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1 INTRODUCAO O processo de cicatrizagdo de feridas consiste em uma cascata de eventos
coordenados ap6s uma injuria tecidual que resulta na restauracao da pele. Quanto ao tempo de
fechamento podem ser classificada como aguda ou crénica. As cronicas ocasionam consequéncias
devastadoras para os pacientes contribuindo com grandes custos para os sistemas e sociedades de
saude, onde as despesas com hospitalizacdo podem variar entre US$ 12.851 a US$ 16.267
(OLSSON, 2019). Muitos fatores estdo envolvidos no retardo da cicatrizagdo entre eles a diabetes
mellitos. Os individuos diabéticos apresentam uma deficiéncia no processo de cicatrizagdo de
feridas, pois ha um comprometimento da perfusdo sanguinea, dificultando um adequado
fornecimento de oxigénio e nutrientes (Spampinato et al., 2020). A melatonina, horménio produzido
pela glandula pineal, estudos apontam que a melatonina apresenta efeitos positivos na cicatrizacao
de feridas, seja administrada por via tépica ou sistémica (OZLER, 2010). Entretanto, alguns estudos
tém investigado a associagédo deste hormdnio com alguns biomateriais tais como quitosana e lectina
no intuito de acelerar o processo de cicatrizagao, procurando assim, gerar novas opgoes terapéuticas
(Souza et al., 2022) A celulose bacteriana (CB), trata-se de um polissacarideo obtido a partir do
melaco de cana-de-acucar por flotacdo na forma de uma matriz gelatinosa, apresentando
caracteristicas estruturais uteis em engenharia de tecidos (PATERSON-BEEDLE et al., 2000). A CB
é formada de aguUcares polimerizados estaveis. E uma celulose bacteriana que se enquadra como
um biomaterial promissor na area da saude, devido a sua constituicdo quimica e caracteristicas fisicas
(PATERSON-BEEDLE et al., 2000). Apesar dos inumeros produtos existentes para o tratamento
dessas injurias, a ineficacia ou emergéncia de novas abordagens terapéuticas abre portas para o
desenvolvimento de novos produtos, com o objetivo de serem mais eficientes que os tradicionais
metodos ou de melhorarem sua finalidade 2 OBJETIVO Avaliar a agao adjuvante da associagao da
administragdo intraperitoneal da melatonina com um curativo de hidrogel a base de celulose
bacteriana na cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos diabéticos. 3 METODOLOGIA Esta pesquisa
seguiu os principios estabelecidos pelas leis brasileiras de uso e criagdo de animais (n°
11.794/2008), que regulam a pesquisa com animais no Brasil, sendo aprovada pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-UFRPE), sob licenca n°.
052/2019. Foram utilizados 12 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar, com 60
dias de idade e peso aproximadamente de 250 + 30 g. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura (22 + 1 °C) e fotoperiodo (12h claro e 12h escuro) controlados e em regime de
alimentacéo e ingestdo de agua ad libitum. 3.1 Desenho experimental e procedimentos anestésicos
Os animais foram avaliados diariamente, em tempo experimental de 0 e 14 dias e, divididos
aleatoriamente em 4 grupos, cada um com 3 animais. GC — Ratos nao diabéticos com lesdes
cutaneas; GDCC - Ratos diabéticos com lesdes cutidneas e tratados com cicatrizante comercial
amorfo com alginato; GDCB - Ratos diabéticos com lesdes cutdneas e tratados com Celulose
Bacteriana; GDMCB - Ratos diabéticos com lesdes cuténeas e tratados com Melatonina e Celulose
Bacteriana. 3.2 Inducdo do diabetes Realizada pela administragdo intraperitoneal de solucéo de
estreptozotocina (STZ) (Sigma Chemical Co., USA) apoés jejum alimentar de 14 horas e confirmado
no quinto dia apds a aplicagdo. Foram incluidos no estudo apenas animais que apresentaram glicose
sanguinea acima de 200 mg/dL, exceto o grupo controle. Todos os tratamentos comegaram no dia
que os animais foram confirmados com diabetes. 3.3 Indugdo da Ferida Os animais foram
anestesiados com hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina (6mg/kg), por via intramuscular. As
feridas foram realizadas no dorso de cada animal utilizando um punch dermatolégico de 20 mm, foi
excisado o fragmento cutaneo, no centro da area epilada, até a exposi¢cao da fascia muscular. O
nivel de anestésico foi confirmado testando o reflexo caudal, o reflexo do pé e o movimento da
vibrissa. 3.4 Tratamento com melatonina A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical



Co., St. Louis, USA) foi administrada em injegbes diarias, via intraperitoneal e sempre no periodo das
18:00 as 19:00h, de 10 mg/Kg. 3.5 Tratamento com CB e Cicatrizante comercial (CC) A CB e o CC,
foram aplicados diretamente na ferida, uma vez por dia, sendo aplicada 0,4 ml. O CC utilizado foi um
hidrogel amorfo com alginato, escolhido por apresentar caracteristicas fisico-quimica semelhantes
com o hidrogel de CB. O hidrogel de CB foi fornecido pela empresa POLISA®, biopolimeros para
saude.

3.6 Calculo da taxa de cicatrizacdo Logo apds o procedimento anestésico, as feridas foram
fotografadas, em seguida, as imagens foram transferidas para o computador para serem 50
analisadas pelo software Image J. A taxa de cicatrizagdo foi calculada comparando-se a area da
ferida final (Arean) com a area da ferida inicial (Areai), aplicando-se a seguinte férmula: Taxa de
cicatrizacao (%) = (1?7 {[Areai - Arean] / Areai }) x 100 (Poonawala et al., 2005). 3.7 Avalicao
histopatologica As feridas foram analisadas no final do tempo experimental de 14 dias. Em seguida,
os fragmentos da pele foram coletados e as amostras fixadas. Os fragmentos foram corados com
hematoxilina e eosina para histopatologia e com o tricromico de Masson para avaliagao histoquimica.
As laminas foram avaliadas as cegas sendo abnalisada a presenga ou auséncia de infiltrado
inflamatdrio, tecido de granulagdo e vasos sanguineos. 3.8 Avaliagcdo histoquimica A analise
histoquimica foi realizada através da coloragdo do Tricrébmico de Masson, onde o resultado da
quantificagdo de colageno foi expresso através de quantificacdo de pixels. As imagens foram
capturadas por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, as quais
foram submetidas ao programa Gimp 2.0, para a quantificacdo por meio de Histograma RGB (Red-
GreenBlue) (Lee et al., 2001; Oberholzer et al., 1996). 3.9 Avaliagdo morfométrica Para a avaliagao
morfométrica utilizou-se um microscopio 6ptico marca Olympus® modelo Bx 50, adaptado com uma
ocular histométrica de 10x (Karl Zeiss Jena® modelo GF — P) dotada de um reticulo de 100 pontos. A
objetiva empregada foi de 100x. Em cada lamina foram observados cinco campos, dois campos
proximos a regido de transicdo ferida/pele normal, em lados opostos, um campo central de
fragmentos e mais dois campos da regiao de transi¢ao ferida/pele normal, em lados opostos do outro
fragmento. Contou-se o numero de fibroblastos (apresentam nucleo grande, eliptico, 51 cromatina
pouco condensada e varios nucleos), macroéfagos e vasos sanguineos (Carlos Nitz et al., 2006). 3.10
Analise estatistica Os dados foram submetidos a Analise de Variancia, quando significante esta foi
complementada pelo teste de Comparagdes Multiplas de Tukey e Kramer. Sendo adotado o nivel de
significancia de 0,05 (P < 0,05). 4 RESULTADOS 4.1 Taxa de cicatrizacdo da ferida A evolucao da
cicatrizagao demonstrou que aos 14 dias, as les6es nos animais dos grupos GC e GDCC mostraram
didmetros semelhantes com taxa de cicatrizagao de 65% para o GC e 75% o GDCC, entretanto foi
evidenciada melhor desempenho cicatricial nos grupos GDCB 85% e GDMCB 98% sendo alcangada
total epitelizagao, diferindo significativamente entre os grupo. 4.2 Analise histopatoldégica A analise
histoldgica realizada aos 14 dias evidenciou a reepitelizagao e presencga de tecido de granulagao nas
lesdes dos animais dos grupos GC e GDCC. Ja nas lesdes dos animais dos grupos GDCB e GDMCB
foi verificado processo de queratinizagao epitelial e auséncia de tecido de granulacdao, demonstrando
total epitelizacdo e andamento da fase de remodelamento tecidual. 4.3 Analise histoquimica A
histoquimica pelo tricrbmico de Masson para o colageno total nas lesbes aos 14 dias, mostrou
marcacao positiva em todas as lesbes. Contudo, na quantificagdo em pixels verificou-se menor teor
de colageno nas lesbdes dos animais dos grupos GC 700 pixels e GDCC 900 pixels em relagao aos
demais grupos experimentais que apresentaram GDCB 1.300 pixels e GDMCB 1.250 pixels. 4.4
Analise morfométrica A morfometria revelou que nas lesbes tratadas com celulose bacteriana
associada ou ndo a melatonina, mostrou um aumento significativo de fibroblastos e redugao de
macrofagos e vasos sanguineos, quando comparadas as lesdes dos animais dos demais grupos
experimentais, que apresentaram menos fibroblastos e grande quantidade de macrofagos e vasos
sanguineos. 5. CONCLUSAO Conclui-se que o curativo a base de celulose bacteriana, associado a
suplementagdo de melatonina favoreceu o aumento da produgcado de fibroblastos, sintese e deposicao
de fibras colagenas como também atenuou os efeitos inflamatérios. Tendo agcdo adjuvante no
processo cicatricial caracterizado pela reepitelizacdo das lesbes. Este € um trabalho pioneiro que
impulsiona novas pesquisas para possivel aplicagao clinica.
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