo do processo de cicatrizagdo de feridas. Dia -1 que indica ratos sem feridas; Dia 0 indica a andlise feita em
ratos logo apds a elaboracdo da ferida, ou seja, fase de hemostase; Dia 4 quatro dias apds a elaboracdo da ferida, indicando a
fase inflamatoria; Dia 8 oito dias apds a elaboracdo da leséo e fase proliferativa; Dia 14 quatorze dias apos a leséo e fase de
remodelamento.
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5. DISCUSSAO

A primeira quest&o a ser respondida acerca das implicacdes doprocesso de cicatrizacao
de feridas é se ratos com uma ferida de segunda intengdo apresentam alteracfes na funcéo
endotelial sistémica ao longo processo de cicatrizacdo de feridas. E, um segundo
questionamento é se a condicdo glicémica destes altera a resposta da funcdo endotelial

sistémica.

Os resultados mostraram que ao longo do processo de cicatrizagdo a funcdo endotelial
sistémica sofre alteracBes e a resposta ao relaxamento com acetilcolina é diferente para ratos
normoglicémicos e hiperglicémicos, em especial, nas primeiras fases do processo de
cicatrizacdo de feridas (fase de hemostase — Dia 0, e, fase inflamatdria — Dia 4) que mostrou

uma piora na funcéo endotelial comparado as demais fases da cicatrizagdo (Figuras 4 e 5).
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Apesar de haver uma diferenca na resposta ao relaxamento induzido por acetilcolina,
os dados mostraram que aparentemente 0 NO sistémico ndo é a molécula central que regula a
dindmica da resposta endotelial durante o processo de cicatrizacdo em ratos normoglicémicos
e hiperglicémicos (Figura 7). Algo similar foi identificado por Capellini e colaboradores (2010)
ao estudar o modelo dedisfungéo vascular promovido por Aloxano. Este apresentou diferencgas
em relacdo ao aumento do estresse oxidativo, porém ndo apresentou mudancas nas

concentragdes de NO (CAPELLINI etal., 2010).

No entanto, os ratos normoglicémicos analisados apresentaram uma piora na
capacidade de responder ao relaxamento por acetilcolina, evidenciado por menores valores de
pD2 comparado com ratos hiperglicémicos no Dia O (Figuras 4 e 5). Ao analisar as
concentragdes das citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e TNF-a) ao longo do processo de
cicatrizacdo, elas parecem desempenhar um papel relevante na regulacdo da resposta ao

relaxamento por acetilcolina.

A fase de hemostase (Dia 0) de ratos normoglicémicos também foi marcada pela maior
expressdo de IL-6 comparada com outras fases da cicatrizagdo (Figura 8A). Altas secrec¢des de
IL-6 tem grande influéncia em processos que aumentam estresse oxidativo e regulacdo da
eNOS culminando em um endotélio disfuncional (CELIA et al., 2022; LEE et al., 2017), algo
similar pode estar ocorrendo com ratos normoglicémicos na primeira fase da cicatrizacdo de
feridas, na qual a IL-6 estimula a expressdo de fator tecidual, ou TF (do inglés, tissue factor) e
a agregacao de plagquetas, promovendo um ambiente vaso constritivo e protrombdtico para a
formacdo dotampao de coagulacédo, impedindo o extravasamento de sangue (AJJAN; GRANT,
2006). Ademais, nas primeiras horas apés a formacdo da ferida, a INOS esta super estimulada
produzindo mais perdxido nitrito e levando ao desacoplamento daeNOS, o que corrobora com

0 aumento do estresse oxidativo (BONNEFONT-ROUSSELOT, 2016; KOLLURU; BIR,;
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KEVIL, 2012), o que poderia explicar a disfungéo endotelial observada na fase de hemostase

(Dia 0) em ratos normoglicémicos.

Por outro lado, ratos hiperglicémicos na fase de hemostase apresentaram altos valores
de pD2 quando comparados a outras fases da cicatrizacdo (Figuras 5C). Diferentemente do que
é observado para ratos normoglicémicos, ratos hiperglicémicos normalmente ja apresentam
maior estresse oxidativo, inflamacdo de baixo grau constante (INCALZA et al., 2018) e
diminuicdo da Glutationa Reduzida (GHS), o que é ainda mais evidente em ratos com
hiperglicemia induzida por aloxano (IGHODARO; ADEOSUN; AKINLOYE, 2018). Quando
a INOS ¢ ativada a biodisponibilidade de NO aumenta, porém promove ao mesmo tempo um
aumento da frequéncia de desacoplamento da sua versdo endotelial (eNOS), gerando ainda
mais estresse oxidativo e um processo denominado de hipercoagulacdo (ALZAHRANI;
AJJAN, 2010; VAIDYULA et al., 2006), marcado por aumento da atividade e agregagéo
plaquetaria e aumento do nimero de macréfagos no fenétipo M1, o que é responsavel por
aumentar as concentracdes de IL-6 observadas nos resultados da fase inflamatéria de ratos
hiperglicémicos (Figura 9A) (AITCHESON et al.,, 2021; STOJADINOVIC et al., 2013,
TELLECHEA et al., 2013). Sendo assim, a resposta inflamatéria de ratos hiperglicémicos
também é exacerbada, gerando a maior producdo de EROS e consequentemente uma piora a
resposta ao relaxamento por acetilcolina evidenciado por nimeros menores de pD2 no Dia 4

(Figura 5C).

Como o tampéo de coagulacdo formado na fase de hemostase é considerado como o
reservatorio de fatores de crescimento e uma matriz para a proliferacdo e migracdo celular
sendo o estimulo para a proxima fase da cicatrizagdo, fase inflamatéoria (BUI; WIESOLEK;
SUMAGIN, 2020; CLARK, 2003), quanto maior for o estimulo para a formacao do tampéo de

coagulacdo na fase de hemostase, maior serd a resposta na fase inflamatdria. No entanto, isso
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poderia explicar a diminuigdo nas concentracdes de IL-6 em ratos normoglicémicos e a melhora

daresposta ao relaxamento por acetilcolina na fase inflamatdria por esses ratos.

No Dia 4 também foi observado o aumento da concentracdo de IL-10 em ratos
hiperglicémicos em comparacdo com ratos normoglicémicos (Figura 12). O maior nimero de
macréfagos em ratos hiperglicémicos em comparacdo ao que € observado em ratos
normoglicémicos, promove também uma maior troca do fendtipo inflamatério M1 para o
fendtipo antiinflamatorio M2, também responsavel pela secrecdo de 1L-10 (AITCHESON et
al., 2021), sendo algo sugestivo para 0 aumento da concentracao de 1L-10 na fase inflamatoria

em ratos normoglicémicos.

Com a transicao para a fase proliferativa (Dia 8), os valores de pD2aumentam e néo se
diferenciam mais entre os ratos normoglicémicos e hiperglicémicos (Figuras 4C e 5C), o que
pode acontecer devido a reestabelecimento da Matriz extracelular e diminuicdo do estresse

oxidativo gerado pela les&o.

6. CONCLUSAOE CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, nossos resultados mostram que o processo de cicatrizacdo de feridas
pode induzir disfuncao endotelial sistémica em ratos Wistar normoglicémicos na primeira fase
de cicatrizacdo (hemostase). Em ratos hiperglicémicos, a disfuncéo endotelial é retardada e

ocorre na fase inflamatoria.

Todos esses achados apresentam-se como uma inovagdo do estudo do processo de
cicatrizagdo de feridas e como a funcdo endotelial se comporta em um ambiente sistémico. Até
o atual trabalho, o que ha na literatura foca em fases pontuais da cicatrizacdo de feridas ou
ainda tenta replicar vasos de maneira in vitro. Nosso trabalho inova ao identificar que em um

organismo complexo como o de ratos Wistar, em diferentes condicGes glicémicas
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(normoglicémico e hiperglicémico) ha uma influéncia diferencial na funco endotelial avaliada

a0 passo que o processo de cicatrizagdo de feridas avanga.

O presente estudo também possibilita uma visdo translacional entre a prética clinica e
a pesquisa basica podendo ser uma ferramenta para entender como o processo de cicatrizacdo
de feridas influencia o organismo como um todo, sendo uma importante estratégia para

determinacéo de alvos terapéuticos e tomada de decisdo.
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