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Effects of probiotics supplementation on skin wound healing in diabetic rats
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RESUMO - Racional: Feridas cronicas em pacientes diabéticos muitas vezes se tornam
incuraveis devido a producdo prolongada e excessiva de citocinas inflamatérias. A utilizacdo
de probidticos modifica a microbiota intestinal e modula reacdes inflamatérias. Objetivo:
Avaliar a influéncia da suplementacdo perioperatdria com probiéticos no processo de
cicatrizagdo cutanea em ratos diabéticos. Método: Quarenta e seis ratos foram divididos em
quatro grupos (C3, P3,C10, P10) conforme tratamento (P=probidtico ou C=controle, via oral)
e dia de eutanasia: 3°ou 10°dia de pds-operatdrio. Todos os ratos foram induzidos ao diabete
melito 72 h antes de iniciar o experimento com aloxana. A suplementacéo foi iniciada cinco
dias antes da operacdo e mantida até a eutanasia. Foi realizada incisdo com bisturi guiada
por molde de 2x2 cm e a ferida foi deixada para cicatrizar por segunda intencdo. As feridas
foram medidas digitalmente. A densitometria de colageno foi determinada com coloracéo
picrosirius red. A histologia foi avaliada por coloracdo com H&E. Resultados: A contracao
da ferida foi maior no grupo P10, o que resultou em menor area cruenta (p=0,011). Houve
aumento do colageno tipo | do 3° para o 10°dia de pds-operatério no grupo P10 (p=0,016),
0 que ndo ocorreu no grupo controle (p=0,487). A analise histolégica mostrou melhor
grau de cicatrizagdo no grupo P10 (p=0,005), com menos polimorfonucleares (p<0,001)
e mais neovasos (p=0,001). Conclusées: A suplementacdo perioperatéria de probioticos
promove aceleracdo da cicatrizacdo cutanea em ratos diabéticos, possivelmente por atenuar
a resposta inflamatdria e aumentar a neovascularizacdo e a deposicdo de colageno tipo I.

DESCRITORES - Probidticos. Diabete melito. Cicatrizagdo. Aloxano.

ABSTRACT - Background: Chronic wounds in patients with Diabetes Mellitus often become
incurable due to prolonged and excessive production of inflammatory cytokines. The use of
probiotics modifies the intestinal microbiota and modulates inflammatory reactions. Aim:
To evaluate the influence of perioperative supplementation with probiotics in the cutaneous
healing process in diabetic rats. Methods: Forty-six rats were divided into four groups (C3, P3,
C10, P10) according to the treatment (P=probiotic or C=control, both orally administered)
and day of euthanasia, 3 or 10" postoperative days. All rats were induced to Diabetes
Mellitus 72 h before starting the experiment with alloxan. Supplementation was initiated
five days before the incision and maintained until euthanasia. Scalpel incision was guided
by a 2x2 cm mold and the wounds were left to heal per second-intention. The wounds
were digitally measured. Collagen densitometry was done with Picrosirius Red staining.
Histological parameters were analyzed by staining by H&E. Results: The contraction of
the wound was faster in the P10 group which resulted in a smaller scar area (p=0.011).
There was an increase in type | collagen deposition from the 3 to the 10" postoperative
day in the probiotic groups (p=0.016), which did not occur in the control group (p=0.487).
The histological analysis showed a better degree of healing in the P10 group (p=0.005),
with fewer polymorphonuclear (p<0.001) and more neovessels (p=0.001). Conclusions:
Perioperative supplementation of probiotics stimulates skin wound healing in diabetic rats,
possibly due to attenuation of the inflammatory response and increased neovascularization
and type | collagen deposition.

HEADINGS - Probiotics. Diabetes mellitus. Wound healing. Alloxan.
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Exemplo da diferenca de éarea de contracdo da
ferida: A) grupo controle no dia da operacao; B) 7PO
no grupo controle; C) grupo probidtico no dia da
operagao; D) 7PO no grupo probiético

Mensagem central

A suplementacdo perioperatéria de probidticos em
ratos diabéticos promove: aceleragdo da cicatrizagao
cutdnea, atenuagdo da resposta inflamatoria,
aumento a neovascularizagdo da ferida, aumento da
deposicao de colageno tipo | na ferida, prevencao da
perda de peso, melhor controle glicémico.

Perspectiva

Considerando os beneficios demonstrados neste
estudo experimental, a suplementacao perioperatéria
de probidticos poderia ser alvo de investigages clinicas
futuras em pacientes diabéticos candidatos a cirurgias
eletivas. Estes estudos dlinicos deverao investigar a
influéncia dos probidticos na cicatrizagdo em pacientes
diabéticos, definir as cepas indicadas, dose ideal e o
tempo de suplementacao perioperatoria.
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INTRODUCAO

dediabete melito (DM) no mundo, doenca responséavel

por quatro milhdes de mortes em 2017 e um gasto
de mais de 727 bilhdes de dodlares para o sistema de satide nos
Estados Unidos (12% do gasto total com adultos)™.

Pacientes diabéticos apresentam prejuizo na cicatrizacdo pelo
desequilibrio darespostainflamatéria, com acimulo prolongado de
célulasinflamatorias e producdo excessiva de citocinasinflamatérias,
alteracdo na sintese de colageno e reducdo da forca ténsil®7.141922,
Estes fatores associados resultam em reducdo da resisténcia da
ferida e deiscéncia que, somado ao grande risco de infec¢bes
neste grupo, resultam em aumento do tempo hospitalizagdo e
da taxa de mortalidade®s71422,

A combinacdo do prejuizo no processo cicatricial com
a doenca vascular periférica e a dificuldade de percepgao de
lesdes nas extremidades pela neuropatia sdo fatores de risco
para o desenvolvimento da doenca do pé diabético. Ulcera em pé
diabético é a principal causa de hospitalizacdo de pacientes com
DM em paises desenvolvidos, e esta entre as principais causas
de morbimortalidade, com tempo médio de seis meses para
cicatrizacdo e necessidade de amputacdo em até um terco dos
casos. Esta complicacdo ainda carece de estudos que envolvam
a complexidade da sua gestao®6714,

A lesdo da barreira epitelial resulta em ruptura e estresse
celular, com necessidade de reparo por meio de cicatrizagao.
A cicatrizagdo cutanea se caracteriza por processo dinamico
que envolve uma rede complexa de interagdes extracelulares,
mediadores quimicos e células locais e inflamatorias. Este processo
tem como objetivos principais a restauragdo da integridade tecidual
e a manuten¢do da homeostase. O processo de cicatrizacdo
envolve trés fases, que podem ser subdivididas em quatro ou
cinco, sequenciais, que se relacionam de maneira dindmica e ndo
individualizadas: inflamatéria, proliferativa, formacdo do tecido
conjuntivo, contragdo e final de remodelamento?2'24,

Feridas cronicas em pacientes com DM muitas vezes ndo
seguem esta progressdo ordenada, podendo persistir na fase
inflamatoria e ndo progredir para as préximas fases da cicatrizacdo
deferidas. A transicdo do estagio inflamatorio para o proliferativo
na cicatrizacdo de feridas é tema de pesquisa atual intensiva, e a
regulacao sistémica da inflamagdo desempenha papel importante
nesta etapa®” 11419,

Arelacdo entre o processo de cicatrizagdo e ainteragdo com
a microbiota da pele j& esta bem estabelecida. Foi demonstrado
que amicrobiota local pode fornecer estimulagdo ténica benéfica
ao sistema imunoldgico do hospedeiro e previnem a invasao de
outros microbios patogénicos e, em caso de perda da diversidade
microbiana, muitas vezes resulta em inflamacdo prolongada e
atraso no processo de cicatrizagdo de feridas?>?%. Estudos recentes
sugerem que, além da interacdo com a microbiota local, alteragdes
na microbiota intestinal também podem afetar positivamente ou
negativamente o processo de cicatrizacdo de feridas, pela producéo
de moléculas antimicrobianas e pela regulagdo da respostaimune
e inflamatdria’ 1122628 O eixo proposto por Arcket al' como “eixo
cérebro-intestino-pele” propde que a modulagdo da microbiota
intestinal pode melhorar a resposta imune sistémica e afetar
respostas teciduais periféricas.

Neste sentido, modular a floraintestinal pode ser estratégia
importante para a melhora do processo cicatricial da pele. As
ferramentas para modulagdo da microbiota intestinal sdo os
prebidticos, probioticos, simbidticos e o transplante de fezes,
além de alteracdes dietéticas. Os probidticos comercializados
contém bactérias conhecidas e quantificadas, e as cepas com mais
aplicabilidade emssituagGes clinicas sdo os lactobacilos (Lactobacillus
casel, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus) e as
bifidobactérias (Bifidobacterium lactis)®. O principal elo entre o
uso de probidticos e a cicatrizagdo é namodulagao da inflamacao,
que pode ter efeitos positivos na reparagao de tecidos.

Q proximadamente 425 milhdes de adultos sdo portadores

Oobjetivodeste estudofoiavaliarainfluénciadasuplementagao
perioperatdria com probidticos no processo de cicatrizagdo cutanea
em ratos diabéticos.

METODO

Modelo experimental

Este estudo foi parte do Grupo de Pesquisa em Cicatrizagdo do
Programa de P6s-Graduacdo em Clinica Cirdrgica da Universidade
Federal do Parana, Curitiba, Brasil. O projeto foi conduzido de
acordo com as normas previstas na Lei Federal n°® 11.794, de 8
de outubro de 2008, normas previstas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) apés aprovacao
da Comissao de Etica do Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Positivo, onde foi realizado o experimento. Foram utilizados 46 ratos
Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia Mammalia), adultos,
machos. Eles foram distribuidos em dois grupos: probidtico (P)
que recebeu Probiatop® e controle (C), que recebeu maltodextrina,
por via oral, com auxilio de uma espatula, na dose de 250 mg de
probidtico ou maltodextrina por dia. Cada grupo foi subdividido
em dois subgrupos de acordo com o dia de eutanasia: 3° ou
10° pds-operatério (PO, subgrupos P3=12, C3=12, P10=11,
C10=11). Durante o periodo experimental eles foram mantidos
sob temperatura controlada (22+1° C) e 12 h escuro/claro de luz,
com agua e racado Presence® (Purina, Sdo Paulo, Brasil) ad libitium.
Os grupos receberam probidtico ou maltodextrina por cinco
dias antes da realizacdo da incisdo e mantiveram este consumo
diariamente até o dia da eutanasia. O probiético ofertado foi o
Probiatop®, composto pelas cepas (doses 1x10°UFC/qg) Lactobacillus
paracasei LPC-37, Bifidobacterium lactis HNOO19, Lactobacillus
rhamnosus HNOO1 e Lactobacillus acidophilus NCFM. Estas doses
estdo dentro das recomendagdes baseadas em evidéncias em
humanos’®. Os ratos foram pesados antes da indugdo do DM,
no dia da operacado e nos dias 3, 7 e 10 de pds-operatorio, com
balanca eletronica (AM 5500° Marte, Sdo Paulo, SP).

Inducdo ao diabete melito

Osratosforaminduzidosem 72 hantes deiniciar suplementagao
pré-operatdria com probidtico ou placebo (oito dias antes da
operacao). Apds 16 h de jejum, os ratos foram submetidos a
anestesia por inalagdo de isoflurano em campanula de vidro
e depois mantidos em decubito para receber injecéo via veia
caudal (Sigma Chemical Co, EUA). A aloxana foi diluida em agua
destilada e aplicada em dose Unica de 40 mg/kg'®. Apds 1Th 30min
aalimentacao foi reintroduzida. O DM foi confirmado ap6s48h da
inducéo, sendo que glicemia de jejum >200 mg/dI foi padronizada
para o diagndstico. Os ratos que morreram logo apos aindugdo do
DM foram substituidos para evitar comprometimento do niimero
final por grupo. Os niveis de glicose foram avaliados retirando
uma gota de sangue mediante seccdo e ordenha da cauda, que
foi colocada sobre fita reagente e avaliada pelo glicosimetro One
Touch Select Simple® (Johnson8Johnson, Brasil). As glicemias
foram avaliadas nos dias 0, 3, 7 e 10 de pos-operatorio.

Procedimento cirdrgico

No dia da operacdo os ratos foram anestesiados porinalacdo
de isoflurano em campanula de vidro e pré-medicados com
morfina na dose 4 mg/kg IM. Foi realizada a tricotomia da regido
dorsal e antissepsia e em seguida foi realizada incisdo com bisturi
guiada por um molde quadrado de 2x2 ¢cm, ressecando toda a
espessura da pele e expondo a fascia muscular dorsal. As feridas
foram deixadas abertas para cicatrizar por segunda intencéo. A
analgesia foi realizada com uso de acetominofeno liquido em
dose diéria de 100 mg/kg por via oral, diluido em agua, até o 4°
dia de pds-operatorio.

Avaliagdo da contracao da ferida
As feridas foram macroscopicamente avaliadas por fotografias
digitais realizadas nos dias 1, 3, 7 e 10 para analise das taxas de
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contracao da ferida com software Image-Pro Plus® 4.5 (Media
Cybernetics, Rockville, Maryland, EUA). As feridas foram fotografadas
a uma distancia padronizada de 15 cm.

Eutanasia

No 3°(grupos C3 e P3) e 10° dia (grupos C10 e P10) de
pos-operatdrio os ratos foram submetidos a eutanasia em
sistema fechado de campanula de vidro com isoflurano. Apos a
constatacao do ébito, a ferida foi excisada com margem de 1cm.

Densitometria do colageno

Elafoirealizada paraidentificar e quantificar o colageno tipo
| e tipo Ill utilizando a coloragdo de Picrosirius Red F3BA (PSR),
microscopia 6tica sob luz polarizada e anélise de imagens em
software. Asimagens foram registradas pelos Software AxioVision
4.9 (Zeiss, Alemanha) e analisadas pelo software Image-Pro Plus®
4.5 (Media Cybernetics, Rockville, Maryland, EUA).

Estudo histologico por coloracdo H&E

Asamostras foram cortadas em blocos em micrétomo rotativo,
com cortes de cinco micrdbmetros de espessura, e submetidos a
coloragdo com H&E. Em seguida, as pecas foram submetidas aos
processos de desidratacdo e diafanizacdo em xilol, e coradas com
H&E. A leitura das laminas foi realizada em microscopio éptico
Olympus BX40 (Téquio, Japdo), com magnificacdo de 20x. Na leitura,
foram avaliados tipos e quantidade das células predominantes
na reacdo inflamatdria aguda (polimorfonucleares), presenca de
edema intersticial e congestao vascular e o grau de formacéo de
fibroblastos, neovasos e mondcitos. Estes dados foram classificados
em acentuado (3), moderado (2) e discreto (1) e transformados
em variaveis quantitativas por meio da atribuicdo de indice aos
achados histoldgicos. A presenca de polimorfonucleares, edema
e a congestdo foram indicativos de processo inflamatério agudo,
pontuando negativamente, e aformacao de fibroblastos, neovasos
e mondcitos foram indicativos de processo inflamatério crénico,
pontuando positivamente. Apds a atribuicdo dos indices, estes
foram somados para totalizar escore final para posterior avalia¢do
estatistica entre os grupos estudados?’.

Analise estatistica

Os resultados foram descritos por média e desvio-padrao
(DP). Para a comparacdo entre os grupos foi usado o teste ndo-
paramétrico de Mann-Whitney. As comparacdes entre os dias de
avaliagdo, dentro do mesmo grupo, foram feitas utilizando o teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Para anélise de correlacéo foi
utilizado o Coeficiente de Spearman. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa
IBM SPSS Statistics®, v.20.

RESULTADOS

Os grupos C3 e C10 apresentaram perda de peso ao longo
do experimento (p<0,001), enquanto os grupos P3 e P10 ndo
apresentaram reducdo de peso no mesmo periodo (P3=0,789,
P10=0,433).

Os ratos que receberam probidticos apresentaram glicemia
mais baixa no momento da operac¢do no grupo P10 quando
comparado com o grupo C10 (3211146 vs. 541,2+112 mg/dl,
p=0,001), assim como no 3° PO (2814132 vs. 405+ 147 mg/d|,
p=0,040).

A glicemia do 3° PO do grupo C3 foi correlacionada
negativamente com o peso do 3° PO neste grupo (coeficiente
de correlagdo Spearman=-0,68, p=0,016), indicando que quanto
mais alto os valores da glicemia, mais baixos foram os valores de
peso (Figura 1). Nao houve diferenca significativa nos outros dias.

A contracdo da ferida foi maior no grupo P10 quando
comparado comogrupo C10, 0 queresultou em menorareacruenta
no 7° PO (847+189 vs. 1054+£269 mm?, p=0,049, Figuras 2 e 3).

Nos grupos controle houve corre¢do positiva entre peso e
area cruenta segundo o coeficiente de correlagdo de Spearman
(C3=0,69, p=0,014; C10=0,63, p=0,037).

Houve aumento do colageno tipo | do 3° para o 10° dia
no grupo de recebeu probidticos (p=0,016), o que ndo ocorreu
no grupo controle (p=0,487, Figura 4). Ndo houve diferenca
significativa para analise de colageno tipo |ll.

A anélise do escore histologico final por H&E mostrou
melhor grau de cicatrizacdo no grupo P10 quando comparado
com C10 (P10=3 vs. C10=0, p=0,005, Figura 5), com menos
polimorfonucleares (p<0,001) e mais neovasos (p=0,001, Figura
6). Nao houve diferenca significativa para os demais parametros.

DISCUSSAO

O presente estudo, em ratos diabéticos, demonstrou beneficio
na utilizacdo de probidticos por via oral na cicatrizacdo de feridas,
deposicdo de coldgeno maduro, estimulo da neovascularizagdo e
reducao do processo inflamatdrio, além de reduzir a perda de peso
e melhorar o controle glicémico. Alguns estudos experimentais
prévios também mostraram beneficios na utilizagao de prebidtico
ou probidticos na cicatrizagdo. Huseini et al® mostraram que o
uso de produtos com Kefir foi capaz de melhorar a cicatrizacdo
de queimaduras em ratos. Entretanto, nenhum destes estudos
incluiu ratos diabéticos.

Além disso, as células de Ulcera coletadas apds o tratamento
com Lactobacillus plantarum por 10 dias apresentaram menor carga
bacteriana na ferida, além de inducéo de cicatrizacao de feridas®.

No presente estudo a contracdo de ferida foi mais rapida
no grupo probidtico quando comparado com o controle, o que
resultou em menor area cruenta. Em estudo clinico™ recente
resultados similares foram encontrados com suplementacdo com
probidticos por 12 semanas (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casel, Lactobacillus fermentum e Bifidobacterium bifidum (2x10°
UFC/g cada) em pacientes diabéticos portadores de Ulcera em
pé diabético. Neste estudo, a suplementagdo com probioticos
associou-se a redugao do tamanho da Ulcera e melhor controle
glicémico neste estudo. Os mecanismos anti-infecciosos dos
probidticos em pacientes com Ulcera em pé diabético sugeridos
no estudo incluem a capacidade aprimorada de combater os
microrganismos patogénicos ou por modular as respostas imunes
do hospedeiro, a producéo de substancias antimicrobianas e as
propriedades anti-inflamatérias®.

Afase de remodelamento da cicatrizacdo é caracterizada pela
deposicdo de coladgeno de maneira organizada, com substituicdo
do colagenoinicial (tipo ll) e producéo do colageno maduro (tipo
), mais espesso e organizado, se aproximando da composicao da
derme saudavel’. Neste trabalho foi possivel observar aumento
da deposicdo de colageno maduro (tipo I) no grupo que recebeu
probidtico quando comparado com o controle.

Outro achado deste estudo foi amaior formagao de neovasos
no grupo probidtico (P10) quando comparado com o controle
(C10). Estudo prévio mostrou que o nimero de neovasos se reduz
apods indugao de DM em ratos™. A melhora da neovascularizacdo
via angiogénese é essencial para o processo de reepitelizacdo
adequada por garantir oferta adequada de nutrientes, células
imunoldgicas e oxigénio. O crescimento capilar rapido e robusto cria
um leito vascular com mais capilares que o tecido normal#>182124,

A reducao de polimorfonucleares no grupo probidticos
(P10), quando comparado com o controle (C10), sugere que a
suplementacao perioperatoria com probidticos foi capaz de atenuar
a expressao prolongada e excessiva de citocinas inflamatorias. Os
neutréfilos seinfiltram logo apds alesdo na ferida para esterilizacdo
microbiana e remogao de compostos estranhos, e depois deve
haver regressao até cessar a produgao, quando a fase inflamatdria
é finalizada. Se os neutrofilos persistirem nos tecidos da lesao
pode haver producdo excessiva de citocinas inflamatdrias, o que
torna a cicatriz refrataria. Analise de bidpsia de pele em estudo
prévio mostrou que pacientes diabéticos apresentaram maior
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FIGURA 1- Coeficiente de correlacio de Spearman para glicemia ~ FIGURA 2 - Area cruenta nos grupos controle e probidtico.

e peso no 3° PO no grupo controle (C3) Observar que a §up|ementag§o com.probiéticg
acelerou a cicatrizacao de ferida. A diferenca foi

significativa no 7PO.
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FIGURA 4 - Exemplo da deposicao de colageno tipo I: A) 3°PO no

grupo controle; B) 10°PO no grupo controle; C) 3°PO
no grupo probidtico; D)10°PO no grupo probidtico

FIGURA 3 - Exemplo da diferenca de area de contragdo da ferida:
A) grupo controle no dia da operagao; B) 7PO no
grupo controle; C) grupo probidtico no dia da
operagao; D) 7PO no grupo probidtico
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FIGURA 5—Escore histolégico por H&E paraavaliargraudecicatrizacdo ~ FIGURA 6 — Exemplo de micrografia demostrando: A) presenca
nogruposuplementadocom probidticos (P) e controle (C) acentuada de polimorfonucleares no grupo controle;
B) presenca discreta de polimorfonucleares no grupo
probidtico; C) presenca discreta de neovasos no
grupo controle; D) presenca acentuada de neovasos
no grupo probiotico (20x)
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infiltragdo de célulasimunes quando comparados comindividuos
saudaveis, e que este aumento dainflamacao esta associado afalha
na cicatrizagdo em pacientes com DM. A utilizagdo de probidtico
tdpico (Lactobacillus plantarum) em pacientes diabéticos e ndo
diabéticos com Ulcera infectada crénica em perna foi capaz de
reduzir neutrofilos, além de reduzir carga bacteriana, e induzir a
cicatrizacao®.

A suplementacao perioperatoria com probidticos em ratos
diabéticos evitou a perda de peso neste estudo, a qual ocorreu no
grupo controle. Ainsulina é o hormonio anabdlico mais conhecido
e essencial para manutencao da homeostase da glicose e do
crescimento e diferenciacdo celular, estimulo da lipogénese no
figado e nos adipdcitos, da sintese proteica e da inibicdo da sua
degradagéo. A incapacidade do organismo em utilizar a glicose
pela falta de insulina pode levar ao catabolismo, com protedlise
e lipdlise como mecanismos para fornecer energia. Neste estudo,
o coeficiente de correlagdo Spearman indicou que quanto mais
alto o valor da glicemia, mais baixo foi o peso, o que sugere que
a suplementacdo perioperatoria com probidticos favoreceu o
controle da glicemia e consequentemente evitou o catabolismo
e a perda de peso. Revisdo sistematica recente com pacientes
com DM2 mostrou que o uso de probidticos foi capaz de reduzir
glicemia de jejum (em 19 estudos), hemoglobina glicada (em 13
estudos), insulina (em 13 estudos) e HOMA-IR (em 10 estudos)™.

Os potenciais mecanismos de acdo dos probidticos no
controle glicémico sdo: 1) os efeitos intraluminais e diretos na
mucosa, com aumento da producéo de acidos graxos de cadeia
curta, reducdo da permeabilidade intestinal, reducdo da absor¢éo
de lipopolissacarideos e aumento da producdo de GLP-1; 2)
efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores com reducédo de
citocinas pré-inflamatérias; 3) reducao do estresse oxidativo com
efeito protetor de células beta; 4) efeitos na expressao de genes
envolvidos na homeostase da glicemia e na resisténcia a insulina,
com aumento da sensibilidade via GLUT-4"".

O tratamento adequado do DM pode impedir que as
feridas se mantenham no estagio inflamatério da cicatrizagao
e, consequentemente, promover a cicatrizacao de feridas, pela
reducdo de citocinas pro-inflamatorias, regulagdo dos fatores
de crescimento, estimulo a angiogénese e do aumento da
epitelizagdo®*. A desnutrigdo, sobretudo proteica, também pode
prejudicar a cicatrizacdo de feridas por prolongarafase inflamatoria,
diminuir a sintese e proliferacdo de fibroblastos, angiogénese e
sintese de colageno®'. Entretanto, é importante destacar, que
neste estudo ndo houve correlacdo entre glicemia e area cruenta,
e que, surpreendentemente, houve correlagao positiva entre peso
e area cruenta, o que indica que quanto maior o peso, maior a
area cruenta. Assim, pode-se interpretar que o mecanismo de
acdo dos probidticos no aceleramento da contracdo de ferida
nao foi relacionado ao melhor controle glicémico ou prevencao
da perda de peso, e sim com a reducédo da inflamacéo.

Nao foi identificado até o momento estudo experimental
similar a este. Em estudo clinico com pacientes portadores de
pés diabéticos resultados similares foram encontrados, sem, no
entanto, elucidar os mecanismos envolvidos'.

Contudo, o presente estudo apresenta algumas limitacdes:
o modelo de diabete utilizado mimetiza um quadro agudo da
doenga, devido ao efeito toxico nas células beta por aloxana',
diferente do quadro cronico apresentado por pacientes com
complicagdes de feridas cronicas. O DM cronico resulta em
inimeras complicagdes para o processo cicatricial, sobretudo a
doenca vascular periférica, que nao foram extrapolados para os
ratos deste estudo. Ainda, os animais deste estudo ndo estavam em
tratamento para DM - pesquisas recentes vém correlacionando o
uso cronico de metformina com alteragcdes na microbiota'-, além
de ndo estarem consumindo adogantes artificiais, muito utilizados
por pacientes diabéticos e conhecidos como prejudiciais para a
microbiota intestinal’®. Ainda assim, o efeito benéfico do probidtico
na modulagdo da resposta inflamatéria foi comprovado neste
modelo. A microbiota do rato se difere da microbiota humana
e, certamente, estudos clinicos que investiguem a influéncia dos

probidticos na cicatrizacdo em pacientes diabéticos sdo necessarios
para definir o real beneficio, bem como para definir a dose ideal,
tempo de suplementacdo perioperatoria e cepas mais indicadas.

CONCLUSOES

A suplementagdo perioperatoéria de probidticos promove
aceleragdo da cicatrizacdo cutaneaemratos diabéticos, possivelmente
por estar associada a atenuacdo da resposta inflamatéria e estar
também associada ao aumento a neovascularizagdo e a deposi¢do
de colageno tipo I. A suplementacdo com probidticos também
evita perda de peso e promove melhor controle glicémico quando
comparado com ratos que nao receberam probidticos.
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