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RESUMO

Um desfecho muito recorrente em pacientes de longa permanéncia em hospitais ou mesmo no
cuidado domiciliar que estdo restritos ao leito é o aparecimento de lesdes por pressdo. Além de
elevarem os custos do tratamento ¢ o tempo de permanéncia do usudrio nos servi¢os de satde,
as LP causam sofrimento fisico ¢ emocional. Esse desgaste gerado tem sido sugerido como um
fator relacionado com o desenvolvimento de quadros depressivos, um transtorno psiquiatrico
grave e incapacitante. Nesse sentido, substancias com atividade antioxidante e anti-inflamatdria
estdo sendo discutidas como novas formas de tratamento e cicatrizagdo precoce de uma LP.
Assim, estudos recentes tem buscado demonstrar o papel cicatrizante do acido alfa-lipdico
(ALA) baseado nessas agdes. Dessa forma, o presente estudo se propds a investigar o efeito
cicatrizante da aplicagdo topica de ALA em modelo de lesdo por pressdo animal associado as
alteragdes comportamentais e neuroquimicas, objetivando desenvolver uma nova perspectiva
terapéutica para a cicatrizacdo de LP e assim evitar suas complicagdes. Para o desenvolvimento
do estudo foram utilizados camundongos Swiss machos (25-30g), divididos nos seguintes
grupos experimentais: controle, SHAM, creme base, creme ALA ¢ Hidrogel com Alginato
(farmaco referéncia), os quais, durante 4 dias consecutivos foram submetidos ao ciclo de
isquemia/reperfusdo (I/R), através da coloca¢do de dois imas na pele da regido dorsal. Os
animais tiveram suas LP tratadas durante 5 dias por via topica com creme ALA ou com Hidrogel
com Alginato e filme de poliuretano como cobertura secundaria. Os animais do grupo controle
ndo tiveram a indugdo da lesdo, os do grupo creme base receberam somente o veiculo do ALA
e os do grupo SHAM tiveram a indugdo da lesdo, mas ndo receberam nenhum tratamento topico.
Os animais foram submetidos aos testes comportamentais: campo aberto, borrifagem de
sacarose, suspensao de cauda e interagdo social, seis horas apds a aplica¢do do tratamento topico
nos dias 1 e 5 de tratamento. Imediatamente apos os testes comportamentais os animais foram
eutanasiados por rapida decapitagdo e seu cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC), a
lesdo/cicatriz foram removidos e o plasma coletado para a determinagdo da atividade da enzima
Mieloperoxidase (MPO). Somente a lesdo/cicatriz foi utilizada para determinar a concentragao
da citocina TNF-a e para a realizacdo da avaliagdo histopatologica. As fotos da lesdo foram
obtidas no dia 1 ¢ 5 de tratamento. Ja o peso corporal foi mensurado no inicio do protocolo ¢
no fim dos tratamentos. No teste de campo aberto, o grupo SHAM demonstrou uma redugdo do
numero de travessias, enquanto todos os tratamentos reduziram esse efeito. Os animais do
SHAM demonstraram um aumento no tempo de imobilidade no teste de suspensdo da cauda,
enquanto todos os tratamentos reduziram esse efeito. No teste de borrifagem de sacarose, o
grupo SHAM mostrou aumento da laténcia para grooming e diminui¢do do nimero e tempo de
grooming, enquanto o creme ALA minimizou o efeito em todos os pardmetros, os outros
tratamentos so tiveram efeito de minimizagao sobre o nimero e tempo de grooming. Além disso,
os animais do SHAM mostraram uma redugdo importante da interagdo social, enquanto todos
os tratamentos conseguiram minimizar esse efeito. Em suma, os comportamentos depressivos
simile que foram mitigados devido ao efeito cicatrizante/anti-inflamatorio dos tratamentos
foram a redugdo das travessias no campo aberto, o aumento de imobilidade na suspensdo de
cauda; aumento da laténcia, diminuicdo do nimero e tempo de grooming na borrifagem de
sacarose ¢ reducdo da interag¢do social. Ja no quesito de variagdo de peso, foi revelado que a
inducdo da LP leva a redugdo do peso dos animais e nenhum tratamento foi capaz de reduzir.
No que diz respeito a atividade enzimatica de MPO, o grupo SHAM também obteve aumento
do parametro avaliado em CPF, HC, plasma e lesdo, e os tratamentos foram capazes de
minimizar esse efeito em todos os tecidos investigados. Na avaliagdo de TNF-a da lesdo, o
grupo SHAM causou um aumento na concentragdo e os tratamentos foram capazes de reduzir
esse efeito. Além disso, sobre os efeitos cicatriciais, houve a redugdo da area e o aumento da
contra¢do da lesdo. Nos parametros histologicos, os tratamentos foram de capazes de reduzir os



escores inflamatorios causados pela LP, mas somente o creme ALA foi capaz de induzir a
angiogénese. Em conjunto esses dados evidenciam que o tratamento topico com creme ALA
possui acdo cicatrizante em LP e que esse tratamento local parece contribuir para uma acédo
antidepressiva indireta.

Palavras-chave: acido lipoico; lesdo por pressdo; camundongos; cicatrizagdo; depressio;
inflamac@o.



ABSTRACT

WOUND HEALING EFFECT OF ALPHA-LIPOIC ACID IN ANIMAL MODEL OF
PRESSURE INJURY ASSOCIATED WITH BEHAVIORAL AND NEUROCHEMICAL
CHANGES

The development of a Pressure Injury (PI) is a very recurrent outcome in long-stay patients in
hospitals or even in-home care who are bedridden. Besides raising the costs of treatment and
the length of stay of the user in health services, Pls also cause suffering. This wear generated
by a PI has been suggested to establish its relationship with the development of depression, a
severe and disabling psychiatric disorder. In this sense, substances with antioxidant and anti-
inflammatory activity are being discussed as new forms of treatment and early healing of a PI.
Thus, recent studies have sought to demonstrate the healing role of alpha-lipoic acid (ALA) in
skin lesions. That way, the present study aimed to investigate the wound healing effect of the
topical application of ALA in an animal model of pressure injury associated with behavioral
and neurochemical changes. We aimed to investigate a new therapeutic perspective for PI
healing and avoid its complications. For the development of the study, we used male Swiss
mice (25-30g) and separated them into the following experimental groups: control, SHAM,
vehicle, ALA, and Hydrogel with Alginate. All subjects were submitted to the
ischemia/reperfusion cycle (I/R) for 4 consecutive days, by placing two magnets on the skin of
the dorsal region. The animals had their PI treated for 5 days topically with ALA cream or
Hydrogel with Alginate and polyurethane film in the association. The control group did not
have lesion induction. The vehicle group received only the ALA vehicle, and the SHAM group
had the lesion-induced but received no topical treatment. The animals were submitted to the
following behavioral tests: open field, splash, tail suspension, and social interaction, six hours
after application of the topical treatment on days 1 and 5 of treatment. Immediately after the
behavioral tests, the animals were euthanized by decapitation and their prefrontal cortex (CPF),
hippocampus (HC), lesion/scar were removed, and plasma was collected for the determination
of Myeloperoxidase (MPO) enzyme activity. Only the lesion/scar was used to determine the
concentration of the cytokine TNF-a. The area of the lesion or scar was also removed for
histopathological evaluation. Photos of the lesion were taken on days 1 and 5 of treatment. The
body weight was measured at the beginning of the protocol and the end of the treatments. In
the open field test, the SHAM group demonstrated a reduction in the number of crossings. while
all treatments reversed this alteration. SHAM animals demonstrated an increase in immobility
time in the tail suspension test. All treatments reversed this alteration. In the sucrose spray test,
the SHAM group showed increased latency for grooming and decreased number and time of
grooming. On the other hand, AL A cream reversed the alteration in all parameters. The other
treatments only had a reversal effect on the number and time of grooming. Furthermore, SHAM
animals showed a significant reduction in social interaction while all treatments reversed this
modification. Furthermore, SHAM animals showed a reduction in social interaction, while all
treatments managed to minimize this behavioral alteration. Concerning the behavioral
assessment, the depressive-like behaviors that were mitigated due to the healing/anti-
inflammatory effect of the treatments can be highlighted by: the reduction of crossings in the
open field, the increase of immobility in the tail suspension; increased latency, decreased
number, and time of grooming when spraying sucrose in the mice’s back, and reduced social
interaction. In terms of weight variation, it was revealed that PI induction leads to a reduction
in the weight of animals, on the other hand, no treatment was able to reduce. Concerning the
enzymatic activity of MPO, the SHAM group showed an increase in the parameter evaluated
in CPF, HC, plasma, and lesion, and the treatments reversed this effect in all tissues investigated.
When assessing the TNF-o in the lesion, the SHAM group caused an increase in the



concentration. All the treatments reversed this effect. About the healing effects, treatments were
able to reduce the area and increase the contraction of the lesion. About the histological
parameters, all treatments reduced inflammatory scores caused by PI, but only ALA was able
to induce angiogenesis. Altogether, these data show that the topical treatment with ALA has a
wound healing activity on PI and that this local treatment can exert an indirect antidepressant
action.

Keywords: lipoic acid; pressure injury; mice; wound healing; depression; inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Lesao por pressao

1.1.1. Definigao

Um desfecho muito recorrente em pacientes de longa permanéncia em hospitais ou
mesmo no cuidado domiciliar que estdo restritos ao leito € o aparecimento de Lesao por Pressao
(LP). ALP ¢ um agravo situado na pele e/ou tecidos moles subjacentes, comumente sobre uma
proeminéncia 6ssea ou relacionada ao uso de dispositivo médico ou a outro artefato (NPUAP,
2016). Essas lesoes poderdo se mostrar em pele integra ou como tulcera aberta, na maioria das
vezes dolorosa. A incidéncia aumenta proporcionalmente a combinagdo de fatores de risco:
idade avangada, restri¢do ao leito, obesidade, hipotensdo, desnutri¢do, incontinéncia, anasarca,
sepse, exposi¢do da pele a fricgdo, cisalhamento e umidade (DOMANSKY; BORGES, 2014).

Até o ano de 2016 o termo utilizado para caracterizar esse tipo de ferida era ulcera
por pressdo (UP), mas a National Pressure Ulcer Advisory Panel (NPUAP), atualmente
nomeada de National Pressure Injury Advisory Panel (NPIAP), optou por substituir a
denominagdo antiga, tlcera por pressdo, utilizada para classificar o dano provocado pela
pressdo aos tecidos moles, pela expressao "lesdo por pressao”. O termo "lesdo" mostrou-se mais

inclusivo para todos os seis estagios (SOBEST, 2016).
1.1.2. Classificacdo da Lesdo por pressio (Estagiamento)
Existem diferentes classificacdes para as LP, a mais utilizada atualmente ¢ a da

NPUAP (2016). Com seis estagios e dois adicionais, essa classificacdo leva em conta o grau de

comprometimento tecidual (Quadro 1 e 2).
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Quadro 1- Classificag@o dos estagios/categoria de Lesdo por pressdo aceitas pela NPUAP

Healthy Skin - Lightly Pigmented

Pele sem lesao

Stage 1 Pressure Injury - Lightly Pigmented

Lesdo por Pressiao Estagio 1: Pele integra com eritema que
nao embranquece

Pele integra com d4rea localizada de eritema que ndo
embranquece ¢ que pode parecer diferente em pele de cor
escura. Presenga de eritema que embranquece ou mudangas na
sensibilidade, temperatura ou consisténcia (endurecimento)
podem preceder as mudangas visuais. Mudangas na cor ndo
incluem descoloragdo purpura ou castanha; essas podem
indicar dano tissular profundo.

Stage 2 Pressure Injury

Lesao por Pressio Estagio 2: Perda da pele em sua
espessura parcial com exposicio da derme

Perda da pele em sua espessura parcial com exposicdo da
derme. O leito da ferida é viavel, de coloragdo rosa ou
vermelha, imido e pode também apresentar-se como uma bolha
intacta (preenchida com exsudato seroso) ou rompida. O tecido
adiposo e tecidos profundos ndo sdo visiveis. Tecido de
granulagdo, esfacelo e escara ndo estdo presentes. Essas lesoes
geralmente resultam de microclima inadequado e cisalhamento
da pele na regido da pélvis e no calcaneo. Esse estagio ndo deve
ser usado para descrever as lesdes de pele associadas a
umidade, incluindo a dermatite associada a incontinéncia
(DAI), a dermatite intertriginosa, a lesdo de pele associada a
adesivos médicos ou as feridas traumaticas (lesoes por fric¢do,
queimaduras, abrasdes).

Stage 3 Pressure Injury

Lesao por Pressio Estiagio 3: Perda da pele em sua
espessura total

Perda da pele em sua espessura total na qual a gordura ¢ visivel
e, frequentemente, tecido de granulacdo e epibole (lesdo com
bordas enroladas) estdo presentes. Esfacelo e /ou escara pode
estar visivel. A profundidade do dano tissular varia conforme a
localizagdo anatomica; areas com adiposidade significativa
podem desenvolver lesdes profundas. Podem ocorrer
descolamento e tuneis. Nao ha exposi¢do de fascia, musculo,
tendao, ligamento, cartilagem e/ou 0sso. Quando o esfacelo ou
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escara prejudica a identificagdo da extensdo da perda tissular,
deve-se classificd-la como Lesdo por Pressio Nao
Classificavel.

Stage 4 Pressure Injury

Lesao por pressio Estagio 4: Perda da pele em sua
espessura total e perda tissular

Perda da pele em sua espessura total e perda tissular com
exposicdo ou palpacdo direta da fascia, musculo, tenddo,
ligamento, cartilagem ou osso. Esfacelo e /ou escara pode estar
visivel. Epibole (lesdo com bordas enroladas), descolamento
e/ou tineis ocorrem frequentemente. A profundidade varia
conforme a localizag¢@o anatomica. Quando o esfacelo ou escara
prejudica a identificagdo da extensdo da perda tissular, deve-se
classifica-la como Lesdo por Pressdo Nao Classificavel.

Lesao por Pressao Nao Classificavel: Perda da pele em sua
espessura total e perda tissular nao visivel.

Perda da pele em sua espessura total e perda tissular na qual a
extensdo do dano ndo pode ser confirmada porque esta
encoberta pelo esfacelo ou escara. Ao ser removido (esfacelo
ou escara), Lesdo por Pressao em Estagio 3 ou Estagio 4 ficara
aparente. Escara estavel (isto ¢, seca, aderente, sem eritema ou
flutuagdo) em membro isquémico ou no calcaneo nao deve ser
removida.

Deep Tissue Pressure Injury

Lesdo por Pressio Tissular Profunda: descoloracio
vermelho escura, marrom ou purpura, persistente e que
nao embranquece.

Pele intacta ou n3o, com area localizada e persistente de
descoloracdo vermelha escura, marrom ou purpura que nao
embranquece ou separagdo epidérmica que mostra lesdo com
leito escurecido ou bolha com exsudato sanguinolento. Dor e
mudanca na temperatura frequentemente precedem as
alteragdes de coloracdo da pele. A descoloragdo pode
apresentar-se diferente em pessoas com pele de tonalidade mais
escura. Essa lesdo resulta de pressdo intensa e/ou prolongada e
de cisalhamento na interface osso-musculo. A ferida pode
evoluir rapidamente e revelar a extensdo atual da lesdo tissular
ou resolver sem perda tissular. Quando tecido necrético, tecido
subcutaneo, tecido de granulagdo, fascia, misculo ou outras
estruturas subjacentes estdo visiveis, isso indica lesdo por
pressdo com perda total de tecido (Lesdo por Pressdo Nao
Classificavel ou Estagio 3 ou Estagio 4). Nao se deve utilizar a
categoria Lesdo por Pressdo Tissular Profunda (LPTP) para
descrever condigOes vasculares, traumaticas, neuropaticas ou
dermatologicas.

Fonte: Pressure Ulcer Stages Revised — NPUAP (2016)
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Quadro 2 — Classifica¢des adicionais aceita pela NPUAP

Lesao por Pressao Relacionada a Dispositivo Médico

Essa terminologia descreve a etiologia da lesdo. A Lesdo por Pressio Relacionada a
Dispositivo Médico resulta do uso de dispositivos criados e aplicados para fins diagndsticos e
terapéuticos. A lesdo por pressdo resultante geralmente apresenta o padrdo ou forma do
dispositivo. Essa lesdo deve ser categorizada usando o sistema de classificag@o de lesdes por
pressao.

Lesao por Pressao em Membranas Mucosas

A lesdo por pressdo em membranas mucosas ¢ encontrada quando ha histérico de uso de
dispositivos médicos no local do dano. Devido a anatomia do tecido, essas lesdes ndo podem
ser categorizadas.

Fonte: Pressure Ulcer Stages Revised — NPUAP (2016)

1.1.3. Epidemiologia

A incidéncia de LP ¢ um indicador do grau de qualidade nos servigos prestados em
equipamentos de satde, onde a assisténcia deve ocorrer de forma segura, adequada e efetiva,
sendo este um indicador de qualidade da assisténcia e considerado um evento adverso que pode
ocorrer durante o cuidado em saude, este indicador serve para orientar principalmente as
medidas de prevencao a leso.

Apesar de ser um dado bem variavel e que sofre a influéncia de alguns fatores, como
por exemplo o ambiente clinico e as caracteristicas do paciente, foi visto que em pacientes
agudamente hospitalizados ou naqueles que necessitam de cuidados institucionais de longo
prazo, as LP tendem a ocorrer com maior frequéncia (SANDERS; PINTO, 2012; NPUAP, 2016).

Em estudos tanto internacionais, quanto nacionais, a taxa de incidéncia varia
consideravelmente. Mas, dados da populag@o norte-americana mostram que a incidéncia varia
de acordo com a populacdo e os locais de assisténcia e estdo entre 3% e 30%. Ja os estudos
nacionais mais atuais apontam uma incidéncia média que varia de 25% a 40% em pacientes
hospitalizados (GEOVANINI, 2014; CARVALHO et al., 2020). Ja em relagdo a incidéncia em
cuidado intensivo, essas taxas aumentam, estudos nacionais apontaram valores que variam de
20% a 62 % em média (TEIXEIRA et al., 2017).

Outro estudo aponta uma informagdo importante, em mais de 90% dos casos, a LP
ndo ¢ a causa original das internagdes, ¢ sim outras comorbidades que tem influéncia no
aparecimento das LP. Dados norte-americanos reforcam essa problematica mostrando um

aumento no niumero de internagdes envolvendo este tipo de lesdo em aproximadamente 80%
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entre os anos de 1993 ¢ 2006 (BERLOWITZ, 2016).

No Brasil, de acordo com o Relatoério Nacional de Incidentes relacionados a
Assisténcia a Saude, foram notificados ao Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) no
periodo de janeiro/2014 a julho/2017, dos 134.501 incidentes notificados, 23.722 (17,6%)
corresponderam as notificagdes de lesdo por pressdo, sendo entdo o terceiro tipo de evento mais
frequentemente notificado pelos Nucleos de Seguranga dos Pacientes dos servigos de saude do
pais. Quanto aos 6bitos notificados ao SNVS (766), no periodo de janeiro de 2014 a julho de
2017, 34 pacientes foram a 6bito devido a lesdo por pressdo (ANVISA, 2017).

Ainda, de acordo com a Anvisa, no mais atual Relatorio de Incidentes relacionados
a Assisténcia a Saude no cenario brasileiro, nos meses de setembro de 2020 a agosto de 2021,
a LP ¢ o tipo de incidente com maior frequéncia de notificacdes. Ja no tocante a eventos mais
graves, chamados de “never events” (eventos que nunca deveriam ocorrer em servigos de saude),
foram notificados cerca de 7.006, sendo 5.004 (71,42%) decorrentes de lesdo por pressdo
estagio 3 e 1.719 (24,53%), resultantes de lesdo por pressdo estagio 4, ou seja, quase a totalidade
dos casos graves de eventos adversos. O cenario, no estado do Ceara, mostra a mesma tendéncia
do cenario nacional, sendo a LP o tipo de incidente com maior frequéncia de notificagdes e os
“never events” de lesdo por pressdo estagio 3, 532 (68,91%), e estagio 4, 235 (30,44%), sendo
assim a maioria dos casos notificados (ANVISA, 2021).

Com esse alto indice de LP nos servicos de saude, vale salientar que o
desenvolvimento de condutas que objetivem a prevengdo deve ser a meta de qualquer servigo,
sabe-se que existe a questdo dos altos custos envolvidos no cuidado e tratamento de LP. Um
estudo que avaliou o prontuario de 60 pacientes de um hospital de médio porte no periodo de
um semestre demonstrou que média de custo semestral do tratamento de LP, por paciente é de
R$ 1.886,00 ¢ o custo total semestral de todos os pacientes foram de R$ 113.186,00, dados que
contribuem para a reflexdo do planejamento adequado da assisténcia, visando o direcionamento
do uso racional e eficiente de recursos muitas vezes escassos nos servigos de saide (DONOSO

et al, 2019).

1.1.4. Etiologia

As LP se apresentam em diversas regides corporais e, conforme a congruéncia dos

estudos sobre o tema, os locais mais acometidos no corpo e que necessitam de maiores cuidados

sdo as regides do sacro, calcanhares e trocanteres, dentre outros, sendo causadas por uma
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combinagdo de fatores intrinsecos e extrinsecos

Figura 1 — Regides do corpo mais comuns para o surgimento de LP.
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Fonte: Matos (2010).

Os ciclos de isquemia e reperfusdo sdo apontados como os principais fatores causais
das LP. Todavia, outros fatores sdo considerados como decisorios na magnitude do dano a ser
causado; entre os fatores intrinsecos estdo: a idade avangada, estado nutricional desequilibrado,
morbidades, desidratacdo, condigdes de mobilidade, perda sensorial, alteragdes de nivel de
consciéncia, tolerancia tecidual a pressao, pressdo arterial diastélica baixa e doengas cronicas
como a diabetes e a doencga vascular periférica; dentre os fatores extrinsecos estdo compressao,
cisalhamento, friccdo e umidade, intensidade da pressdo e duragdo da pressdo exercida sobre o
tecido que prejudicam o fornecimento de sangue ao tecido, levando & insuficiéncia vascular,
anoxia tecidual e morte das células, além da falha na organizagdo da equipe em relagdo ao
cuidado prestado ao paciente, falta de orientagdo ao mesmo e seus familiares ¢ a caréncia de
profissionais nas unidades (HASHIMOTO; KUROSE; KAWAMATA, 2008; BRASIL, 2013).

A LP ocorre quando a pressdo intersticial excede a pressdo intracapilar, promovendo
uma deficiéncia de perfusdo tecidual, o que interfere no transporte de nutrientes ao tecido.
Esta situagdo ¢ mais comum em areas de proeminéncias osseas, pois 0 0sso ¢ a superficie de
contato da area exercem uma pressdo sobre a pele e partes moles ocasionando a isquemia no
local. (WADA; NETO; FERREIRA, 2010)

A repercussdo fisiopatologica do excesso de pressdo pode ser relacionado a trés
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fatores: intensidade da pressdo, tempo de duracdo da pressdo e tolerancia tecidual. A pressao
capilar e a pressdo de fechamento capilar exercem um importante papel na compreensdo da
intensidade da pressdo. Sabe-se que a pressao terminal capilar arterial ¢ de 30 a 40 mmHg, no
final do capilar venoso ¢ de 10 a 14mmg e, na por¢do média do capilar, ¢ de 25SmmHg. A pressao
de fechamento capilar é a quantidade minima de pressdo requerida para o colapso capilar que

leva a anoxia tecidual, a pressdo usual para esse colapso ¢ de 12 a 32 mmHg (PIEPER, 2000).

Figura 2 — Capilares com e sem pressao.
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Fonte: Caliri (2018).

No dimensionamento da intensidade de pressao que ¢ exercida externamente a pele,
a pressdo na interface corpo/superficie (colchdo ou cadeira) ¢ medida com o paciente sentado e
em posi¢do supina. Foi visto nos estudos que a pressdo interface obtida nessas posicoes
frequentemente excedem a pressdo de fechamento capilar (BRYANT; ROLSTAD, 2001;
CALIRI, 2018). Na figura 3, ¢ apresentada a distribui¢do da pressdo em um adulto (valores em
mmHg) nas posigdes supina (A), prona (B), sentado, sem apoio nos pés ou “pés pendurados”

(C) e sentado com o apoio nos pés (D).
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Figura 3 — Intensidade da pressdo nas regides corporais.
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A duracdo de tempo que os tecidos sdo expostos a pressdo é outro fator que deve
ser considerado em combina¢do com a intensidade da pressdo. Existe uma conexdo inversa
entre a duracdo da intensidade da pressdo para o surgimento da isquemia tecidual. Assim, os
danos podem ocorrer caso ocorra uma pressao de baixa intensidade durante um longo periodo
de tempo ou uma pressdo de alta intensidade durante um curto periodo de tempo (KOSIAK,

1961).



Figura 4 — Relagdo entre a intensidade e duracao
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A tolerancia tecidual é o ultimo fator

que define o dano causado a pele em razao ao

excesso de pressdo ¢ ¢ influenciada pela capacidade do tecido e estruturas subjacentes

trabalharem juntas para redistribuirem a carga imposta aos tecidos e ¢ influenciada por fatores

como, o cisalhamento que ¢ uma forga paralela
corpo para baixo e da fricgdo entre o paciente ¢ a

refere-se a temperatura e a umidade. Estudos

a pele e resulta da gravidade que empurra o
superficie de suporte, além do microclima que

apontam que o aumento da umidade e da

temperatura também propiciam o surgimento das LP. Ja o cisalhamento causa a maior parte do

dano observado nas LP, se a fric¢do for isolada, os danos tendem a se restringir & camadas

superficiais da pele, derme e epiderme (GALETTO et al., 2019).
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Figura 5 — Forgas de friccdo e cisalhamento.
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Fonte: Kwon, Janis (2013).

Decorrente da falta de oxigénio e nutrientes, as células que permanecem integras
passam a utilizar metabolismo anaerdbico, produzindo lactato e, por conseguinte,
desenvolvendo acidose tecidual. (KOSIAK, 1961; KROUSKOP et al, 1978; REDDY;
COCHRAN; KROUSKOP, 1981)

Como resultado de sua intensa sensibilidade a anoxia, o sistema linfatico também
sofre danos, tornando-se ineficiente na retirada de produtos toxicos intracelulares e intersticiais
que se acumulam no local, causando danos as células que resistiram a isquemia. Simultaneo ao
processo de hipoxia tecidual, o fluxo sanguineo reestabelecido durante a reperfusdo aumenta o
infiltrado inflamatorio leucocitario, com neutréfilos predominando no inicio e, posteriormente,
os monocitos se diferenciando em macrofagos. Estes liberam mediadores inflamatorios e
espécies reativas de oxigénio. Dessa forma, somados aos danos desenvolvidos na isquemia, a
reperfusdo gera ainda mais destrui¢do tecidual causando necrose e apoptose (BARRICK;

CAMPBELL; OWEN, 1999; JIANG et al., 2011; KROUSKOP et al., 1978; TSUJI et al., 2005).

1.1.5. Cicatrizacdo

Apbs a aglo dos fatores que contribuem para o desenvolvimento da LP e com o
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cessamento da pressdo e do processo inflamatorio que acontece simultaneamente, o corpo
incentiva a restaura¢do da homeostasia anterior a lesdo. Isso acontece por conta da regeneragdo
da integridade e fungdo da pele. Para tanto, é requerido um processo multifacetado denominado
cicatrizagdo, no qual existem muitos mecanismos que precisam ser melhor elucidados
(ABERTO BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

A cicatrizacdo € um processo dinamico e complexo, de limites ndo muito distintos,
mas sobrepostos no tempo, envolvendo interagdes entre matriz extracelular, mecanismos
celulares e moleculares. Os eventos da cicatriza¢do iniciam-se imediatamente ap6s o dano e sdo
divididos em hemostasia; fase inflamatoéria; formagdo do tecido de granulagdo, com deposi¢do
de matriz extracelular (colageno, elastina e fibras reticulares); e remodelacdo (OLIVEIRA;

DIAS, 2012).

1.1.4.1 Fase de hemostasia

Essa etapa esta relacionada diretamente com a atividade plaquetdria e a cascata de
coagulagdo, processo que se inicia logo apds o surgimento da ferida. Uma agressao tecidual, as
alteragOes nas células endoteliais, a ruptura de vasos sanguineos e o extravasamento de seus
constituintes incitam compostos vasoativos a promoverem uma vasoconstricdo imediata,
visando diminuir a perda sanguinea para o espaco extravascular (KUMAR, V.; ABBAS, A.K.;
FAUSTO, N; ASTER, 2010).

Apds o extravasamento sanguineo, uma cobertura primaria composta por fibrina
(coagulo) restabelece a hemostase e fornece um ambiente para que as plaquetas secretem fatores
de crescimento (FCs), citocinas e elementos da matriz extracelular (MEC); esse coagulo age
nas bordas da ferida, diminuindo a perda de sangue e fluidos e cria uma matriz provisoria
necessaria para a migragio celular (BARBUL, 2006; DARIO, 2008). Os mediadores do
processo inflamatorio recrutam macrofagos e neutrdfilos, que secretam diversos fatores
especificos, que regem as fases seguintes do processo de reparagdo tecidual (CAMPOS;

BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

1.1.4.2 Fase Inflamatoria

Essa fase da cicatrizagdo ¢ caracterizada essencialmente pelo aparecimento e

aumento das células inflamatorias no tecido cicatricial. No entanto, a resposta inflamatoria tem
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origem com a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, favorecendo a quimiotaxia.
Neutrofilos sdo as primeiras células a chegar a ferida, com maior concentragdo 24 horas apds a
lesdo, e atuam principalmente com sua fungdo fagocitica e produzindo radicais livres que
auxiliam na eliminagdo bacteriana e sdo gradativamente substituidos por macrofagos
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

Os macrofagos sdo carregados para a ferida apos 48-96 horas do insulto ao tecido,
e sdo as principais células antes dos fibroblastos chegarem e inicarem a replicacdo. Tém papel
crucial na conclusdo do desbridamento come¢ado pelos neutrofilos e sua maior ajuda ¢ a
liberagdo de citocinas e fatores de crescimento, além de auxiliarem na angiogénese, fibroplasia
e sintese de matriz extracelular, indispensaveis para a mudanga da fase inflamatéria para a
proliferativa (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007).

1.1.4.3 Fase proliferativa

Nesta fase ocorre a reparagdo do tecido conjuntivo e do epitélio, sendo constituida
por trés etapas primordiais: angiogénese, formagdo de tecido de granulagdo e deposicdo de
colageno. Esta fase tem inicio em torno do quarto dia apds a lesdo e¢ se prolonga
aproximadamente até o término da segunda semana (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH,
2007; LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994).

A angiogénese ¢ induzida pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-0) e ¢
caracterizada pela migragdo de células endoteliais e formacgéo de capilares, sendo crucial para
a cicatrizacdo efetiva (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

O encerramento da fase proliferativa é a constru¢do de tecido de granulagdo. Os
fibroblastos e as células endoteliais sdo as células imprescindiveis da fase proliferativa. Vale
ressaltar que os fibroblastos dos tecidos préximos migram para a lesdo. Entretanto precisam ser
ativados para atingirem seu estado de quiescéncia. Um dos fatores de crescimento mais
importante na proliferagdo e estimulacdo dos fibroblastos ¢ o Fator derivado de plaquetas
(PDGF12). Ele ativa os fibroblastos para a formagdo de colageno tipo I e posteriormente se
transformam em miofibroblastos, que ajudam na contragdo da ferida (WITTE; BARBUL, 1997;
CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).
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1.1.4.4 Fase de remodelamento

O trago representativo desta fase € a deposi¢o de colageno de forma estruturada e,
por consequéncia, tem maior relevancia clinica. Essa fase se inicia com duas a trés semanas
apos o aparecimento da lesdo e pode durar um ano ou mais. O objetivo central do estagio de
remodelagdo € atingir a resisténcia maxima a tracdo por meio da reorganizagdo, degradacdo e
ressintese da matriz extracelular. Assim que a superficie da lesdo € recoberta por uma
monocamada de queratinocitos, sua migragdo epidérmica cessa ¢ uma nova epiderme
estratificada com uma lamina basal subjacente ¢ restabelecida desde as bordas da ferida até sua
porcdo interna (MARTIN, 1997).

Com a evolugdo da cicatriza¢do, o coldgeno que € produzido primariamente ¢ mais
delgado do que o colageno presente na pele em situagdes fisiologicas normais, e tem
conformagdo paralela a pele. Com o tempo, o colageno primario da cicatrizagdo (colageno tipo
IIT) ¢ reabsorvido e um colageno mais denso ¢ gerado e organizado ao longo das linhas de
tensdo. Essas mudangas se traduzem em incremento da forca ténsil da ferida. A organizagdo da
nova matriz ¢ um passo crucial da cicatrizacdo. Fibroblastos e leucécitos produzem colagenases
que facilitam a lise da matriz antiga. A cicatrizagdo tem sucesso quando hd harmonia entre a
formagdo da nova matriz ¢ a lise da matriz anterior, havendo éxito quando a deposi¢do se
sobrepde. Mesmo ap6s um ano de evolugdo a ferida mostrard um colageno ndo tdo organizado
quanto o da pele que ja foi saudavel e sua forga té€nsil jamais retornara a 100%. A area
recuperada alcangard apenas em torno de 80% da sua forga ténsil anterior e isso acontece apds
tré€s meses de cicatrizagdo (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER,
2007).

1.1.6. Tratamento

O tratamento das LP efetivo e com uma acuracia de forma mais imediata possivel
¢ algo primordial do cuidado de enfermagem, pois a deterioragdo das LP devido a falta de
tratamento correto acarreta desfechos desfavoraveis, como uma infecgdo (KHOR et al., 2014).
Assim, existe um impacto direto na qualidade de vida das pessoas, com reflexo na carga
econdmica para os pacientes ¢ servigos de saude, principalmente quando ndo tratadas ou
tratadas de forma inadequada (DEMARRE et al., 2015).

O tratamento de uma LP tem uma composi¢ao multifatorial, ¢ realizado através de
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avaliacdo diaria da pele, tanto para as lesoes existentes quanto a avaliagdo do risco de novas LP,
em regides como a isquiatica, sacral, trocantérica ou de calcanhar, assim como a realizagdo do
curativo adequado nas lesdes instaladas. Se faz necessario também o registro e documentacao
da evolugdo de cada ferida com periodicidade minima, pelo menos uma vez por semana, para
o acompanhamento da lesdo e para avaliar a eficacia do tratamento instaurado. Outro cuidado
que deve ser prestado ¢é sobre a realizagdo do desbridamento de tecido ndo viavel, podendo ser:
cirurgico, autolitico, enzimatico ou mecanico, pois a presenca desse tipo de tecido impede uma
evolugdo adequada da cicatrizagdo (BREM; LYDER, 2004; EPUAP; NPIAP; PPPIA, 2019).

Para a escolha de uma cobertura adequado a ser utilizado em uma LP deve-se levar
em consideragdo a fase de cicatrizagdo em que a les@o se encontra, assim como o estado global
da lesao, levando em conta o tipo de tecido, a quantidade de exsudato, localizacdo ¢ a pele
adjacente (GARCIA FERNANDEZ et al., 2007).

Considerando a diversidade de coberturas existentes, elas foram categorizados por
funcdo e devido a capacidade de muitos de exercerem mais de uma fungdo, foram agrupadas
com base no seu principal objetivo, onde temos o de absor¢do de exsudato das espumas e
alginato, o de desbridamento da colagenase e papaina, o de hidratacdo do hidocroldoide e
hidrogel, os antimicrobianos daqueles impregnados com prata e outros que ndo se encaixam em
nenhuma das classifica¢des anteriores (REDDY et al., 2008; EPUAP; NPIAP; PPPIA, 2019).

Nesse sentido, novas substancias que se tornem uma opgdo terapéutica e que
possuam atividade antioxidante e anti-inflamatdria estdo sendo discutidas como formas de
tratamento e cicatrizacdo precoce de uma LP. Assim, estudos recentes tem buscado demonstrar

o papel cicatrizante do acido alfa-lipoico (ALA) baseado nessas agoes.

1.2 Acido alfa-lipéico

O Acido alfa-lipdico (ALA), também conhecido como &cido 1,2-ditiolano-3-
pentandico ou acido tiioctico, ¢ um composto comumente encontrado na mitocondria,
necessario para diferentes fungdes enzimaticas. ALA foi isolado em 1951 (REED et al., 1951)
como fator de substituicdo do acetato e seu primeiro uso clinico foi em 1959 para o tratamento
de envenenamento agudo por Amanita phalloides, também conhecido como limite da morte
(cogumelos) (BOCK; SCHNEEWEISS, 1959).

O Acido alfa-lipéico (ALA) é um potente antioxidante natural porque promove a

remocdo de radicais livres ¢ ainda aumenta os niveis de outros antioxidantes, tais como



29

glutationa (GSH), tocoferol, acido ascorbico e a coenzima Q10. Na sua féormula estrutural
existem dois grupos tiol que podem ser oxidados ou reduzidos, portanto, ¢ um par redox.
Quando ele ¢ reduzido a sua forma biologicamente ativa, DHLA, pode agir como antioxidante
no SNC e em quase todos os outros tecidos do corpo ( FERREIRA; MILITAO; FREITAS, 2009;
ARAUJO et al., 2011; SILVA et al., 2016).

ALA ¢ um grupo de compostos organosulfurados de baixo peso molecular possui
uma porg¢do polar e apolar, ou seja, permite que atravesse as diversas barreiras organicas e por
isso pode reprimir radicais livres tanto em meio lipidico quanto aquoso (BIST; BHATT, 2009;
CHNG et al., 2009). O ALA ¢ considerado um antioxidante universal, tanto na sua forma
oxidada, como na sua forma reduzida, DHLA (ARAUJO etal., 2011), estando também em fase
de elucidagdo os seus possiveis efeitos como anti-inflamatério (YILDIRIM BAS et al., 2017).

O ALA possui duas formas enantioméricas, chamadas enantidmeros S e R,
consideradas imagens espelhadas uma da outra. As formas S e R estdo presentes igualmente na
composi¢do do ALA, sendo a forma isomérica R presente naturalmente, enquanto o isomero S
¢ produzido por meio de processos quimicos. Os alimentos sdo uma fonte natural do
enantiomero R. Enquanto o ALA existe na natureza como enantiomero R, a suplementagao

sintética consiste em uma composi¢do racémica de suas formas R e S (GHIBU et al., 2009).

Figura 6 - Estrutura quimica dos isdbmeros opticos de ALA.

A B

Fonte: PubChem chemistry database (2021). A. Isomero R do ALA. B. Isomero S do ALA.

Um estudo demonstrou um possivel papel do ALA relacionado a sua capacidade de
cicatrizagdo de feridas, sendo esse um ponto importante no que se refere a um possivel
tratamento de LP, apesar dos mecanismos nao estarem totalmente elucidados devido a pouca
producdo na area, necessitando assim de mais estudos que busquem demonstrar sua a¢do na
cicatrizacdo de lesdes (KULKAMP-GUERREIRO et al., 2013).

Um estudo realizado de forma experimental in vitro e in vivo demonstrou um

possivel beneficio da aplicagdo topica de ALA, na sua forma isolada ou em combinagdo com
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outros agentes antioxidantes na cicatrizagdo de feridas, atuando principalmente no aumento de
expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (CHEN et al., 2012).

Dessa forma, acreditamos que o ALA pode ser uma nova perspectiva de tratamento
para as LP, uma vez que mostra um efeito curativo em lesdes de pele, fato que pode ser
explicado por ser um antioxidante e possuir efeitos anti-inflamatorios (YILDIRIM BAS et al.,

2017).

1.3 Lesio por pressao e suas relacdes com os distirbios neuroquimicos na depressio

O transtorno depressivo maior (TDM) ¢ uma das condigdes psiquidtricas graves
mais frequentes em todo o mundo, com uma prevaléncia variando entre 5% nos adultos e 15%
na populagdo em geral, significando que, aproximadamente, 280 milhdes de pessoas no mundo
tém depressio (ANDRADE et al., 2003; IHME, 2019). A depressdo ¢ uma condi¢do que esta
duas vezes mais prevalente em mulheres quando em comparacao aos homens (GRIGORIADIS;
ROBINSON, 2007). O TDM ¢ conhecido por aumentar drasticamente o risco de morte
prematura por suicidio; atualmente, mais de 700.000 pessoas morrem devido ao suicidio todos
os anos, sendo a quarta causa de morte entre jovens de 15 a 29 anos (CHENG et al., 2000;
WHO, 2021).

Durante um episodio depressivo, a pessoa experimenta alteracdes do humor (sente-
se triste, irritdvel, vazio) ou uma perda de prazer ou interesse em atividades, durante a maior
parte do dia, ou quase todos os dias, por pelo menos duas semanas. Varios outros sintomas
também podem estar presentes, incluindo falta de concentrag@o, sentimento de culpa excessiva
ou baixa autoestima, desesperanga quanto ao futuro, pensamentos sobre morte ou suicidio, sono
interrompido, alteragdes no apetite ou peso e sensa¢ao de cansaco ou falta de energia. Ela pode
ser longa, duradoura ou recorrente, prejudicando substancialmente a habilidade de um
individuo para executar fungdes no trabalho ou na escola ou lidar com a vida diaria (WHO,
2021).

Nossa compreensdo de neurobiologia da depressdo advém da descoberta
circunstancial dos antidepressivos, medicamentos que aumentam a disponibilidade das
monoaminas na fenda sindptica (PEREIRA; HIROAKI-SATO, 2018). Esse conhecimento foi
enriquecido pela descoberta de outros mecanismos que sdo chaves para o alicerce do
entendimento da etiologia do transtorno depressivo: altera¢do na regulagdo do eixo hipotalamo-

hipofise-adrenal (HPA) (CARROLL et al., 2007; BAO; SWAAB, 2018), neuroinflamacio
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(MAES et al., 2011a), predisposicdo genética e influéncia de fatores ambientais (BONDY;
ZILL, 2004; LOHOFF; FERRARO, 2010), estresse oxidativo (NG et al., 2008), além da
disfungdo do sistema glutamatérgico (SANACORA; TRECCANI; POPOLI, 2012).

No entanto, considerando que somente um terco dos pacientes com TDM alcangam
a remissdo completa dos sintomas ap6s um Unico tratamento com antidepressivos classicos
(TRIVEDI et al., 2006), pode se deduzir que os mecanismos neurobioldgicos da depressao nao
podem ser explicados somente como consequéncia da desregulacdo do sistema de monoaminas.

Além disso, desde as descri¢des iniciais por Maes et al. (1995) e Levine et al. (1999),
estudos tém descrito a existéncia de uma forte associacdo entre depressdo e marcadores
periféricos de inflamag@o no sangue e no liquido cefalorraquidiano (LCR). Uma recente meta-
analise relata a interleucina-6 (IL-6) e a proteina C reativa (PCR) como exemplos de marcadores
inflamatodrios fortemente associados a depressdo (HAAPAKOSKI et al., 2015a).

Esse mecanismo de comunicagdo de citocinas periféricas com repercussdo a nivel
de sistema nervoso central (SNC), esta relacionado com disfuncdo da BHE, muitas vezes
chamado de “abertura da BHE”, que tem sido descrita ha muito tempo como um elemento-
chave da progressdo de varias doencas do SNC, existindo alguns mecanismo envolvidos na
ligacdo de uma inflamacao periférica e o SNC. Um deles ¢ a regulagdo mediada por astrdcitos,
que sdo as células mais numerosas do SNC, por muito tempo considerados apenas células de
suporte simples para os neur6nios, mas que sdo os principais componentes de comunicagido
entre a microcirculagdo sanguinea e o tecido cerebral, devido ao contato proximo que eles
possuem com as células endoteliais, pericitos e jungdes estreitas que constituem a BHE. Quando
ativados, exibem uma diminui¢do na internalizacdo do glutamato que negativamente impacta
na produgdo de conexina 43, um dos principais constituintes das jungdes de oclusdao (GIMSA;
MITCHISON; BRUNNER-WEINZIERL, 2013), e¢ através da estimulacdo do receptor
metabotropico de glutamato ocorre um aumento nos niveis intracelulares de célcio, causando
assim uma dilatagdo arteriolar (ZONTA et al., 2003; CAULI; HAMEL, 2018), que, em tltima
analise, acaba favorecendo o aumento da permeabilidade da BHE aos mediadores periféricos
de inflamacao.

Outro mecanismo descrito na literatura que estaria envolvido na disfuncdo da BHE
e aumento de sua permeabilidade, esta relacionado com o papel das metaloproteinases de matriz
(MMPs) na degradagdo da matriz neurovascular e a génese de diferentes processos patologicos
que tem sido demonstrados em varios modelos de neuroinflamagdo. Como a regulagdo e

ativacdo da expressao das MMP sdo complexas e bem controladas, a perda desse controle se
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encontra envolvido na fisiopatologia da quebra da BHE. Desta forma ¢é permitido que circulem
substancias neurotoxicas para o parénquima cerebral, com a infiltragdo de leucécitos e ativagéo

da microglia, promovendo uma resposta inflamatoria (ROJAS; RITTER; PIZZOL, 2011).

Figura 7 — Mecanismo do aumento de permeabilidade da BHE.

Cérebro
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J nvpa-R B Glutamato
Célula Oxido Nitrico C Jungdes GAP
Sangue Endotelial I Permeabilidade da BHE

Fonte: Xhima, Weber-Adrian, Silburt (2016). NMDA-R — Receptor de N-metil D-Aspartato; BHE — Barreira

Hematoencefalica.

Uma condigdo em que as propriedades pro-inflamatorias dos glicocorticoides
parecem ser altamente privilegiadas sdo as ocasioes de estresse. De fato, foi visto que as agdes
pro-inflamatoérias dos glicocorticoides sdo exacerbadas em animais expostos a estresse agudo
ou cronico, indicando que os efeitos distintos dos glicocorticoides na inflamagdo pode depender
das circunstancias (BELLAVANCE; RIVEST, 2014). O fato é que esses efeitos pro-
inflamatorios dos glicocorticoides superam seus efeitos anti-inflamatorios dentro do contexto
de estresse (DANTZER, 2018), uma vez que o estresse € um importante fator de risco para o
TDM. O estresse cronico em pacientes ¢ nos modelos animais tem sido associado de forma
confiavel com as anormalidades do HPA ligado a inflamagdo (ESPINOSA-OLIVA et al., 2011;
SURGET et al.,, 2011; LAUGERAY et al., 2016; PARIANTE, 2017; FAROOQ et al., 2018).
Isso pode explicar porque a hiperatividade ¢ a inflamagéo do eixo HPA podem coexistir em
pacientes com TDM, levando a altos niveis de glicocorticoides junto com marcadores
inflamatorios, como IL-1, IL-6, TNF-a ¢ PCR ¢ ativacdo microglial nos mesmos pacientes
(CATTANEO et al., 2013).

Outro aspecto levado em conta na relacdo entre o eixo HPA ¢ a inflamacdo esta
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ligado a deficiéncia de receptores de glicocorticoides (RG) observada na depressio em
pacientes e nos modelos animais (PARIANTE, 2017). Assim, a interrup¢do do feedback
negativo do eixo HPA no TDM foi atribuido a fungdes de RG prejudicadas que foram causadas
por dessensibilizacdo desses receptores a uma responsividade defeituosa. Como tal, mesmo sob
altos niveis de glicocorticoide, o receptor ¢ incapaz de cumprir seu controle regulatorio sobre a
atividade do eixo HPA e, portanto, para reduzir a liberagdo de glicocorticoides (SURGET et al.,
2011).

Por isso € possivel que tais déficits funcionais de RG se apliquem néo apenas a seu
papel regulador no que diz respeito ao eixo HPA, mas também para outras fungdes desse
receptor, incluindo as agdes imunomoduladoras. Neste caso, os RG podem se tornar incapazes
de exercer seus efeitos anti-inflamatorios mesmo sob niveis elevados de glicocorticoides,
resultando na elevacdo de citocinas pro-inflamatérias e neuroinflamagdo em pessoas com
transtorno depressivo. Esta possibilidade se ampara nos estudos que mostraram que niveis
elevados de glicocorticoides e inflamagdo pode ocorrer conjuntamente nos mesmos pacientes
deprimidos e que a resisténcia do receptor de glicocorticoide € observada nesses pacientes € se
aplica tanto para o eixo HPA como para as respostas inflamatorias (CARVALHO et al., 2010;
CATTANEO et al., 2013).

Dessa forma, a depressdo pode ser entendida como uma desordem multifatorial que
tem sido discutida com frequéncia no meio cientifico. Ainda que a sua etiologia esteja em
construcdo, muitas teorias se propdem a explicar a sua fisiopatologia, que resulta de uma
interacdo complexa de fatores sociais, psicologicos e biologicos.

Com isso, podemos entender que as LP causam algum grau de sofrimento nas
pessoas, tanto fisico como emocional, por ser uma condigdo que gera um desgaste multifatorial
associado ao estresse e a inflamagdo presente numa ferida, influenciando de forma direta a
autoestima, o que interfere negativativamente na autoimagem e na qualidade de vida, fatores
que, somados, aumentam o risco de desenvolver quadros depressivos (ALMEIDA, 2013).

Uma pesquisa que avaliou, através do Inventario de Avaliagdo de Depressao de
Beck com 73 participantes, a quantidade de sintomas e os niveis de depressdo nos pacientes
com feridas cronicas, mostrou que dezesseis (53,3%) pacientes que possuiam uma lesdo por
pressdo demonstraram depressdo leve a moderada e cinco (16,7%), depressdo de moderada a
grave. Dez pacientes com diabetes com pé ulcerado (55,60%) apresentaram depressdo leve a
moderada e quatro (22,20%), sem depressao ou depressao minima, mostrando dessa forma que

pacientes com lesdes cronicas tendem a desenvolver quadros depressivos (SANTO et al., 2013).
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As LP sdo classificadas como feridas cronicas complexas e que possuem uma
natureza inflamatdria. Os estimulos pro-inflamatorios sdo diversos numa lesdo cronica, como
o tecido necrético e a carga bacteriana presente em lesOes abertas. Geralmente as feridas
cronicas ndo seguem uma cascata de cicatrizacdo tdo bem definida, normalmente elas estdo
estagnadas em um estado inflamatorio persistente que impede a sua proliferacdo (ZHAO et al.,
2016).

A infiltragdo excessiva de neutrofilos em feridas cronicas parece ser um aspecto
critico neste ciclo de inflamagdo e atua como um marcador bioldgico nas LP. A abundancia de
neutrofilos leva a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), causando danos
direto a MEC e a membrana celular. Neutrofilos e macrofagos ativados produzem citocinas pro-
inflamatérias, como IL-1B ¢ TNF-a que ndo s6 aumenta a produgdo de Metaloproteinases da
Matriz (MMPs), mas também reduz os inibidores de MMPs; este desequilibrio aumenta a
degradacdo da MEC, prejudica a migragdo celular e reduz os fibroblastos de proliferacdo ¢ a
sintese de colageno. Os produtos de degradacdo da MEC promovem ainda mais a inflamagao,
criando um processo autossustentavel. Essa resposta inflamatoria inadequada combina com a
resposta celular e sistémica prejudicada do hospedeiro ao estresse, perpetuando o ciclo deletério
ao organismo (MAST; SCHULTZ, 1996; DEMIDOVA-RICE; HAMBLIN; HERMAN, 2012).

Assim, podemos entender a LP como um fator que causa complicagdes secundarias,
que vao além dos aspectos fisicos de uma lesdo. Os estudos citados acima sugerem uma relacao
desse tipo de ferida com o desenvolvimento de transtornos mentais, especialmente a depressao.

Apesar de o estresse ser algo que lidamos diariamente e que ¢ suportado pela
maioria das pessoas, quando ocorre um fracasso de adaptacdo bem sucedida durante as diversas
situacdes estressantes a que somos submetidos no nosso cotidiano, isso resulta em problemas,
como a depressdo (MAES etal., 2000; MICHEL et al., 2007). E na literatura ja foi demonstrado
que o estresse tem um importante papel no desenvolvimento deste agravo (NESTLER et al.,,
2002).

O estresse leva ao dano oxidativo, sendo este causado por EROs e espécies reativas
de nitrogénio (ERNS), os radicais livres. Estas moléculas podem danificar proteinas celulares,
lipidios, carboidratos e acidos nucleicos (FILOMENI; CIRIOLO, 2006).

O cérebro parece ser mais suscetivel as EROs devido ao alto teor de acidos graxos
insaturados, ao alto consumo de oxigénio e a escassez de sistemas antioxidantes de defesa
(FINKEL; HOLBROOK, 2000).

O estresse cronico tem sido amplamente utilizado em pesquisas com animais para
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mimetizar os disturbios da depressdo, pois esse modelo tenta reproduzir, da forma mais
fidedigna, os estressores da vida cotidiana em humanos (WILLNER et al., 1987; HENN;
VOLLMAYR, 2005). A LP, sendo considerada como um fator que gera um estresse recorrente
aliado ao desenvolvimento de um desbalango inflamatdrio, poderia estar relacionada com o
desenvolvimento de quadros depressivos.

Dessa forma, percebe-se que estudos t€ém demonstrado que além do déficit
monoaminérgico existe uma implicacdo do estresse, uma desregulacdo do eixo HPA e da

inflamac¢@o no desenvolvimento da depressao.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Quando uma pessoa passa a viver com e tratar de uma ferida cronica, como uma
lesdo por pressdo, ¢ desencadeada uma sucessdo de mudangas na vida cotidiana, como
susceptibilidade ao isolamento social por certas caracteristicas da ferida, necessidade de
adaptacdo com as trocas recorrentes de curativos, alteragdes na atividade fisica ¢ deambulag@o,
o uso de medicamentos continuos e, especialmente, os distirbios de autoimagem (BEDIN et
al., 2014). E importante ressaltar que todas essas transformagdes vividas acabam por propiciar
uma desmotivagdo ¢ a incapacidade para o autocuidado e para as atividades de vida e de
convivio social, dimensdes que quando encontram-se modificadas, muitas vezes podem estar
relacionadas com o desenvolvimento de quadros depressivos e de ansiedade (DIAS etal., 2014).

Tendo em vista todas essas repercussdes, a Organizacdo Mundial de Satide (OMS)
considera a depressdo como o principal causador de incapacidades em todo o mundo e ¢ um
dos principais contribuintes para a carga global de doengas (WHO, 2021). Segundo um relatério
divulgado pela OMS, o Brasil estd em primeiro lugar no ranking latino-americano de depressao
e em quinto lugar cenario global. O nimero de pessoas que vivem com depressdo aumentou
18% entre 2005 ¢ 2015 (WHO, 2017).

Embora existam diversos tratamentos conhecidos e eficazes para os transtornos
mentais, um dado alarmante mostra que mais de 75% das pessoas que vivem em paises de baixa
¢ média renda ndo tém acesso a nenhum tipo tratamento (EVANS-LACKO et al., 2018). Os
niveis de gastos publicos com saude mental sao muito baixos em paises de baixa e média renda.
Os gastos do governo com saude mental sdo inferiores a 1USS per capita em paises de baixa e
média baixa renda, enquanto os paises de alta renda gastam mais de US$ 80. A maioria dos
gastos vai para hospitais psiquiatricos, que atendem a uma pequena propor¢ao daqueles que
precisam de cuidados mais abrangentes (WHO, 2018).

Ademais, tem se visto que a depressdo esta associada com a cronificagdo de lesoes,
sendo importante que os tratamentos promovam uma cicatrizagcdo mais rapida, reduzindo assim
as chances de o paciente desenvolver quadros depressivos ou de ansiedade relacionados a ferida.
Diante desse cenario, o avanco do tratamento local de LP, uma condi¢do notavelmente cronica
em sua maioria dos casos, ainda enfrenta dificuldades para estabelecer um produto que seja
eficaz e seguro no tratamento e prevengdo dessas lesdes de pele.

Dados recentes evidenciaram que o animal com lesdo por pressdo esta associado a

alteragdes comportamentais ¢ de pardmetros oxidativos em camundongos, demonstrando que a



37

LP tem a capacidade de induzir um estado de ansiedade e um fendtipo semelhante a depressao,
promovendo estresse oxidativo cerebral, além de altos niveis de corticosterona plasmatica nos
camundongos que possuiam a LP. Juntos, esses achados demonstram as caracteristicas
comportamentais e fisiopatologicas encontradas na clinica da depressao (AQUINO et al., 2021).

Tomando como base a recuperagdo das lesdes e os prejuizos citados anteriormente,
o ALA tem se mostrado promissor em seu uso topico, pela sua capacidade de cicatrizagdo de
feridas, sendo esse um ponto importante no que se refere a um possivel tratamento de LP
(KULKAMP-GUERREIRO et al., 2013). Contudo, os mecanismos envolvidos precisam ser
melhor elucidados, necessitando assim de mais estudos que validem a acdo cicatrizante do ALA.

Dessa forma, acreditamos que o ALA pode ser uma nova perspectiva de tratamento
para as LP, pois sua acio de antioxidante e anti-inflamatéria (FERREIRA; MILITAO;
FREITAS, 2009; YILDIRIM BAS et al., 2017) encoraja estudos sobre os seus efeitos sobre o
processo inflamatorio/cicatricial e, consequentemente, sobre os quadros de depressdo

associados as lesoes por pressdo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito cicatrizante da aplicacdo topica de acido alfa-lipdico em creme no
modelo de lesdo por pressdo em camundongos associado as alteracdes comportamentais e

neuroquimicas.

3.2 Objetivos Especificos

) Avaliar o comportamento de camundongos em modelo animal de lesdo por
pressdo e seus tratamento topicos;

) Avaliar a variacdo de peso de camundongos em modelo animal de lesdo por
pressdo e seus tratamento topicos;

) Determinar a atividade de mieloperoxidase em areas cerebrais (cortex pré-
frontal e hipocampo), plasma e lesdes de camundongos em modelo animal de lesdo por pressao
e seus tratamento topicos;

° Avaliar o efeito da aplicacdo topica de acido alfa-lipdico sobre a cicatrizagdo de
lesdo por pressao em modelo animal,

° Verificar a concentracdo do mediador inflamatério TNF-a, em lesGes de
camundongos em modelo animal de les@o por pressdo e seus tratamento topicos;

° Realizar andlise histopatologica da lesdo por pressdo em modelo animal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo de inducio da lesdo por pressao

O modelo (STADLER et al., 2004) que foi executado no estudo foi adaptado, pois
¢ menos invasivo e mais seguro na sua utilizagdo. Neste modelo dois imas foram colocados na
pele da regido do dorso do animal, gerando uma pressdo de 50 mmHg, onde um tnico ciclo de
isquemia/reperfusdo (I/R) é constituido por um periodo de 12 horas de posicionamento dos
imas, seguido por liberacdo ou periodo de repouso de 12 horas. Para que as lesdes obtivessem
as caracteristicas do tipo de lesdo pensada para o estudo foram necessarios 4 ciclos (CUI et al.,
2013; LIMA, 2013), expressando assim a necessidade de modificagdo do protocolo.

Os imas utilizados foram placas ceramicas magnéticas de ferrite, isotropico (Imatec
Produtos Magnéticos, Pedreira, S0 Paulo, Brasil) com medidas de 12 mm de didmetro por 5
mm de espessura, com peso médio de 2,4g ¢ 1 Gauss de campo magnético.

Na adequacdo do posicionamento dos imas para a induc@o da lesdo, os animais
precisaram ser anestesiados durante os dias de protocolo com cetamina 10% e xilazina 2% nas
doses de 100mg/Kg e 10 mg/Kg i.p., respectivamente. Para o dia inicial do protocolo, logo apos
a anestesia foi feita a tricotomia do dorso do camundongo ¢ a limpeza com alcool isopropilico
70%. Em prosseguimento a pele do dorso foi suavemente mobilizada para cima e os dois imas
posicionados, isso durante 4 dias. Durante esse periodo de indu¢do da LP, nos ciclos de I/R
houve a necessidade de os animais serem mantidos separados em diferentes caixas para melhor
controle da indu¢do da LP e manutencdo do posicionamento dos imas.

Ademais, os animais ndo foram imobilizados ou tiveram qualquer restri¢do durante
o periodo de I/R, apenas no momento de posicionamento do ima, sendo utilizado anestesia.
Depois de colocados os imas, dentro de alguns minutos os animais retornaram as suas atividades

normais, sendo permitido alimento e agua ad libitum.
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Figura 8 - Procedimento experimental sobre a colocagdo dos imas magnéticos na pele do animal

Magnet plates, 5.0 x 12.0 mm, 2.4 g, 1000 Gauss

5 mm Skin Bridge

50 mm Hg
Pressure

Mouse

Fonte: Stadler (2004).

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com peso entre 25-30g,
provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Os mesmos foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada (23+1°C), com ciclo claro/escuro de doze horas recebendo agua e
comida a vontade. Nesta pesquisa foram respeitados todos os principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), que estdio em conformidade com as normas
internacionais de pesquisas cientificas envolvendo animais (NIH,1996). O projeto foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) do NPDM, sob o
CEUA n° 3343020519. Os procedimentos foram conduzidos visando ao maximo a

minimizagdo de dor e menor desconforto possivel.
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4.3 Material das Coberturas

4.3.1. Filme transparente de poliuretano

O filme transparente de poliuretano usado foi o Advanced® (Cremer SA, SP,
Brasil), que como todo filme de poliuretano transparente fino, possui certo grau de
permeabilidade ao exsudato para evitar a maceragdo do tecido epitelial nas bordas da ferida,
outra caracteristica ¢ a nao adesdo a superficie imida das feridas. Possui como mecanismo de
acdo a manutencdo de um ambiente imido, favorecendo o desbridamento autolitico. A umidade
natural reduz a desidratacdo e a formacao de crostas, o que estimula a reepitelizagdo, mantendo
um meio Umido ideal para a cicatrizagdo. Proporciona também uma barreira de protecio contra
microrganismos e permite a visualizagdo do processo de cicatrizacdo sem a necessidade de
exposicao da ferida. Indicado para a preveng@o das LP ou tratamento de bolhas, feridas fechadas
limpas, feridas abertas limpas em granulagdo sem exsudagdo, para a protecdo de pele peri-
estomas, fixa¢do de cateteres curtos ¢ longos e como cobertura secundaria para outros produtos

(MACIEL, 2013; RODRIGUES et al., 2018).

Figura 9 - Filme transparente de poliuretano
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Fonte: Cremer S.A (2021).

4.3.2. Hidrogel com alginato

Foi utilizado o hidrogel com alginato Curatec® (Urgo Medical, Sdo Paulo, Brasil),
um gel amorfo, transparente, hidroativo, contendo propilenoglicol alginato de sodio, que tem
como propriedade a hidratagdo delicada e eficaz do tecido necrético. Propiciando um ambiente
umido ideal para a granulagdo e reepitelizagao do tecido lesionado. A presenca de alginato de

sodio aumenta sua absorcao e a consisténcia, aumentando também o tempo de permanéncia do
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hidrogel na ferida, de 24h do hidrogel simples para até 72h nesta apresentacdo. O hidrogel ¢é
indicado para ferida seca ou com exsudagdo minima, ndo infectada com ou sem granulacdo e
tem como principal caracteristica doar umidade a ferida. Por isso, ¢ comumente utilizado para
facilitar o desbridamento de necrose presente no leito da ferida. O hidrogel com alginato foi
escolhido por ser indicado para as caracteristicas das lesdes do modelo aqui adotado. Os estudos
demonstraram que o tipo de tecido predominante ¢ o necrdtico seco tipo esfacelo e com

auséncia de sinais de infeccdo (STADLER et al, 2004; LIMA, 2013).

Figura 10 — Hidrogel com alginato

Fonte: Urgo Medical (2021).

4.3.3. Acido alfa-Lipdico

Foi utilizado o acido a-lipdico em p6 (Ibero Magistral) amarelo, substancia isolada
com o minimo de 99,2 % de teor de pureza para a manipulacdo e adi¢do de excipientes para a
produgdo do creme. O ALA é uma coenzima antioxidante muito eficaz, pois além de combater
os radicais livres, regenera os antioxidantes oxidados e possui agdo anti-inflamatoria
(YILDIRIM BAS et al., 2017), seguindo as recomendagdes do fabricante, o p6 foi armazenado

em geladeira (Temperatura controlada: de +2 a +8 °C).

4.3.4. Formulagio farmacéutica do Acido alfa-Lipdico

A cobertura com o acido o-lipéico (ALA) em creme utilizada no estudo foi
desenvolvida na Faculdade de Farmacia, da Universidade Federal do Ceara. A formulacdo foi
estabelecida previamente considerando as caracteristicas do principio ativo e das lesdes
cutaneas abertas (maior necessidade de oclusdo). Foram realizados os controles fisico-quimicos

¢ microbiologicos de acordo com a Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019).
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4.4 Desenho e protocolo experimental

O protocolo (Figura 11) foi proposto para investigar o efeito cicatrizante da
aplicacdo topica de acido alfa-lipdico em modelo animal de lesdo por pressdo associado as
alteragdes comportamentais e neuroquimicas. A lesdo por pressao foi induzida como descrita
acima. A partir do 5°dia de protocolo os grupos foram submetidos aos esquemas de tratamento
(ver adiante). A eutandsia para a retirada da pele do dorso foi feita nos dias 1 e 5 de inicio do
tratamento com as coberturas. Em cada animal esperou-se duas feridas. Os testes
comportamentais foram realizados nos dias 1 ¢ 5 de tratamento, para fins de comparagéo entre
os parametros. Os grupos de tratamentos foram divididos conforme descrito abaixo:

- Grupo controle: animais sem a indugdo da lesdo, tiveram apenas a aplicagdo do anestésico
do primeiro ao quinto dia do protocolo e se mantiveram separados em diferentes caixas durante
todo o protocolo.

- Grupo SHAM: animais que foram submetidos a indugdo da lesdo, mas ndo receberam
nenhum tratamento.

- Grupo Creme Base: animais que foram submetidos a inducdo da lesdo e foram tratados por
5 dias com uma aplicagdo diaria do creme base e filme de poliuretano como cobertura
secundaria da lesdo.

- Grupo Creme ALA: animais que foram submetidos a indugdo da lesdo e foram tratados por
5 dias com uma aplicagdo didria de ALA e filme de poliuretano como cobertura secundaria da
lesdo.

- Grupo Hidrogel com alginato: animais que foram submetidos a indu¢fo da les@o e¢ foram
tratados por 5 dias, os animais receberam tratamento com hidrogel e filme de poliuretano como
cobertura secundaria da lesdo. Sendo o tratamento mais indicado para esse tipo de ferida

(ROLSTAD; OVINGTON, 2012).
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Figura 11- Protocolo Experimental

Tempo de Protocolo Experimental: 9 Dias

Fim dos ciclos
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor. /R — Isquemia/Reperfusio.

Nos dias 1 e 5 de tratamento apds seis horas da realizagdo do curativo; os animais
foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: campo aberto, splash, suspensdo da
cauda e interacdo social. Imediatamente apds os testes comportamentais, os animais foram
eutanasiados por decapitacdo e foram retirados o cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo (HC)
para a avaliagdo de pardmetros neuroquimicos e o sangue coletado para as dosagens
plasmaticas. Nos dias 1 e 5 de tratamento também foi realizado o registro fotografico e logo em
seguida houve a retirada da area da lesdo ou de cicatriz com uma margem de pele integra para
a realizacdo da avaliagdo histopatologica e inflamatoria.

O nimero de animais utilizados segue discriminado no quadro a seguir.
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Quadro 3: Quantitativo de animais segundo a necessidade para cada teste.

Numero de
Animais
utilizados em
cada fase do
protocolo
experimental

50 animais
com 1 dia de
tratamento

50 animais
com 5 dias de
tratamento

40 animais
com 5 dias de
tratamento

Testes
Comportamentais

Campo aberto,
borrifagem de
sacarose, suspensao
da cauda e interagdo
social.

Campo aberto,
borrifagem de
sacarose, suspensao
da cauda e interagdo
social.

Analise
Neuroquimica/
Plasmatica/
Histodgica

Atividade da
Mieloperoxidase/
Histopatologia da

ferida

Atividade da
Mieloperoxidase/
Histopatologia da

ferida

Determinagdo da
concentragdo de
citocinas.

Descricao

Para analise dos testes
comportamentais,
mensuracdo de MPO das
areas cerebrais e da lesdo,
coleta de plasma assim
como a avaliagdo dos
parametros de cicatrizagao
pela histopatologia foi
necessario um ‘n’ de 10
animais por grupo. Foi
extraido, de cada animal,
todos os tecidos
necessarios para avaliacdo
(plasma, cérebro e lesao)

Para a dosagem da
concentracdo de citocinas
da lesdo, foi necessario um
‘n’ de 08 animais por
grupo.

Para todas as avaliagcdes necessarias ao estudo foram utilizados ao todo 140 animais os
quais, apos os testes comportamentais que foram realizados nos dias 1 ¢ 5 de tratamento,
foram decapitados e os cérebros utilizados para mensuragdo de parametros inflamatorios,

assim como as lesdes formadas foram retiradas para avaliar os parametros de cicatrizacdo, e

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

também tiveram o sangue coletado para avaliagdes plasmaticas.
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4.5 Testes Comportamentais
4.5.1. Teste do Campo Aberto

O campo aberto para camundongos ¢ feito de acrilico (paredes transparentes e piso
preto, 30 x 30 x 15 cm) dividido em 9 compartimentos proporcionais (Figura 12). O método
foi utilizado para avaliar a atividade exploratéria do animal (ARCHER, 1973). Os parametros
avaliados foram: nimero de cruzamentos com as quatros patas (“crossing”), nimero de
comportamentos de autolimpeza (“grooming”), nimero de levantamentos (“rearing”) e tempo

gasto no compartimento central, registrados durante 5 minutos, ap6s 1 minuto de habituagdo.

Figura 12 — Teste de campo aberto

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.5.2. Teste Suspensdo de Cauda

No teste da Suspensdo pela cauda os camundongos ficaram suspensos a 50 cm do
chdo por uma fita fixada a 1 cm a partir da ponta da cauda e o tempo de imobilidade durante
uma sessdo de 5 minutos ¢ registrado (STERU et al., 1985). Os animais foram testados
individualmente, sendo considerado imovel apenas quando permanecer passivamente

SusSpenso.
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Figura 13 — Teste de suspensdo de cauda

N N

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.5.3. Teste de Borrifagem de Sacarose

O teste foi realizado através da borrifagdo de sacarose 10% no dorso dos animais
que foram colocados individualmente em uma caixa limpa de acrilico (30x30x20 cm). A
solu¢do de sacarose suja e adere o pelo do animal, por conta da sua viscosidade, estimulando
um comportamento de autolimpeza (grooming) (YALCIN; AKSU; BELZUNG, 2005). Apos a
aplicagdo de sacarose a laténcia para inicio do comportamento, a frequéncia e o tempo total de
autolimpeza foram registrados durante 5 minutos como indice de autocuidado e comportamento
motivacional, considerado paralelamente a alguns sintomas de depressdo, como o
comportamento apatico (WILLNER, 2005). O aparelho foi limpo com uma solucdo de éalcool

70% entre os testes, a fim de esconder pistas olfativas dos animais.

Figura 14 — Teste de borrifagem de sacarose

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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4.5.4. Teste de Interacdo Social

Para a avaliagdo da interagdo social, os animais foram colocados em uma caixa com
3 compartimentos. Em um dos compartimentos laterais havia um animal do mesmo sexo e idade
dentro de uma gaiola, na outra lateral havia uma gaiola semelhante sem animal no seu interior
¢ o meio da caixa permaneceu livre. Durante 5 minutos de observagdo foram contabilizados o
tempo de permanéncia no compartimento com o animal ¢ o tempo de permanéncia no
compartimento contendo uma gaiola sem animal (KOSHIMIZU; LEITER; MIYAKAWA,
2012).

Foi medido o tempo gasto em cada uma das trés camaras e a preferéncia social foi

definida como: (% do tempo gasto na cdmara social) — (% o tempo gasto na cimara oposta).

Figura 15 — Teste de Interagdo Social

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.6 Avaliacio da variaciao de peso

Os animais foram pesados no 1° ¢ 9° dia do protocolo a fim de analisar a variagdo
ponderal dos animais ao longo do protocolo, para levar em consideracdo todos os aspectos
envolvidos no protocolo (anestesia, inducdo da LP e isolamento), ndo sendo vidvel a
estratificagdo de dias de tratamento. A variacdo de peso foi obtida a partir do calculo da

diferenca entre o peso do animal no 9° dia e o peso do animal no 1° do protocolo experimental.
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4.7 Parametros inflamatérios nas dreas cerebrais, no plasma e na lesao

Os parametros inflamatorios das areas cerebrais, na lesdo e do plasma foram
avaliados nos dias 1 e 5 de tratamento. Os animais foram eutanasiados por rapida decapitacdo
e seus cérebros, a lesdo/cicatriz foram removidos e o plasma coletado para a determinacao da
atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO) e somente a lesdo/cicatriz foi utilizada para
determina a concentracdo da citocina TNF-a. As areas cerebrais CPF ¢ HC e a lesdo foram
dissecadas sob o gelo, e, posteriormente, armazenadas a -70°C até serem utilizadas para os

ensaios.

4.7.1. Determinacdo dos niveis de TNF-a

As areas de feridas foram homogeneizadas em 8 volumes de tampao PBS com
inibidor de protease (Sigma-Aldrich) para posteriormente serem centrifugadas (14.000 rcf, 30
min). O sobrenadante foi usado sem diluigdo. A concentragdo das citocinas, em 100 pL de
amostras foi determinada por ELISA (BioLegend San Diego, CA, EUA) de acordo com o

protocolo do fabricante e expressa em pg/g de tecido.

4.7.2. Atividade da enzima mieloperoxidase

Os tecidos coletados provenientes das areas de feridas do dia 1 e 5 de tratamento
foram incubadas em solucdo de HTAB 0,5% (Brometo de hexadeciltrimetilamonio) na
proporgdo de S0mg de tecido por mL, homogeneizados e centrifugados (4000 g/15 min a 4°C).
A mieloperoxidase (MPQO) presente no sobrenadante (0,1 mL) foi analisada por
espectrofotometro apds adicdo de 2,9 mL de tampao fosfato (50 mM, pH 6,0) contendo 0,167
mg/mL de hidrocloreto de o-dianisidina e 0,0005% de peroxido de hidrogénio. A absorbancia
a 460 nm foi medida nos tempos de 0 e 3 min (BRADLEY et al., 1982). A diferenca entre
os valores de absorbancia basal e de 3 minutos foi considerada para o calculo das unidades de
MPO (U) baseado na equacdo da reta de uma curva padrdo de MPO. Os resultados foram

expressos como U de MPO por mg de tecido.
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4.8 Avaliacao do efeito cicatrizante

4.8.1. Analise macroscopica

4.8.1.1 Determinagdo da area da lesdo por pressdo de planimetria

Para a determinagdo da area em cm?, os animais foram fotografados nos dias 1 e 5
de tratamento, com uma Camera digital. O angulo usado foi de 90° da ferida com distancia de
10 cm da objetiva da maquina fotografica, e ao lado do animal foi colocado um papel
milimetrado (1cm?) como referéncia na determinagio da drea da lesdo com auxilio do programa
imageJ®, que proporciona a area em pixel, ¢ com a divisdo da éarea da lesdo e do papel

milimetrado, foi possivel obter a area da ferida em cm?.

4.8.1.2 Contragdo da darea da lesdo

A contrago da area da ferida foi calculada considerando o percentual do tamanho
inicial da ferida de cada animal no quinto, nono ¢ décimo quarto dia do protocolo, utilizando a

fotografia da lesdo que foi utilizada a seguinte férmula descrita por (SHENOY et al., 2011):

L. . [areainicial da ferida — area daferidano dia especifico
Contracio da ferida% = [

- ]XlOO
area inicial da ferida

4.8.2. Analise Histopatologica

Apbs o sacrificio dos animais, foram retiradas as areas de lesdo ou a pele integra,
as quais foram fixadas em formol tamponado 10% por 24 horas e, em seguida, colocados no
alcool 70% até a parafinizacdo para a realizagdo de cortes histologicos e posterior coloragdo
das laminas através do método HE.

As andlises dos achados foram realizadas de acordo com a sua intensidade e sendo
transformados em varidveis quantitativas, as quais foram atribuidas as seguintes pontuacodes: 0
(nenhum), 1 (leve/discreto), 2 (moderado) ou 3 (alto/intenso), conforme a intensidade dos
seguintes parametros: infiltrado inflamatdrio, proliferagdo vascular e reepitelizagao (GARROS

et al., 2006). A analise foi realizada por um investigador cego ao tratamento.
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4.9 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
8, San Diego California, EUA. Os resultados foram comparados através de Two-way ANOVA
(comportamento, atividade de MPO, area e contragdo da lesdo) ou One-way ANOVA
(citocinas, variacdo de peso e analise ¢ histopatologica) seguido pelo teste de Turkey (post hoc
test) para comparagdes multiplas para explorar as interacdes significativas e revelar as
diferencas especificas entre os grupos. Os fatores utilizados para estas analises foram
"tratamento" (utilizacdo de cobertura topica X auséncia de uma cobertura topica), “tempo”
(dia 1 de tratamento X dia 5 de tratamento) na avaliacdo da variancia. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas em p<0,05. Antes da avaliacdo por ANOVA, o
teste de omnibus D'Agostino60 Pearson foi realizado para verificar a distribui¢do normal dos

dados. Para todas as analises, o nivel de significancia foi estabelecido em o = 0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Efeitos sobre o comportamento

5.1.1. Efeitos da lesdo por pressdo sobre a atividade locomotora e exploratoria

O teste de campo aberto foi utilizado com o intuito de investigar as alteragdes na
atividade locomotora e exploratéria dos animais. A analise do pardmetro de atividade
locomotora nesse teste foi mensurado através do niimero de cruzamentos (Figura 16A). Foi
verificado um efeito do “tratamento” [F (1, 84) = 0,1585; P=0,6916], sem interagdo entre os
fatores “tratamento” e “tempo” segundo ANOVA. Além disso, o post hoc revelou que os
animais do grupo SHAM do dia 5 de tratamento reduziram seu nimero de travessias quando
comparado ao grupos controle (P=0,0063), hidrogel com alginato (P = 0,0264), creme base
(P=0,0009) e creme ALA (P= 0,0226) do mesmo tempo de tratamento. Nenhuma alteracao
entre os grupos de tratamentos de apenas 1 dia foi observada.

Ja na avaliagdo dos movimentos de autolimpeza (grooming) (Figura 16B), assim
como na atividade exploratoria vertical (rearing) (Figura 16C), ndo foi evidenciada nenhuma
interacdo significativa entre os fatores “tratamento” e¢ “tempo” [F (4, 80) = 2,022; P=0,0991]
e [F (4, 86) = 2,013; P=0,0998] segundo ANOVA ¢ o post hoc mostrou que os grupos nao
apresentaram diferenca significante entre si.

Contudo, na avaliagdo do tempo no centro (figura 16D), foi observado um efeito
significante do “tempo” [F (1, 82) = 5,059; P=0,0272] e “tratamento” [F (4, 82) = 9,030;
P<0,0001], assim como uma interacdo entre esses fatores [F (4, 82) = 3,041; P=0,0217]
segundo ANOVA. E o post hoc mostrou que os animais do grupo SHAM do dia 5 de
tratamento reduziram o tempo gasto no centro do aparato quando comparado a todos os grupos
do mesmo tempo de tratamento [controle (P<0,0001), hidrogel com alginato (P=0,0002),
creme base (P=0,0473) e creme ALA (P=0,0414)]. Também ndo houve nenhuma altera¢ao

significativa entre os grupos de apenas | dia tratamento.
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Figura 16 — Alteracdoes comportamentais no teste de campo aberto associadas a modelo de lesdo por

dongos.
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Os animais foram submetidos a indugao da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e avaliados com 1 e 5 dias de tratamento pelo teste
comportamental de campo aberto. Foram avaliados o niimero de travessias (A), nimero de grooming (B),
namero de reanring (C) e Tempo gasto no centro (D). Cada coluna representa a significancia + SEM (n=9-
10 animais/grupo). *P<0.05, **P< 0.001, ****P<0.0001 e #P<0.05 quando comparado ao grupo 5 DT
SHAM, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes.
Abreviagdes: ALA — 4cido alfa-lipdico; DT — Dia (s) de tratamento.

5.1.2. Efeitos da lesdo por pressdo sobre o comportamento depressivo-simile

Para avaliar o efeito da lesdo por pressdo, o tempo e os tratamento topicos sobre
comportamentos relacionados a depressdo foram conduzidos os testes de suspensdo da cauda,
borrifagem de sacarose e interag@o social.

A analise do teste de suspensio da cauda (Figura 17) evidenciou um efeito
significante no “tempo” [F (1, 81) = 56,65; P<0,0001] e “tratamento” [F (4, 81) = 45,14;
P<0,0001], assim como na interac¢do entre esses fatores [F (4, 81)=27,02; P<0,0001] segundo
ANOVA. Nesse teste, o post hoc mostrou que os animais do grupo SHAM no dia 5 de
tratamento aumentaram seu tempo de imobilidade quando comparado ao grupo controle (P <
<0,0001) do mesmo tempo de tratamento e ao grupo SHAM (P < 0,0001) com 1 dia de
tratamento. Vale ressaltar que todos os tratamentos do dia 05 foram capazes de minimizar esse
efeito (P <0,0001), destaca-se também a diferencga significativa na reducdo da imobilidade no
dia 5 de tratamento quando comparado o grupo Creme base ao Creme ALA (P=0,0001). Além
disso, foi visto que no tratamento do dia 1 houve diferenca significativa quando comparado o

grupo SHAM ao grupo controle (P=0,0323), e quanto aos tratamentos, somente o creme ALA



55

foi capaz de minimizar os efeitos do grupo SHAM no dia 1 de tratamento (P= 0,0275), sem

diferengas significativas entre os outros tratamentos.

Figura 17 — Alteragdes no comportamento depressivo-simile associadas ao modelo de lesao

por pressao em camundongos submetidos ao teste de suspensdo da cauda.
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Os animais foram submetidos a inducdo da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e avaliados com 1 e 5 dias de tratamento pelo teste
comportamental de suspensdo de cauda. Cada coluna representa a significancia = SEM (n=9-10
animais/grupo). ¥*P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.0001 e #P<0.05 quando comparado ao grupo 5 DT SHAM,
de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes:
ALA — acido alfa-lipoico; DT — Dia (s) de tratamento.

Em relagdo ao teste de borrifagem de sacarose (Figura 18) foi observado que na
laténcia para o grooming houve um efeito significante no “tempo” [F (1, 84) = 34,15;
P<0,0001] e “tratamento” [F (4, 84) = 8,437; P<0,0001], mas ndo houve uma interagdo entre
os fatores segundo ANOVA. O post hoc mostrou que o grupo SHAM no dia 5 de tratamento
obteve um aumento na laténcia para inicio do grooming (Figura 18 A) quando comparado ao
controle (P=0,0451) e dos tratamentos somente o grupo Creme ALA (P = 0,0207) minimizou
esse efeito nesse periodo de tratamento, enquanto os outros tratamentos do dia 5 ndo foram
capazes de mitigar esse efeito. Vale destacar que no dia 1 de tratamento o grupo SHAM
também apresentou um aumento na laténcia para inicio do grooming quando comparado ao
controle (P=0,0410) e somente o grupo Creme ALA (P= 0,0058) foi capaz de minimizar esse

efeito, nenhuma diferenca significativa foi observada entre os outros tratamentos desse
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periodo.

No parametro frequéncia do grooming (Figura 18B), a analise mostrou que houve
efeito significante no fator “tratamento” [F (4, 86) = 18,95; P<0,0001], mas sem efeito
significante no fator “tempo” e sem interacio entre os fatores segundo ANOVA. A analise do
post hoc mostrou que os animais do grupo SHAM no dia 5 de tratamento tiveram uma redugéo
na frequéncia do grooming quando comparado ao grupo controle do mesmo periodo
(P<0,0001), enquanto os tratamentos do dia 5 de Hidrogel com alginato, Creme base ¢ Creme
ALA foram capazes de reduzir significativamente esse efeito (P <0,0001). Vale ressaltar que
também no dia 1 de tratamento o grupo SHAM apresentou redugdo desse parametro quando
comparado ao grupo controle (P= 0,0003) e os tratamentos de Hidrogel com alginato (P=
0,0070), Creme base (P= 0,0030) ¢ Creme ALA (P= 0,0068) foram capazes de reduzir esse
efeito com apenas 1 dia de tratamento.

Por outro lado, na avaliacdo do tempo total de grooming (Figura 18C) foi
observado efeito significante no “tempo” [F (1, 85) =33,29; P<0,0001] e no “tratamento” [F
(4, 85) = 29,13, P<0,0001], assim como interagdo estatisticamente significante entre esses
fatores [F (4, 85) = 8,886; P<0,0001] segundo ANOVA. Neste teste, o post hoc mostrou que
o grupo SHAM no dia 05 de tratamento apresentou uma reducdo do tempo de grooming
quando comparado ao controle (P= 0,0219) e todos os tratamentos no dia 5 (P< <0,0001)
foram capazes de reduzir esse efeito. Além disso, no dia 1 de tratamento o grupo SHAM
também apresentou reducdo desse pardmetro quando comparado ao grupo controle (P=0,0002)
¢ novamente todos os tratamentos (P< <0,0001) foram capazes de reduzir esse efeito com

apenas | dia de tratamento.
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Os animais foram submetidos a indugdo da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e avaliados com 1 e 5 dias de tratamento pelo teste
comportamental de borrifagem de sacarose. Foram avaliados a laténcia para grooming (A), nimero de
grooming (B) e tempo total de grooming (C) Cada coluna representa a significancia + SEM (n=9-10
animais/grupo). *P<0.05; ***P<0.001, ****P<0.0001, #P<0.05 quando comparado ao grupo 5 DT SHAM
e &P<0.05 quando comparado ao grupo 1 DT SHAM de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de
Turkey para miltiplas comparagdes. Abreviagdes: ALA — 4cido alfa-lipdico; DT — Dia (s) de tratamento.

Ratificando os dados apresentados nos testes anteriores, a analise no teste de
interagdo social (Figura 19) evidenciou um efeito significante no “tratamento” [F (4, 88) =
23,06; P<0,0001] e interagdo estatisticamente significante entre os fatores “tempo” e
“tratamento” [F (4, 88) = 7,029; P<0,0001] segundo ANOVA. O post hoc mostrou que os
animais do grupo SHAM no dia 5 de tratamento reduziram a interacdo social quando
comparado ao mesmo grupo SHAM (P= 0,0048) do dia 1 de tratamento e ao controle
(P<0,0001) no dia 5 de tratamento, enquanto os demais tratamentos no dia 5 foram capazes
de minimizar significativamente esse efeito (P < 0,0001). Houve também uma redug¢ao desse
parametro no dia 1 de tratamento quando comparado o grupo SHAM ao controle (P=0,0462),
mas quanto aos tratamentos, ndo houve diferenca significativa entre eles e também nao foram

capazes de minimizar esse efeito com 1 dia de tratamento.



59

Figura 19 — Alteragdes no comportamento depressivo-simile associadas ao modelo de lesao

por pressdao em camundongos submetidos ao teste de interagao social.
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Os animais foram submetidos a indugao da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e avaliados com 1 e 5 dias de tratamento pelo teste
comportamental de interacdo social. Cada coluna representa a significAncia + SEM (n=9-10 animais/grupo).
*P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 e #P<0.05 quando comparado ao grupo 5 DT SHAM, de acordo com
two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ALA — acido alfa-
lipéico; DT — Dia (s) de tratamento.

5.2 Efeitos sobre o peso corporal

A analise da variacdo de peso revelou que a inducdo da lesdo por pressdo leva a
reducdo do peso dos animais [F=0,2488 (4, 45); P<0,0001] segundo ANOVA. O teste post hoc
revelou que o grupo controle apresentou uma menor redugdo de peso em relagdo aos grupos

SHAM, hidrogel com alginato, Creme base e Creme ALA (P<0,0001).
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Figura 20 — Efeitos da indugdo do modelo de lesdo por pressdo sobre o peso corporal de

camundongos.
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Os animais foram submetidos a inducdo da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e no primeiro dia de protocolo e com 5 dias de
tratamento foram pesados e a diferenca entre os pesos obtidos foi calculada. Cada coluna representa a
significancia £ SEM (n=8-10 animais/grupo). ****P<0.0001 quando comparado ao controle, de acordo com
one-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ALA — acido alfa-
lipodico.

5.3 Efeitos da lesdo por pressio em parimetros inflamatorios neurais, plasmatico e

tegumentares

Para avaliar o efeito da lesdo por pressdo e dos tratamento topicos adotados no
estudo foram mensurados marcadores inflamatérios MPO em cortex pré-frontal, hipocampo,

plasma e pele dos animais e concentracdo de TNF-a nas lesdes/area de cicatriz.

5.3.1 Atividade de Mieloperoxidase

5.3.1.1 Efeitos da lesdo por pressdo sobre a atividade de mieloperoxidase em areas cerebrais

Na avalia¢do da atividade de mieloperoxidase no cortex pré-frontal (Figura 21A)
foi evidenciado um efeito significativo no “tempo” [F (1, 86) = 14,91; P=0,0002] e
“tratamento” [F (4, 86) = 3,462; P=0,0113], porém nenhuma interacdo foi observada entre
esses fatores segundo ANOVA. Na analise do post hoc foi evidenciado que houve aumento da
atividade de mieloperoxidase do grupo SHAM no dia 5 de tratamento quando comparado ao

mesmo grupo no dia 1 de tratamento (P=0,0274), mas ndo houve diferenga quando comparado
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ao controle do dia 5 de tratamento, enquanto os tratamentos de Hidrogel com alginato
(P=0,0076), Creme ALA (P=0,0074) ¢ Creme base (P= 0,0039) do dia 5 de tratamento foram
capazes de reduzir os efeitos observados no grupo SHAM. Nio houve diferenca significativa
entre os tratamentos do dia 1.

J& na andlise da atividade de mieloperoxidase no hipocampo (Figura 21B),
observou-se um efeito significativo no “tempo” [F (1, 86) = 67,66; P<0,0001], “tratamento”
[F (4, 86) = 19,68; P<0,0001] e uma interagdo significativa entre esses fatores [F (4, 86) =
11,54; P<0,0001] segundo ANOVA. O post hoc evidenciou que os animais do grupo SHAM
do dia 5 de tratamento também tiveram o aumento da atividade enzimatica nessa area cerebral
quando comparado ao SHAM (P< <0,0001) do dia 1 de tratamento e ao controle (P<0,0001)
do dia 5 de tratamento. Além disso, todos os demais tratamentos do dia 5 foram capazes de
minimizar os efeitos associados ao grupo SHAM (P<<0,0001) nessa area cerebral. Ademais,
também foi visto um aumento desse parametro no dia 1 de tratamento quando comparado o
grupo SHAM ao controle (P=0,0386), mas ndo houve resposta significativa entre os

tratamentos desse periodo.

Figura 21 — Alteracdes na atividade de mieloperoxidase em cortex pré-frontal e hipocampo

de camundongos do modelo de lesdo por pressao.
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Os animais foram submetidos a indugao da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e avaliados com 1 e 5 dias de tratamento foram
eutanasiados e tiveram o cortex pré-frontal (A) e hipocampo (B) dissecados. Cada coluna representa a
significancia + SEM (n=9-10 animais/grupo). *P<0.05, ****P<(0.0001 e #P<0.05 quando comparado ao
grupo 5 DT SHAM, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas
comparagdes. Abreviagdes: ALA — acido alfa-lipdico; DT — Dia (s) de tratamento.

5.3.1.2 Efeitos da lesdo por pressdo sobre a atividade de mieloperoxidase no plasma

No que concerne a avaliacdo da atividade da mieloperoxidase no plasma (Figura
22), a analise evidenciou um efeito significante no “tempo” [F (1, 83) = 4,629; P=0,0343],
“tratamento” [F (4, 83) = 75,44; P<0,0001] e na interacdo estatisticamente significante entre
esses fatores [F (4, 83) = 40,67; P<0,0001] segundo ANOVA. Ja o post hoc demonstrou que
o grupo SHAM no dia 5 de tratamento teve um aumento da atividade enzimatica no plasma
quando comparado ao grupo SHAM no primeiro dia de tratamento (P<<0,0001) e ao controle
(P<0,0001) no dia 5 de tratamento. Além disso, todos os demais tratamentos do dia 5 foram
capazes de reduzir os efeitos associados ao grupo SHAM (P<<0,0001) do dia 5. Vale ressaltar,
foi observado um aumento da atividade de MPO quando comparado o grupo SHAM ao
controle do dia 1 de tratamento (P <0,0001), mas nesse periodo nenhum dos tratamentos niao

foram capazes de minimizar esse efeito e ndo houve diferenga significativa entre os mesmos.
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Figura 22 — Alteragdes na atividade de mieloperoxidase no plasma de camundongos do

modelo de lesdo por pressdo.
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Os animais foram submetidos a inducdo da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e avaliados com 1 e 5 dias de tratamento foram
eutanasiados e tiveram o plasma coletado. Cada coluna representa a significdncia + SEM (n=9-10
animais/grupo). ****P<(0.0001 e #P<0.05 quando comparado ao grupo 5 DT SHAM, de acordo com two-
way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ALA — acido alfa-
lipéico; DT — Dia (s) de tratamento.

5.3.1.3 Efeitos da lesdo por pressdo sobre a atividade de mieloperoxidase nas feridas

A avaliag@o da atividade da mieloperoxidase nas feridas (Figura 23), mostrou um
efeito significante no “tempo” [F (1, 85) = 14,93; P=0,0002] e “tratamento” [F (4, 85) =28,44;
P<0,0001], porém nenhuma interagdo foi observada entre esses fatores segundo ANOVA. O
post hoc evidenciou o aumento da atividade dessa enzima quando comparado o grupo SHAM
ao controle (P<0,0001) no dia 5 de tratamento, ¢ somente o tratamento com creme ALA no
dia 5 foi capaz de reduzir os efeitos associados ao SHAM (P< <0,0001), vale ressaltar que
também foi visto que o creme ALA reduziu de forma expressiva a atividade de MPO quando
comparado ao Creme base (P= 0,0059) do mesmo periodo de tratamento. Além disso ¢é
possivel observar que houve um aumento da atividade dessa enzima quando comparado o
grupo SHAM e ao controle ja no dia 1 de tratamento (P <0,0001), mas os tratamentos desse

periodo ndo foram capazes de mitigar os efeitos causados pelo SHAM.
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Figura 23 — Alteragdes na atividade de mieloperoxidase nas areas de feridas de camundongos

do modelo de lesdo por pressao.
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Os animais foram submetidos a indugao da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e avaliados com 1 e 5 dias de tratamento foram
eutanasiados e tiveram a 4rea da ferida coletada. Cada coluna representa a significancia + SEM (n=9-10
animais/grupo). **P<0.01 e ****P<0.0001, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey
para multiplas comparacgdes. Abreviagdes: ALA — 4cido alfa-lipdico; DT — Dia (s) de tratamento.

5.4 Concentracio de TNF-a
5.4.1. Efeitos da lesdo por pressido sobre a concentracdo de TNF-a na lesdo

Com relagdo a quantificagdo de TNF-o nas areas de feridas (Figura 24) foi
evidenciado que a indug¢do da lesdo por pressdo causa um aumento significativo nas
concentragdes dessa citocina [F=36,50; P<0,0001] segundo ANOVA. O post hoc mostrou que
os animais do grupo SHAM apresentam um aumento de TNF-a quando comparado a todos os
grupos: controle, hidrogel com alginato, Creme Base ¢ Creme ALA (P<0,0001). Vale destacar
que o grupo ALA demonstrou uma menor concentracdo de TNF-o quando comparado ao

Creme base (P=0,0108).
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Figura 24 — Alteragdes nas concentragdes de TNF- o nas areas de feridas de camundongos do

modelo de lesdo por pressdo.
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Os animais foram submetidos a indugdo da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo
os animais foram submetidos aos esquemas de tratamento, foram eutanasiados e tiveram a area da ferida
coletada. Cada coluna representa a significancia = SEM (n=7-8 animais/grupo). *P<0.05, ****P<0.0001 e
#P<0.05 quando comparado ao SHAM, de acordo com one-way ANOVA seguido do teste de Turkey para
multiplas comparagdes. Abreviagdes: ALA — acido alfa-lipdico.

5.5 Efeitos sobre o processo cicatricial

Para avaliar o efeito da lesdo por pressdo e dos tratamentos topicos com creme ALA,
creme base e hidrogel com alginato sobre o processo cicatricial, foram quantificados parametros
macroscopicos (drea e porcentagem de contracdo da ferida) e parametros histopatologicos

(infiltrado inflamatorio, fibrose e proliferacdo vascular).

5.5.1. Efeitos da lesdo por pressdo e dos tratamentos topicos sobre a drea e

porcentagem de contracdo da ferida

No que se refere a avaliag@o da area da lesdo (Figura 25), a andlise evidenciou um
efeito significante no “tempo” [F (1, 188) = 97,66; P<0,0001] e “tratamento” [F (4, 188) =
441,1; P<0,0001], assim como interacdo estatisticamente significante entre esses fatores [F (4,
188) = 10,76; P<0,0001] segundo ANOVA. O post hoc mostrou que o tamanho da area da
ferida com 1 dia de tratamento foi muito homogénea, sem diferengas significativas entre os
tratamentos. Ja no dia 5 de tratamento o Creme ALA mostrou o melhor desempenho na

reduc¢do dé area de ferida em relagdo ao SHAM (P<<0,0001), assim como quando comparado
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ao Hidrogel com alginato (P<0,0001) e ao Creme base (P< <0,0001), ¢ ndo houve diferenga

significativa entre os outros tratamentos ¢ 0 SHAM.

Figura 25 — Efeito dos tratamentos sobre a area da ferida (cm2) no modelo experimental de

lesdo por pressao.
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Os animais foram submetidos a indugao da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e depois tiveram a area da ferida fotografada. Cada
coluna representa a significancia = SEM (n=18-20 feridas/grupo). ****P<0.0001, de acordo com two-way
ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviacdes: ALA — 4cido alfa-lipdico;
DT — Dia (s) de tratamento.

Jé& sobre a porcentagem de contragdo da ferida (Figura 26), também foi verificado
um efeito significante no “tempo” [F (1, 148) = 649,4; P<0,0001] ¢ “tratamento” [F (3, 148) =
38,09; P<0,0001], assim como interagdo estatisticamente significante entre esses fatores [F (3,
148) = 38,09; P<0,0001] segundo ANOVA. O post hoc mostrou que o grupo Creme ALA
mostrou melhor desempenho na contrac¢do da ferida quando comparado ao grupo SHAM (P<
<0,0001), os outros dois tratamentos, hidrogel com alginato ¢ Creme base, também

apresentaram um bom percentual de redugdo quando comparado ao grupo SHAM (P<<0,0001).
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Figura 26 — Efeito dos tratamentos sobre a porcentagem de contragdo da ferida no modelo

experimental de lesdo por pressdo.
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Os animais foram submetidos a inducdo da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e depois tiveram a area da ferida fotografada. Cada
coluna representa a significancia + SEM (n=18-20 feridas/grupo). ****P<0.0001 quando comparado ao ALA
e #P<0,0001 quando comparado ao SHAM, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey
para multiplas comparacgdes. Abreviagdes: ALA — 4cido alfa-lipdico; DT — Dia (s) de tratamento.
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Figura 27 — Fotografias do efeito dos tratamentos sobre a cicatrizacdo em diferentes dias no

modelo experimental de lesdo por pressao.
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Os animais foram submetidos a indug¢do da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento e depois tiveram a area da ferida fotografada. DT —
Dia de Tratamento.
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5.5.2. Efeitos da lesdo por pressdo e dos tratamentos topicos sobre os pardmetros

histopatologicos

No tocante a avaliag@o histopatologica da lesdo no aspecto de quantificacdo de
infiltrado inflamatorio (Figura 28A) foi evidenciado que a indugdo da lesdo por pressdo causa
um aumento significativo nesse parametro [F= 63,98; P<0,0001] segundo ANOVA. O post hoc
mostrou que os animais do grupo SHAM do dia 5 de tratamento apresenta um aumento do score
quando comparado ao SHAM de 1 dia de tratamento (P<0,0001) e ao controle (P<0,0001) no
dia 5 de tratamento. Vale apontar que o creme ALA foi o Ginico tratamento capaz de reduzir esse
efeito apos 5 dias de tratamento (P=0,0121), ainda sobre as diferencas significativas entre os
tratamentos, foi observado que o creme ALA demonstrou reducdo significativa quando
comparado ao creme base (P=0,0025), ndo houve outras diferencgas significativas no tratamento
de 5 dias.

Ja na avaliagdo do escore de proliferagdo vascular (figura 28B), foi visto que apos
5 dias de tratamento apenas o creme ALA foi capaz de estimular a proliferacdo vascular quando
comparado ao grupo SHAM (P=0,0121), e quanto as diferencas entre os tratamentos, o creme
ALA comparado ao creme base (P= 0,0002) e ao Hidrogel com Alginato (P=. <0,0001)
apresentou um maior score de proliferagdo vascular. Na analise da fibrose (figura 28C) ndo

houve diferenga significativa entre os grupos.

Figura 28 — Efeito dos tratamentos sobre os scores histopatologicos de feridas no modelo

experimental de lesdo por pressdo.
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Os animais foram submetidos a indugdo da lesdo por pressdo do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento, foram eutanasiados e tiveram a 4rea da ferida
coletada para andlise do score inflamatorio (A), proliferacdo vascular (B) e fibrose (C). Cada coluna
representa a significancia £+ SEM (n=8-10 feridas/grupo). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 e ****P<0.0001,
de acordo com one-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ALA
— acido alfa-lipoico; DT — Dia (s) de tratamento.

Sobre a visualizagdo das laminas foi possivel observar que a pele integra (figura
29A) apresenta estruturas e quantificacdo de células de forma basal, sem alteragdes
inflamatoérias, j4 o SHAM (figura 29B) predomina uma infiltrado de neutr6filos com baixo
escore de crescimento vascular; a lesdo tratada com hidrogel com alginato (figura 29C) e a lesao
tratada com o creme base (figura 29D) apresentam mesmo perfil de inflamagao, também com
presenga de neutrofilos e uma baixa angiogénese semelhante ao do grupo SHAM. O melhor
resultado foi encontrado nos scores do creme ALA ( figura 29E), onde foi visto uma diminuigdo
da contagem de neutréfilos quando comparado ao grupo SHAM e um aumento de angiogénese.
Quanto a fibrose ndo possivel observar nenhuma diferenca entre os grupos, isso poderia ser

explicado ao tratamento curto, onde ndo foi possivel uma epitelizagao total das lesdo.
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Figura 29 — Fotomicrografias representativas de cortes histoldgicos da ferida de camundongos
submetidos ao modelo de lesdo por pressdo e seus tratamentos.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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Os animais foram submetidos a indugdo da lesdo por pressao do 1° ao 4° dia. Do 5° ao 9° dia do protocolo os
animais foram submetidos aos esquemas de tratamento. Pele integra dos animais que nao tiveram a indugdo
dalesdo (A), animal com lesdo sem tratamento (B), lesdo tratada com hidrogel com alginato (C), les@o tratada
com o creme base (D) e lesdo tratada com o creme ALA (E). Hematoxilina & Eosina — 80x e 800x. Todas as
laminas sdo de animais com 5 dias de tratamento.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo ¢ o primeiro a investigar o efeito cicatrizante do ALA tdépico
em creme no modelo animal de lesdo por pressdo, assim como a influéncia desse modelo e
seus tratamentos topicos sobre as alteragdes comportamentais ¢ neuroquimicas em
camundongos. Vale destacar, que os aspectos cicatriciais aqui examinados buscam
evidéncias relacionadas a achados clinicos, proporcionando assim suporte cientifico para
perspectivas de um novo tratamento topico das LP.

A LP sem tratamento foi capaz de comprometer a atividade locomotora e
exploratoria, induziu ao comportamento depressivo-simile, influenciou a variacao de peso
e alterou os parametros inflamatdrios nas areas cerebrais, plasma e area de ferida dos
camundongos. E quanto aos aspectos da cicatrizacdo, o creme ALA, dentre os tratamentos,
foi o que apresentou melhor desempenho nos parametros avaliados, além desse efeito
cicatrizante, também foi possivel perceber a mitigacdo do comportamento depressivo
desses animais.

Diversos estudos tém mostrado a coexisténcia do prejuizo clinico da saide mental
¢ a presenca das condi¢des cronicas, o que representa um grande desafio no cuidado em satde,
onde as condigdes fisicas cronicas impdem uma carga muito alta de estresse aos individuos que
convivem com essas circunstancias, mostrando que essa relagdo predispde uma forte associagido
com o risco de desenvolvimento de quadros depressivos (MOUSSAVI et al., 2007; PARK et al.,
2017; LOTFALIANY et al., 2018; SENRA; MCPHERSON, 2021).

Mesmo com o avango nas pesquisas que buscam entender a relagdo de depressao ¢
as condi¢des cronicas ainda ha uma escassez de evidéncias de quais seriam os fatores que
mediam essa associagdo bidirecional. Contudo, tem se visto que a desregulacdo imunologica
tem um grande potencial entre essa relagdo, envolvendo, principalmente, os niveis aumentados
da circulagdo de citocinas pro-inflamatdrias, como IL-6 ¢ TNF-a (HODES et al., 2015;
WOHLEB et al., 2016).

Apesar de a LP ainda ndo ter sido desenhada como um modelo robusto de inducao
da depressdo, estudo conduzido com esse modelo demonstrou a ocorréncia de caracteristicas
comportamentais e fisiopatoldgicas encontradas na clinica da depressao (AQUINO et al., 2021).
O modelo adotado nesta pesquisa assemelha-se com os estudos que trabalham com eventos
estressores (HENN; VOLLMAYR, 2005; WILLNER et al., 1987) e esses eventos cursam com

alteragdes no sistema imunoldgico periférico e central, ocasionando uma hiperativagdo de
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citocinas pro-inflamatorias, fendmeno que estd associado aos transtornos de humor
(CAPURON; MILLER, 2011; MAES et al., 2011; BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 2020).

Destaca-se assim a importancia de se investigar a LP e seus tratamentos topicos na
busca de sua relagdo com a depressdo, pois a LP possui caracteristicas de impor um estresse
recorrente, podendo levar meses até a sua cicatrizagdo (NAN et al., 2012). Na intengdo de
investigar o papel cicatrizante do ALA, atualmente, ja esta sendo descrito que além de suas
propriedades antioxidantes unicas, ele também demonstrou repetidamente possuir efeitos
inibitorios sobre marcadores inflamatérios em humanos e animais (MOURA et al., 2015;
WANG et al., 2016; TIBULLO et al., 2017), se tornando assim uma perspectiva de tratamento
topico futuro. Diante do exposto, testes comportamentais, neuroquimicos € pardmetros
cicatriciais foram sucedidos para identificacdo dos efeitos do modelo de LP e seus tratamentos
em animais.

Ja esta bem descrito na literatura que a depressdo possui perfis clinicos diferentes
e, portanto, provavelmente tem fisiopatologias diferentes, contudo existe um grupo de sintomas
altamente presente e nocivo nesses quadro clinicos, os distirbios psicomotores. Esses disturbios
sdo tipicamente classificados como um retardo psicomotor, isto €, desaceleracdo ou reducéo
dos movimentos fisicos (SOBIN; SACKEIM, 1997; AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013). Dentre as manifestagdes clinicas podemos observar a desaceleragdo
envolvendo a marcha e processos mentais, movimentos faciais, fala, gestos e comprometimento
do motor fino (AN et al., 2019).

O retardo psicomotor representa um importante sintoma do transtorno de depressao,
estando incluido na maioria das classificagdes diagndsticas e apresentando significado
prognostico e fisiopatologico (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013;
SHANKMAN; MITTAL; WALTHER, 2020; ROBIN et al., 2019). Sobre a base neural dos
distarbios psicomotores na depressdo ainda se tem muitos mecanismos desconhecidos, mas ja
sabe-se que existe uma ligagdo com as alteragdes das vias motoras presentes na substancia
branca (BRACHT et al., 2012; WALTHER et al., 2012) ¢ os estados hipodopaminérgicos na
regido frontoestriatal (AUSTIN et al., 2000; THOMAS-OLLIVIER et al., 2017).

Corroborando essa ideia, no presente estudo foi investigado a atividade locomotora
e exploratoria dos animais, onde realizou-se o teste do campo aberto e os nossos achados
apontam que a LP sem tratamento provocou reducdo da atividade locomotora no teste de campo
aberto, comportamento reportado em estudos recentes de diferentes modelos animais de

depressdo (SILVA et al., 2013; FAN et al., 2018; HU et al., 2020).



75

Além disso, foi observado que os tratamentos com o creme ALA, creme base e
hidrogel com alginato, com 5 dias de tratamento, foram capazes de minimizar esse efeito,
confirmando dados que mostram que o tratamento de lesdes periféricas melhoram o
desempenho psicomotor dos animais, sugerindo que a melhora do quadro inflamatério ¢ a
remissdao dos quadros algicos tenham papel nessa regulacdo (LIDDELOW; BARRES, 2017;
JIAN et al., 2019; LAUMET et al., 2020). Assim, foi possivel entender que os tratamentos
topicos aqui estabelecidos para a LP, sdo importantes na redu¢do do impacto no retardo
psicomotor imposto pela LP ndo tratada.

Em concordéncia, visto que a alteracdo psicomotora tem sido considerada um
sintoma cardinal da depressdo, estudos que avaliaram pacientes com transtornos depressivos,
demostram que esses pacientes possuem uma diminuicao da atividade motora e que esses niveis
melhoram/aumentam no decorrer do tratamento clinico (KRANE-GARTISER et al., 2015;
PEIS et al., 2020). Ainda sobre as alteragdes psicomotoras, agora relacionado a pratica de
atividade fisica, foi visto que a depressao tem influéncia negativa sobre esse aspecto, validando
a presenca dos sintomas depressivos e a ndo realizagdo ou diminuig¢do de exercicios, fato que
ainda pode ser exacerbado na presenga de situacdes cronicas, como uma lesdo cronica
(KRUGER et al., 2014).

Além disso, a literatura aponta que as citocinas podem ser um fator mediador da
atividade motora alterada em certas condi¢des psiquiatricas (CARVALHO et al., 2014). O
mecanismo pelo qual as citocinas poderiam influenciar a atividade motora se daria por meio de
alteragOes na atividade neural e no metabolismo da dopamina nos ganglios da base (FELGER;
TREADWAY, 2017a), correlacionando a coexisténcia do retardo psicomotor ¢ a presenga de
um perfil inflamatorio periférico observados em pacientes ambulatoriais com depressdao
(GOLDSMITH et al., 2016).

Com o intuito de investigar a atividade ansiolitica/ansiogénica, foi avaliado, no teste
de campo aberto, o nimero de rearing e grooming, parametros que ndo demonstraram
diferengas significativas entre os grupos.

Entretanto, o pardmetro de tempo gasto no centro, um traco comportamental que
geralmente se observa através de uma preferéncia do animal em permanecer proximo as paredes
do aparato e evita o quadrante central, de modo que o comportamento relacionado a ansiedade
pode ser medido pelo grau em que os animais evitam o centro. Assim, o aumento da atividade
central indica alto comportamento exploratorio e baixos niveis de ansiedade (ZORKINA et al.,

2019).
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Os resultados encontrados deste pardmetro mostram um aumento no tempo de
permanéncia no centro do aparato daqueles animais que ndo tiveram a lesdo tratada, revelando
um aumento do comportamento exploratério dos animais e uma atividade ndo ansiogénica da
LP. Sabemos que os transtornos depressivos e a ansiedade sdo altamente comorbidos
(ZBOZINEK et al., 2012), mas contestando essa afirmagdo e corroborando com o resultado
encontrado no presente estudo, foi visto que eventos estressores que delimitam um
comportamento depressivo, nem sempre estardo associados ao comportamento ansioso (SHU
et al., 2015), isso pode ser explicado devido ao fato de multifatoriedade da fisiopatologia das
doengas psiquicas.

Para avaliacdo do potencial efeito depressivo de uma LP ndo tratada foram
conduzidos os testes de suspensao da cauda, borrifagem de sacarose ¢ interagdo social. O teste
de suspensdo de cauda baseia-se no fato de que, quando suspensos, camundongos apresentam
um padrdo temporal de movimentacdo para escapar seguido de imobilidade, sendo esse um dos
testes relevantes para determinacdo do screening do comportamento semelhante a depressao. O
aumento do tempo de imobilidade nesse teste sugere um comportamento depressivo. Uma
variedade de transtornos neuropsiquiatricos, incluindo depressdo, sdo caracterizados por
perturbagdes nesse comportamento (STERU et al., 1985; CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT,
2005; LIU et al., 2018).

Concordando com essa ideia, estudos que utilizaram modelos de estresse,
demostram que os animais que apresentam um comportamento depressivo-simile exibem um
aumento no tempo de imobilidade durante esse teste (AUTRY et al., 2009; YANG et al., 2016;
ZHAO et al., 2018). De modo semelhante, o grupo lesdo sem tratamento apresentou aumento
do tempo de imobilidade no teste de suspensdo de cauda quando comparado com o grupo
controle, ressaltando que todos os tratamentos de 5 dias foram capazes de minimizar esse efeito,
reforcando mais uma vez que a implementagdo de um tratamento adequado da LP é primordial
na redugdo das repercussdoes comportamentais relacionadas ao comportamento depressivo.

Sabemos que os eventos de vida estressantes ja estdo sendo legitimados e
pesquisados como forte mecanismo de depressdo, apesar de que as vias que sdo interligadas
com essas duas condi¢des ainda ndo sdo bem compreendidas. Mas, sabe-se que o elo entre
estresse e depressdo ndo ¢ unidirecional, estatico e nem tampouco simples. Trata-se de uma
condi¢do mediada por diversas vias como a desregulagdo do eixo HHA, alteragdo de estruturas
cerebrais, hiperativagdo simpatica e outros (HAMMEN, 2015).

Contudo, acreditamos que o efeito antidepressivo indireto, pois trata-se de uma
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terapéutica topica, aqui exibido esteja, em parte, associado aos efeitos anti-inflamatérios dos
tratamentos (KOPSCHINA FELTES et al., 2017), especialmente, ao tratamento topico com
creme ALA (YILDIRIM BAS et al., 2017), tendo em vista seu desempenho superior na reducio
da imobilidade. Além disso, estudos clinicos com pacientes hospitalizados mostram que a dor
¢ um sintoma fortemente associado as LP e que a cicatrizacdo da lesdo tem grande influéncia
na resolucdo do sofrimento psiquico e dos quadros depressivos relacionados ao estresse causado
nesse cenario de uma lesdo bastante dolorosa (BRIGGS et al., 2013; KIM et al., 2019).

Além dos sintomas ja abordados relacionados ao humor deprimido, um outro
importante sintoma que faz parte do escopo sintomatoldgico da depressdo ¢ o déficit no
autocuidado, pois tem impactos negativos no manejo e progndstico do paciente com depressdo
por estar ligado a maior risco a satide e menor resposta terapéutica pela quebra de vinculo
continua entre o paciente e seus prestadores de cuidado em satde. Esse fato ocorre
provavelmente pela ado¢do de comportamentos que ndo colaboram com tratamento, como a
falha na adesdo ao plano terapéutico (SHIN et al., 2017; PILKINGTON; WIELAND, 2020).

Para investigar dificuldades no autocuidado foi realizado o teste de borrifagem de
sacarose, amplamente utilizado para avaliar esses tipo de sintoma em modelos animais de
depressdo (VIEIRA et al., 2020; WANG et al., 2018).

De acordo com este teste, a lesdo sem tratamento promoveu um comportamento
semelhante ao déficit de autocuidado associado ao aumento da laténcia para inicio do grooming,
diminui¢do do tempo e a frequéncia de grooming. Esses dados corroboram estudos relacionados
ao estresse que apontam comportamentos semelhantes em modelos animais de depressdo
(MENARD et al., 2017; FRISBEE et al., 2015; RINCON-CORTES; GRACE, 2020).
Refor¢cando que o déficit motivacional relacionado a dificuldade com o autocuidado esta
presente em animais de modelo depressivo, estudo que utilizou outro tipo de estressor,
separag¢do materna, evidenciou também esse prejuizo no autocuidado nos animais do modelo
(SADEGHTI; PEERI; HOSSEINI, 2016).

Esse achado, além de ratificar o resultado obtido no teste de suspensdo da cauda,
esta relacionado com o aspecto translacional do estudo, pois quando uma pesquisa avaliou a
relagdo de feridas cronicas ¢ o desenvolvimento de quadros neuropsiquiatricos, foi visto que
pacientes que possuem uma lesao por pressdo tendem a apresentar desde quadros leves a graves
de depressdo e esses episddios estdo relacionados a percepgdo da perda do interesse nas
atividades cotidianas e ao autocuidado prejudicado desses pacientes (SANTO et al., 2013).

Foi observado que somente o creme ALA reduziu o efeito da lesdo por pressao sem
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tratamento sobre a laténcia para grooming, enquanto todos os tratamentos, foram efetivos em
aumentar o tempo ¢ a frequéncia de grooming. Esse dado mostra que o tratamento topico com
o creme ALA possui importante efeito antidepressivo indireto ao mitigar o comportamento
semelhante ao déficit de autocuidado provocado pela LP. Essa agdo possivelmente esta
associada a a¢@o anti-inflamatoria do ALA ja que a inflamag@o tem recebido crescente atencao
no processamento de motivagdo na depressdo tanto pré-clinicamente quanto clinicamente
(MILLER; RAISON, 2016; FELGER; TREADWAY, 2017b; LEE et al., 2018; COSTI et al.,
2021).

Reforgando os achados de déficits motivacionais encontrados, foi visto em um
estudo que utilizou um método de recompensa monetaria, a demonstracdo de evidéncias da
diminuigdo da disposi¢do de fazer esfor¢os por recompensas entre individuos com depressido
(YANG et al., 2014), reforcando a ideia de que o déficit motivacional ¢ um sintoma
caracteristico do transtorno depressivo.

O comprometimento da sociabilidade ¢ outro elemento que destaca-se e tem
influéncia direta na qualidade de vida de pacientes com depressdo, pois esta associado a um
importante prejuizo de interagdo com os pares e largamente tem sido observado como sintoma
dos distarbios depressivos (KUPFERBERG; BICKS; HASLER, 2016; KOMORI;
MAKINODAN; KISHIMOTO, 2019). Baseado neste fato, foi conduzido o teste de interagdo
social que pode ser facilmente medido em camundongos usando o teste do paradigma das trés
camaras, conhecido como teste de sociabilidade e preferéncia por novidade social (CRAWLEY,
2004; CRAWLEY et al., 2007).

Este teste ¢ um dos mais relevantes para déficits sociais em modelos animais e, por
isso, foi utilizado como ferramenta de estudo para elucidacdo do efeito dos tratamentos topicos
com o creme ALA, creme base e hidrogel com alginato sobre o comportamento social de
animais submetidos ao modelo experimental de les@o por pressao.

Este teste € baseado na exploracdo espontanea pelo animal de qualquer uma das trés
camaras da caixa, incluindo o contato indireto com um animal estranho ao seu convivio. Os
animais que passam menos tempo interagindo com o outro camundongo estranho sdo
considerados animais com comportamento semelhante ao da depressdo (BERGER et al., 2019;
JAEHNE etal., 2015). Neste teste, a lesdo sem tratamento causou um déficit no comportamento
social, corroborando dados ja existentes na literatura (INIGUEZ et al., 2014; FORBES et al.,
2020; DANIELS et al., 2021).

Além dos resultados observados em animais que ndo tiveram sua lesdo tratada,
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observou-se também que todos os tratamentos propostos minimizam o déficit social provocado
pelo modelo de LP, além do que foi visto que existe um aumento desse déficit relacionado ao
tempo em que essa lesdo ndo recebe tratamento, traduzido como uma piora dos sintomas. Esse
achado corrobora os outros pardmetros do estudo que apontam o efeito antidepressivo indireto
do tratamento topico com creme ALA, assim como os outros tratamentos possuem uma reposta
positiva na redugdo desses efeitos.

Corroborando com os achados acima, um estudo clinico realizado com 50 pacientes
com lesdo medular e lesdo por pressao que foram avaliados através do Inventario de Depressdo
de Beck, demonstrou que 14 (28%) tiveram depressao leve a moderada. Além disso verificou-
se que que 48 (96%) pacientes apresentaram como sintoma de depressao a distor¢do da imagem
corporal; 48 (96%), ideia suicida; 31 (62%), autodepreciacdo; 30 (60%), retragdo social ¢ falta
de satisfagdo; 24 (48%), demonstrando as alteragdes presentes em pacientes com LP
(ALMEIDA et al., 2013). Diante disso, um tratamento topico efetivo para a cicatrizagdo de LP
poderia representar uma melhora em quadros depressivos associados a lesdes de pele.

Além das altera¢cdes comportamentais, investigou-se o efeito do modelo ¢ dos
tratamentos sobre o peso dos animais. Pois ja foi visto que em situagdes de estresse ocorre uma
redu¢do do ganho de peso relacionado com os sintomas da depressio (STERNER;
KALYNCHUK, 2010), sendo um sintoma considerado para a classificacdo diagnostica
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Com isso as pesquisas ja mostraram que o resultado mais comum relatado em
animais é que o estresse reduz a ingestdo de alimentos e o peso corporal de uma maneira que
estd diretamente relacionada a gravidade do estresse, porque isso faz com que ocorra a
mobilizag¢do das reservas de energia do corpo como mecanismo de adaptacdo para responder a
uma situagdo ameacadora (RABASA; DICKSON, 2016).

Ratificando essa informacfo, os achados do presente estudo mostram que essa
alteragdo foi facilmente identificada a partir da mensuragdo do peso ao longo do protocolo e
céalculo da diferenga entre o peso final e inicial, onde foi identificado que os animais que tiveram
a inducdo da LP reduziram seu peso e nenhum tratamento topico foi capaz de minimizar esse
efeito, demonstrando que os impactos causados pelo estresse recorrente da LP possui
repercussdes que o tratamento topico por si s6 ndo ¢ capaz de debelar sozinho. Outros estudos
mostram que o estresse causa essa reducdo de maneira diretamente relacionada a gravidade do
estresse, quanto maior seja estimulo, maiores serdo as repercussdes (VALLES et al., 2000;

GARCIA et al., 2000; DAVIU et al., 2014), mostrando que existe uma correlagdo entre estresse
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e efeitos catabolicos.

E importante ressalvar que enquanto em roedores o estresse geralmente induz a
perda de peso, em humanos esse efeito nem sempre ¢ observado, na verdade ¢ demonstrado que
o estresse pode aumentar o peso corporal aliado a preferéncia por alimentos saborosos, isso
explica-se pelo fato do estresse envolve vias que conferem o valor de recompensa aos alimentos,
através da via mesocorticolimbica da dopamina em humanos (EPEL et al., 2001; PECORARO
et al., 2004; RABASA et al., 2015). Visto isso, um estudo mostrou que americanos com
depressdo possuem uma predicdo particularmente alta ao ganho de peso e obesidade no decurso
clinico da doenga (POLANKA et al., 2017).

Associado as alteragdes comportamentais, ocorrem também diversas alteragdes
neuroquimicas relacionadas aos diferentes mecanismos fisiopatologicos envolvidos na
depressdo. Essas alteracoes estdo frequentemente associadas a diversas areas e circuitos
cerebrais gerando os sintomas verificados na clinica.

Dentre essas areas, o cortex pré-frontal, uma das areas do cérebro mais estudadas
na biologia da depressdo, esta associado a fungdes importantes, como a resolugdo de problemas,
analise, controle de impulsos, motivagdo, atengdo seletiva, controle de emogdo e memoria de
trabalho (GARCIA et al., 2009; HISER; KOENIGS, 2018; LI et al., 2010; STAHL, 2014). As
alteragOes nessa area estdo ligadas a sintomas como déficits cognitivos, problemas na tomada
de decisdo e apatia.

Ja& o hipocampo, outra area cerebral intimamente associada com os transtornos
depressivos, esta relacionada com sintomas como apatia, perda de interesse, alteragdes do sono,
alteragdes no peso/apetite e déficit de memoria, sendo essa uma sintomatologia vista em muitos
pacientes deprimidos (JIANG et al., 2013; BAI et al., 2014; JAYAWEERA et al., 2015). E os
danos nessa area podem estar associados a uma disfun¢do cognitiva importante na dimensao
clinica no transtorno depressivo, afetando o processo de aquisicio de conhecimento e
entendimento que estdo reciprocamente conectados as emogdes (CHAKRABARTY;
HADIJIPAVLOU; LAM, 2016).

Tendo em vista a importancia de tais areas cerebrais, foram investigados parametros
inflamatorios, vistos também no plasma e nas areas de feridas diante do modelo de LP e seus
tratamentos topicos com creme ALA, hidrogel com alginato e creme base, na busca de
compreender o possivel papel de uma inflamagdo oriunda de uma lesdo periférica com
repercussdes centrais.

Diante desse cenario, a literatura ja vem descrevendo uma importante relagéo entre
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os disturbios neuroenddcrinos, imunidade e inflamagdo na fisiopatologia da depressdo. A
mieloperoxidase (MPO), enzima produzida por leucdcitos, representa um importante elo entre
esses sistemas, pois dos varios biomarcadores de inflamagdo, esse tem se mostrado um forte
marcador presente para os transtornos depressivos (VACCARINO et al., 2008; NOBIS;
ZALEWSKI; WASZKIEWICZ, 2020).

Nessa perspectiva foi investigada a atividade de MPO, pois os estudos mostram que
existe um incremento da expressdo de MPO em pacientes depressivos (VACCARINO et al.,
2008; GALECKI et al., 2010; TALAROWSKA et al., 2019) corroborando os achados do
presente estudo que mostram efeito semelhante sobre as areas cerebrais investigadas de
camundongos que ndo tiveram suas LP tratadas.

Além disso, foi visto nesse grupo, LP sem tratamento, que também houve esse
incremento de atividade de MPO na interface plasmatica ¢ nas areas de feridas, nos
proporcionando insights sobre os processos ¢ o papel de uma lesdo periférica e suas
repercussdes neurais. Visto que estudos demonstram que existe uma ligagdao entre imunidade
periférica ¢ SNC (BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 2020), pois em certas condi¢des, estados
inflamatoérios persistentes, macrofagos e cé€lulas T podem atravessar a barreira
hematoencefalica (WILSON; WENINGER; HUNTER, 2010), ja que durante a inflamagao
ocorre o enfraquecimento das protecoes existentes na BHE ou em regides onde a BHE ¢ mais
permissiva, como os orgdos circunventriculares ¢ o plexo cordide, as células do sistema
imunoloégico se infiltram no parénquima cerebral via diapedese (RANSOHOFF;
ENGELHARDT, 2012).

Vale ressaltar que foi observado uma relacdo entre auséncia de tratamento e tempo
decorrido de lesao, ou seja, quanto maior o tempo que a lesdo evoluiu sem receber tratamento,
maiores foram as repercussoes inflamatdrias investigadas, consequentemente os sintomas
depressivos se tornaram mais aparentes. Fato que pode ser corroborado com as evidéncias de
que a auséncia de tratamento clinico cursa com uma inflamagdo persistente ¢ uma piora dos
quadros depressivos (SLAVICH; IRWIN, 2014).

Além disso, a microglia, célula monocitica relacionada ao comando da inflamagéo
no sistema nervoso central, exibe um importante papel na hiperfungdo da MPO (SANTOS;
BECKMAN; FERREIRA, 2016; BRISCH et al., 2021). Esse aumento da atividade de MPO
gera onerosas reagdes oxidantes que cursam para uma peroxidacdo lipidica, oxidagdo de
proteinas, dano ao DNA e disfungdes endoteliais (NICHOLLS; HAZEN, 2005;
KARGAPOLOVA et al., 2021), e todo esse estresse oxidativo esta interligado a degeneragdo
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neuronal observada na depressao (MAES et al., 2011b; ZAFAR, 2020), justificando os achados
do presente trabalho onde a lesdo sem tratamento, provoca aumento da atividade de MPO em
todos os tecidos estudados. Além disso, ja foi visto que esse mesmo modelo de LP provoca
aumento dos niveis de MDA e redugdo da concentracdo de GSH, desbalango oxidativo, nas
areas cerebrais investigadas (AQUINO et al., 2021).

A ligagdo entre inflamagdo e depressao ja foi discutida e documentada na literatura
de forma ampla e robusta (MAES, 1995; BLUME; DOUGLAS; EVANS, 2011;
HAAPAKOSKI et al., 2015b), visto que, aproximadamente 30% dos pacientes com depressao,
possuem uma resposta inflamatoria aumentada, e esses mesmos pacientes se apresentam com
quadros mais graves do distirbio (RAISON; MILLER, 2011).

Ainda sobre a avaliagdo da atividade da MPO foi observado que o tratamento topico
com creme ALA foi capaz de reduzir a atividade da mieloperoxidase em todos os tecidos
investigados, areas cerebrais, plasma e lesdo, refor¢ando mais uma vez o papel de substancia
com potencial modulador da inflamagdo. O importante efeito exibido pelo ALA em creme
possivelmente esta associado & sua atividade antioxidante (ARAUJO et al., 2011; SILVA et al.,
2013) e anti-inflamatdria (YILDIRIM BAS et al., 2017). Assim, o creme ALA como tratamento
topico apresenta vantagens com relacdo aos disturbios neuropsiquidtricos associados a
desregulacdo na atividade da MPO. Os outros tratamentos estabelecidos, hidrogel com alginato
e creme base, também se mostraram importantes na reducgdo e regulagdo da atividade de MPO,
reforgando a ideia de que a resolugdo e cicatrizagdo precoce da lesdo periférica tem forte
influéncia sobre as repercussdes sistémicas, independentemente do tipo de tratamento que levou
a essa cicatrizagdo, mostrando que a LP pode ser um ponto chave nessa interface de inflamagao
e depressao.

Embora seja improvavel que a depressdo seja simplesmente um disturbio
inflamatodrio, a ativagdo intensificada do sistema imunologico em individuos com depressdo
ndo ¢ mera coincidéncia. A inflamagdo ndo estd presente apenas durante os episddios
depressivos, contudo niveis elevados de fatores inflamatdrios contribuem significativamente
para a ocorréncia do primeiro episodio depressivo (DOWLATI et al., 2010; LEONARD; MAES,
2012). Anterior a isso, existe o estresse fisiologico e psicologico, pois sabemos que
clinicamente, o estresse ¢ medido pela exposigdo sustentada a eventos da vida, mas uma
exposicao sustentada se torna uma fator de risco muito interligado a fisiopatologia da depressao
e essa exposi¢do causa um desafio imunologico para o corpo (STEPTOE; HAMER; CHIDA,
2007; MILLER; ROHLEDER; COLE, 2009).
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Além da ativagdo enzimatica da MPO, as citocinas t€ém sido implicadas na
fisiopatologia de varios disturbios neuropsiquiatricos, incluindo o transtorno depressivo. Assim
como os estressores, sabe-se que a administracdo central ou periférica de citocinas pro-
inflamatérias, como interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6),
interleucina-8 (IL-8), interferon- y (INF-y) ou fator de necrose tumoral-a (TNF-a), induz o
fenotipo depressivo (CAPURON; MILLER, 2004; DUNN; SWIERGIEL; DE BEAUREPAIRE,
2005; GOSHEN; YIRMIYA, 2009; MAES et al., 2012).

Dentre as citocinas implicadas na fisiopatologia da depressdo, o aumento nas
concentra¢des de TNF-a ja vem sendo relatado nos estudos com pacientes de perfis depressivos
que levaram em consideragdo a comparacdo com controles saudaveis (DOWLATI et al., 2010;
LIU; HO; MAK, 2012; OSIMO et al., 2020; CARVALHO et al., 2020a). Ademais, foi visto que
o nimero de episodios depressivos esta associado ao aumento dessa citocina (MAES et al.,
2012a), demonstrando que essa ¢ uma citocina importante na desregulagdo inflamatoria vista
na depressdo. Recentemente, foi confirmado que pacientes ndo tratados com depressdo tinham
niveis mais altos de marcadores inflamatorios (SYED et al., 2018).

No presente estudo foi evidenciado que o creme ALA causou a maior reducdo das
concentracdes de TNF-a nas areas de feridas, esse efeito também foi observado, mas em menor
proporgdo em relagdo ao creme ALA, com os tratamentos com hidrogel com alginato e creme
base, e esses dados corroboram com os resultados anteriores que evidenciam o papel do creme
ALA com um potencial resultado anti-inflamatério e consequentemente, uma resposta
antidepressiva. Estudos apontam que o uso de medicamentos anti-TNF-o (infliximabe,
etanercepte), foram capazes de melhorar os sintomas depressivos em pacientes com
biomarcadores inflamatdrios basais elevados (RAISON et al., 2013).

Portanto, o TNF-o pode ser um marcador valioso atrelado a resposta ao tratamento
e um alvo bioldgico potencial para a terapéutica da depressdo. Diante do exposto, € possivel
afirmar que os tratamentos capazes de reduzir as concentragdes de TNF-0, como o ALA em sua
aplicagdo local, configuram-se como uma possibilidade terapéutica para pacientes com LP ¢
suas repercussdes inflamatorias.

Ainda assim, além das alteragdes comportamentais e dos disturbios inflamatorios,
ja se evidenciou que esse modelo de LP estd aliado também ao desbalango oxidativo e a
disfun¢do neuroendodcrina, com o aumento de corticosterona sérica (AQUINO et al., 2021),
alteragdes que possivelmente possuem uma ligagcdo ao estresse implicado com a LP, pois o

aumento de cortisol tem sido associada aos transtornos depressivos (FENG et al., 2019).
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A disfun¢do neuroenddcrina esté atrelada ao envolvimento da desregulag@o do eixo
HPA. As anormalidades desse ecixo podem desempenhar um papel fundamental no
desenvolvimento e recorréncia da depressdo. O aumento da produgdo de citocinas pode
contribuir para o desenvolvimento da depressdo diretamente através da ativacao do eixo HPA
ou indiretamente através da resisténcia do receptor de glicocorticoide induzido por citocinas
(ANDERS; TANAKA; KINNEY, 2013). Os altos niveis de hormoénios do estresse circulante no
SNC podem afetar a homeostase dos neurotransmissores, a sintese do fator de crescimento
neuronal e, finalmente, perturbar o funcionamento dos circuitos neuronais do sistema limbico
(GULOKSUZ et al., 2014).

Todos esses resultados encontrados no presente estudo fortalecem a possibilidade
de se estabelecer uma associagdo entre uma LP ndo tratada e o desenvolvimento de quadros
depressivos, assim como, uma melhora nesses quadros quando se estabelece um tratamento
topico que possa minimizar os efeitos causados pela LP, como foi visto com o uso do creme
ALA, hidrogel com alginato e com o creme base.

Baseado em todos essas repercussoes que uma LP possa vir a desempenhar na
homeostasia do nosso organismo, esse estudo também investigou o papel do creme ALA como
um potencial cicatrizante desse tipo de lesdo de pele.

Cada vez mais a les@o por pressao tem recebido aten¢do no cuidado em satde, pois
mesmo com os conhecimentos de sua fisiopatologia e prevengdo, ainda ¢ uma lesdo comum
entre pessoas doentes, hospitalizadas ou ndo, sendo uma fonte significativa de morbidade e
mortalidade (COLEMAN et al., 2014), se tornando um problema crescente no mundo inteiro
devido, principalmente, ao envelhecimento da populagdo. Podendo levar a complicagdes graves,
gerando demandas crescentes aos sistemas de satide publica que se encontram saturados, a lesdo
por pressao ¢ tida como um indicador de qualidade dos servigos de saude, onde a prevengao ¢,
portanto, uma meta ainda mais critica diante dos desafios e do alto custo do tratamento
(MERVIS; PHILLIPS, 2019). Mas, quando essa LP ja se encontra instalada o cuidado efetivo
¢ uma cicatrizacdo precoce se tornam imprescindiveis.

Devido a caracteristica de cronicidade desse tipo de lesdo, o seu tratamento acarreta
um alto custo para a sociedade e prejudica a qualidade de vida de milhdes de pessoas em todo
o mundo, pois inflamagéo desregulada da LP, acarreta diminui¢do da angiogénese, desequilibrio
entre a sintese de colageno maduro e imaturo, deposicdo e degradagdo da matriz extracelular
(MEC) e disfungdo na migracdo e proliferacdo celular que sdo alguns dos mecanismos

responsaveis pela cicatrizagdo anormal (MOURA et al., 2019). Devido a isso, atualmente tem
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se voltado a investigacdo de estratégias terapéuticas de cicatrizacdo cada vez mais eficientes e
que possam atuar nas diferentes fases do processo cicatricial. Ultimamente, estudos
experimentais investigaram o papel dos 4cidos na regeneragdo da pele e isso pode fornecer
novas estratégias terapéuticas para o tratamento de feridas agudas ou cronicas, bem como o
tratamento de lesdes por pressdo (JARA et al., 2020).

Dessa forma, o ALA com seus efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes
desempenha um papel importante no processo de cicatrizacdo de feridas. Existem estudos que
mostram que o ALA aumenta as fungdes vasculares em lesdes cutaneas, diminui o dano
microvascular ao reduzir as espécies reativas de oxigénio (ROS), induz proteases e regula as
metaloproteinases da matriz, assim, acelera a cicatrizagdo de feridas cronicas e atua como um
antioxidante e modulador da inflamagao (LATEEF et al., 2005; LIN et al., 2006).

Para avaliar o efeito da les@o por pressdo e dos tratamentos topicos com creme ALA,
creme base e hidrogel com alginato sobre o processo cicatricial, foram utilizados parametros
macroscopicos (area e porcentagem de contragdo da ferida) e os parametros histopatologicos
(infiltrado inflamatorio, fibrose e proliferagdo vascular) por coloragdo em lamina de HE.

Sobre a area da ferida, foi visto que em apenas 1 dia de tratamento, independente
da cobertura utilizada, ndo foi obtida nenhuma resposta efetiva na reducdo da area de LP, mas
j& com um tratamento um pouco mais estendido (5 dias) foi observado que o creme ALA
mostrou o melhor desempenho na reducdo da area de ferida em relagdo ao tratamento ja
utilizado na clinica, hidrogel com alginato, assim como em relagdo ao creme base que foi
utilizado para fins de comparagdo, mas foi possivel observar seus efeitos cicatriciais que
supostamente devem estar relacionados ao seu efeito hidratante. Esse mesmo resultado foi
observado quando quanto a porcentagem de contragdo da ferida. Corroborando com os achados
desse estudo, foi visto que a aplicagdo topica de acido lipdico produz aumento na cicatrizacio
de feridas cutaneas (KULKAMP-GUERREIRO et al., 2013).

Apesar da reposta positiva obtida ao tratamento de LP com o creme ALA em sua
forma ndo encapsulada, sua utilizacdo para esse fim ainda é limitada por alguns problemas,
como baixa biodisponibilidade, baixa solubilidade em agua ¢ a instabilidade sob condi¢Ges
adversas (SEGALL et al., 2004).

Com isso, nos ultimos anos, varias pesquisas tém sido relatadas para melhorar a
estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade do ALA, como carreamento em nanoparticulas
de lipidios sélidos (SOUTO; MULLER; GOHLA, 2005), incorporagio em carreadores de

lipidios nanoestruturados (ZHENG et al., 2013) e incorporagdo em nanoparticulas poliméricas
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(RUKTANONCHAI et al., 2009). E mais recentemente, foram utilizados nanocapsulas lipidicas,
onde o ALA teve sua estabilidade melhorada e a atividade antioxidante ndo foi afetada ou
reduzida apoés ser encapsulado. Além disso, a formulagdo exibiu perfil de liberacdo sustentada
de at¢ 12 h (XIA et al., 2017), sendo necessarios mais estudos para elucidar os melhores
mecanismos das formula¢des para o tratamento topico com ALA e seu uso em lesdes cutaneas.

J& no tocante a avaliagdo histopatologica, a quantificagdo do escore de infiltrado
inflamatério confirma os mesmos resultados encontrados na atividade de MPO da lesdo e da
concentracdo de TNF-a, onde a lesdo sem tratamento gerou um aumento desse escore € o creme
ALA foi o tratamento mais efetivo em reduzir esse efeito observado histologicamente,
corroborando assim, a ag@o anti-inflamatoria observada no uso do ALA em creme ja citada
anteriormente.

E quanto a avaliagdo do escore de proliferagao vascular, dos tratamentos utilizados
apenas o ALA em creme foi capaz de estimular a proliferagdo vascular. O reparo vascular e a
angiogénese sdo os fatores mais importantes para o reparo e regeneracao tecidual. Apos
agressoes aos tecidos o reparo e a regeneracdo em mamiferos envolve inimeras moléculas,
sendo a familia do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), importante nesse processo
de proliferacdo, migragdo e diferenciacdo das células endoteliais (NEUFELD et al., 1999), ndo
sendo somente necessario para o crescimento, mas também para vasculogénese, angiogénese ¢
epitelizagdo durante a cicatrizagdo (FAN et al., 2008).

Em vista disso, um estudo semelhante que investigou os efeitos do ALA na
cicatrizagdo de feridas em um modelo animal de lesdo de espessura total, determinou que houve
um aumento na expressdo de VEGF em grupos tratados com ALA e que essa resposta foi
importante para a cicatrizacdo (MICILI et al., 2013), fato que pode explicar, em partes, a
resposta do ALA nos achados do presente estudo.

A reunido de todos os dados apresentados até aqui sugerem que a aplicagdo topica
do ALA em creme melhora a cicatrizacdo da lesdo por pressdo, mas ndo excluindo as a¢des
terapéuticas observadas no uso do hidrogel com alginato ¢ do creme base, que também
apresentaram repostas cicatriciais relevantes. Acredita-se que a reposta cicatrizante observada
do creme base deva estar relacionada a sua caracteristica de fornecimento de umidade ao leito
da ferida, isso explica-se pelo fato dos excipientes utilizados em sua formulag¢do. Fazendo uma
sintese do que esta descrito na literatura com os resultados do presente estudo, sugere-se que,
possivelmente, a agdo antioxidante e anti-inflamatéria do creme ALA regule a exacerbagdo do

desbalango inflamatdrio e oxidativo, e com isso, 0 processo cicatricial ocorra de forma ordenada
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com a migragdo e proliferacdo celular, acelerando assim a cicatrizagdo da LP. Assim, o ALA
em creme com esse efeito positivo sobre o processo cicatricial tenham uma repercussdo na
regulacdo da hemostasia entre periferia e SNC, sendo observado uma acdo antidepressiva
indireta, melhorando o comportamento social de animais submetidos ao modelo de LP.

Como o presente estudo ainda € um dos primeiros a avaliar as repercussdes de uma
lesdo periférica e seus tratamentos a nivel de sistema nervoso central, os resultados aqui obtidos
se basearam principalmente no estresse gerado pela LP, mas a literatura acerca de um modelo
de ferida relacionado a alteragdes comportamentais, inflamatorias, oxidativas e
neuroenddcrinas em animais ainda ¢ incipiente, o que levou a uma certa limitagao na utiliza¢ao
de estudos anteriores que abordassem a relagdo de uma LP e a depressdo, assim como o uso do
ALA em creme no tratamento dessa lesao.

Os achados do presente estudo mostram-se promissores ja que o ALA topico
poderia ser incorporado como opgdo terapéutica para pacientes com lesdes cronicas que
apresentem quadros depressivos associado, no sentido da prevenir ou mesmo favorecer o seu
tratamento efetivo, pois as complicagdes de uma LP tém afetado negativamente a qualidade de
vida desses pacientes acometidos.

Apesar de nossos achados sugerirem uma possivel alternativa terapéutica, muito
ainda ha para se entender sobre os reais efeitos do tratamento de uma LP e suas repercussdes
na fisiopatologia da depressdo. Em compilagao, esses dados evidenciam que o ALA ¢ promissor
como uma nova perspectiva de tratamento topico a ser incorporado ao cuidado de pacientes
com lesoes de pele, principalmente quando essas lesdes estiverem associadas a pacientes com

quadros depressivos.



88

7 CONCLUSAO

O presente estudo ¢ o primeiro a demonstrar que a apresentacdo topica do ALA em
creme possui agdo cicatrizante em lesdo por pressdo e que o tratamento local é capaz de exercer
uma agdo antidepressiva, melhorando o comportamento social e as repercussdes em modelo
animal de lesdo por pressdo associado a depressio.

Em suma, os comportamentos depressivos simile que foram mitigados apds o
tratamento com o ALA em creme foi a reducéo das travessias no campo aberto, o aumento de
imobilidade na suspensdo de cauda; aumento da laténcia, diminui¢do do mimero e tempo de
grooming na borrifagem de sacarose e a reducdo da interacdo social.

Tais efeitos sobre o comportamento provavelmente envolvem vias inflamatorias, ja
que o tratamento topico com o ALA em creme foi capaz de reduzir a atividade de MPO nas
areas cerebrais, assim como no plasma e nas lesdes desses animais.

J& na quantificagdo de TNF-o nas areas de feridas o ALA em creme também
mostrou uma agdo de modulagao bem expressiva na reducdo da concentragdo dessa citocina nas
feridas.

O ALA em creme acelerou a cicatrizagdo das lesdes através da reducdo de escores
inflamatorios histologicos; aumentando a angiogénese; reduzindo a area e aumentando a
contragdo da ferida.

O ALA em creme se torna promissor também pelo fato dos produtos que foram
utilizados em sua formulagdo sdo componentes de baixo custo, tornando seu acesso facilitado,
além de toda a modulagio anti-inflamatoria mostrada na presente pesquisa.

Mesmo diante todos os achados apontados nesse estudo, investigacdes acerca dos
efeitos deste tratamento com ALA em creme em outros modelos de lesdes experimentais,
diferengas entre as formulagdes para uso topico, diferengas entre sexo, por exemplo, ainda sdo
minimas. Nessa perspectiva, estudos pré-clinicos e clinicos usando o ALA tdpico precisam ser

encorajados.
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ANEXO A - DECLARACAO DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMALIS (CEUA)

(@

% UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
R

FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITO CICATRIZANTE DO ACIDO ALFA-LIPOICO EM MODELO ANIMAL DE LESAO POR
PRESSAO ASSOCIADO AS ALTERAGOES COMPORTAMENTAIS E NEUROQUIMICAS", protocolada sob o CEUA n2 3343020519 (o 001227),
sob a responsabilidade de Silvania Maria Mendes Vasconcelos e equipe; Gabriel Angelo de Aquino - que envolve a produgao,
manutengao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na reunido de 27/08/2019.

We certify that the proposal "THE HEALING EFFECT OF ALPHA-LIPOIC ACID IN ANIMAL MODEL OF PRESSURE INJURY ASSOCIATED
WITH BEHAVIORAL AND NEUROCHEMICAL CHANGES", utilizing 360 Heterogenics mice (180 males and 180 females), protocol
number CEUA 3343020519 (o 001227), under the responsibility of Silvania Maria Mendes Vasconcelos and team; Gabriel Angelo
de Aquino - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceara (CEUA-UFC) in the
meeting of 08/27/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 06/2019 a 02/2021 Area: Departamento de Fisiologia E Farmacologia

Origem: Biotério Central da UFC

Espécie: ~ Camundongos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 30 a 40 dias N: 180
Linhagem: Swiss Peso: 25a30g

Origem: Biotério Central da UFC

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 30 a 40 dias N: 180
Linhagem: Swiss Peso: 25a30g

Local do experimento: As atividades propostas serao realizadas no biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos da Universidade Federal do Ceara.
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