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GALLINA, M. F. Avaliac&o do acido hialurénico administrado por via enteral
e parenteral em retalhos cutaneos isquémicos induzidos em ratos.
Botucatu, 2022. 58p. Dissertacédo (Mestrado em Biotecnologia Animal — Area de
Clinica Cirurgica Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP).

RESUMO

O &cido hialurénico (AH) € um polimero natural com propriedades
imunomoduladora, antioxidante e anti-inflamatdria, e usado no tratamento de
feridas. Visto que para que ocorra a viabilidade do retalho cutédneo deve existir a
estimulacdo da neovasculogénese e inibicdo da inflamacdo exacerbada, o
presente estudo teve por objetivo avaliar o AH exdgeno por via enteral e
parenteral em retalhos cutaneos isquémicos induzidos em ratos, por meio de
exames clinicos, histologicos e avaliagdo dos biomarcadores pro e anti-
inflamatdrios teciduais. Sessenta e quatro ratos com retalhos cutaneos
isquémicos no dorso foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de 16
animais, de acordo com o tratamento: solucdo salina (0,9%) por via subcutanea
(SC); agua destilada por via oral (VO); AH (0,3%) (SC); AH (1%) (VO). As
variaveis avaliadas incluiram a avaliacdo clinica e macroscopica, exame
histoldgico e a avaliacdo das interleucinas pro e anti-inflamatorias. Para tal, oito
rato de cada grupo foram eutanasiados no terceiro e sétimo dia apos a confec¢ao
dos retalhos. Foi identificado menor porcentual de necrose nos ratos tratados
com o AH parenteral. Observou-se variacfes significativas com relacdo as
interleucinas pré e anti-inflamatorias, espessura da epiderme, quantidade total
vasos sanguineos e células inflamatorias intragrupos e intergrupos. O AH em
forma de hialuronato de sodio de alto peso molecular (1400 ~ 2000 kDa)
demonstrou efeitos benéficos quando usado por via enteral e parenteral em
retalhos cutaneos isquémicos de ratos. O AH (0,3%) administrado por via
parenteral no local do retalho logo apds seu fechamento evidenciou melhores

resultados no porcentual de necrose e no processo de epitelizacao.

Palavras-chave: cicatrizacado; cirurgia reconstrutiva; interleucinas inflamatorias;

hialuronato de sédio.



GALLINA, M. F. Evaluation of hyaluronic acid administered by enteral and
parenteral route in ischemic skin flaps induced in rats. Botucatu, 2022. 58p.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Animal — Area de Clinica CirGrgica
Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP).

ABSTRACT

Hyaluronic acid (HA) is a natural polymer with immunomodulatory, antioxidant
and anti-inflammatory properties, and used in the treatment of wounds. Since, for
the viability of the skin flap, there must be stimulation of neovasculogenesis and
inhibition of exacerbated inflammation, the present study aimed to evaluate
exogenous HA enteral and parenterally in ischemic skin flaps induced in rats,
through clinical examinations, histological and evaluation of pro and anti-
inflammatory biomarkers tissue. Sixty-four rats with ischemic skin flaps on the
back were randomly divided into four groups of 16 animals, according to
treatment: saline solution (0.9%) subcutaneously (SC); orally distilled water (PO);
AH (0.3%) (SC); AH (1%) (VO). The variables evaluated included clinical and
macroscopic evaluation, histological examination and the evaluation of pro- and
anti-inflammatory interleukins. Eight rats from each group were euthanized on the
third and seventh day after making the flaps. A lower percentage of necrosis was
identified in rats treated with parenteral HA. Significant variations were observed
in relation to pro and anti-inflammatory interleukins, epidermis thickness, total
amount of blood vessels and intragroup and intergroup inflammatory cells. HA in
the form of high molecular weight sodium hyaluronate (1400 ~ 2000 kDa) has
demonstrated beneficial effects when used enterally and parenterally in ischemic
skin flaps in rats. HA (0.3%) administered parenterally at the flap site after its

closure showed better results of the percentage of necrosis and epithelialization.

Keywords: healing; reconstructive surgery; inflammatory cytokines; sodium

hyaluronate.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os retalhos cuténeos séo recursos importantes na area da cirurgia
reconstrutiva, quer em pacientes humanos como na Medicina Veterinéria, e
amplamente usados na rotina cirdrgica de caes e gatos em falhas teciduais nao
passiveis de oclusdao direta por meio de suturas (HEDLUND, 2008;
KIRPENSTEIJN e HAAR, 2013).

As principais complicagdes associadas ao uso dos retalhos incluem a
deiscéncia de suturas, edema, hematoma, infeccdo, seroma e necrose
(KIRPENSTEIJN e HAAR, 2013; CUDDY, 2017). Essas complicacdes podem
estar associadas a diminuicdo ou auséncia de vascularizagcdo, uma vez que o
fluxo sanguineo dos retalhos cutaneos depende inicialmente da propria
vascularizacdo (base pedicular), e posteriormente pela neovasculogénese
(CYMROT et al., 2004; PEDRETTI et al., 2017).

Durante a elevacéao do retalho para a realizagéo da ocluséo de feridas
ndo passiveis de sutura direta, ocorre diminuicdo da perfusdo sanguinea,
principalmente na regido mais distal ao pediculo, e posteriormente formacao de
necrose (KIRPENSTEIIN e HAAR, 2013; CUDDY, 2017; PEDRETTI et al.,
2017). Diversas substancias vém sendo pesquisadas com a finalidade de
minimizar os eventos deletérios dos retalhos cutdneos e melhorar a viabilidade,
sendo que o acido hialurénico (AH) é uma das substancias usadas pesquisas ha
area de pesquisa (ALMEIDA et al., 2004; ESTEVES et al., 2005; MAYTIN, 2016;
PEDRETTI et al., 2017; FALLACARA et al., 2018).

O AH é um polimero natural da familia dos glicosaminoglicanos,
presente em grande quantidade na matriz extracelular de humanos e animais, e
identificado em maior concentracdo na pele (MAYTIN, 2016; FALLACARA et al.,
2018). Além da funcao estrutural e homeostéatica cutanea, o AH participa
ativamente de todo o processo cicatricial cutaneo, como uma molécula
sinalizadora, imunomodulacédo, como antioxidante, entre outras (HUMBERT et
al., 2013; AYA e STERN, 2014; LEE et al., 2016; LITWINIUK et al., 2016;
MAYTIN, 2016; FALLACARA et al.,, 2018; ABATANGELO et al., 2020;
IACOPETTI et al., 2020; KAUL et al., 2021; LEITE e FRADE, 2021).



Paralelamente, o AH exdégeno possui acao anti-inflamatoéria, e o seu
uso por via oral apresentou uma distribuicdo cutanea significativa (BALOGH et
al., 2008; PAULOIN et al., 2008; LAW et al., 2013; ZHONG et al., 2016). Ele j&
foi reportado como agente protetor no ressecamento e espessamento da pele
submetida a radiacdo ultravioleta (KAWADA et al., 2015). Contudo, até o
presente momento, a comparacao do AH exdgeno por via oral e local em retalhos
Isquémicos estéo ausentes na literatura.

Visto que para que ocorra a viabilidade do retalho cutaneo deve existir
a estimulacdo da neovasculogénese e inibicdo da inflamacdo exacerbada, o
presente estudo tem por objetivo avaliar o AH exdégeno por via enteral e
parenteral em retalhos cutaneos isquémicos induzidos em ratos, por meio de
exames clinicos, histologicos e avaliacdo dos biomarcadores inflamatérios
teciduais. A hipdtese é que o uso do AH exdgeno por via enteral ou parenteral
tenha efeitos benéficos em retalhos cutaneos isquémicos em ratos Wistar,
guando comparados com 0s grupos tratados com agua destilada e solucdo
salina (0,9%).

O estudo se justificou porque avaliou os efeitos da administracéo do
AH exdgeno por diferentes vias (enteral e parenteral) em modelo de retalho
cutaneo isquémico. Os resultados do presente estudo podem servir de base para
uso do AH exdgeno em retalhos cutaneos de cées e gatos, visto que a necrose
€ considerada uma das complicacbes mais observadas em cirurgias
reconstrutivas usando retalhos cutaneos. Paralelamente, ndo existem pesquisas
relacionadas com a comparacao do uso do AH exdégeno por ambas as vias em

retalhos cutaneos isquémicos tornando o presente estudo inédito.



REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cicatrizacao

A cicatriza¢@o € um processo dindmico que envolve eventos celulares
e bioquimicos iniciado por um estimulo fisico lesional e pela sinalizagéo quimica,
gue decorre da ativacdo de células teciduais locais e sistémicas (BALBINO et
al., 2005). Os elementos teciduais fragmentados (colageno, elastina,
fibronectina) e proteinas séricas que entram em contato com a matriz
extracelular induzem a liberagdo de mediadores inflamatérios pré-formados pela
degranulacdo das plaquetas, mastécitos e terminacdes nervosas periféricas
(BALBINO et al., 2005; HOSGOOD, 2006).

Por sua vez, os mediadores inflamatérios primarios se ligam aos
receptores celulares locais induzindo modificagbes no seu metabolismo, e
amplificando a producdo de novos mediadores, como o0 eicosanoide,
interleucinas inflamatérias, fatores de crescimento, neuropeptideos e proteinas
de adesao leucocitaria (BALBINO et al., 2005; ISAAC et al., 2010). Em seguida,
ocorre a mobilizacdo de neutréfilos e mondcitos; migracdo de queratindcitos e
fibroblastos; angiogénese; producdo de colageno e deposicdo de matriz

extracelular; e reepitelizacdo (BALBINO et al., 2005).

2.2 Retalhos cutaneos

A vascularizacdo cutanea é um sistema interligado composto pelo
plexo subdérmico localizado na regido subcutanea; e pelo plexo médio e
superficial, ambos localizados na regido da derme (KIRPENSTEIIJN e HAAR,
2013; PAVLETIC, 2018). O plexo subdérmico é de grande importancia nas
cirurgias reconstrutivas, visto que é formado pelas terminacdes das artérias e
veias cutaneas diretas responsaveis pela perfusdo de grandes areas dérmicas
(PAVLETIC, 2018).

Os retalhos cutaneos séo constituidos por pele e tecido subcutaneo,
e um pediculo da area doadora o qual mantém a circulacdo sanguinea durante
a confeccdo e transferéncia para area receptora (PAVLETIC, 2018). Ele é
derivado da elevacao cutanea, e posterior deslocamento e reposicionamento no
leito receptor (CYMROT et al., 2004; PAVLETIC, 2018). Durante a confeccao



dos retalhos pode ocorrer comprometimento circulatério de periodo variavel e
transitério, e caso a isquemia seja prolongada pode resultar em necrose tecidual
(CYMROT et al., 2004).

A classificagdo primaria esta relacionada com a vascularizacdo, e
divide os retalhos cutaneos em dois grandes grupos: retalhos de padrao
subdérmico associado ao plexo vascular subdérmico; e os de padréo axial, que
além do plexo vascular subdérmico também possuem vasos cutéaneos diretos
(KIRPENSTEIJN e HAAR, 2013; PAVLETIC, 2018).

A cicatrizacdo desses retalhos ocorre por primeira intengéo, tornando
as fases do processo de cicatrizagdo mais curtas, e na maioria das vezes
algumas das fases néo sao identificadas (ex. formacao do tecido de granulagao)
(HONRADO e MURAKAMI, 2005; KIRPENSTEIJN e HAAR, 2013). Apos a
remocao das suturas, que varia entre sete a 10 dias, em caes e gatos, os bordos
da ferida sdo mantidos unidos por fibrina, com cerca de 5% da forca de tracéo,
e sua resisténcia final ndo ultrapassa 80% (HONRADO e MURAKAMI, 2005).

A regiao do retalho cutaneo distal ao pediculo vascular € considerada
mais susceptivel aos eventos isquémicos devido ao menor suprimento
sanguineo (PEDRETTI et al., 2017), e para a manutencao da viabilidade dos
retalnos cutaneos, € necessario que nao ocorra isquemia prolongada, mesmo
gue o ocorra interrompimento parcial e temporario do fluxo sanguineo, e
liberacdo de mediadores inflamatérios, que resultam em vasoconstricdo primaria
(PEDRETTI et al., 2017). Outros eventos que podem potencializar e prolongar a
isquemia incluem o trauma cirdrgico excessivo, posicionamento do retalho com
a presenca de dobras, tor¢do do pediculo vascular, edema, trombos, inflamacao,
hematoma, e a relacdo entre a extensdo do pediculo e a area do retalho
(ALMEIDA et al., 2004; MOLNAR, et al., 2019).

2.3. Acido hialurénico

O AH é um polimero natural de cadeia linear ndo sulfatado, constituido
por dissacarideos N-acetil-d-glucosamina e acido glucurénico e com ligacdes 13-
1,4-glicosidicas, pertencente ao grupo dos glicosaminoglicanos (FALLACARA et
al., 2018). A sua sintese é realizada na face interna da membrana plasmatica

pelas hialuronato sintases, e formam cadeias longas, atingindo mais de 10* kDa



de massa molecular, contudo, existem AH com baixo peso molecular (AYA e
STERN, 2014; FALLACARA et al., 2018).

O AH é identificado ao redor das células epiteliais, tecido conjuntivo e
nervoso, liquido sinovial, humor vitreo, corddo umbilical, cepas bacterianas,
sendo que a sua maior concentracdo é identificada na pele (AYA e STERN,
2014; FALLACARA et al., 2018; ABATANGELO et al., 2020). A degradacéo é
tecidual pelas enzimas hialuronidases, e no meio intracelular por meio de
lisossomos (ABATANGELO et al., 2020). O catabolismo € realizado localmente
ou sistémico por meio de células endoteliais e de vasos linfaticos (FALLACARA
et al., 2018).

O AH possui um papel estrutural devido a sua elevada hidrofilidade, e
guando é de alto peso molecular ocorre a formacao de uma substancia viscosa
(FALLACARA et al.,, 2018; ABATANGELO et al., 2020). Além de ser uma
molécula estrutural passiva, possui um papel importante em diversos processos

biolégicos como molécula sinalizadora (FALLACARA et al., 2018).

2.3.1 Acido hialurénico exdégeno

Inicialmente, o AH era derivado da crista de galo e corddo umbilical,
contudo, com advento da biotecnologia, na ultima década do século XX, se
consolidou a sua obtencao por meio da fermentacdo bacteriana (BOERIU et al.,
2013), sendo que a maioria do AH comercial é obtido por meio da fermentacao
das bactérias do género Streptococcus ( VOIGT e DRIVER, 2012; FALLACARA
et al., 2018).

O AH de alto peso molecular (> 900 kDa) possui atividade anti-
inflamatoria, modulando o recrutamento de células inflamatoria, ao contrario do
AH de baixo peso (< 120 kDa), que promove a angiogénese e a remodelacéo
tecidual (LITWINIUK et. al, 2016; ABATANGELO et al., 2020; KAUL et al., 2021).
Durante o processo de hemostasia, 0 AH liga-se ao fibrinogénio estabilizando o
coagulo e a sua fragmentacao por meio da acédo das hialuronidases plaquetarias,
induz a atracdo dos leucocitos polimorfonucleares e limita a acdo das
mieloperoxidases e assim, diminui a intensidade da resposta inflamatéria (AYA
e STERN, 2014). A maior fragmentacao do AH parece induzir a migragao de

macréfagos para a ferida, e maior expressédo do fator de necrose tumoral alfa



(FNT-a) e outras interleucinas pro-inflamatérias como a interleucina 1 beta (IL-
1B) (AYA e STERN, 2014; LITWINIUK et al., 2016).

O AH modula a expresséo do fator de crescimento vascular endotelial;
estimula a proliferacdo de fibroblastos e sintese de colageno tipo Il e outros
componentes da matriz extracelular; induz um ambiente bioquimico para que
ocorra a migracdo dos fibroblastos; e regula a migracdo de queratinécitos no
processo de reepitelizagcdo por meio do complexo AH-receptor CD44 (AYA e
STERN, 2014).

Estudos realizado por Humbert et al. (2013) e Lee et al. (2016),
evidenciaram maior taxa de cura, e em menor tempo, em pacientes humanos
diagnosticados com Ulceras diabéticas e venosas, tratados com o AH. O AH de
peso molecular alto (1000 kDa) associado ao iodopovidine demonstrou promover
melhor cicatrizagéo, por meio do aumento da neovascularizagcdo e agao anti-
inflamatdria em ratos diabéticos (CHEN et al., 2019).

lacopetti et al. (2020), utilizaram pomada de AH (0,2%) em feridas
cutaneas em ovelhas, e identificaram um processo de cicatrizacdo mais curto,
como também, maior estimulo na formacdo dos anexos cutaneos.
Paralelamente, Leite e Frade (2021), demonstraram em seu estudo, que a
mesma pomada induziu a reepitelizacdo mais rapida em feridas abrasivas de
ratos.

Com relacéo aos retalhos cutaneos isquémicos, Shalom et al. (2008)
nao identificaram diferencas significativas entre os ratos tratados com AH
injetavel (1%) e com solucado salina (0,9%), aplicados no leito do retalho logo
ap6s o procedimento cirlrgico e avaliados por meio de marcacdo por
fluoresceina.

Estudos do uso do AH por via oral em retalhos isquémicos estéo
ausentes na literatura. Balogh et al. (2008), identificaram a presenca de AH
radioativo na pele de ratos apds quatro horas da administracéo oral do AH de
alto peso molecular (1100 — 1500 kDa). Esse fato foi corroborado por Oe et al.
(2014) e Kimura et al. (2016), em ratos, quando se fez o uso do AH de diferentes

pesos moleculares (300 e 920 kDa) na dose variando de 25 e 200 mg/kg.
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2.4 Biomarcadores inflamatorios

O aumento de calcio intracelular durante a isquemia promove a
ativacdo das fosfolipases, e desse modo, aumentando os eicosanoides e
subprodutos do &cido araquidénico (GRANGER et al., 2015). Os eicosanoides
amplificam a resposta inflamatoria aumentando a concentragdo de interleucinas
pro-inflamatorias (ex. FNTa e IL-1B) e favorecendo a interacéo neutréfilo-célula
endotelial (GRANGER et al., 2015). Essa interacdo parece promover o acumulo
de neutrdfilos e, assim, prejudicar o fluxo sanguineo da microcirculagdo
(CAMPOS e YOSHIDA, 2004).

As interleucinas inflamatorias (pr6 e anti-inflamatérias) sédo proteinas
ndo estruturais e mediadores na resposta inflamatéria (DINARELLO, 2000; De
OLIVEIRA et al., 2011). A IL-18 e o FNTa sao as primeiras interleucinas pro-
inflamatorias a serem produzidas no local do trauma tecidual, e sdo sintetizadas,
principalmente, pelos macrofagos, como também pelos fibroblastos e células
endoteliais lesionadas (De OLIVEIRA et al.,, 2011). Elas agem na cascata
inflamatdria aumentando a sintese de outros mediadores inflamatorios, que
incluem o fator ativador de plaquetas, leucotrienos, prostaglandinas e 6oxido
nitrico, além de outras interleucinas (DINARELLO, 2000; De OLIVEIRA et al.,
2011; GRANGER et al., 2015). Ambas as interleucinas estao entre as principais
interleucinas pro-inflamatérias inatas agudas (amplificadores potentes da
inflamacédo) e sdo correlacionadas com o aumento sérico em distintas lesdes,
como as resultantes de doencas cardiovasculares, isquemia-reperfusédo
pulmonar e lesdo traumatica encefalica. Elas promovem o recrutamento e
ativacdo de leucocitos e induzem a degradacdo da matriz extracelular por
inducdo de metaloproteinases (RODNEY et al.,, 2018; LIANG et al., 2019;
HANNA e FRANGOGIANNIS, 2020; AIN et al., 2021).

A interleucina 6 (IL-6) € outra citocina pro-inflamatoria liberada
precocemente apos a lesao tecidual (DINARELLO, 2000; De OLIVEIRA et al.,
2011). Possui atividade pleiotropica, por meio da circulacdo sanguinea induz o
figado a liberacdo de proteinas de fase aguda, como a proteina C - reativa,
amiloide A, fibrinogénio, complemento C3, haptoglobina e trombopoietina (De
OLIVEIRA et al.,, 2011; TANAKA et al., 2014). Paralelamente, ativa células
endoteliais vasculares e estimula a producao do fator de crescimento endotelial

vascular (VEFG), e desse modo, aumenta a permeabilidade vascular gerando
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edema intersticial (DINARELLO, 2000; De OLIVEIRA et al., 2011; TANAKA et
al.,, 2014). Também promove a ativacdo de neutréfilos, maturacdo de
macrofagos e diferenciacdo dos linfocitos T citotoxicos e células natural killer
(DINARELLO, 2000; De OLIVEIRA et al., 2011; TANAKA et al., 2014). Ela é
secretada por diferentes células que incluem os macrofagos ativados,
mondcitos, eosindfilos e os hepatdcitos (De OLIVEIRA et al., 2011; TANAKA et
al., 2014).

Dentre as interleucinas anti-inflamatorias, a interleucina 10 (IL-10)
possui destaque visto que atua em diversas células imunes, em relacdo aos
macrofagos, promove a diminuicdo da sua atividade, assim como, suprime a
acao de células natural killer, e atua, também, sobre os linfocitos B e T (SARAIVA
e O'GARRA, 2010; De OLIVEIRA et al., 2011). A IL-10 limita as respostas
inflamatdrias exacerbadas associadas com as interleucinas pro-inflamatorias,
principalmente a IL-18 e IL-6 e FNTa, sendo associada a prevencéao de afeccdes
inflamatodrias e autoimunes (SARAIVA e O'GARRA, 2010; De OLIVEIRA et al.,
2011).

A significancia clinico-patologica dessas interleucinas no processo
inflamatério faz com que as suas mensuracbes a nivel tecidual sejam
importantes na avaliacdo de diferentes produtos em feridas abertas e retalhos
cutaneos (SILVA et al., 2015; UCHIYAMA et al., 2015; HUANG et al., 2019;
BESERRA et al., 2020; FENG et al., 2020), visto que sédo biomarcadores da

inflamacao exacerbada.
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TRABALHO CIENTIFICO

Artigo cientifico a ser enviado para Acta Cirlrgica Brasileira
(https://www.scielo.br/j/acb/). O trabalho cientifico sera traduzido para a lingua
inglesa para submissdo. O corpo do texto foi formatado de acordo com as
normas de submissédo da revista, com excecdo das figuras e legendas que

foram inseridas no texto.

Avaliacdo do &cido hialurénico administrado por via enteral e parenteral

em retalhos cutaneos isquémicos induzidos em ratos

Resumo

Objetivo: Avaliar o acido hialurénico exdgeno de fermentagéo bacteriana por via
enteral e parenteral em retalhos cutédneos isquémicos induzidos em ratos, por
meio de exames clinicos, histologicos e biomarcadores inflamatorios teciduais.
Material e métodos: Sessenta e quatro ratos com retalhos cutaneos isquémicos
no dorso foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de 16 animais, de
acordo com o tratamento: solucéo salina (0,9%) por via subcutanea (SC); agua
destilada por via oral (VO); AH (0,3%) (SC); AH (1%) (VO). As variaveis avaliadas
incluiram a avaliacdo clinica e macroscoépica, exame histologico e a avaliacéao
das interleucinas pré e anti-inflamatérias. Para tal, oito rato de cada grupo foram
eutanasiados no terceiro e sétimo dia apds a confec¢éo dos retalhos.
Resultados: Foi identificado menor porcentual de necrose nos ratos tratados
com o do AH parenteral. Observou-se variacées significativas com relacdo as
interleucinas pro e anti-inflamatorias, espessura da epiderme, quantidade total
vasos sanguineos e células inflamatérias intragrupos e intergrupos.
Conclusédo: O AH em forma de hialuronato de sodio de alto peso molecular
(1400 ~ 2000 kDa) demonstrou efeitos benéficos quando usado por via enteral e
parenteral em retalhos cutaneos isquémicos de ratos. Contudo, o AH (0,3%)
administrado por via parenteral (local) evidenciou melhores resultados no

porcentual de necrose e de epitelizagéo.
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Palavras-chave: cicatrizagdo; cirurgia reconstrutiva; interleucinas inflamatorias;

hialuronato de sédio.

Introducéo

Os retalhos cutaneos consistem na elevacgéo cutanea, deslocamento
e reposicionamento em um novo leito receptor, 0 que gera um comprometimento
circulatério de periodo varidvel e transitério [1-3]. Para que ocorra a
sobrevivéncia do retalho € necesséario que nao ocorra isquemia prolongada ou
necrose, sendo que esses fatores podem estar associados ao trauma cirurgico,
processo inflamatério exacerbado, bem como as alteragBes decorrentes do
restabelecimento da circulacdo sanguinea, uma vez que o fluxo sanguineo dos
retalhos cutdneos depende inicialmente da propria vascularizacdo, e
posteriormente pela neovasculogénese [1-5]. Desse modo, existe a necessidade
do uso de substancias que diminuam os efeitos deletérios e, consequentemente,
aumentem a viabilidade dos retalhos cutaneos [1-3,5]. O acido hialurénico (AH)
€ um biopolimero da familia dos glicosaminoglicanos identificado em maior
concentracdo na pele, e usado na cicatrizacdo de feridas, devido as suas
propriedades hidroscopicas, homeostaticas, imunomoduladora, anti-inflamatoria
e antioxidante, e como molécula sinalizadora no processo de cicatrizacédo
cutanea [5-15].

O mecanismo de acdo do AH por via oral ndo esta completamente
elucidado, porém ja foi identificado ao nivel da pele e outros tecidos [16-20] . Até
0 presente momento, a comparacdo do AH exdégeno por via oral e local em
retalhos isquémicos estdo ausentes na literatura, desse modo, objetiva-se com
o presente estudo, avaliar o AH exdgeno por via enteral e parenteral em retalhos
cutaneos isquémicos induzidos em ratos Wistar. A hipétese é que o AH exdgeno,
por via enteral ou parenteral, tenha efeitos benéficos nos retalhos cutaneos
isquémicos em ratos Wistar, quando comparados com 0s grupos tratados com

agua destilada e solucgao salina (0,9%).
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Material e Métodos

Animais e ambiente de experimentacao

A metodologia adotada no presente estudo foi analisada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria
(FMVZ), Universidade Estadual Paulista (Unesp), campus de Botucatu, S&o
Paulo (SP) (atestado n° 0166/2020) (ANEXO 1).

Foram utilizados 64 ratos higidos da espécie Rattus novergicus,
linhagem Wistar, heterogénicos, convencionais, machos ndo submetidos a
contracepcao cirargica, com idade entre 12 e 14 semanas, € massa corporea
entre 300 e 400 g. Os animais foram cedidos pelo Biotério Central de Criacao e
Manutencédo da Unesp, campus de Botucatu, SP. Adicionalmente, quatro ratos
foram usados como controle negativo das analises dos biomarcadores
inflamatorios.

Os ratos foram submetidos a ambientalizacdo ao ambiente de
experimentacdo durante 14 dias, e mantidos em grupos de quatro animais em
caixas plasticas de polisulfona (497 mm x 341 mm x 265 mm). Os animais
receberam agua filtrada e racdo comercial para ratos ad libitum.

O ambiente experimental manteve-se climatizado, com controle de
temperatura (23° C), umidade variando entre 40 e 60%, e ciclos de claro/escuro
de 12 horas. Nesta fase, foi realizada a vermifugacdo com ivermectina (1%)
(lIvomec®, Merial Saude Animal Ltda., Paulinia, Sdo Paulo) (0,1 mL diluida em
100 mL de agua potavel em bebedouro coletivo), a cada sete dias, durante 14
dias [21]. Apds a ambientalizacéo, os ratos foram alocados individualmente em
caixas de polisulfona (385 mm x 251 mm x e 240 mm), e foi usado papel sulfite
amassado como enriquecimento ambiental. As caixas foram limpas a cada 48

horas com agua e sabao neutro.
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Procedimento experimental

Confecgéo dos retalhos cutaneos isquémicos

Os 64 ratos foram submetidos a realizacdo de retalhos cuténeos
isquémicos apos pré-medicacao anestésica com sulfato de morfina [2 mg/kg, por
via subcutanea (SC)], e posteriormente anestesiados com associacao de xilazina
(10 mg/kg) e cloridrato de cetamina (75 mg/kg), por via intraperitoneal (IP).

A regido dorsal foi submetida & tricotomia ampla utilizando uma
maquina de tricotomia, e a antissepsia foi realizada com clorexidina alcodlica
(0,5%). Em seguida, foi realizado uma demarcacao do retalho de 3 cm de largura
e 10 cm de comprimento no dorso dos ratos utilizando um molde pré-
confeccionado e caneta de marcacao cirargica, tendo como limites anatdmicos
a regido caudal das escapulas, e a linha média dorsal como o centro do retalho
[22] (Figura 1A). ApGs a demarcacédo, procedeu-se incisao cutanea com bisturi
com lamina n° 20, e disseccdo romba com tesoura Metzembaum para elevacéo
do retalho incluindo o masculo panniculus carnosus (Figura 1B). Apds o
reposicionamento, foi realizada a sutura das margens, com fio de sutura nailon
4-0, utilizando o padrao interrompido simples, com espacamento de 0,5 cm entre

0s pontos de sutura (Figura 1C).
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Figura 1 - A - Demarcacéo do retalho cutaneo; B -
Elevacdo do retalho cutdneo com a incluséo do
musculo panniculus carnosus; C - Aspecto final do
retalho cutaneo dorsal apds a dermorrafia (Arquivo
pessoal, 2021).
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Para o controle da dor pés-operatdria foi administrado o cloridrato de
tramadol (10 mg/kg, SC), a cada 12 horas, durante 48 horas. Os procedimentos
cirargicos foram realizados pela mesma pessoa com experiéncia em cirurgia,

sempre no mesmo horario (07:00 horas), e utilizando os protocolos de assepsia.

Grupos experimentais

Apos a confeccdo dos retalhos cuténeos, os ratos foram alocados
aleatoriamente, utilizando o programa Randomizer® (2018), em quatro grupos de
16 animais, de acordo com o tratamento: solucéo salina (0,9%) (SC) — G1; 4gua
destilada por via oral (VO) — G2; AH (0,3%) (SC) — G3 e AH (1%) (VO) — G4.

Ap6s a dermorrafia, os ratos dos grupos G1 e G3 foram submetidos a
administracdo de dose unica de 1,5 mL de respectivas substancias, no leito do
retalho cutaneo, com o objetivo de contempla-lo totalmente. Para tal, foi usada
uma microcanula atraumatica (0,90 mm x 100,0 mm) (Fabinject Ind. Com. Imp.
Exp. Eireli, Taubaté, Sdo Paulo) acoplada em uma seringa estéril de 3 mL. A
microcanula foi inserida entre os pontos de sutura localizados na extremidade
distal, e as substancias foram administradas no sentido craniocaudal, por meio
do deslocamento da microcanula.

Nos ratos do grupo G2 foi administrado agua destilada (0,9 mL), e nos
do grupo G4, o AH (1%), na dose de 0,025 mg/g [17], por meio de gavagem,
utilizando uma céanula curva e rigida (1,20 mm x 39,0 mm) (Ciencor Scientific
LTDA, Barra Funda, Sédo Paulo). Ambos os tratamentos tiveram inicio oito horas
antes da confeccéo dos retalhos cutaneos, e foram repetidas a cada 24 horas,
durante sete dias [18,19].

Todos os tratamentos foram realizados no mesmo periodo do dia
(07:00 horas), e pelas mesmas pessoas, seguindo os procedimentos de
assepsia estéreis. O estado clinico geral dos animais e da ingestao de alimentos
e agua foi realizada a cada 24 horas, por meio de observacado dos respectivos
recipientes. Durante o periodo do estudo, ndo foi administrado nenhum
antibidtico, anti-inflamatoério ou realizada a limpeza da ferida cirargica, com o

intuito de nao influenciar com os resultados.
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Aquisi¢ao das substancias

A solucdo salina injetavel estéril (0,9%) (Eurofarma®, Ribeirdo Preto,
S&o Paulo) e a dgua destilada estéril (Samtec®, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo) foram
obtidas em distribuidora hospitalar.

O AH de fermentacao bacteriana foi importado liofilizado (p6) sob a
forma farmacéutica de hialuronato de sodio, grau injetavel de pureza, de peso
molecular de 1400 ~ 2000 kDa, podendo ser utilizado por via enteral ou
parenteral de acordo com o fabricante (Bloomage Freda Biopharm Company,
LTD, Jinan, China). A diluicdo foi realizada cinco minutos antes do seu uso,
sendo que para administracdo enteral foi realizada uma diluicdo de 1% com agua
destilada estéril, e para a via parenteral a diluicao foi de 0,3% em solu¢éo salina
(0,9%) estéril.

Variaveis avaliadas

Todos os ratos foram submetidos a avaliacéo clinica, que incluiu a
mensuracdo da massa corporea (MC) e da temperatura retal (TR); avaliacao
macroscopica dos retalhos (presenca de deiscéncia de sutura, de hematoma,
seroma, contaminacdo/infeccdo e porcentual de necrose); avaliacdo dos
biomarcadores inflamatorios teciduais e exame histolégico.

As variaveis MC e a TR foram avaliadas 10 minutos antes da
confeccgao dos retalhos cutaneos (M0), no terceiro dia (M3d) e no sétimo dia apés
(M7d) a confeccao dos retalhos.

A avaliacdo macroscopica foi realizada a cada 24 horas durante sete
dias. O porcentual de necrose, a avaliagdo dos biomarcadores inflamatérios e
histolégica, foi realizada nos momentos M3d e M7d. As avaliacbes foram
realizadas sempre pelo mesmo avaliador independente, e no mesmo horario

(07:00 horas), utilizando a metodologia encoberta.

Avaliacéao clinica

A mensuracdo da MC e da TR foi realizada por meio de uma balanca
digital de precisédo (Toledo®, Mettler - Toledo Ind. e Com. Ltda., Barueri, S&o
Paulo) e de um termémetro digital retal (G-tech®, Center Medical, Barueri, Sdo

Paulo), respectivamente.
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A avaliagdo macroscopica foi determinada pela presenca ou auséncia
de deiscéncia de sutura, hematoma, seroma, contaminacao/infeccdo e
posteriormente armazenados em uma planilha Excel® para posterior analise
estatistica descritiva.

Para a avaliacdo do porcentual de necrose, os retalhos foram
fotografados utilizando uma camera fotogréafica digital (Sony®, modelo Cyber-
shot DSC-WX50) com resolucao de 16,2 megapixels com imagem no formato
JPEG®, e luz artificial (anel de luz led). A camera foi fixada perpendicularmente
aos retalhos por meio de um suporte especifico, com o objetivo de reduzir as
distor¢es produzidas pela inclinagdo da camera. Foi padronizada uma altura de
25 cm entre a camera e o retalho, aferida por meio da régua plastica transparente
(30 cm de comprimento). Paralelamente, uma fita métrica (100 cm de
comprimento) foi colocada do lado do animal com a finalidade de servir de
referéncia métrica para o calculo das areas utilizando o software Imagel®
(National Institutes of Health, NIH). Trés fotografias com o flash desligado foram
realizadas para obtencédo de um valor médio.

O porcentual de necrose foi determinada pela férmula segundo a
literatura Camargo et al. (2014) [22]:

% necrose — __ Area de necrose

Area total do retalho X 100%

Avaliacdo dos biomarcadores inflamatérios teciduais e avaliacéo histologica

Oito ratos de cada grupo foram selecionados aleatoriamente, e
eutanasiados, utilizando a associacéo de xilazina (2%) (30 mg/kg) e cloridrato de
cetamina (1%) (180 mg/kg) (IP), nos momentos M3d e M7d, e seus retalhos
foram submetidos a avaliagdo dos biomarcadores inflamatdrios e exames
histolégicos.

Para a coleta dos retalhos considerou-se a regido com auséncia de
alteracdes macroscopicas cranial a necrose, preconizando o lado direito do
retalho para a coleta das amostras para a avaliacdo das interleucinas

inflamatorias, e o lado contralateral, para a realizacdo dos exames histoldgicos.
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As amostras para avaliacdo das interleucinas inflamatoérias foram
colocadas em Eppendorfs e imergidas em nitrogénio liquido (-196° C) e
armazenadas a -80° C. Foram avaliadas as interleucinas pro-inflamatorias que
incluiram a IL-1B, IL-6 e 0 FNT-a. A IL-10 foi usada como marcador anti-
inflamatorio. Foi realizado a homogeneizagdo das amostras na proporcao 1:5
(peso da amostra em mg: volume de tampé&o em pL) com tampéao fosfato salino
de pH 7.4 e coquetel inibidor de protease (99:1) (Sigma-Aldrich®, Merck, Barueri,
SP), e em seguida foi efetivada a centrifugacdo do homogenato por 15 minutos
a 10.000 rpm e 4° C. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado para a
guantificacéo de proteinas e andlises proteicas.

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada por meio do kit de
deteccdo de proteinas Interkit Proteinas Totais (Interteck Katal, SP), com a
guantificacdo sendo realizada pelo método de biureto de acordo com as
instrucdes da empresa. As proteinas totais foram determinadas para que 0s
dados dos parametros analisados fossem expressos em relacdo a quantidade
de proteinas da amostra em miligramas. ApOs o0 processamento das amostras,
0 sobrenadante foi usado para determinar os niveis das interleucinas por meio
do ensaio de imunoabsorcéao enzimatica (ELISA) utilizando kits comerciais para
cada interleucinas (R&D Systems, Minneapolis, EUA), de acordo com o0s
protocolos e concentracdes fornecidos pela empresa.

Os espécimes para avaliacao histolégica foram colocados em frascos
de solugdo de Alfac®, durante 24 horas, e posteriormente, mantidas em alcool
70% até a inclusdo em parafina. Foram realizados cortes de 5 pum e coloracao
pelo método de hematoxilina-eosina (H&E) para avaliacdo geral do tecido. A
guantidade de colageno total foi determinada pela coloracdo Tricbmio de
Masson.

Para a avalicdo histolégica, foram realizadas analises por meio de
fotomicrografias do centro dos retalhos utilizando dez campos em magnificacao
de 40X, totalizando uma area de 100.000 pm?. A analise morfométrica abrangeu
0 numero de vasos sanguineos/campo; células inflamatorias totais/campo e
colageno total/campo, e para a espessura da epiderme (um) procederam-se dez
medi¢bes por campo. As avaliagBes morfométricas foram realizadas por meio do

software CellSens Standard (Olympus, Center Valley, PA, EUA) e as
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mensuragdes pelo software AVSoftBioView. Os parametros foram quantificados
e inseridos em planilhas Excel® para posterior andlise estatistica.

Analise estatistica

Para analise estatistica foram utilizados os softwares R (Version 4.0.5
- © 2021, R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria) e o Excel
Versdo 16.0.6742.2048 — 2019, Microsoft, Washington, Estados Unidos).
Procedeu-se céalculo de estatistica descritiva das variaveis quantitativas por meio
da média, desvio padrdo, mediana, valores maximo e minimo, primeiro e terceiro
quartis.

A suposicéo de normalidade foi avaliada pelo Teste Shapiro-Wilk, nos
casos em que a suposicdo de normalidade foi atendida utilizou-se o teste
paramétrico Teste t para amostras dependentes e independentes. Nos casos
gue a suposicao de normalidade néo foi atendida foi usado o Teste de Wilcox.
Na comparacdo entre 0s grupos experimentais utilizou-se o Teste ANOVA
guando a suposicéo de normalidade foi atendida, quando n&o, utilizou-se o Teste
de Kruskal-Wallis. Em todas as comparacdes considerou-se como diferenca

significativa valor de probabilidade inferior a 0,05 (p < 0,05).

Resultados

Avaliacao clinica

Durante o periodo do estudo nédo foi identificado diminuicdo da
ingestao de alimentos e agua, e presenca de diarreia e Obitos. Paralelamente,
nao foram observadas reacdes cutaneas resultantes da aplicacdo do AH.

A MC nao demonstrou variacdo significativa entre os grupos por
momento avaliado. Contudo, ocorreu uma diminuicao significativa (p < 0,05) em
todos os grupos entre MO e o M3d (Tabela 1). Os valores da TR nao
apresentaram diferencas estatisticas (Tabela 2).

Ndo foi evidenciada presenca de hematoma, seroma ou
contaminacdo em nenhum dos grupos. Foi identificada deiscéncia de um ponto
de sutura na regiao distal a base do retalho, 24 horas apés, porém, sem resultar

na abertura do retalho. A incidéncia foi de: 62,5% (10/16) - grupo tratado com o
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AH (1%) por via enteral; 56,3% (9/16) - grupo tratado com o AH (0,3%) por via
parenteral; 50% (8/16) — grupo tratado com a agua destilada por via oral; 37,5%
(6/16) — grupo tratado com solucéo salina (0,9%) por via parenteral.

Em todos os grupos, o inicio da necrose ocorreu 48 horas apos a
confeccao dos retalhos, e com aumento da &rea necrosada até sete dias apés a
inducao dos retalhos (Figura 2).

Todos os grupos apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05) em
relacéo ao porcentual de necrose, sendo identificado um aumento entre o M3d
M7d. Na avaliagéo intragrupos, foi evidenciado diferenca significativa (p < 0,05)
entre os animais do grupo submetido ao tratamento com o AH (0,3%) por via
parenteral (G3) e os animais tratados com o AH (1%) por via enteral (G4) (G4 >

G3), sete dias apos a inducéo dos retalhos (Tabela 3).
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Tabela 1 - Mediana (Med) e amplitude [minima (min) e maxima (max)] da massa corporea (g) de ratos Wistar submetidos a confeccéo de
retalhos cutaneos isquémicos e tratados com solucéo salina (0,9%) por via parenteral (G1), &gua destilada por via enteral (G2), AH (0,3%)
por via parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), e avaliados 10 minutos antes da confeccdo dos retalhos cutaneos (MO0), terceiro dia
(M3d) e no sétimo dia (M7d) apés a confeccéo dos retalhos.

Grupos MO MSd M7d
Med (min — max) Med (min — max) Med (min — max)
G1 342,2 (301,6 - 370,7)"2 333,7 (288,1 - 350,9)82 337,5(323,5 - 383,4)"84
G2 346,3 (331,3 - 370,8)*2 334,5 (306,2 - 362,3)82 346,9 (331,4 - 392,1)"84
G3 341,0 (303,5 - 370,5)*2 329,6 (291,5 - 365,9)82 347,2 (307,9 - 372,7)ABa
G4 340,9 (284,1 - 399,7)"3 324,4 (280,4 - 390,7)82 343,3 (329,6 - 407,1)"84

Medianas seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma linha representam diferenca significativa ao longo dos tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras
mindsculas diferentes na mesma coluna representam diferengas entre os grupos (p < 0,05).

Tabela 2 - Mediana (Med) e amplitude[minima (min) e maxima (max)] dos valores da temperatura retal (° C) de ratos Wistar submetidos a
confeccdo de retalhos cutaneos isquémicos e tratados com solucao salina (0,9%) por via parenteral (G1), agua destilada por via enteral (G2),
AH (0,3%) por via parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), e avaliados 10 minutos antes da confecgdo dos retalhos cutaneos (MO),
terceiro dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) apds a confeccao dos retalhos.

Grupos MO Ml M2
Med (min — max) Med (min — max) Med (min — max)
G1 35,5 (33,5 - 36,8)"a 35,7 (35,0 - 37,3)"a 35,6 (34,5 - 36,0)"2
G2 35,5 (32,3 - 36,6)"2 35,1 (33,9 - 36,0)"a 34,9 (34,4 - 36,0)"2
G3 35,7 (34,6 - 36,4)"@ 35,6 (34,8 - 36,7)"@ 35,4 (34,3 -37,3)"
G4 36,4 (33,2 - 37,3)"@ 36,1 (35,1 - 37,1)" 35,7 (34,6 - 37,0)"

Medianas seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma linha representam diferenca significativa ao longo dos tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras mintsculas diferentes
na mesma coluna representam diferencas entre os grupos (p < 0,05). Valores de referéncia: 35,9° - 37,5° C (LAPCHIK et al., 2017).
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Tabela 3 - Mediana (Med) e amplitude [minima (min) e maxima (max)] do porcentual de
necrose (%) de ratos Wistar submetidos a confeccéo de retalhos cutaneos isquémicos
e tratados com solugdo salina (0,9%) por via parenteral (G1), agua destilada por via
enteral (G2), AH (0,3%) por via parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), e
avaliados no terceiro dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) apds a confeccdo dos retalhos.

M3d M7d
Grupos Med (min — max) Med (min — max)
Gl 13,58 (3,78 - 36,04)"2 33,80 (21,19 - 56,19)8ab
G2 17,20 (0,70 - 34,01)"a 42,13 (16,41 - 56,56)82°
G3 10,52 (1,76 - 26,46)"2 26,325 (8,55 - 51,05)82
G4 18,56 (0,00 - 38,70)"2 50,401 (12,61 - 77,80)5°

Medianas seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma linha representam diferenca significativa ao longo dos
tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras minUsculas diferentes na mesma coluna representam diferengas
entre os grupos (p < 0,05).

Grupos M3d M7d

G1

G2

G3

G4

Figura 2 - Aspecto macroscopico da necrose dos retalhos
cutaneos dorsais isquémicos tratados com solugdo salina (0,9%)
por via parenteral (G1), agua destilada por via enteral (G2), AH
(0,3%) por via parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), e
avaliados no terceiro dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) apds a
confeccéo dos retalhos.

Avaliacéo dos biomarcadores inflamatorios teciduais

Os valores da IL-1B demonstraram um aumento significativo (p < 0,05)
nos retalhos tratados com solugéo salina (0,9%) por via parenteral (G1) entre
ambos os momentos avaliados. Na avaliacdo intergrupos foi observado
variacdes significativas (p < 0,05) em ambos os momentos: M3d - G1/G3/G4 >
G2; M7d - G1 > G2 (p < 0,05) (Tabela 4).
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Em relagdo aos valores da IL-6, foi identificado um aumento
significativo (p < 0,05) nos retalhos tratados com solucgao salina (0,9%) parenteral
(G1) e nos tratados com agua destilada por via enteral (G2) entre 0s momentos,
porém, os valores do grupo G2 permaneceram no intervalo de referéncia da
espécie. Paralelamente, no M3d foi evidenciado variagfes significativas (p <
0,05) similares do observado na avaliacdo da interleucina IL-13. No M7d foi
identificado as seguintes variacdes estatisticas: G1/G3 > G2 (p < 0,05) (Tabela
4).

Os valores do FNTa apresentaram variagdes significativas (p < 0,05)
entre ambos 0s momentos, demonstrando um aumento significativo no grupo
tratados com solucéo salina (0,9%) por via parenteral (G1). Na avaliacao entre
os grupos foi constado variagdes significativas nos momentos avaliados: M3d —
G1/G4 > G2; M7d — G1 > G2 (p < 0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 - Mediana (Med) e amplitude [minima (min) e maxima (max)] do valor da
interleucinas IL-1B (pg/mg de proteina) e IL-6 (pg/mg de proteina) e do FNTa (pg/mg de
proteina) dos retalhos cutaneos isquémicos tratados com solu¢éo salina (0,9%) por via
parenteral (G1), agua destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) por via parenteral (G3),
e AH (1%) por via enteral (G4), e avaliados no terceiro dia (M3d) e no sétimo dia (M7d)
apos a confeccdo dos retalhos.

Interleucinas Grupos M3d M7d
Pré-inflamatérias Med (min — max) Med (min — max)
Gl 41,88 (34,69 - 55,86)"2 64,70 (50,22 - 79,66)82
IL-1B G2 17,96 (7,01 - 27,53)"° 22,60 (16,07 - 30,43)"°
G3 39,14 (24,44 - 64,43)"2 45,45 (15,81 - 91,38)A
G4 44,88 (28,54 - 65,65)"2 45,39 (42,72 - 66,782)"a
Gl 59,59 (52,48 - 67,52)"2 83,42 (56,41 - 189,95)2
IL-6 G2 26,33 (13,48 - 37,14)*° 35,85 (23,74 - 40,58)Bc
G3 52,22 (31,76 - 98,74)"2 64,02 (36,37 - 127,36)"@
G4 59,99 (25,74 - 108,03)"* 66,19 (34,23 - 98,31)"abc
Gl 12,35 (5,18 - 19,43)"2 17,21 (14,12 - 37,31)B2
ENTa G2 4,64 (2,24 - 7,89)¢ 6,05 (4,02 - 9,65)"°
G3 9,37 (4,14 - 28,17)Aabc 14,35 (5,59 - 34,44)Aab
G4 10,50 (8,22 - 28,59)Aab 11,40 (2,64 - 30,57)"av

Medianas seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma linha representam diferenga significativa ao longo dos
tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras minUsculas diferentes na mesma coluna representam diferengas
entre os grupos (p < 0,05). Referéncia do laboratério IL-1( - 10,68 - 18,32 pg/mg de proteina; IL-6 - 19,44 — 38,64 pg/mg
de proteina; FNTa - 2,38 — 9,06 pg/mg de proteina.

Na quantificacdo tecidual do biomarcador anti-inflamatério IL-10 foi
identificado variagcBes estatisticas (p < 0,05) entre o grupo tratado com solucdo
salina (0,9%) por via parenteral (G1) e o grupo tratado com agua destilada via
oral (G2) em ambos os momentos, sendo que os valores do grupo G1 foram

significamente (p < 0,05) maiores que G2 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Mediana (Med) e amplitude [minima (min) e maxima (max)] do valor de
interleucina IL-10 (pg/mg de proteina) dos retalhos cutaneos isquémicos tratados com
solucdo salina (0,9%) por via parenteral (G1), agua destilada por via enteral (G2), AH
(0,3%) por via parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), e avaliados no terceiro
dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) ap6s a confeccao dos retalhos.

Grupos Ml M2
Med (min — max) Med (min — max)
G1 13,57 (0,00 - 20,90)"2 16,02 (11,42 - 28,29)"@
G2 5,05 (0,00 - 7,92)A° 5,91 (3,44 - 8,29)*
G3 11,37 (0,00 - 21,49)A% 14,10 (0,00 - 27,99)Aab
G4 11,87 (0,00 - 24,85)A% 12,81 (0,00 - 22,14)Aab

Medianas seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma linha representam diferenca significativa ao longo dos
tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna representam diferencas
entre 0s grupos (p < 0,05). Referéncia do laboratdrio: IL-10 - 0,00 — 7,83 pg/mg de proteina

Avaliacao histoldgica

Os valores da espessura da epiderme demonstraram um aumento
significativo (p < 0,05) nos retalhos tratados com solucao salina (0,9%) por via
parenteral (G1) e com AH (1%) por via enteral (G4) entre oS momentos
avaliados. Na avaliacdo entre os grupos foi observado que o grupo G3
apresentou valores da espessura significamente maiores (p < 0,05) dos demais
grupos no M3d; e no M7d foi identificado que valores significamente maiores (p
< 0,05) no grupo G3 em relacéo ao grupo G2 (Tabela 6).

Na quantificacdo dos vasos sanguineos houve uma diminuicdo
significativa (p < 0,05) nos retalhos tratados com solucao salina (0,9%) por via
parenteral (G1) e com AH (1%) por via enteral (G4) entre momentos avaliados.
Somente no momento M3d foi identificada variacdo estatistica (p < 0,05), onde
0 grupo tratado com o AH (1%) por via enteral (G4) apresentou valores maiores
gue o grupo tratado com agua destilada via oral (G2) (Tabela 6).

Em relacdo ao numero de células inflamatdrias totais foi identificado
variacdes significativas (p < 0,05) no momento M7d, sendo G1 > G2 (Tabela 6).

Na analise do colageno total ndo foram identificadas diferencas

significativas intragrupos e intergrupos (Tabela 6).
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Tabela 6 - Mediana (Med) e amplitude [minima (min) e maxima (max)] da espessura da epiderme (um), da quantidade de vasos sanguineos
(um?), do nimero de células inflamatérias totais (um?) e colageno total (um?) de ratos Wistar submetidos & confeccéo de retalhos cutaneos
isquémicos e tratados com solucao salina (0,9%) por via parenteral (G1), agua destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) por via parenteral (G3),
e AH (1%) por via enteral (G4), e avaliados no terceiro dia (M3d) e no sétimo dia (M7d) ap6s a confeccdo dos retalhos.

Variaveis histoldgicas Grupos Med (rlr\:liid_ max) Med (rlr\:lizd— max)
Gl 25,18 (12,57 — 49,84)"2 28,975 (15,06 - 68,61)Bap
Espessura G2 25,73 (13,82 — 61,11)"2 26,78 (12,95 — 65,65)
da epiderme G3 28,23 (13,81 — 52,98)° 29,39 (15,09 — 61,98)"2
G4 25,83 (10,45 — 50,71)"2 27,74 (11,79 — 84,46)B
Gl 5,7 (4,6 — 7,0)A%® 4,6 (4 - 6,6)B2
Vasos G2 4,8 (3,8 -5,7)" 4,4 (3-4,9)A
sanguineos G3 4,4 (3,2 —7,5)hab 4,7 (3,2 —6,3)"2
G4 6,8 (4,5 — 12) 4,4 (3,7 — 9,4)
Gl 2750,4 (1347,0 — 3293,1)"2 2721,8 (1997,4 — 4406,2)"2
Células inflamatérias totais G2 1839,7 (1603,5 — 2321,8)"a 1828,4 (1572,9 — 2597,5)°
G3 2284,9 (1155,4 — 3294,5)A2 2837,6 (1615,9 — 3412,3)Aab
G4 2742,8 (1435,2 — 3232,7)"2 2200,4 (1984,8 — 3840,2)"av
Gl 31506,4 (23279,2 — 40073,0)A2 26956,0 (20629,0 — 32246,2)A2
Colageno total G2 24026,2 (19865,6 — 38274,8)"2 24667,6 (17430,8 — 29823,5)A2
G3 31070,1 (26136,6 — 34087,6)"2 25497,1 (24098,2 — 37653,1)"2
G4 30232,3 (22819,7 — 42584,9)"2 28336,3 (25276,4 — 33620,6)"2

Medianas seguidas de letras maiUsculas diferentes na mesma linha representam diferenca significativa ao longo dos tratamentos (p < 0,05). Medianas seguidas de letras mintsculas diferentes na

mesma coluna representam diferencas entre os grupos (p < 0,05).
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As figuras 3, 4, 5 e 6 representaram as fotomicrografias das variaveis

histologicas avaliadas em todos os grupos em ambos 0S momentos.

Grupos M3d M7d

Figura 3 — Fotomicrografias da mensuragdo da espessura da
epiderme (demarcacdo vermelha) dos retalhos isquémicos
tratados com solugéo salina (0,9%) por via parenteral (G1), agua
destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) por via parenteral (G3), e
AH (1%) por via enteral (G4), avaliados no terceiro dia (M3d) e
sétimo dia (M7d) ap0s a confecgéo dos retalhos. (H&E, 40x, barra
de escala 20 pm).



lGrupos mM3d M7d

G1

Figura 4 - Fotomicrografias da regido da derme profunda dos retalhos
isquémicos tratados com solugdo salina (0,9%) por via parenteral
(G1), agua destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) por via parenteral
(G3), AH (1%) por via enteral (G4), avaliados no terceiro dia (M3d) e
sétimo dia (M7d) apds confeccdo dos retalhos, ilustrando vasos
sanguineos (setas pretas) e células inflamatoérias (nucleos corados
em roxo) (H&E, 40x, barra de escala 20 um).
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Grupos

G1

G2

G3

Figura 5 - Fotomicrografias da regido dérmica dos retalhos
isquémicos tratados com solugéo salina (0,9%) por via parenteral
(G1), 4gua destilada por via enteral (G2), AH (0,3%) por via
parenteral (G3), e AH (1%) por via enteral (G4), avaliados no
terceiro dia (M3d) e sétimo dia (M7d) apds a confeccdo dos
retalhos, ilustrando as fibras coldgenas coradas em verde
(Tricbmio de Masson, 40x, barra de escala 20 pm).
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Discussao

O objetivo do estudo foi realizar a avaliacdo do AH exdgeno derivado
de fermentacao bacteriana, considerado de alto peso molecular, por via enteral
e parenteral em retalhos cutaneos isquémicos em ratos, por meio dos exames
clinico e histologicos; e avaliagdo dos biomarcadores pré e anti-inflamatoérios
teciduais. A hipétese foi alcancada parcialmente, visto que de acordo com 0s
resultados, o AH (0,3%) administrado localmente demonstrou melhores efeitos
benéficos com relacdo ao porcentual de necrose quando comparados com 0s
demais grupos. O uso de substancias com propriedades imunomoduladoras ou
anti-inflamatoérias em retalhos cutédneos tem por objetivo modular a inflamacgéao
exacerbada decorrente de eventos isquémicos e/ou oxidativos e desse modo,
evitar lesdo tecidual e posteriormente necrose [1-3,23,24].

O estudo foi considerado inédito visto que a avaliagdo do AH exdgeno
em retalhos cutaneos isquémicos, quer por via enteral ou parenteral, esta
ausente na literatura. Contudo, estudos relacionados com o uso do AH em
feridas abertas e Ulceras de cérnea foram reportados por diferentes autores
[7,10,12,25-28]. A relevancia clinico-cirurgica do presente estudo foi associada
com as propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e estimulo da
neovasculogénese do AH [8,13,14,29], podendo induzir efeitos benéficos na
viabilidade dos retalhos cutaneos.

O modelo experimental de curta duracao foi similar da literatura
[1,3,30-33]. A metodologia de confeccao dos retalhos isquémicos foi procedida
de acordo com Camargo et al. [22] (2014), onde esses autores observaram que
o0 modelo induziu necrose em até 40% do retalho.

A concentracdo do AH exdgeno usada por SC (0,3%) foi preconizada
de acordo com os estudos in vitro de isquemia por reperfusdo [34] e estudos in
vivo em retalhos cutaneos isquémicos de ratos [35]. A concentracdo do AH por
via oral (1%) foi determinada pela dose e volume da capacidade gastrica dos
ratos [36]. A administracdo enteral do AH foi realizada oito horas antes da
confecc¢ao do retalho visto que a sua presenca na pele de ratos foi identificada
quatro horas apos a sua administracéo [16], e o pico da biodisponibilidade foi de

oito horas [19].
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A temperatura retal se manteve nos limites de referéncia da espécie
em todos os grupos durante todo o periodo do estudo. Esse fato pode ter
indicado auséncia de contaminacéo ou infeccéo nos retalhos [37]. Mesmo nao
tenho sido realizado exames microbiolégicos, a auséncia de contaminagéo foi
correlacionada com a avaliacdo macroscopica dos retalhos, sendo que nao foi
observado quaisquer sinais clinicos associados a contaminagao. Entretanto, foi
observado uma diminuicao significativa da massa corpérea em todos 0s grupos,
entre o dia da inducéo dos retalhos e o M3d. Essa diminuic¢ao foi, possivelmente,
decorrente do catabolismo associado a resposta inflamatéria e ao estresse do
procedimento cirdrgico [38].

A deiscéncia de suturas identificadas em todos os grupos, 24 horas
apos a inducéao dos retalhos, com maior incidéncia nos retalhos tratados com o
AH e menor nos demais grupos, foi associada ao autotraumatismo observado
durante o estudo. Contudo, essas deiscéncias nao influenciaram na fixacdo dos
retalhos. Segundo Huang et al. [1] (2019) e Feng et al. [3] (2020), a ampla
extensdo dos retalhos no dorso dos ratos, faz com que ocorra o acesso aos
pontos de sutura, sendo considerado um ponto negativo em estudos com
retalhos cutaneos dorsais. Os mesmos autores [1,3], recomendaram o0 uso de
colar cervical para evitar o alcance dos ratos as suturas, e consequentemente
autotraumatismo, porém, no presente estudo, optou-se por nao usar 0O
dispositivo, visto que poderia impedir a autolimpeza e induzir 0 estresse nos
animais [39].

O inicio da necrose identificada 48 horas apo6s a inducéo dos retalhos,
e 0 aumento significativo do porcentual de necrose até aos sete dias de
avaliacdo, foi correlacionado com a possivel isquemia persistente devido ao
comprometimento vascular subdérmico [1,3,30-33,40-43].

Os animais tratados com o AH (1%) por via enteral apresentaram
maior porcentagem de necrose no momento final do estudo quando comparados
com os tratados com o AH (0,3%) por via parenteral. Esse fato foi associado com
a possivel fragmentacdo intestinal bacteriana que possa ter ocorrido nos
animais, determinando menor concentracdo da substancia nos retalhos [35].
Balogh et al. [16] (2008) identificaram a presenca de AH radioativo na pele de
ratos apos quatro horas da administracdo oral do AH de alto peso molecular
(1100 — 1500 kDa). Esse fato foi corroborado por Oe et al. [17] (2014) e Kimura
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[19] et al. (2016), em ratos, quando se fez o uso do AH de diferentes pesos
moleculares (300 e 920 kDa), na dose variando de 25 e 200 mg/kg.

Todos os grupos demonstraram um aumento dos valores das
interleucinas inflamatdrias, IL-1B, IL-6 e FNTa, ao longo dos momentos
avaliados, o que foi associado a lesdo reperfusiva vascular que ocorre em
retalhos isquémicos, com a necrose mais pronunciada ao sétimo dia apés a
inducédo dos retalhos cutaneos [1,3,23]. Contudo, somente os animais tratados
com solucdo salina (0,9%), demonstraram um aumento significativo das
interleucinas, demonstrando os efeitos benéficos do AH. Paralelamente, o
aumento dos valores dessas interleucinas, também, foi associado a realizacao
ao trauma cirurgico, visto que ocorre uma resposta inflamatéria [38,44], porém,
€ necessaria uma producdo em equilibrio [45-47]. A variacdo dos valores da
interleucina anti-inflamatéria IL-10 demonstrou uma possivel limitacdo da
resposta inflamatoria exacerbada associada as IL-1B, IL-6 e FNTa [45-49].
Shalom et al. [35] (2008), ndo identificaram diferengas significativas entre os
ratos tratados com AH (1%) e com solucéo salina (0,9%), ambas as substancias
aplicadas no leito do retalho logo apds o procedimento cirargico.

A epiderme é a camada cutanea que € mais acometida pelos eventos
isquémicos dos retalhos cutaneos, podendo ocasionar a epitelidlise e perda
parcial do retalho [22,41,42]. Somente os retalhos tratados com solucédo salina
(0,9%) e AH, ambos por via parenteral, ilustraram aumento significativo da
espessura de epiderme ao longo dos momentos, entretanto, somente os animais
tratados com o AH por via parenteral apresentaram valores significamente
maiores da espessura da epiderme quando comparados com os demais grupos.
Esses resultados foram associados com o0 aumento do estimulo da
gueratinizacao e epitelizacdo garantidos pelo AH [29].

A diminuicdo das células inflamatorias totais em todos 0s grupos,
exceptuando os ratos tratados com AH por via parenteral, seguiu 0 mesmo
padrdo das interleucinas pro-inflamatérias. A metodologia de marcacédo celular
na derme para avaliacdo das células inflamatérias totais foi essencial na
correlacdo do perfil de mensuracdo tecidual local das interleucinas pro-
inflamatorias, porém nédo tdo especifico. lacopetti et al. [12] (2020) evidenciaram

que a utilizagdo tépica do AH em feridas estimulou mais foliculos pilosos,
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podendo interferir negativamente na mensuracédo de celularidade dos retalhos
tratados com o AH por via parenteral.

A diminuicdo dos vasos sanguineos na quantificacdo histoldgica foi
similar a literatura [1,3,30,32,33,40-42]. Esses autores associaram essa
diminuicdo com o dano vascular subdérmico. Salientou-se, que os retalhos
tratados com o AH por via enteral, apresentou valor significamente maior em
relacdo aos submetidos a agua destilada por via oral. Esses valores foram
relacionados com o aumento das interleucinas pré-inflamatérias, podendo
determinar a biodisponibilidade do AH na pele [17-19].

Na mensurac¢do do colageno total ndo foram identificadas diferencas
significativas entre os grupos e momentos avaliados. Contudo, o AH exdgeno
aumentou a producéo de colageno quando utilizado em cultivos de fibroblastos
dérmicos [43] e na aplicacdo intradérmica [50,51]. Esse aumento foi decorrente
do estimulo compressivo do AH sobre os fibroblastos [51]. A limitacdo do estudo
incluiu auséncia do exame imunoistoquimico para mensuracdo do fator de
crescimento endotelial, podendo permitir a quantificagdo dos vasos sanguineos
de forma objetiva. Desse modo, existe a necessidade de incluir esse exame para

estudos similares.

Conclusao

O AH em forma de hialuronato de sodio de alto peso molecular (1400
~ 2000 kDa) demonstra efeitos benéficos quando usado por via enteral e
parenteral em retalhos cutaneos isquémicos de ratos. Contudo, o AH (0,3%)
administrado por via parenteral no local do retalho logo apés seu fechamento
evidencia melhores resultados no porcentual de necrose e no processo de

epitelizacao.
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Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto que o Projeto "Avaliagéo do acido hialurénico administrado por via enteral e
parenteral em retalhos cutaneos isquémicos induzidos em ratos Wistar" Protocolo
CEUA 0166/2020, a ser conduzido por Marina Frazatti Gallina,
responsavel/orientador lvan Felismino Charas dos Santos, para fins de pesquisa
cientifica/ensino - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08
de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal -

CONCEA.
Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 02/11/2020 a 01/02/2021
Nome Comum/ Espécie / ROEDOR/RATTUS NOVERGICUS/
Linhagem Heterogénicos
Raca Wistar
N° de animais machos 68
N° de animais fémeas 0
N° de animais sexo indefinido 0
Peso médio de animais machos 400 gr
Peso médio de animais fémeas 0
Peso médio de animais sexo 0
indefinido
Idade 0 ano(s) e 3 mes(es) e 0 dia(s).
Procedéncia Biotério Cenyral, Botucatu.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 16/10/2020
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Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Secéo Técnica Académica
Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Corréa, s/n
UNESP - Campus de Botucatu/SP - Cep 18618-681
(14) 3880-2176 - patrizia@fmvz.unesp.br - wwefmvz.unesp.br
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