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RESUMO

ROSA, Daiane Figueiredo, M.Sc., Universidade Federal desdjcmarco de 2016.
Alcool e dieta hipercalérica retardam a cicatrizacdo de feridas cutames de
segunda intengao em ratos WistaiOrientadora: Reggiani Vilela Gongalves.

Existem poucos estudos demostram efeito do &lcool ou da higrcalérica no
reparo cutaneo, sendo que nenhum relata o efeito do aldaotieta hipercaldrica,
associados durante a cicatrizacdo. Para iniciar o e$tidealizada uma revisdo
sistematica de todos os artigos relevantes sobre itw efe alcool e da dieta
hipercalérica sobre o processo de reparo cutaneo. A partievisao sistematica
obtiveramse informagcBes que serviram como base para o presente eBteskEn
forma, investigou os danos oxidativos, histologicos e biogosndo alcool e da
dieta hipercalorica, isolados ou associados, durante o psodeseparo cutaneo em
ratos wistar. Cinco grupos experimentais foram analisa@ds controle, dieta
comercial e agua com gavagem, G2: controle, dieta caaherédgua sem gavagem,
G3: dieta comercial e alcool, G4: dieta hipercalérica, G5: Hipercaldrica e alcool.
Os animais foram tratados com alcool e dieta hipercal@urante 61 dias. Apés 40
dias de tratamento foram realizadas 3 feridas cutanesegdeda intencdo no dorso
dos animais por meio de inciséo cirurgia e a cada 7 diamfogtirados fragmentos
totalizando 21 dias. Todos 0s grupos que receberam alcoeita dpercalorica
apresentaram um retardo no processo de cura, principalmentelacdo a alta
celularidaderetardo na angiogénese e na deposicdo de colagenoctecaemndo o
atraso o remodelamento da matriz extracelular. Esses resulesfscondizentes
com o0 aumento do estresse oxidativo pela elevacédo s dé TBARS, PCN e das
enzimas antioxidantes Superoxido Dismutase (SOD), Cat&l&ge,(Glutationa-S-
Transferase (GST). Além disto, observarseralteracfes soroldgicas e biométricas
gue tem efeito direto no processo de reparo, além do aumeexprésséo de TGfF-
contribuindo para o processo de inflamacdo cronica. Adsiseado em todos os
parametros analisados, conclui-se que o alcool e a dipéscalorica causa um

retardo na cicatrizacéo de feridas cutaneas de seguadedat
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ABSTRACT

ROSA, Daiane Figueiredo, M.Sc., Universidade Federal de Vi¢daach, 2016.
Alcohol and high calorie diet slows the healing of wounds of seabmtention in
Wistar rats. Adviser Reggiani Vilela Gongalves.

There are few studies that demonstrate the influenceao@l or high calorie diet in
skin repair, and none of them reports the effectadtadl and the association of high
calorie diet during healing. To start the study was conductdtamatic review of
all relevant articles on the effect of alcohol andhhoglorie diet on the skin repair
process. From the systematic review we got informationstiared as the basis for
this study. Thus, we investigated the oxidative damage, higtalaand biochemical
alcohol and calorie diet alone or in combination durimg $kin healing process in
rats. Five experimental groups were analyzed: G1: control, cosiaheliet and
water gavage, G2: control, commercial diet and water withgavage, G3:
Commercial diet and alcohol, G4: calorie diet, G5: caldiet and alcohol. The
animals were treated with alcohol and calorie diet fordégs. After 40 days of
treatment we made three wounds of second intention obattie of the animals by
incision surgery and every 7 days were taken fragmentsnipt2li days. All groups
that received alcohol and high calorie diet showedamby a delay in the healing
process, especially in relation to high cellularity, but alstelay in angiogenesis and
collagen deposition |, featuring the delay in remodelingheféxtracellular matrix.
These results are consistent with increased oxidativessstiog the increase in
TBARS, PCN and antioxidant enzymes superoxide dismutase (SO&iplase
(CAT), glutathione-S-transferase (GST). In addition, thesye serological and
biometric changes that have direct effect in the rgpaicess, besides the increase in
TGF{ expression contributes to the chronic inflammation @secSo, based on all
parameters, it is concluded that alcohol and high calagte chuses a delay in

healing of skin wounds of ulterior motive.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cicatrizagdo de feridas cutaneas € um evento impertame envolve a
liberacdo de uma série de mediadores quimicos que séo axteabte importantes
para eventos que ocorrem no inicio da reparacdo. Inicitdnoeorre a inflamacao
tecidual e este processo é seguido por eventos que culminam poofiferacao
celular e remodelacéo cutafés). Existem varios estudos descrevendo diferentes
momentos para andlise do tecido cicatricial em murs@glo que normalmente os
dia 3, 5, 7, 14 e 21 apos a lesdo sdo os mais avaliaddsjeygeacom a finalidade
de analisar as fases inflamatéria, de proliferacdo eateragao tecidu&l*®. Todas
estas fases precisam estar em homeostase para gamantiicatrizacdo completa e
eficaz e desta forma, evitar a inflamacdo crénica etad®. Uma inflamacéo
cronica € caracterizada por um retardo no fechamento edao | cutanea
principalmente devido ao aumento na quantidade de proteasesldibeno tecido
derivadas de neutrofilos e macréfagos que migram atraidgsapmyenos, uma vez
gue, a presenca de infeccoes também é uma caracter@ticem nas inflamacdes
cronica&.

As principais células envolvidas no processo de reparo @uUt&d®
fibroblastos, queratindcitos, leucécitos e células tatiais”. Estas células, quando
ativadas, desencadeiam a formacéo de tecido de granpllgdformacéo de fibras
coldgenas do tipo Il e neovascularizacdo tecjdaal mesmo tempo em que
promovem a reconstrucdo da barreira epidérfhicalém disso, & medida que o
processo progride, uma série de mediadores quimicoshsfiadibs estimulando a
producéo de colageno tipo I, que torna o tecido mais forsisente®.

Atualmente o estilo de vida, incluindo os habitos alimentaees contribuido
muito para piorar a qualidade de vida e, consequentementer lav
desenvolvimento de uma série de doencas. O consumo de glceem sendo
considerado um problema de satide pufifica exposicdo ao agente pode ter efeito
negativo na reparacdo dos tecidos, principalmente duramieraacéo, atuando nas
células endotelia prejudicando a sinalizacdo celular e retardando o proaksso
proliferacdo endotelial e consequentemente a formacdwwes vasdd. Por ser
uma molécula soliavel e pequena, o etanol atinge fagiem®dos os tecidos do

organism&?. Ele interage diretamente com os componentes cedylaiterando a



funcdo bioldgica, pois tem efeito direto no metabadismxidativo sistémico e no
processo inflamatoério. Desta forma, entender a acadadolena caracterizacdo dos
processos celulares e moleculares que sdo afetadostewompidos apds a
exposicdo do mesmeé um fator importante que auxiliar4 no tratamento e prevenca
de lesdes que alteram a fisiologia do organitib

O consumo de uma dieta rica em gorduras esta diretanedgt@®nado com
diversas doencas metabdlicas que causa prejuizos sixéH® aumento da massa
adiposa leva a obesidade e desencadeia muitos comg®mddsicos da resposta
inflamatéria, como citocinas inflamatérias, TNF- a#fdlL-1bet4®. Além de todos
os maleficios da dieta hipercalérica ela pode afetz#lia a nivel molecular, pois
interfere a expressédo de genes envolvidos no metabadiamgtutationa, dos acidos
graxos, fosforilacdo oxidativa e nas respostas initthes

Em geral o que podemos observar € que as pessoas quando iatpe@m
associam ao consumo de uma dieta rica em gordura ® dste fatores podem
retardar o processo de cura de lesdes cutaneas, uma vegecalenente, estao
associados a doencas como dislipidemias e diabespensaveis pelo aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio levando a unssestexidual. Além
disto, ocorre diminuicdo na vascularizacdo e aumemtodesenvolvimento de
infeccdes, levando ao aumento da ferida e, consequemtiena formacéo de Ulceras
mais profundas que afetam os tecidos adjacértés®.

Existem alguns trabalhos que mostram o efeito do aleoala dieta
hipercaldrica em fraturas 0sseas e lesdes cutjp@asn estudos analisando a acao
destes dois fatores sobre o retardo do processo deoreptineo de segunda

intencdo ainda sao escassos ou inexistentes.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais:
Investigar o efeito do alcool e da dieta gorda no msacele cicatrizacdo de

feridas cutaneas de segunda intencdo em ratos Wistar.

2.2 Objetivos especificos:
e Investigar, através de uma revisdo sistematica os estxgkientes sobre o

efeito do alcool e dieta hipercaldrica no processo deaepaaneo e 6sseo



em modelos murinos, ap0s busca criteriosa em duas lsedados:
PUBMED e SCOPUS.

e Avaliar o efeito da dieta hipercalérica sobre os compmsenelulares e
extracelulares do tecido cuténeo, destacando fibras es@ag elasticas
fibroblastos, mastécitos e vasos sanguineos em feridasgimda intencao
de ratos Wistar.

e Avaliar do efeito do consumo de élcool sobre a quantidaddibdes
colagenas, elastica, fibroblastos, mastécitos e vemogusieos no tecido
cicatricial de feridas cuténeas de ratos Wistar.

e Avaliar o efeito da interacdo entre o consumo de digter¢ealéricae alcool
sobre a quantidade de fibras colagenas, elasticasbléistos, mastdcitos e
vasos sanguineos no tecido cicatricial de feridas cutaddeasegunda
intencéao.

e Analisar o efeito da interacédo entre dieta hipercadégio consumo de alcool
em marcadores bioquimicos do sangue, destacando triacilgdicgtidbse,
AST e ALT.

e Analisar o efeito do consumo da dieta hipercalérica e h&momarcadores
de estresse oxidativo como malondialdeido e proteinbsrakadas.

e Avaliar a acdo do consumo de dieta hipercalorica e altadtividade de
enzimas antioxidantes como catalase, superoxido dismatghatationa-s-
transferase durante o reparo cutaneo.

e Avaliar a variacdo de peso, indice de massa corporafiei@eia alimentar
dos animais tratados com alcool e dieta hipercaldrica.

e Avaliar os efeitos do consumo de alcool e dieta hipeticalma producéoa
citocina pré-inflamatérias TGB-no tecido cicatricial de feridas cutaneas de
ratos.

e Correlacionar a quantidade de fibras colagenas, elasilmadldstos e vasos
sanguineos, com os niveis teciduais de P@b-tecido cicatricial nos grupos

gue receberam alcool e dieta hipercaldrica.
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ARTIGO 1:

High-Fat Diet and Alcohol in the Cutaneous and Bone Tissue Repair: A
Systematic Review of Murine Models.

Abstract

The chronic alcohol intake, associated with an inappr@pdeet can cause lesion in
multiple organs and tissues, complicating the tisspairgrocess. On this work, we
proceeded a review of the literature related to the effe@lamhol and high fat

consumption on the cutaneous and bone tissue on miceandnd, we compared
the main utilized methodologies and the most importantnpetexs to describe the
cure. We selected reported studies using a MEDLINE/PubMed and Staabsases
on the literature search. We excluded studies relatech&y pathologies and other
organs, as well as other experimental animals, the oaedithnot present a full-text
available and secondary studies and articles in Chineseja@estnd Russian. We
assessed the quality of the included studies using the criteribe ARRIVE

guidelines for Reporting Animal Research. In general, the asithat received high
fat diet and alcohol presented decreased cutaneous wouhoradacture healing,
reduced wound closure, delayed contraction, chronic inflaromaind incomplete
reephitelization. In future studies, standardized experimelgsign and reporting
would help to establish comparable study groups and advanogetal knowledge

base, facilitating the translatability of animal data shhman clinical condition.



1. Introduction

The cutaneous and bone repair process occurs through #egantpraction
between cells, extracellular matrix, blood vessels gnoavth factor [1,2]. On both
examples of tissue repair, we can highlight the homsiestmflammatory and
proliferative phases, which, besides being analyzed asafligphases, usually
overlap each other in a natural process [3,4,5].

During each of the phases, the biological processesregelated by
signalization molecules that can be categorized intoethgeoups: (1) pro-
inflammatory cytokines, (2) member of the family of b&&sforming growth
factor (TGFf), and (3) angiogenic factors. All cytokine groups and other proteins
perform important biological activities, which stimulgeliferation and interaction
between different cell types [6,7].

Inflammation is an important phase of the cutaneous ané bmatricial
process, since cell recruitment from the immune systemtlie removal of
microorganisms and dead cells from the injured area occungs atdage. The main
cells that develop these functions are macrophages anpialg, which release
Reactive Oxygen Species (ROS), maintain asepsis and piefeations [8]. These
cells also release cytokines and chemokines, whichtiumas intra-cellular, and
signalize to attract others important cells to the rgpaicess [6,7,9].

During the third phase of the cutaneous cicatrization gsyc@amed
proliferative phase, angiogenesis takes place, sofasdahe new tissue [10,11,12].
The production of the new matrix, with the synthesidlbtollagen, fibronectin,
tenascin, laminin and glycosaminoglycans, which will form ghenulation tissue,
starts during the angiogenesis. Associated to thagltising of the wound by the
myofibroblasts and keratinocytes[12,13,14] also take plabe Macrophages that
appear during the inflammatory stage play an importantimof@oliferation, since
they become continuous sources of cytokines, whichutdtes the proliferation of
fibroblasts and other cells[15,16]. In relation to bossug, mesenchyme stem cells
should be recruited.After proliferation, they differiate in osteogenic cells. These
cells are generally derived from the bone marrow afjdcant soft tissues [17,18].
Bone morphogenic protein -2 (BMP-2) plays a key role in téisuitment [19,20],
Other proteins, such as BMP-7, also performa significant iiumah the process
[19].



The remodeling phase is the longest. In it, type lllagen is replaced by
type | collagen by fibroblasts, which increases the foradéefvound [5,14]. During
this phase, the number of blood vessels decreases, rdmgtkt of the wound
increases and it closes completely [21]. At this stawge ntyofibroblasts remodule
the injured area, thus organizing and aligning the collagensfipeoducing a new
tissue similar to the original one [22,23]. In relatiortie bone, the consolidation of
the fracture consists in an intramembranous and enddcorossification,
characterized by the formation of cartilaginous calusich t will eventually lead to
its mineralization and reabsorption. Then, a granulaigsué¢ is formed, with high
concentration of fibrin. The endochondral ossificatinetween the limits of the
fracture and the periosteal takes place within it [24,25].

In some animal models, the peak of the formation of saflus occurs
between 7-9 days after a trauma, with increased collajgstin and proteoglycans.
At the same time, a sub periosteal response to thamatmbranous ossification
occurs directly adjacent to the edges of the fractunenifiy a hard callus. The
transition of the hard callus to the center of thactinre provides a semi rigid
structure that reinforces the fracture, making it mosestant to weight [26].

Nowadays, it is known that life style and diet are coow$ directly involved
in the balance of the body, and excessive consumptidatdbod and alcoholic
beverages are directly related to several pathologmadiitions, such as obesity,
type 2 diabetes, insulin resistance, coronary diseastatindiver (Hepatic steatosis)
[27,28]. A fat-rich diet can affect the tissues systera#itiand  impair body
functioning, once excess fat can induce the apoptosis ofthglpmus cells and
change the homeostasis maintained by the regulationhief gland [29,30].
Therefore, the delay in the cutaneous and bone repair proaesbe highlighted,
since high-fat diet consumption compromises tissue leszation, promotes the
production of free radicals, thus reducing protein synthesi&l favoring the
development of inflammatory and degenerative processes [10,33],32,

Alcoholic beverage consumption is usually associated to patitional
habits. Nowadays, alcoholism is considered a public healtblggnp since it
increases mortality rate worldwide [10,34]. Alcohol is sidered a risk factor that
compromises tissue repair by increasing susceptibility tatiofes and reducing the
amount of cells of the inactive and adaptive immunologgatem [35,36,37].

Besides, its consumption is related to the formatiothefreactive oxygen species
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(ROS), which causes morphological and functional destructicthe cells [38]A
single exposure to alcohol can be harmful to the feralive phase and reduce cell
multiplication and angiogenesis, since it reduces thehsgis of proangiogenic
factors [39]. Another evidence of alcohol toxicity istimcreased production of
metalloproteinase, MMP-9 and MMP-2 [40], and reduced proliteraif fibroblasts
and collagen, which accelerate the wound closure procegd]11,

The present study is a systematic review of the precalimiorks on skin and
bone repair in mice and rats. This type of review is baseexplicit and systematic
method, strategy and specific intervention and is uskédause it involves a
thorough analysis of sets of studies relevant to a péati¢opic [42]. The selected
works focused on the observation of the effect of fat and ethanol on important
parameters of tissue repair, such as extracellular masiixproliferation, generation
of free radicals and glucose levels. Moreover, iheai to analyze the main
methodologies used to achieve these results and theirflmas

2. Material and Methods.

2.1 Search for articles

The studies were selected trough advanced search oratfmps PubMed
and Scopus, on October 28, 2015 (12:45:04) (Table S1). Specifis fieme used
for the search ofubMed and Scopus platforms, and the terms “animal model”,
“skin and bone tissue”, “alcohol” and “High-Fat Diet” were used for the search. The
PRISMA guideline [43] was used in the conduct of this systemawiew (Figure 1
and Figure 2). The researchers DRF, MMS and RVG independesaiched
PubMed and Scopus databases for all original articles abheugtpplicability of
High-fat-Diet, alcohol and skin and bone tissue repaimurine models. A search
filter was initially developed for the PubMed accordingthe Medical Subject
Headings (MeSH terms).

The commands [MeSH Terms] and [TIAB] were combined to ekphe
chances of finding relevant studies in the indexing processaidardized animal
filter was applied [441o detect all animal studies in PubMed. The same sedtits fi
used for High-Fat Diet, Alcohol, regeneration tissuen&iid bone were adapted to

Scopus, along with another animal filter developed for thipqme.



The initial selection was performed by three indepenafmistigators, who screened
the abstract of all recovered papers. Duplicate studies ve@noved by comparing
the authors, title, year and publication journal. In casébtydhe entire publication
was recovered and evaluated. Only High-Fat Diet, Alcolegkemeration tissue, Skin
and bone were considered in animal models for potential inolusithe systematic
review. After initial screening, all potentially relevant saglwere recovered in full-
text and assessed for eligibility. Studies were excluded kaséde following well-
defined criteria : (I) studies exclusively investigating in viened human systems
without the inclusion of experimental groups with otheinal species, (IlI) studies
testing the use of ethanol in extract plants, (Il)l-fext not available and secondary
studies (i.e. literature reviews, editorials, commeesarand letters to the editor),
(IV) studies related to other pathologies and other orgaf)slyse of ethanol as a
solvent for various reagents, (VI) Other experimental afsn(horses, rabbits,
monkeys), (VII) Use of subcutaneous sponges with polyvileglhel, (VII) Articles

in Chinese, German and Russian and (VIII) Cancer and full weavailable.
Eligibility was independently analyzed and disagreementse wesolved by
consensus. Considering a comprehensive search strateggféhence lists of the
selected relevant papers were manually screened in searpbtentially relevant
papers. The complete flowchart of the search stratadytlle number of articles
recovered in each step of the process is presented i (High-Fat-Diet) and Fig. 2
(Alcohol).
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2.2 Study characteristics and Qualitative data

Qualitative data were extracted from all full-articles inctiideata extraction
was categorized as follows: (I) Publication characterisficshor, year, journal and
country; (II) Characteristics of the animal model: Specissx, age, weight,
acclimation period, accommodation of the animals, numlbexnomals per cage,
number of animals in each experimental group, (lll) Charstites of the disease
model (Description of the lesions), (IV) dosimetry (doseut, frequency and
duration of the treatment), (V) Fat-diet (compositi@mong other data (Tablg.1

2.3 ARRIVE Analysis

We assessed the quality of the studies included using theadescribed in
the ARRIVE guidelines for Reporting Animal Research. Theserr are based on
the presence and short descriptions of relevant studwatBestics, such as
ethnical patterns, experimental proeed, sample size, animals’ allocation,
statistical methods, baseline data, generalizability, andifig, as described by [45]
Thus, considering the proposal of this systematic reviedvthe specificity of the
studies on this issue, a table is provided with the suynwiaall relevant and
applicable aspects described in the ARRIVE guideline (Table &)r Hifferent
reviewers (DRF, MMS, RVP and RDN) independently assesseqLdiy of all the
studies, and the discrepancies were resolved by consdnsheuld be noted that
low assessment rates do not necessarily indicate libagxperiment has not been

efficiently carried out, it probably indicates inadequateporting quality.
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Materials and Methods
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Time of day of administration of treatment
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Experimental animals

Information regarding animal species

Strain of the animals

Sex of the animals

Weigth range of the animals

Age of the animals

Description of genetic modification status (Knock-outhsgenic, SPF
Information related to previous procedures performed oartheals

Housing and husbandry

Housing of experimental animals (type of facility, typeafe or
housing, material, number of cage companions)

Husbandry conditions (breeding programme, ligth/dark cycle,
temperature, of water)

Welfare-related assesements and interventions thatoarfed out
before, during, or after the experiment

Sample size

Total number of animals used in each experimental and the nofb:
animals in each experimental group

Explanation regarding the decision of the number of aniaralsdetails
of sample size calculation

Allocating animals to experimental groups

Full details of how animals were allocated to experital groups
(including randomisation or matching)

Order in which the animals in the different experimegtaups were
treated and assessed

Experimental outcomes

Clear experimental outcomes assessed

Statistical methods

Statistical methods used for each analysis
Specification of the unit of analysis for each dataset
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Methods used to assess whether the data met the assumpttans o v v v v v v v v v

statistical approach 34,6%
Results
Basdline data
Description of health status of animals, for each erpantal grup, v v v v v v v v v v v v .
before treatment 50%
Number analysed
Number or animals in each group included in each analysssl(de v v v v v v v v v v v v v .
numbers) 53,8%
Animals or data not included in the analysis (and explan&diaine v v v v 26,99
exclusion) 6,9%
Outcomes and estimation
Information (Mean= Standard Deviation) VvV v vy vy 4 vV v 53,8%
Adverse events
Information regarding mortality of experimental animals v )
(Mean=Standard Deviation) 7,69%
Modifications to the experimental protocols made to reculeerse v v v v .
events 15,3%
Discussion
I nterpretation /scientific implications
Interpretation of the results, taking into account thdystibjectives S v v v v v W Y R v v v v v v 6.99
and hypotheses, current theory and relevant studies 76,9%
Comments on the study limitations (sources of bias,dimits of the S v v v v 23 0%
animal model, imprecision associated with the results) Dt
Generalisability /trandation
Comments on how the findings are likely to translatetherospecies v S v v S v v .
or systems, including relevance to human biology 30,7%
Funding

v v v v v v v v vV v v v v v v v v v v v vV vV v v 923%

List of funding sources and the role of the funder(s) irsthdt
Results of total 25 30 26 26 26 22 24 26 28 23 24 26 2% 26 22 24 30 23 24 21 27 29 18 26 29 27
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3. Results
3.1 PRISMA Guideline

The search strategy applied to all databases provided 46écabsirom
potentially relevant studies. From this total, 339 studies asletlegsicohol, while 3
on High-Fat-Diet were excluded due to no compliance wighsubject investigated
(Title and abstract). Thus, 73 studies were screenechédiscard of duplicated
registers and the full texts were recovered and subjeicteeligibility analysis.
Twenty studies were included in the systematic review, agidrigference lists were
screened to identify additional relevant studies that weteecovered in the initial
search strategy. Three studies on alcohol and threldigh-Fat-Diet were included
in the systematic review, after the screening of theereete lists and account for
23% (n=6) of all relevant studies. Thus, 26 pre-clinical saéstudies using animal
models on high-fat diet and alcohol effect on skin bade repair, conducted from
2000 to 2015, were included in this review and used for data colle@tengeneral

characteristics of these studies are shown in Figuaes 2.

3.2 Qualitative data

The studies obtained were conducted in 7 different cesntmainly the
United States of America (EUA), 61,5% (n= 16), followed by Bra3,4%, (n= 4)
and Turkey 7,7%, (n=2). The other studies were from Canada, &8rmany and
Czech Republic, 3,8% (n=1) from each country. Rats 38,4%0(nand mice 61,6%
(n=16) were mainly used as experimental models. . The maim strains cited were
C57BL/6, which accounted for 46,2% (n=12); BALB/c, 11,5% (n=3); and B6D2F1,
3,8% (n=1) (Figure 3). Regarding the studies that used rassalWats accounted
for 19,3% (n=5); Sprague-Dawley, 11,5% (n=3) and ZDF, 3,8% ( n€hly one
study used both Sprague-Dawley and ZDF (3,8%) rats. Abdogdx of the animals
used, 69,2% used male (n= 18); 23,1%, female (n= 6), and 3,8%anwhliemale
(n=1) animals. Only one study did not provide this infornmafi®,8%). The age of
the animals ranged from 5 to 37 weeks for the mice, and frorharevto 20 weeks
of age for rats. This variable was neglected in threeies (11,5%). The body mass
of the animals can be found in the 15-60g interval for miod, 120-399¢g interval
for rats. 46,1% of the studies (n=12) did not report teim relation to the diet, the

higher the fat concentration, the smaller the timadrhinistration. On verage, when
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the diet contained 60% of saturated fat, its adminietraiccurred for 12 77weeks,
while when the diet presented less fat (21,2% saturatedt fatas administrated on
average for 30 weeks. In most studies (64,2%), the contientd alcohol was
20% (vv), n=9, while other studies presented greater coatientrvariations.
Regarding pathologies, 23% (n=6) of the studies indicatedeibdga mellitus as the
pathology most associated with the repair process, whis®%=17) of the studies
presented no associated pathologies (Figure 3).
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Schematic representation of
data obtained from the studies
High-Fat-Diet and Alcohol

Countries
EUA (n=16 / 61,5%)
Brazil (n=4/ 15,4%)
TurKey (n=217,7%)
Canada (n=1/3,8%)
Urbana (n=1/ 3,8%)
Germany (n=1/3963
Czech Republic (n=1/ 3,80)
High-Fat-Diet

60% total kcal saturated fat for 12 weeks (Brown, et al.
2014);

45% total kcal saturated from fat for 16 weeks (seareksD
New Brunswick, NJ) (Pence, et al., 2012);

21,2% total Kcal saturated fat for 30 weeks, (Madish
USA) (Hiebert, et al., 2013);

42% total Kcal saturated fat for 30 wedlkampinas, Sao
Paulo, Brazil) QOtranto, et al., 2012);

30% total Kcal saturated fat for 15 weeks (own
manufacturing) (Nascimento & Costa, 2006

30% total Kcal saturated fat for 22 wedRsimorw; Bunge
Alimentos S. A., Florianépolis, SC, Braz(lJascimento &
Costa, 2011).

50% total Kcal saturated fat for 45 days (own manufaug)
(Leite, et al., 2014);

60% total kcal saturated fat for 12 weekiey Brunswick,
NJ) (Mooney et al.,2011);

Fat diet (Purina diet #5008, Purina Mills, Richmond, IL
USA) for 11 weeks (Gupta, et al., 2015);

35.8%total kcal saturated fat for 190 days ( New Brunswick,

NJ) (Seitz, et al., 2015) and (Holcomb et al., 2009

17% for males and 48% for femaledal kcal saturated fat
for 30 days (IPS supplies, London, UK) and (Research
Diets, New Brunswick, NJjSlavkovsky, et al., 2011).

No Cited Pathology
Diabetes mellitus (Type 1 and 2) (n=6/ 23%)
Obesity
Ovariectomized Mice

Bacterial infection

Animals models (Diet and Alcohol)
C57BI/6 Mice (n=13/50,0%)

Sprague-Dawley Rats (n=4/ 15,4%)

~— > Wistar Rats (n=5/19,2%)
BALB /c Mice (n=2/7,6%)
ZDF Rats (n=2/7,6%)
B6D2F1 Mice (n=1/3,8%)
Alcohol Concentrations
20% (VIV) (n=9/64,2%
No reported (n=2/ 14,29
1% (V/IV) (n=1/7,1%)
B
(2.4%,4.8%,7.2% (VIV) (n=1/ 7,1%)
(36%, 26%(V/V) (n=1/ 7,1%

Reported Pathology

(n=17/ 65,5%)

(n=1/ 3,8%)
(n=1/ 3,8%)

(n=1/ 3,8%)

Figure 3: Summary all data obtained from reading the selectedeartic
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Most studies mentioned that the animals were allocatedages 65,4%
(n=17) and the works that did not report the animals’ housing account for 34,6%
(n=9). The total number of animals of the experiment wasdastribed by 38,5%
(n=10) of the studies, and the number of animals per boxnwasnentioned in
53,8% (n=14). In relation to randomization, 69% (n=18) & dtudies did not
mention how the animals were distributed in the groups.nlineber of animals in
each experimental group was not reported in 27% (n=7). Asdotype of injury,
fracture or skin incision, 65,5% (n=17) described skin injused 34,6% (n=9)
reported bone lesions. Lesion measurement intervals wposted by 69,2%n-18)
of the studies. The anesthetics commonly used in theestuere ketamine and
xylazine 46% (n=12) and Isoflurane 15,3% (n=4). The food intakesunexent
interval of the groups treated with the high fat diet wagscribed in 42% (n=>5) of
the studies. In the groups that received alcohol, it wasnlyn conducted
intraperitoneally, 78,6% (n=11) and orally, 14,2% (n=2) (Tahle 1)

3.3 Bias Analysis.

The ARRIVE guidelines were used to analyze the main wealknhe$tbe work.
The results showed that the selected works generally prdsanteccurate title
(96,2%), abstracts containing objectives, methods, maidings and conclusions
(76,9%) and introduction with sufficient scientific backgrouf@®,3%). In the
experimental procedures, all studies reported the typesatitent, Diet or Alcohol,
(100%), dosage (96,2%) and duration of treatment (92,30%). Howeavgr46,2%
informed the weight range of the animals, and 53,8% infornted genetic
modification status and provided information related to previ procedures
performed in the animals. In relation to housing and husba6ér2% of the studies
related the type of cage, number of cages, light-darlesytémperature and water.
None of the studies reported the details of the sampde csilculation. Full details
about the allocation of the animals in experimentaligsp including randomization
or matching, were described in only 50% of the studies. Theti&talt methods used
for each analysis were described in all of the studies, tlyt5%Y,6% specified the
unit of analysis for each dataset. Only 27% of the studipli@eed the criteria for
the exclusion of animals or data. Information aboutriean and standard deviation

was given in 62,5% of the studies.
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Modifications in the experimental protocols, aiming to redadverse events
and information regarding the mortality of experiméatiaimals were described in
only 15,3% of the studies. Comments on study limitatisash as sources of bias,
limitations of the animal model and inaccurate results fomndnly 23% of the
studies. Comments on how the findings are likely to bea#fir species or systems,
including relevance to human biology, were observed onlg1# of the works
(Table 2). In general, the animals that received higluitstt presented decreased
wound and bone fracture healing, reduced wound closure, delayecatiomntr
chronic inflammation and incomplete reephitelization. ies the collagen fibers
were less organized and less dense and the hydroxyproline tcaateneduced. In
relation to the bone, increased occurrence of osteophyig@geduced bone callus
were observed, and 33,3% of the studies did not analyaacekltilar matrix
compounds. The groups treated with high-fat-diet also predeinicreased body
weight and blood glucose and 25% of the studies did not zndlpod glucose
levels. In relation to alcohol, the main results dastate that alcohol consumption
decreases bone callus and reduces biomechanical stregibchondral
ossification and bone mineral density. The rates epheelization, fibroblast
proliferation, neutrophil infiltration and macrophage inflamongtprotein 2 were
lower in the groups treated with high fat diet when comparélde controls. Among
the extracellular matrix compounds, reduction was obsenvethyeloperoxidase
activity, hydroxyproline and hyaluronic acid contents, callusnfiion and tissue
mineral density.

The use of alcohol also affected the chemical mediatleased in the tissue.
The production of TNk, FGF-2, IL-2 and Lysyl oxidase decreased in groups
treated with alcohol. The levels of Wnt, B-catenin and bone signalizes were also
reduced after treatment with alcohol. 28,5% of the sedestudies did not perform
the analysis of extracellular matrix components artdkiyes. The oxidative stress
parameters were analyzed only in 14,3% of the studies, amdatheresults showed
increased levels of malondialdehyde (MDA), superoxide diaseu{SOD) and
protein carbonyl contents after alcohol consumptiab(@ 3). The main results were
schematized and demonstrate that high-fat-diet prondatiegs the wounds healing,
wounds healing reduction (46-51,53,54), reduced extracellular Matrixponents
with reduction in the collagen synthesis (33,48,49,50,51,53,54), tne@ybase (46-
50,53,54) and high glucose levels in blood vessels (33,47,50,52updarly it was
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observed that the alcohol consumption decrease woundndpeddiomechanical
strength, reephitelization and fibroblast proliferati@ri(,20,39,57,60,62-64).

Decrease myeloperoxidase activity, hydroxyproline, hyaluronid acid
tissue mineral density (1,11,39,57,59,61-64), reduction of the chkmiediators:
TNFa, FGF-2, IL-2 and Lysyl oxidase, Wnt, B-catenin signaling in the bone
(1,11,20,39,59,60,63-65) and increase of the Malondyaldeido, Sugpeigmutase,
protein carbonyl and Weight gain (54,57,62,65) (Figure 4).
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Table 3.Representation of the principal results found in thielas.

HIGH-FAT-DIET

Study
Rate of Wound Healing Extracellular matrix components analyzed )
Reference Weight Glucose test
HFD-fed mice with tibia fractures
showed decreased woven bone at @ ) The HFD group
Brown et al., . HFD-fed mice presented o
28 by histomorphometry and decreas ? ) i exhibited elevated level
2014 [46] increased body weight.
callus bone volume at day 21 by of blood glucose.
microcomputer tomography.
The HFD-fed mice impaired wound The HFD group
b ¢ al healing, with larger wound sizes. HFD, body weight was exhibited elevated level
ence et al.,
2012 [47] However, wound size was significant ? significantly higher than those ¢ of blood glucose, wher
smaller in obese mice exercised the control group. compared to others
compared with other groups. groups
The HFD-fed mice demonstrated less collag
. and decorin, and reduction of the closing )
] HFD exhibited reduced wound closut . ] ApoE knouchout (AKO) mice
Hiebert et al., ] ] wounds compared with the controls. Anime )
the delayed contraction; chronic . . and fed a HFD presented weig
2013 [48] ) ] ] treated with the Granzime B and HFD ?
inflammation compared with the othe ) ] ] increase when comparedA&O
presented increases the fibronectin and .
groups. mice not fed HFD.

vitronectin compared with the Wild-type

animals.
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The wound area was 27% greater in

high-fat chow (HFC) group 7 days, al
Otranto et al.,

110% greater in the 14 days after
2012 [49]

wounding when compared with the

standard chow (SC) group.

The collagen fibers were less organized ai _ The blood glucose of
) _ Starting from the 8th week, the
less dense in the HFC group. Hydroxyprolil )

HFC group had a higher body

levels were lower in the high-fat chow (HFC

group.

the HFC group was
higher than the SC

group.

weight.

. 21 days after wounding, the wound a
Nascimento &

~in the fat diet group was 32% highel
Costa, 2006 [50

indicating less contraction.

Blood concentration of
] . ) _ The body weight gain, in the fa glucose was not
The density of collagen fibers was higher i . o )
. ) diet group, was significantly  different between the

the control group than in the fat diet groug ]
greater than in the control grou groups throughout the

experiment.

The wound healing rate were reduct

Leite et al., 2014 in animals treated with hyperlipidic di

The hydroxyproline content was reduced in

There was no difference in the A higher serum glucos:

groups treated with the hyperlipidic diet an body mass of the animals afte level, were observed ir

[33] and laser off, when compared to th ] . o
laser off among groups. 45 days on a high-fat diet. hyperlipidic group.
others groups.
Fentanyl treatment resulted in compli ‘ o
S Masson’s trichrome staining demonstrated
reepithelialization and dense ) ]

Gupta et al., o . increased collagen content in fentanyl treat
granulation tissue in the wound scat o ] ? ?

2015 [51] wounds as compared to PBS in diabetic re

on day 36 in diabetic rats treated wit
high fat diet.

treated high fat diet.

The rats HFD-fed showed an area ¢

Sei L 201! greater and wound epithelialization
eitz et al., t

incomplete in the end of the
[52]

experiment, compared with the othe

groups.

The uptake of the HFD caused The HFD group
? significant increase in body exhibited elevated level

weight. of blood glucose.
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Scar size in fed high-fat diet animal:
Slavkovsky

was significantly increased: by 40% |
etal., 2011 [53]

males and by 140% in females.

The hydroxyproline, tropoelastin and o i
o The body weight in animals fe(
procollagen content were reduced in diabe ) i
~ HFD was increased in both sex
groups (HFD). MMP3 and MMP13 (matrix

metalloproteinase) and MPO

and the difference was more

_ ) ) ) pronounced in females, being
(myeloperoxidase) were increased in animi

with the fed HFD.

twice that of the control.

The high-fat diet
animals group,
presented elevated
glucose levels, when

compared to control.

HDF fed animals and ovarectomized (OV

Holcomb et al., presented 61% of the wound open, whe

OVX mice treated with high-fat
diet presented higher final bod

? ?
2009 [54] compared to NOVX and HFD fed mice th weights than NOVX mice treate
presented 34% of the wound open. with HFD.
The HFD was associated with ) . o Blood glucose levels
N Large progressive meniscal calcification, an ] ) ]
Mooney et al.,,  accelerated osteoarthritis (OA), anc ) Mice on the HFD weighed 29% were increase in the
) ] . ) increased presence of osteophytes in both | o ) )
2011 [55] with major loss of cartilage relative ti more than those on the lean dir diabetic treated with ths

the control groups.

groups relative to the diet controls.

HFD group.

The diet-induced obesity (DIO) grouj

showed no sign of re-epithelialisatiol
Nascimento &
Costa 2011 [56]

The percentage of the re-epithelialis:
wound area was lower in the DIO

groups compared with the control

group.

In the diet-induced obesity (DIO) and diet- The diet-induced obesity (DIO]
resistant (DR) groups, hydroxyproline level group presented a higher avere
were lower 7 d after wounding and increas  body weight, than the diet-

slightly 14 d after wounding. resistant (DR) group.

The blood glucose leve
of the diet-resistant
(DR) group was lower
than the glucose levels
of the control and diet-
induced obesity (DIO)

groups.
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ALCOHOL

Study Histopathological evaluation ECM components analyzed Cytokines Oxidative Stress Weight
Reference
) The groups treated only
In the group treated with ) o )
] Myeloperoxidase activity with ethanol presented
alcohol and Melatonin two ) ]
) ) decreased in the group treat increase of the
Halici et al., animals with complete ] )
o ) . ) only with the alcohol, when ? Malondyaldeido (MDA) ?
2010 [57] cartilaginous union, five with . ) ) .
) ] compared with the melatoni and superoxide dismutas
incomplete bony union and or
) ] group. (SOD), when compared
with complete bony union. i )
with the melatonin group
Alcohol-exposed mice
In the alcohol treatment . o ]
Alcohol promotes decreased exhibited a significant increas
. ) . group, there was smaller )
Lauing et al.,  callus biomechanical strengtt in the amount of callus-
o amount of external callus ) ? ?
2014 [1] and reduced cartilaginous call ] associated
) tissue and decreasing the ]
formation. o hyperphosphorylatef-catenin
cartilaginous component. ) .
compared with saline controls
) o There was no
The group treated with ethanc Rats fed a liquid diet ) ) )
] ] o difference in weight
Elmali et al., had a lower fracture healing re containing ethanol decreass
. ) . ? ? between the group
2002 [58] when compared with the contr  bone density and mineral )
treated with alcohol

group.

content.

and control group.
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Faunce et al.,
2003 [36]

The neutrophil content of the

skin of mice after burn injury
was not significantly differenct ?
with of ethanol treatment, whe

compared to others groups.

Myeloperoxidase (MPO)
content was not different
compared to other groups. Tt
production of TNF from mice
that received ethanol exposu

was lower than other groups

Radek et al.,
2005 [39]

Reepithelization was lower in )
) Hydroxyproline, was
the groups treated with the
significantly reduced at day
Ethanol, when compared to tt .
7, in wounds from ethanol-
control groups, but does not )
S ] o treated animals compared
inhibit keratinocyte migration )
with control.
across the wound bed.

The level of FGF-2 was lowel

in wounds from ethanol-treate
mice and VEGF levels were

significantly higher in wounds
from ethanol-treated mice

compared with the control.

Driver et al.,
2015 [59]

The fracture from Ethanol-
treated mice, showed
? decrease in callus formatiol
and reduced new bone

deposition.

The exposure to Ethanol,
reduced activity of the TGB-
1.

Lauing et al.,
2012 [60]

It was observed a significant
47% reduction in the voluma&f The alcohol exposure reduc
callus tissue formed at day 1:  bone mineralizattion and
post-injury compared to the osteoblasts activity

saline group.

The levels of b-catenin are
significantly decreased in the
groups treated with ethanol,

when compared to the contrc

group.
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Alcohol exposure resulted in

significant loss in
Obermeyer biomechanical strength and
etal., 2012 [61] reduced bone callus volume,
and presented absence of

ossification endonchondral.

Evaluation of callus tissue
mineral density did not revei
any significant differences
between any of the treatme

groups.

Exposure to ethanol causes
decrease in fibroblast
Ranzer et al.,, proliferation when compared i
2011 [11] basal medium alone,
impairment on the regulatory

function of fibroblasts.

The levels of collagen and
hyaluronic acid (HA) of the
wounds in mice exposed tc
ethanol were significantly

reduced compared to contr¢

Lysyl Oxidase activity (LOX)
in the wounds of the mice
treated with ethanol decreast
significantly compared to

control groups.

Ethanol consumption caused
reduction in tissue repair anc
Chakkalakala tissue resistance. The groug
et al., 2005 [62] with the highest consumption
ethanol, resulting in poor bon

healing.

The tissue of the rats that
received ethanol in the diet
presented reduced in the
synthesis of bone matrix an
decreasing in the bone
mineralization.

There was a reducing
of the final weight of
179 in the groups
treated with high and
moderate levels
alcohol, when
compared to control.

The decrease in proliferation
was observed in splenocytes
Choudhrya ] ] )
derived from animals subjecte
et al., 2000 [63] ) )
to the combined insutif

alcohol and burn injury.

IL-2 production by splenocytes derive
from the burn plus alcohol group of
animals was suppressed compared v
the splenocytes obtained from the

animals the other groups.
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The histological examination of
wounds by myeloperoxidase
(MPO) reveals a reduction at 12

. and 24hs of the neutrophil
Fitzgerald P

et al., 2007 [20] . _
macrophage inflammatory proteir

infiltration. The analysis of the

2 (MIP-2) reveal a reduction at
12hs, post injury in the groups
treated with the ethanol

TNFa levels were unchangec
after injury in both groups
ethanol and saline-treated. IL
? 1B showed variables peak
levels, with reduction at 6 ant
12 hs and high after 24hs in tl

groups treated with the ethan

Ethanol induced reduction in
Chen et al.,201( ) ] )
bone mineral density (BMD) ir

Ethanol induced suppression

Ethanol induced reduction ¢

Whnt, B-catenin signaling in

the osteocalcin in the cellule

Ethanol promotes
adipogenesis through

accumulate oxidative

[64] ] bone in postlactational femal stress and elevates prote
females rats after lactation. culture. ]
rats. carbonyl content in the
cells.
An acute (1 week) the alcoho Acute binge alcohol treatmer After chronic (4-week)
treatment did not decrease significantly affected genes alcohol-treatment, rats
vertebral cancellous or cortice associated with 4 pathways showed an approximate
. . . . L . . 4% increase in bod
Himes BMD (Bone Mineral Density). including integrin, chemokine ’ Y
? ? weight compared to

et al.,2009 [65] In contrast, a chronic (4-week
there was decreased vertebr.
cancellous BMD in alcohol

treatment.

RAS and PDGF signaling,
while chronic binge alcohol
modulated angiogenesis ani

Whnt signaling gene expressio

their baseline weight,
versus an 11% increas
in their respective contrc

groups.
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Decrease in the rate of
Wound Healing
[46,47,48,49,50,51,53,54]

T

Reduction in collagen Increase Weight Glucose test: Increase in

synthes_is_, and blood glucose levels
deposition [46,47,48,49,50,53,54]
[33,48,49,50,51,53,54] [33,47,50,52,53,54]

T T T

Delays the healing of wounds

—
High-Fat-Diet
—
Alcohol

7
\

7
\

Delays the healing of wounds

l

Decrease wound healing,
biomechanical strength,
reephitelization, fibroblast
proliferation, reduced neutrophil
infiltration

[1,11,20,39,57,60,62,63,64]

Decrease Reduced in the chemical
. ) Increase of the
myeloperoxidase mediators: TNFa, FGF-2, . .
- . . Malondyaldeido, Superoxide
activity, hydroxyproline, IL -2 and Lysyl oxidase. : .
e U . dismutase, protein carbonyl
hyaluronic acid and Whnt, g-catenin signaling . .
i . | densi in the b and Weight gain
issue mineral density in the bone (5457 62,65]
[1,11,39,57,59,61,62,63,64] [1,11,20,36,39,59,60,63,64,65]

Figure 4: Flowchart of the main results of the high-fat-diet afahol studies.
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4. Discussion

High fat diet and alcohol consumption are among then reaternal factors
related to lifestyle that hinder the repair process of cotaand bone tissue. Tissue
recovery becomes even more difficult when thesefagtors are associated [42,49].
In this study, we investigated through systematic reviewgetfeet of high fat diet
and alcohol consumption on cutaneous and bone tissue iepae-clinical studies,
using mice and rats. 461 studies were analyzed and, afteflgjigibalysis, 26 were
selected as relevant works, according to the proposed iwbjeEhe most important
findings of the review showed the negative effects ghhiat diet and alcohol
consumption on the repair of cutaneous and bone woundse Tivalings were
defined after critical and descriptive analysis of the rparameters related to tissue
repair, such as the production and organization of the osMukar matrix
components, cellular proliferation, free radical produstimain released cytokines
and glucose levels, which are the main related parameters

The use of the Prisma Guideline was fundamental to réasehexpected
results, once it allowed the selection of differentrkgaotally focused on the topic,
by using a well-defined search strategy [66]. Although the éiffiez between the
species hampers the direct exploration of the apmiesitior humans, the results of
the study show the need for better controlled investiget It is clear that the
guality of the models and protocols used should be improved)yniar the type and
period of administration of the diet. Besides, theoladd concentrations used also
presented high variety and there was low specificitythiertype of induced lesion.
The types of wound models produced also varied widely, whichpé&enthe
selection of a model for reproduction in further works.

The general objective of systematic review works is mdmlgevelop means
to bring together pieces of evidence from randomized alinests and experiments
that evaluate the positive or negative effects oéram intervention. This type of
review, which is based on clinical evidence, has inegasgnificantly in recent
years. However, in the pre-clinical field, studies aitesstarce and the data quality
analysis of the works is still based on the criteria useendomized clinical studies.
In the present study, besides the descriptive analysefioavcharts presenting the
main findings of the papers, the ARRIVE guidelines were alsal s analyze the

main errors found in the description and developmentefabrks. The evaluated
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studies have two major limitations: Huge variety in thelyemms parameters in the
methodology and low specificity in important details, inahgdage and weight of
the animals, type and size of the wounds, diet componalotsol concentration,
among others. In the results, it was difficult to ustind the description, once the
studies reported different markers to present their fggli In most articles, mice
were the most used animal model, probably because of treiaisd easy handling.
Besides, it is the cheapest murine model and it is #asgke care during long
experimental periods, which generally occurs in high fat dedels [67]. We
observed that most studied animals were males, probablydeetdse males present
lower hormonal interference, when compared to femal#y. [The hormonal
problem becomes more relevant when the repair processlisated, once it is
known that feminine hormones have a positive effect ephielization and tissue
wound closure [68].

In relation to age and weight, there was wide variatimorgy the studies.
The age ranged from 5 to 37 weeks and the weight, from 15 to 60gc®and from
120 to 399q for rats. This weight and age range has been commedlynusurine
models, mainly because the data are related to young amkyhesaiimals [69,70,71].
Several articles did not inform the age of the animéls, tumber of animals per
group, period of acclimatization, or light and darknesdesycetc. The absence of
important information on the methodology may comprortiigeunderstanding of ¢h
study and restrain research reproduction. Thus, it is @idgnfactor that leads to
relevant methodological flaws [11].

This study showed that 67% of the studies that admietarfatty diet did
not report weighting frequency, while 21,5% did not inform thieme of alcohol
administration. These variables are important bectgseaffect animal physiology,
which may explain the body weight gain or loss and thasntktabolic conditions
[40,72]. We also observed the predominance of saturated falheindiet and
discrepant time intervals between the administrati@sh discrepancy may be
associated to the different murine models used. This feapardize the
development of further research requiring protocols thathigge fat diet in tle
induction of metabolic problems. In our review, we found pafies induce tissue
lesion using the diet for only 4 weeks, while other worksdledeto administer the
diet for more than 25 weeks to reach similar resultse start of an adequate tissue

repair process demands animals in a state of homeogtassguaranteeing that
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tissue nutrition and vascularization are adequate for odllvascular proliferation
[69,73].

In general, overweight animals present reduced wound closdreedaced
matrix synthesis [28,55,56]. Simultaneously, our resultsvedothat most works
(64,2%) use alcohol at the concentration of 20% (wjich can be justified by
some well succeeded models described in the literaturelymar the use in
humans [1,65]. The effects of alcohol consumption orugisgestruction are well
described, especially for hepatic tissues [74,M8bwever, the papers analyzed are
inaccurate and provide little information on cutaneous rggatess, mainly because
there was no trustable protocol reporting drug concemtrati a pattern to analyze
important parameters of cutaneous and bone repair.

The type and the size of lesions were other paramatsersaanalyzed. Alcohol or the
diet generally reduced the rate of wound closureaccentuated histopathological
modifications. The analysis of these parameters poiotedthe great difference
between the wounds, whose incisions ranged from 3mm tolZwnefdre, wounds

presented different sizes and forms. These are impartesiderations in studies on
wound healing, because there are effects on concentsdtiemgth and cell quality
(myofibroblasts) [76].

In relation to the time interval considered to measheewounded area, total
closure was not observed in most works, once the invessgatecided to adopt
long intervals (0, 2, 3, 7, 14 and 21 days), instead of carptbghe measurements
on the area every day. This may have been a detenmiiaistor for the results found
in animals. Such works differed from studies conducted withams, who usually
present wound closure rate of 100% [77]. This fact may indieatethodological
flaw, compromise the reliability of the results, and prévmany works from having
their results extrapolated to human clinical conditioBseat variation was also
found in studies that report bone lesions, once thediffezent bones, such as the
tibia, fibula, femur and lumbar vertebra. = The greatestlaf the studies were
disclosed in our work through the ARRIVE Guidelines (Animals in Bese
Reporting in Vivo Experiments). Open-access journals shaeged the publication
process, by increasing research data availability. Howeverg tis plenty of
evidence that, in several areas of study, reseanpbrtrés insufficient, which
demonstrates that, in many cases, even when theregls duality science,

publications do not provide enough information for the reproclucof the works
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[78]. The instructions found in the ARRIVE Guidelines (Animals ias€&arch:
Reporting in Vivo Experiments) describe the informaticguieed from all scientific
publications using animals as the experimental model [45]. Terghis may
become an important tool to standardize the presentatitimeomethodology and

results.

5. Conclusion

The results of this review showed consistently that alcobnsumption and
high fat diet slow tissue repair processes in murine modelsever, a wide variety
was observed in the description of the methodology andtsesvhich reveals the
lack of a well-defined standard aiming at the reproduction ofvti&, in most cases.
This broad variety of models limited the comparison efghpers, and hampered the
extrapolation of the results for humans. Thus, weckme that the questions related
to the quality and amount of details in the descriptionthef works should be

analyzed during the development of further research oardse
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ARTIGO 2

Alcool e Dieta Gorda retardam a cicatrizacio de Feridas Cutaneas de Segian
Intencdo em Ratos Wistar

Resumo

Alguns trabalhos tém relatado que o alcool e a dieta daijgeica prejudicam o
processo de reparo cutanew entanto, ndo existem estudos que contemplam o
efeito do é&lcool associado a dieta hipercalérica mparee de feridas cutédneas de
segunda intencao. Deste modo, 0 nosso objetivo foi avaséeito do alcool e dieta
hipercaldrica nas principais etapas do processo cicateigialatos Wistar. Assim 0s
animais foram divididos em cinco grupos, G1: controle, dietaeccial e agua com
gavagem, G2: controle, dieta comercial e agua sem gav&jfndieta comercial e
Alcool, G4: dieta hipercalérica, G5: dieta hipercaldrica @d@lcOs animais foram
tratados com alcool e dieta hipercaldrica durante 61 A@ss 40 dias de tratamento
foram realizadas 3 feridas cutaneas de segunda intengdorsw dos animais por
meio de incisédo cirurgia e a cada 7 dias foram retirfrdgsnentos totalizando 21
dias. Os fragmentos foram coletados para analiselmmétricas, bioquimicas e de
citocinas. Além disto, avaliamos durante todo o experimerganho de peso total
(TEP), indice de massa corporal (IMC) e o coefigede eficiéncia alimentar
(CEA). A partir das analises morfométricas, observamnmsumento da celularidade
e uma reducdo da vascularizagdo nos grupos tratados kmol & dieta
hipercaldrica, da mesma forma houve um aumento dos nivai§&Bg indicando
uma fase inflamatoria prorrogada durante a cicatriza¢g@ram encontrados
depdsitos de hemsdgderina na pele de animais tratados com alcool e dieta
hipercaldrica, o que pode ser explicado pelo dano hepatsada pelo tratamento,
uma vez que os niveis de ALT e AST também encontravaniesadms. Nossos
resultados demostraram também uma reducédo na quantidaderemdo tipo | e Ili
em G3, G4 e G5 o que pode ser resultado do estresse oxidatimdacae alcool e
dieta hipercalérica, uma vez que os niveis de TBARS, PCHa% enzimas
antioxidantes Superéxido Dismutase (SQDJatalase (CAT), Glutationa-S-
Transferase (GST) estavam elevados. Baseado nisto, copelgira o consumo de

alcool e dieta hipercaldrica retardam a cicatrizacatedaas pelo aumento da fase
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inflamatoria e do estresse oxidativo, causando afiesagorfologicas e bioquimicas

gue impedem o remodelamento correto da matriz.

Palavras-chave alcool, dieta rica em gordura, tecido cicatricial, rattstar.
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Abstract

Some studies have reported that alcohol and fat dietg#athe skin repair process;
however, there are no studies that address the influgradeohol associated with fat
diet in the repair of cutaneous wounds secondary intenfioms, our objective was
to evaluate the influence of alcohol and fat diet in tr@nnsteps of the healing
process. Thus the animals were divided into five groups, Gl:otoogmmercial
diet and water gavage, G2: control, commercial diet artdrwathout gavage, G3:
Commercial diet and alcohol G4: Fat Diet, G5: Fat Diet aledhol. The animal
were treated with alcohol and fat diet for 61 days. After 4 deere performed
three wounds on the dorsum of second intention of the &miynancision surgery
and every 7 days were taken fragments totaling 21 days.fragjenents were
collected for morphometric analysis, biochemical and lages. In addition, we
evaluated throughout the total weight gain experiment, bodg nmalex (BMI) and
feed efficiency coefficient (CFE). From the morphdmeeanalysis, we observed an
increase in cellularity and vascularity decrease irgtheps treated with alcohol and
fat diet, just as an increase in T@Hevels indicating a prolonged inflammatory
phase during healing. hemosiderin deposits were found in th@tknimals treated
with alcohol and fat diet, which can be explained g llepatic damage caused by
the treatment, since ALT and AST levels are also faonide modified. Our results
also demonstrated a reduction in collagen quantity of typelllll G3, G4 and G5,
which may be a result of oxidative stress caused by al@otd fat diet, as TBARS,
PCN and antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), seatf@@AT),
glutathione-S-transferase (GST) were elevated. Based gmhisonclude that the
consumption of alcohol and fat diet retard wound healingirzyeasing the
inflammatory phase and oxidative stress, causing morpicalognd biochemical

changes that prevent the proper remodeling of the matrix.

Key words: dcohol, fat diet scar tissueWistar rat.

52



1. Introducéo

A cicatrizacdo de feridas cutaneas é um processo dinAm@mmposto
basicamente por 3 etapas que envolvem a liberacdo de umalsémediadores
guimicos como citocinage quimiocinas importantes em todas as fases do
process8?. Na primeira fase, conhecida como inflamatétaorre a migragéo
celular e a liberacdo de grande quantidade de mediadores est@l@rocesso
seguido por eventos que culminam com a proliferagcdo cekilarasculare
consequente remodelacdo tecifftdl As fases do processo cicatricial sdo
dependentes entre si e tendem a se soitép@essa forma qualquer alteracdo que
ocorrer em alguma etapa pode comprometer todo o prodegando a cronificacao
da lesdo cutanfa

A pele € o maior 6rgdo do corpo e é considerada barreira fisica contra
patdgenos e microorganismos divefs8s No processo de reparo cutanes a
principais células que compde a pele sédo recrutadas pa&aehanfento da ferida,
destacando-se os fibroblastos, queratindcitos e cémesteliais vasculargs?.
Quando estas células sao ativadas formam o tecido delagao, rico em colageno
Il e vasos sanguineos, além de promoverem a recorstlagdarreira epidérmia
Os fibroblastos sdo as principais células responsave#s elducdo de matriz
extracelular (MEC), formada por colageno, fibronectfitaas elasticas, tenascina e
laminina, que irdo dar suporte para migracdo celular e pfosemacdo de novos
vasos sanguined$' A liberacdo de quimiocinas e citocinas pelas célulascido
€ importante para modular a formacdo de novas céikdass e 0s constituintes da
MEC“. Dentre os principais mediadores liberados durante o prodesseparo
podemos destacar: fator de transformacdo do crescimento TieEap), fator de
crescimendo de fibroblasto (FGF), fator de crescimento repice (EGF) fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) entre outros. O3 E&dree importante
papel durante o processo cicatricial, devido sua atividade aptiaiiva para
macréfagos, queratinécitos e fibroblastos, além de estinauliberacdo de outros
fatores de crescimento, a angiogénese drimbacdo de enzimas com atividade
proteoliticd*?.

Recentemente alguns estudos tém mostrado grande interessedlise de
biomarcadores de estresse oxidativo e de defesas anti@sdenprocesso de reparo

cutane@*'®. Existem relatos de que a exposicao do tecido a agesitasslestimula
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o transporte de elétrons, levando aumento na formacdo de radicais livres e de
espécies reativas de oxigéniBRO’s). Além disto, tem sido observado que no
processo de cicatrizagdo normal, existe um aumento maidpde deERO’s, assim
guanto mais répida for a recuperacao do tecido melhorasgualidade da cicatriz,
uma vez que serd menor a geracao de radicais livresngquentemente, menor
ser4 a ocorréncia de danos oxidativos ao t&¢itfd A producédo de radicais livres
em pequenas quantidades € considerada um processo fifisiolép entanto,
existem fatores relacionados aos habitos de vida qudenater diretamente no
aumento dsERO’s e comprometem a fungéo celular e tecidpatlendosedestacar
o alcoolismo e o consumo de dietas ricas em gordtras

Atualmente o alcoolismo € considerado um problema de gaiiidlca e o
consumo do alcool em excesso pode causar uma seriemde@dts no tecido através
da geracdo de processos inflamatérios e da producdo auméntBR®’s?*?Y. O
consumo elevado de alcool pode comprometer o bom fuamoemto do organismo e
levar a consequéncias irreversiveis, destacardtisfuncées hepaticas e renais,
além de retar o processo de cura das feridasna vez que inibe os sistemas de
defesas antioxidanté® e altera a resposta imune diminuindo a liberacdo de
mediadore®. Além disto, pode ocorrer alteracdo celular, causadéa pe
desestruturacdo do DNA, RNA e proteinas, levando a um poodesdegeneracao
que pode evoluir para necrose teciffttal

Assim como no alcoolismo os efeitos do consumo de ueta thadequada
também podem trazer grandes prejuizos para o procestucigtaA ingestdo de
dietas hipaioricas, como
a dieta de cafeteria, tem se mostrado um modeloesdante para inducdo de
dislipidemia, uma vez que representa um padrdo semelhatibeeatacéo rica em
gordura que vem sendo consumido pela sociedade m&de@aconsumo de dieta
hipercaldrica esta associado a uma grande variedade degadppodendo destacar
entre elas obesidade, diabetes, resisténcia a insdbeagcas coronarianas, cancer,
acidentes vascular cerebral e esteatose ndo alcodlitgadad®**”. Em geral todas
estas doencas apresentam um denominador comum; um quadnfladeagéo
crbnica que, apds sua evolucdo, pode causar alteracOdgatecirreversiveis e
estabelecer o desenvolvimento de uma doenca.

Geralmente uma alimentag&o rica em gorduras esta ats@uaconsumo de

alcool e esta combinacdo tem se mostrado uma realidddevez mais comum em
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nossa sociedadé”. Os danos causados por esta associacdo S&o o0s nmi®va
possiveis, mas no geral levam ao desenvolvimento de dedgi®raievido ao
aumento na producgéo de radicais livres, desestruturacdo dawanas celulares e
acumulo de proteinas no interior das células. Alénodes consumo cronico pode
ativar vérias vias importantes relacionadas a moitgacé*?3. Vale ressaltar que
este modelo de leséo utilizando a ingestdo de dieta hipéraadéalcool em estudos
pré-clinicos tem grande aplicabilidade em modelos clinicapresenta potencial
utilidade para investigar o efeito do perfil dietético sabmaetabolismo e estrutura
de maltiplos 6rgad® )

Desta forma, assim como o consumo de alea® uma dieta rica em gorduras
pode interferir no metabolismo de varios 6rgaos eaultéirias vias metabdlicas, nds
acreditamos que o processo de reparo de feridas cutaneseguleda intencao
também pode ser comprometido quando esta associado aanoodsstes dois
produtos Baseado nisto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar ito efe
consumo do alcool e da dieta gorda na cicatrizacaordiadecutaneas de segunda
intencdo. Para isso avaliamos a acédo destes prodatiaslols e associados na
proliferacéo celular, vascular, nos constituinte$AC, naprodwdode ERO’s, nos

parametros sanguineos e na quantidade defl@beuzida pelo tecido.

2. Material e Métodos

2.1 Animais

Ratos Wistar Rattus norvegicysmachos, com peso médio de 320g, dez
semanas de vida, sadios, provenientes do Biotério &elarUniversidade Federal
de Vicosa foram alocados em gaiolas individuais, diarden higienizadas e
mantidas em ambiente com temperatura controlada (x22°Cthtdperiodo foi
estabelecido em ciclos de 12 horas de claridade e 12 horascdedéo.O
experimento foi aprovado pelo comité de ética instituciof@EUA/UFV -
213/2014).
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2.2 Delineamento experimental e realizagdo das feridas

Trinta animais foram randomizados em 5 grupos de 6 animai®:s&i=
controle, dieta comercfd?, e agua por gavagem, G2= controle, dieta comercial e
agua sem gavagem; G3= dieta comercial e alcool, G4= dieixaliprica (cafeteria)
G5= Dieta hipercal6rica (cafeteriajlcool. Os animais foram tratados com alceol
dieta hipercaldrica durante 61 dias. Durante este perioaloimgis receberam élcool
40% (etanol absoluto (Dindmica®) diluido em &gua a ,4@%kg do peso
corporaf®®, uma vez por dia por gavagem. Os componentes da dietecdibrica
estdo descritos na tabelaetptalizaram 50% de gordura, 20% de proteina, e 30% de
carboidrato$.

Tabela 1 Composicéo da dieta hipercaldrica (cafeteria) (g/1000g de dieta).

Ingredientes Quantidade (g)
Paté de presunto 223
Batata frita palha 111
Bacon 111
Biscoito maisena 111
Achocolatado em pé sabor chocolate 111
Leite integral em po 111
Racé&o comercial 111

As dietas foram preparadas em ambiente asséptico usantaradus
industrial para homogeneizacdo. Todas as dietas e agunadéeeecidasad libitum.
Durante o experimento os animais foram pesados a cadaliasteO célculo do
coeficiente de feciéncia alimentar (CEA) foi obtido pela analise do pesd tida
alimento oferecido menos o peso do alimento que permaapoOm 0 periodo de
24hs. ApoOs 40 dias de administracdo do alcool e da diedacfin do consumo
cronico do alcool e dieta hipercaldrica) os animais foaaestesiados com injecao
intramuscular de ketamina (50 mg/kg) e xylazina (20 mg/kg) deriglas circulares
de 12mm diametro, foram criadas por incisdo cirlrgicaaag&posicdo da fascia
muscular dorsal utilizando-se bisturi com lamina nimero 1&re& das feridas foi
previamente demarcada com a utilizagao de cristal vielefarida com a utilizagéo

de paquimetro analdégico (Mitutoyo Sul Americana Ltda®, SddoR Brasil). Para
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realizacdo das feridas os animais tiveram o dorso depilada &ea foi
desengordurada com éter etilico (Merck ®, Rio de JanenasilB Em seguida foi
usado etanol a 70% e iodopovidona 10% para assepsia dd”lo&ah todos os
grupos as feridas foram limpas com solucéo salina 0,9% d@antas. Ao final do
experimento os animais foram eutanaziados por puncdo cardibcansstesia
intraperitoneal com Ibuprofeno (10mg/Kg). Os detalhes do modgberimental

estéo descritos na Figura 1.

Realizacdo
o~ das feridas
Ferida FO F1 B2 F3
\ v v v
— e T T I |
AR AR
404142 43 4445 46 47 48349 50 515253545556 575859 60 &1

0
+G1: controle do estresse da gavagem (n=6)

Controle da gavagem ( gavagem com agua)
Dieta Padrdo ad libium

#(G2: controle sem estresse (n=6)

Agua ad libium
Dieta Padrdo ad libium

*G3: dieta padrdo ad libitum e dlcool 40% por gavagem (n=6)

Dieta Padrdo ad libium

oG4 dieta de cafeteria e agua ad libium (n=6)

Agua ad libium

Dieta de Cafeteria ad libium

#(5: dieta de cafeteria e etanol 40% por gavagem (n=6)

Dieta de Cafeteria ad libium

Figura 1: Fluxograma do delineamento experimental com a disgdlouilos animais
nos grupos, tempo de tratamento (linha cronoldgica, aad)izacdo das feridas e
coleta de fragmentos (cabeca da seta em vermelhojtaTratos Wistar foram
randomizados em cinco grupos experimentais: G1: contrad¢a Domercial e agua
com gavagem, G2: controle, Dieta comercial e 4gua sem gaya@8: Dieta
comercial e alcool (40%), G4: Dieta gorda (cafeteria) e agubbitum G5: Dieta
gorda (cafeteria), aguad libitum e alcool. Os animais foram tratados por quarenta
dias antes da realizacdo das feridas, para simulangsurco crénico de etanol e
dieta. FO: ferida zero (pele integra), F1: ferida 1, fragoneetolhido apds 7 dias de
realizagédo das feridas, F2: ferida 2, fragmento recollpds &4 dias e F3: Ferida 3,

fragmento recolhido apds 21 dias.
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2.3 Processamento e analise do material histologico

Fragmentos de tecidos foram coletados de cada animalnemdas trés
feridas a cada 7 dias, utilizando um bisturi e 0 mepnoeedimento anestésico
descrito anteriormente. Os fragmentos retirados paédisanhistolégica foram
preservados em solucdo de Karnovsky, desidratados enh efiafemizadas em xilol
e incluidas em parafina. Cortes de espessura de 4 um dbtatas em micrétom
rotativo (Leica Multicut 2045®, Reichert-Jung, Jena, Alemanhidizando-se 1 em
cada 20 secdes para evitar a repeticdo da analise da mesmhiséolégica. Os
cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) parsardos fibroblastos
e vasos sanguineos, e Sirius red (Sirius F3B vermelhoayvtobemical Co., Union,
NJ, EUA) para analisar as fibras colagenas do tipo | esdd microscopia de
polarizacdo (Sigma, St. Louis, Missouri, E\f&) A coloracéo para hemossiderina
foi realizada pela marcacéo do ferro pela corante ds®Pee vermelho neutro 1%
Para evidenciar as fibras elasticas as secc¢des do ferado coradas pelo método de
Verhoeff*.0Os cortes foram analisados e as imagens capturadas comsatpio de
campo claro BX53® (Olympus, Tokyo, Japdo) no software Qedl&emensions,
Céamera - Olympus DP78,analisadas pelo software Image Pro Plus®. Usando uma
lente objetiva de 20X, 10 campos histologicos foram amdss aleatoriamente em
cada seccéo de pele, e uma &rea de tecido total de 58xddoi submetida a
analise. Para istdoi realizada uma contagem de todas as estruturas deswseer
numa area de teste padrdo (AT) de 153xW€. As estruturas analisadas foram:
vasos sanguineos, células, fibras colagenas tipo | elllipdibras elasticas e
depdsitos de hemossiderina. As fibras de colageno forarsadesi de acordo com a
propriedade de birrefringéncia, uma vez que, sob poldwzags fibras grossas de
colageno tipo | aparecem em tons deesdrrilhantes que vdo do vermelho ao
amarelo, enquanto que as fibras reticulares finas (caéaten Ill) aparecem em
verde brilhant€®. Para andlise de mastdcitos, seccdes de tecido dalaftcam
corados com azul de toluidiid A especificidade deste método baseia-se nas
propriedades de metacromasia dos granulos de mastocitcsgajueos em porcdes
guimicas aniénicas que modificam o azul do corante iniciakiquirem uma cor
roxa escura. Usando uma lente objetiva de 40X, 10 campasdobisbs foram
analisads totalizando uma &rea de 1,96fMmrem microscopio de luz CX40®

(Olympus, Tokyo, Japado). Cada seccdo histologica apresenteu anea de
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0,196mmi. Esta &rea foi calculada a partir darto de campo=2040 ¢ em seguida

foi utilizada a formula A=nr’.

2.4 Analises de expresséao de citocinas

Amostras de tecido cicatricial, coletadas nos dia 7, éotdm congeladas a -
80° C e homogeneizadas em PBS, tampao pH: 7.4 contendo 0,05% de Tween e
centrifugado a 3.500G por 30 minutos. Os niveis de F@B-sobrenadante foram
analisados utilizandse kits de imunoensaio pelo método de ELISBoster
Biological Technology LtdChina), seguindo o protocolo do fabrican®acas de
poliestireno de alta afinidade (Corning, New York, USA) forsensibilizadas com
100 pL/pocgo de anticorpos monoclonais especificosgaoamponente a ser dosado
(anticorpo de captura), diluidos em tampéo carbonato-bicarb®,1M (pH 9,6) por
12 horas a €. Em sequida, as placas foram bloqueadas com soluca®@%le P
acrescido com 10% de soro bovino fetal inativado (Sigduaante 1 hora em
temperatura ambiente. Nos pocos foram adicionados, emcalaplicompostos
recombinantes (curva-padréo) e as amostras do homogenainddecicatricial. As
placas foram incubadasm temperatura ambiente durante 2 horasreseguida
lavadas cinco vezes com PBS-Tween e adicionados osoraas secundarios
especificos para cada componente de interesse conjugadtstiom (anticorpo de
deteccdo) associada a avidina-peroxidase. A reacdo foeladav com
tetrametilbenzidina (TMB) e bloqueada apés 20 minutos com &citfidrico 2M,
sendo a leitura realizada em leitor de microplacas emn#bqPower Wave X-

BioTekInstruments, Inc. Winooski, Vermont, UBA

2.5 Andlises Bioquimicas

2.5.1 Marcadores de Estresse Oxidativo

Fragmentos de tecido foram coletados de cada ferida idanagnte
congelados em nitrogénio liquido (-196°C) e estocados em freB¥%C. Amostras
destes fragmentos foram homogeneizadas em tampamfestantrifugadas a 5°C
em uma velocidade de 3.500G por 10 minutos e o sobrenadanitiifado para
andlise de Catalase (CAT), Superoxido Dismutase (SOD), BhaaB-Transferase
(GST), substancias reativas do acido tiobarbitirico (TBARS) Proteinas
carboniladas (PCN). A atividade de CAT foi avaliada usando tmdoéde Aebi
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(1984§*” pela mensuracdo da taxa de decomposicdo do perdxido de hidrogénio
(H202). A mensuracao de TBARS fogalizada de acordo com o protocolo descrito
por Gutteridgee Halliwell (1990¥°®). A atividade da SOD foi realizada em leitor de
Elisa 570 nm e base-se na capacidade desta enzima em catalisar a reacdo do
superoxido (O2-) e do peréxido de hidrogénio e, assim, diminuizéo rde auto-
oxidacdo do pirogal6f. GST foi mensurada através da formacdo do conjugado
glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estimada pela variagadabdarbancia em 340 nm
por 60s. A formacgéo do conjugado ocorre espontaneamente stoasuli-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) em reacdo ndo enzimética, seonderada pela atividade
das enzimas GST. Uma unidade (U) de GST equivale a quantidade de gueima
forma 1mol do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno por mi@meficiente de
extingdo molar do CDNB 340= 9,6 mM-1 Cm -1 foi utilizado paracalsulos
(Habig et al., 1976)% os resultados expressos em pmol min -1 g-1. Os niveis de
proteinas carboniladas foram determinados pelo método adajstdens (1984)".

Os tecidos armazenados-80°C foram transferidos para nitrogénio liquido para
serem pesados e homogeneizados em &acido tricloroacéfito Q€ homogenatos
(500 pL) foram transferidos para tubos (1 tubo para o branco e 1 tubo para amostra) e
centrifugados por 10 min a 3.500G. O sobrenadante foi incupadd5 minutos

com 500 uL de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNFH 10mM preparado em HCI 2 M) (os
brancos foram incubados com 500 uL de HCI 2 M) agitando-se de 15 em 15
minutos Apds a incubagdo, as proteinas foram precipitadas com 500 pL de acido
tricloroacético 10%, centrifugadas por 10 min a 3.500G, os rataates
descartados e, em seguida lavadas duas vezes com 1 mbhaleeadaetato de etila
(1v:1v). O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de solucad®ls 6% e
centrifugado por 10 min a 5.000G. Os sobrenadantes foranadodepara a leitura.

As proteinas carboniladas foram quantificadas, espectrofoicaménte, pela
leitura da absorbanciem 340 nm. Os dados bioquimicos foram normalizados em
relacdo aos niveis de proteinas totais do sobrenadanterde @om o protocolo de
Bradford (19762.

2.6 Marcadores Sanguineos

O sangue foi coletado durante a eutanasia, apos jejum derdg, lpor

purcdo cardiaca utilizando seringa heparinizada. Em seguidagefatrifugado a
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velocidade de 1000G por Ifinutos e o soro reservado para as analises dos niveis
séricos de triacilglicerol, glicose, alanina aminotrarefe (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST). Os kits diagndsticos utilizagara esta andlise foram
adquiridos da Bioclin® (Belo Horizonte, MG, Brazil). O soi@ analisado no
Laboratério de Andlises Clinicas, Departamento de NutrighoSaude da
Universidade Federal de Vigosa, utilizando o AnalisadoiicoiBS-200 da marca
Mindray® (China).

2.7 Progressodes do fechamento da ferida

A resposta de cura de fechamento das feridas foi avatiadando a area da
ferida a cada 7 dias em imagens digitalizadas com anddme de 320 x 240 pixels
(24 bits / pixel) obtido usando um camera de video digital (DSIOM, Sony,
Toquio, Japéo). A ferida areas foram calculados por plananed mputadorizada
utilizando a Imagem Pro-Plus versao do programa 4.5 ® (M&darnetics, Silver
Spring, Md., EUA), previamente calibrado. O indice de cgétrada ferida foi
calculado usando a seguinte proporcao: area inicial da fgx@a- area no dia da
medic&o (Ai) / area inicial do ferida (AQ) x 180 A terceira ferida era selecionado

para a analise do processo de cura, porque foi recolhidéimo dia da experiéncia.

2.8 Parametros Biométricos (CEA, TEP e IMC)

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi estimaeda relacéo entre o
ganho de peso por quantidade de alimento consumido: CEA =a(firedsdo animal
(g) - massa (g) inicial do animal) / quantidade total de alionegerido no periodo
(9)*. A massa corporal foi aferida por pesagem direta epaémetros de
comprimento determinados com a utilizacdo de fita métf@andice de massa
corporal (IMC) foi determinado a partir da relacdo enpeso corporal (g)
/comprimento nasoanal (cm). A taxa especifica de ganho dg PER) foi estimada
por meio da relacdo entre: dM/Mdt, em que dM representa oogd@hmassa
corporal durante dt (massa firamassa inicial) e M é a massa corporal dos ratos em
t1 (data inicial do period6.
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2.9 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio pakda (+ DP). A
normalidade na distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste D’agostino
Pearson. Os dados paramétricos foram submetidos a atéhNseiancia unifatorial
(one-way ANOVA) seguido pelo teste Student-Newman-Keuls gamparacdes
multiplas. Os dados ndo paramétricos foram avaliadompir do teste de Kruskal-
Wallis. Os resultados comalor de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Todo os dados foram analisados e os ggifionstruidos com a
utilizacdo do software estatistico GraphPad Prism 5 (PSwmftware, Irvine,
Califérnia, EUA).
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3. Resultados

No dia 7, quantidade de células foi maior em G3, G4 e G5, quando
comparado a G1 e G2. No dia 14 os grupos que receberam alcoab3)% §lcool
associado a dieta hipercalérica (G5) apresentaram maioero de células quando
comparado aos outros grupos. No dia 21 a quantidade de céiufaaiér em G5
guando comparado aos demais. Em relacdo a quantidade de tosstogidia 7,14 e

21 houve maior nimero de células em G5 quando comparado aods denpms
(Figura 2 e 3A e B).

800+
600
400

200+

Células / 1,53x10° ym?

154

Mastocitos/1,96 mm?

Figura 2: Efeito do alcool e da dieta hipercalérica na quantidathd tle células (A) e
namero de mastdcitos (B) em feridas cutaneas de ratos Wkstgmentos de tecidos foram
coletados a cada 7 dias durante 21 dias. G1= Controle, dietac@raefigua por gavagem,
G2: Controle, dieta comercial e Agua sem gavagem, Gta Baenercial e alcool 40%, G4
Dieta HipercaloricaG5: Dieta Hipercal6rica e alcool 40%0= tecido ileso, F1, F2, F3=
tecido cicatricial com 7, 14 e 21 dias respectivamente. Dadosreddtados como
médiatdesvio padrao (DPY: # 7 diferenca estatisticentre os grupos (p<0.05); *comparado
ao G1 e G2, # comparado ao.G1, G2, G3 e G4omparado ao G4.
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Figura 3: Fotomicrografias mostrando distribuicdo de mastocitos no teaddricial no
grupo que recebeu dieta hipercaldrica e alcool (G5), adedns F2 e F3 (células coradas
em purpura)no (A e B). Coloracao Azul de toluidina.

No dia 7 e 14 a quantidade de vasos foi menor nos grupos G3, G4 e G5
guando comparado aos grupos controle (G1 e G2) (Figura 4A e FEjura
guantidade de hemossiderina no dia 7 foi maior em G5 e G4 quamgarealo aos
outros grupos. No dia 14, a quantidade de depdsito de femmafor em G3 quando
comparado aos controles, maior em G4 quando comparado a @1GG2 maior
em G5 quando comparado aos demais grupos. Resultados semedioaatesrior

foram apresentados no dia 21 (Figura 4B e 4C).
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Figura 4: Efeito do alcool e da dieta hipercalérica na quantidatk de vasos (A) e
depdsitos de hemosiderina (GB) em feridas cutaneas de ratos wistar. Fragmentos de
tecidos foram coletados a cada 7 dias durante 21 dias. G1lol€pBiieta comercial e agua
com gavagem, G2: Controle, Dieta comercial e adgua senggayas3: Dieta comerciad
alcool 40%, G4: Dieta hipercalérica, G5: Dieta hipercatoaclcool 40%. FO= tecido ileso,
F1, F2, F3=tecido cicatricial com 7, 14 e 21 dias respeatuate. Dados sdo relatados como
médiatdesvio padrdo (DP). *#,8 diferergatistica entre os grupos (p<0.05); * comparado

ao G1 e G2, # comparado ao G1, G2, G3 e G4. § comparacdo cdp?2 ®@1G3. Em C, a
fotomicrografia mostra depdsitos de hasiderina (azul). Barra: 20pum. Coloracdo de Perls

e vermelho neutro
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Grupo 4 Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1

Grupo 5

Figura 5. Fotomicrografias que demostram a distribuicdo de vasos sanguinéesidwo
cicatricial em ratos wistar. Fragmentos de tecidos foraletados a cada 7 dias durante 21
dias. G1= Controle, Dieta comercial e &gua com gavagemC@#&role, Dieta comercial e
agua sem gavagem, G3: Dieta comercial e alcool 40%, &ta DipercaldricaG5: Dieta
hipercaldrica e etanol 40%. FO= tecido ileso, F1, F2, F3daegcatricial com 7,14 e 21

dias respectivamente. Barra: 20 um. Coloragdo Hematogiliasina (HE).
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A figura 6 mostra os efeitos do consumo de dieta hipercaldrideoel&obre
aproducdo de fibras colagenas tipo I, tipo 11l e sobre fibfasticas. No dia 7 houve
um retardo na deposicdo de fibras colagenas do tipo | em G8, @l quando
comparado a G1 e G2. Os grugd4 e G5 apresentaram um retardo na producao
destas fibras quando comparado a G1, G2 e G3 (Figura 6A). No akgfpos G3,
G4 e G5 apresentaram um retardo na deposi¢cdo de colageaaado comparado a
G1 e G2. No dia 21 os grupos G4 e G5 apresentaram um atraspasicé@ie de
fibras quando comparado a G1, G2 e G3 (Figéa Bm relacdo as fibras colagenas
do tipo Il no dia 7 e no dia 14 os grupos G3, G4 e G5 apresentararatardo na
deposicao de fibras quando comparado a G1 e G2 (FiguraAGBjalise de fibras
elasticas mostrou que ndo houve diferenca entre os grdp@site todo o
experimento (Figura 6)CA figura 7 demonstra o retardo da sintese de colageno | em
G3, G4 e G5, emrelacédo a G1 e G2, sobressaindo assim asléilm@aageno do tipo
[ll, apesar de apresentar deposi¢cao inferior em relagdsdl e G2.
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Figura 6: Efeito do alcool e da dieta hipercalérica na quantidadé detcolageno do tipo |
(A), colageno do tipo lll (B) e fibras elasticas (C) em feridatimeas de ratos wistar.
Fragmentos de tecidos foram coletados a cada 7 dias durans2Gil+ Controle, Dieta
comercial e 4gua com gavagem, G2: Controle, Dieta come&rdglia sem gavagem, G3:
Dieta comercial e alcool 40%, G4: Dieta hipercalgrig: Dieta hipercalérica e alcool 40%
FO= tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7, 14 di24 respectivamente. Dados
séo relatados como médiatdesvio padrdo (DF.diferenga estatistica entre os grupos
(p<0.05); * comparado ao G1 e G2, § comparacdo com G1, G2 e G3.
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Dia 21 (F3)

T

_ Dia 07(F1) Dia 14 (F2)

Grupo 4 Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1

Grupo 5

Figura 7: Fotomicrografias sob luz polarizada que demostaimstribuicdo de colageno no
tecido cicatricial. Fibras vermelhasamarelas (colageno B fibras verdes (colageno llI).
Fragmentos de tecidos foram coletados a cada 7 dias durati@s2G1= Controle, Dieta
comercial e 4gua com gavagem, G2: Controle, Dieta corherdigua sem gavagem, G3:
Dieta comercial e alcool 40%, G4: Dieta hipercalgriga: Dieta hipercalérica e etanol. FO=
tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7, 14 e 21 digggectivamente. Barra: 20

pm. Coloracéo Sirius Red.
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A analise de TGHB- mostrou que no dia 7 (F1), G3, G4 ¢ G5 apresentaram
valores maiores quando comparado a G1 e G2, sendo que G5 foiquen®4. No
dia 14 (F2), os grupos G3 e G5 apresentaram valores maioré€slqeeG2, e ®
niveis de TGH em G4 foram maiores que G3 e G5 (Figura 8).
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Figura 8: Efeito do alcool e da dieta hipercalérica nos niveis de F@#feridas cutaneas
de ratos wistar. Fragmentos de tecidos foram coletados & adida durante 21 dias. G1=
Controle, Dieta comercial e agua com gavagem, G2: Centbiéta comercial e agua sem
gavagem, G3: Dieta comercial e alcool 40%, G4: Dieta Hp@ica G5: Dieta
hipercalérica e alcool 40%. FO= tecido ileso, F1, F2, F3=decicatricial com 7, 14 e 21
dias respectivamente. Dados séo relatados como médiatdesvio (haelyayt,& diferenca
estatistica entre os grupos (p<0.05); * comparado ao G1 e G2, comparado ao G4 ¢ &

comparaocom G3 e Gb5.

A andlise de enzimas antioxidantes mostrou que 0s gruposeceleeram
dieta hipercalorica e alcool apresentaram atividadenétede SOD, CAT e GSA
analise de SOD mostrou que G3, G4 e G5 foram maiores que nos gpapote G1
e G2, sendo que G3 e G5 apresentaram valores ainda maiores quapdoado a
G4 no dia 7. No dia 14 os grupos G3, G4 e G5 apresentaram vakliogesrpara
atividades de SOD quando comparado aos controles (FigdiraA@nalise de CAT
mostrou que no dia 7 e no dia 14, G3, G4 e G5 mostraranesaieais elevados

guando comparado a G1 e G2. No dia 21, G3 e G5 apresentaram vadises
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elevados quando comparado a G1, G2 e G4 (FigB)a Bm relacdo a GST os
grupos G3, G4 e G5 apresentaram valores maiores no dia dog@mparado aos
controles G1 e G2 (Figura 9C
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Figura 9: Efeito do alcool e da dieta hipercalérica na atividade dasnaszantioxidant
Superoxido Dismultase (A) Catalase (B) e Glutationa-S-Teassé (C) em feridas cutaneas
de ratos wistar. Fragmentos de tecidos foram coletados & adida durante 21 dias. G1=
Controle, Dieta comercial e agua com gavagem, G2: Centiéta comercial e 4gua sem
gavagem, G3: Dieta comercial e etanol 40%, G4: Dieta Hiffgica G5: Dieta
hipercalérica e alcool 40%. FO= tecido ileso, F1, F2, F3=ldecicatricial com 7, 14 e 21
dias respectivamente. Dados séo relatados como médiatdesrao (B&).*, 1 diferenca

estatistica entre os grupos (p<0.05).* comparado ao G1 e G2, ¥ comparado ao G4.
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A andlise de marcadores de estresse oxidativo mostrou glie AdF1), G3
e G5 apresentaram os maiores valores para TBARS er@steirboniladas quando
comparado aos grupos controles e G4 (Figura 10A ¢ NiBdia 14 e 21 n&do houve

diferenca entre os tratamentos.
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Figura 10: Efeito do &lcool e da dieta hipercalérica nos niveis de TBA®) e Proteinas

CarboniladagB) no tecido cicatricial de feridas cutaneam ratos Wistar. Fragmentos de
tecidos foram coletados a cada 7 dias durante 21 dias. Glol€obieta comercial e agua
com gavagem, G2: Controle, Dieta comercial e dgua seng@ayas3: Dieta comercial e
alcool 40%, G4: Dieta Hipercaldrica (cafeteri@p: Dieta Hipercaldrica (cafeteria) e alcool
40%. FO= tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7e P4 dias respectivamente.
Dados sdo relatados como médiatdesvio padrao (DP). *,1 diferenca estatistica entre os

grupos (p<0.05); * comparado ao G1 e G2, e ¥ comparado ao G4.
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As andlises de marcadores sanguineos mostrou que a quantidade
triacilgliceréis em G4 e G5 foi maior que G1 e G2. O grupo quéeeacéicool e
dieta G5 mostrou quantidades ainda maiores quando comparado a G4 (Figura
11A). A quantidade de glicose no sangue foi maior em G3, G4 e Gilauan
comparado a G1 e G2 (Figura 11B). Os niveis de AST e ALT faraimres em G3,
G4 e G5 quando comparado a G1 e G2 (RigaC e 11D).
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Figura 11: Efeito do &lcool e da dieta hipercalérica nos niveis deilgi@erdis (A)
Glicose (B) AST (C) e ALT (D) no soro de ratos Wistar. dstnas sanguineas foram
coletadas durante a eutanasia (dia 61). G1= Controle, Dier@alre 4gua com gavagem,
G2: Controle, Dieta comercial e Agua sem gavagem, G3 Biebercial e alcool 40%, G4:
Dieta hipercalérica G5: Dieta hipercalérica e alcool 40%. Dados sao relatadoso
médiatdesvio padréo (DP),T diferenca estatistica entre os grupos (p<0.05); * comparado
aoGl e G2, e ¥ comparado ao G4.
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Nos grupos tratados com &lcool isolado e associadota kijercalorica,
observou-se a &rea da ferida maior em relagdo ao gameole (G1) durante a
cicatrizacdo em F1, F2 e F3 (Figura 12). Da mesma forngaupss tratados apenas
com dieta hipercaldrica também demostraram valores isugperda area de ferida
durante os 21 dias (F1, F2 e F3). Nao houve diferencas signéfc no indice de
contracao de feridas em nenhum grupo tratado.
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Figura 12: Efeito do alcool e da dieta hipercal6rica sobre a arearitla$ cutaneas de ratos
Wistar. A area da ferida foi aferida a cada 7 dias derah dias. G1= Controle, dieta
comercial e 4gua por gavagem, G2: Controle, dieta comerd@dgua sem gavagem, G3:
Dieta comercial e alcool 40%, G4: Dieta hipercalorica, [8éta hipercalérica e alcool 40%.
FO= tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7, 14 di24 respectivamente. Dados
sdo relatados como médiatdesvio padrdo (DP). difearenca estatistica entre os grupos

(p<0.05); *comparado ao G1 e G2, + comparado ao G1.

Na analise dos parametros biométricos, a CEA foi mainGe e G4 quando
comparado aos demais grupos. Em relacdo a TEP G2 foi quaoGl, G3 e G5 e
foi menor que G4. O grupo que recebeu apenas dieta hiparaalG4) apresentou
valores mais elevados para TEP quando comparado aos dgmmais. O IMC
inicial foi igual para todos os grupos. O IMC final foi me em G5 quando

comparado aos demais grupos.
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Tabela 2: Efeito do alcool e da dieta hipercalériceds parametros biométricos
Coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), taxa edjpecde ganho de peso (TEP) e
indice de massa corporal (IMC).

CEA TEP IMC inicial IMC final
Grupos Média  D.P Média D.P Média D.P Média D.P
Gl 243,52 +15,8 529 +0,04 4,24 +0,3% 5,25 +0,34
G2 273,80 +438  61%20,14c 4,44 +0,28 5,52 +0,93
G3 233,44 +20,1 43%:20,14 4,14 +0,43 4,83 0,25
G4 286,17 +26,1  83%20,3( 4,04 0,43 5,29 0,37
G5 214,07 +51,3  43% 0,08 4,15 +0,28 4,55 +0,1%

Dados foram expressos como médiatdesvio padrao (DP). G1l= IEprilieta
comercial e agua com gavagem, G2: Controle, Dieta caamherdgua sem gavagem,
G3: Dieta comercial e alcool 40%, G4: Dieta hipercaloricde{esa), G5: Dieta
hipercalérica (cafeteria) e alcool 40%"% letras diferentes indicam diferencas

estatisticas entre os grupos0[5.
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4. Discussao

Neste estudo fica evidente que o consumo de dieta hipecearalcool,
isolados ou associados, promove retardo no reparo daderutaneas de segunda
intencdo, uma vez que causam alteracdes morfologicasiilicas e biométricas no
organismo acarretando alteracdes celulares e tecglumisomprometem o processo
de reparo. Desiquilibrios na proliferagédo celular, devidowweato da liberagdo de
mediadores quimicos, aumento de infeccdes e excesso dedunigelular causada
por processos inflamatoérios vém sendo demonstrado em raatieieparo cutaneo
com exposicdo aguda ao alddui® Além disto, o consumo dieta de cafeteria,
também tem demonstrado efeitos negativos no processpae tecidual, uma vez
gue estas dietas sdo utilizadas para induzir a obesidadee eawwmento de
adiposidade promove a liberacdo de adipocinas que retarttammacdo de células
sanguineas importantes para a defesa do organismo e alerdreracdo de
mediadores envolvidos na sintese de proteinas e na préiiesalylaf>*®).

Nossos resultados mostram que a um aumento na celularidadgrupos
tratados com alcool e dieta gorda. Além disto houveaumento de mastécitos no G
5, em relacdo aos demais grupos (Figura 2). Estes dados puatigsm um aumento
do processo inflamatorio que é caracterizado por aumemtogdacao e proliferacéo
celular, além disto, 0 aumento de mastocitos prormnee vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade vascular que também facilitam a chegadavds nélulas ao
local lesado. Resultados semelhantes foram encontrasos ratos tratados
alimentados com dieta rica em gordura t4f% e em estomago de ratos que
receberam altas doses de al€8blOs achados destes estudos com dieta rica em
gorduras, também mostram que na fase de remodelacdo (21 aime a
proliferacdo celular € menor e a maturacao do tecid@miér, ainda existe grande
guantidade de células nos grupos que receberam alcool ehghiethpidica. Estes
dados podem indicar um atraso no processo de reparo, untpuearsta fase as
células tendem a sofrer apoptose e apresentar reducseuemimero. Desta forma
o tecido assume as caracteristicas de pele iffetjtaNo entanto, existem relatos de
gue a exposicdo aguda ao alcool promove uma reducéo darpgdlifecelular, com
diminuicdo da resposta inflamatéria, sugerindo que o alcool ipodieritar a

transicdo da fase inflamatoria para a prolifer&tia
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Nés analisamos a vascularizacdo tecidual durante o prodesseparo
cutdneo e observamos que 0s grupos que receberam aldaih ehipercalorica
apresentaram uma neovascularizacdo menor. A vagagaoi tecidual é considerada
um fator crucial para o processo de cicatrizacdo, umague € responsavel por
fornecer aos tecidos oxigénio e nutrientes necessamas@ividade metabdlica das
células"'*® Os resultados apresentados neste estudo sdo semelmsitéados
demonstrados por Radek et al. (2685pnde camundongos expostos ao alcool
20%, de forma aguda exibiram menor vascularizacdo, afeéim degundo Costa et
al. (2013 animais diabéticos que receberam alcool & 5% apresentedangéio do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).Existem relatos de que a
administracdo de dieta hipercalérica em camundongos peordowinuicdo da
expressdo de VEGF, reduzindo a vascularizagdo tecidual molasfecutaneas e
compromete também o reparo 6$8e6°".

O acumulo de ferro no interior dos tecidos geralmentausado quando a
guantidade de bilirrubina proveniente da destruicdo das henéagiasde e quando
ndo ocorre a biotransformacéo da bilirrubina, que auxilisuaaeliminacdo. Neste
caso 0s hepatocitos e macrofagos hepaticos ndo consegaaliza a
biotransformacéo e a bilirrubina ndo é excretada pela argeacumula em tecidos
diversos, como a pele, formando depésitos de beit@ind®®°%°? Este quadro é
muito comum em casos de cirrose hepatica, doenca querawmete todo o
funcionamento do organismo. Nossos resultados mostramogwe um acumulo de
ferro (hemossiderina) no tecido cutaneo neoformadco;ipahmente nos animais qu
receberam &lcool e dieta hipercaldorica associadogs easthados podem ser
justificados por uma possivel sobrecarga do figado dos anioras vez que 0sS
niveis de ALT e AST estavam alterados. Alguns estudos témadelas efeitos
negativos da dieta hiperlipidica e do é&lcool no figado amais, promovendo
processos degenerativos, morte celular e fibrose que comm todo o
funcionamento do 6rg&34°%%%.

Além de células e vasos, o tecido neoformado, tamb@mhecido como
tecido de granulacéo, € constituido por componentes filsritare éo suporte para
migracdo celular e serve de arcabouco para maturacdoakaonferindo a nova
pele resisténcia e fortd®*®). Os nossos resultados demonstraram que a
administracdo de &lcool e da dieta hipercaldrica detara deposicdo de fibras

coldgenas do tipo | e Il (Figura.@stes resultados se assemelham aos encontrados
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por Radek et al. (2007Y, que demonstrou que exposicdo ao &lcool reduziu
significativamente os niveis de colageno total no sétirmoapds a realizacdo das
feridas e aumentou a expressdo de metaloproteinas@magnzesponsaveis pela
degradacdo da matriz. Estudiosvitro também mostraram que o etanol inibiu a
sintese de colagefis® ®®). Alguns relatos também mostram os efeitos negativos da
dieta hipercalérica para sintese dos constituintes dazm@egundo Nascimento e
Costa, (2011§®, animais que receberam dieta rica em gordura apresentaeadore
na sintese de fibras coladgenas do tipo | com predominigirdase de fibras
colagenas do tipo lllalém disso, os niveis de hidroxiprolina foram mesaro
sétimo dia ap6s a realizacdo das feridas. A densidaci@atgeno também foi menor
no grupo tratado com dieta enriquecida com gordura, o que poidarinon atraso
na sintese e remodelacdo da matriz extracelular etpexriormacéo de uma cicatriz
mais fragil e menos resistefffé Camundongos que receberam dieta hiperlipidica
também apresentaram reducdo na remodelacdo do colageno e aiteraca
alinhamento das fibras, comprometendo as propriedades [Ginices e a
regeneracdo de animais com lesdo em tefld®&3uando a administracdo da dieta
hipercaldrica esta associada a alguma doenca metabédicag por exemplo o
diabetes, ocorre aumento da expressao de metaloprosetasducio da expressao
do colageno, o que confere ao tecido menor capacidade die ssBESS6ES.

Os resultados encontrados em nosso estudo mostram queissei ALT,
AST e triglicerideos no soro dos animais estavam mais@ds nos animais qu
receberam alcool e dieta hipercalorica. Resultadoelbantes foram apresentados
por Bakhautdin et al. (2014) no qual animais que receberam dieta liquida
contendo alcool 36% apresentaram aumento na concentchgdALT, AST e
triglicerideos devido ao estresse oxidativo apresentaddigatio. Para Hajrezaie et
al. (2015, a administracdo de alcool absoluto também promove dardestes
marcadores sanguineos por aumentar a formacéo de rdilicEEsno figado e por
promover desestruturacdo da morfologia hepatica. Arastmgicdo de dieta rica em
gordura também pode promove aumento de AST, ALT e thi@eitgis no sangue
(Figura 11), uma vez que pode levar ao desenvolvimento de degmserque
alteram a estrutura das membranas celulares causantoagilal’*™. O aumento
de triacilglicerois esta geralmente ligado a alterag@etsibdlicas que podem alterar
a cicatrizagcédo de feridas cutaneas pelo intenso prorglssnatorio e por causar um

distarbio na liberagcdo de mediadores quinifébsOutro fator importante que
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apresentou elevag&o no soro em nosso trabalho fwosglFigura 11B). Relatos na
literatura mostram que o aumento constante de glicossangue pode levar ao
diabetes tipo Il e consequentemente comprometer todoocegso cicatricial,
principalmente a fase de neovasculariz4¢&8. Alguns estudos tem demonstrado
gue a administracdo de dieta rica em gordura causa aucermiicose em varias
espécies animais e comprometem a fungcdo metabdlica degegssmos durante o
processo de reparo tecidial?. Resultados negativos sobre a administracéo de dieta
hipercaldrica e alcool ndo se limitam ao processo deaepdaneo. Existem relatos
gue a formacao do calo Gsseo e a reconstrucdo do sgmdafetadas pela ingestédo
destes componenfgs®®,

A cicatrizacéo de feridas é um processo complexo coaddepela liberacdo
de mediadores quimicos de forma controlada a fim de pronaovegeneracdo do
tecido e homeosta®. Baseado nisto, a dosagem de alguns fatores de crescimento
tornase importante para demonstrar a influéncia destes fatol®s s processo de
reparo. O TGH ¢ um importante marcador tecidual que pode ser produzido por
varias células em resposta a uma agressao, sao produaidzeriodos curtos e em
guantidade limitada, uma vez que sua acdo ocorre em fasesaipormto
process8®™. Em nossos resultados chama a atencéo a grande quadedacé
produzido pelos grupos que receberam alcool e dieta hipéceatintrariando a
afirmacéo acima de que sua producéo seria curta e limitada.

Geralmente quando estes mediadores estdo sendo produzidgsaraie
guantidade esta ocorrendo um processo de inflamacédo cronda,eaiste uma
proliferacdo celular muito grande e estas células teatar resolver esta inflamacéo
comecam a produzir mediadores anti-inflamatoérios. Pso, i€m regibes com
processo inflamatério persistente € comum encontradiacheres pro e anti-
inflamatérios, além de elevado nimero de células,dibrpontos de necrd&#?,

No entanto, para que esta hipétese fosse comprovada segssdrea a andlise de
outros mediadores como TNFe interleucinas que também modulam o processo
inflamatério e consequentemente o processo de refatoo ponto que deve ser
levantado é que a producdo excessiva de FGfederia levar a deposicdo
desorganizada das fibras colagenas, uma vez que durantemsag#o crénica a
deposicdo correta das fibras fica comprometida e condegoemnte ocorrea
formacéo de queloides e cicatrizes hipertréfithsResultados semelhantes ao do

nosso estudo foram encontrados por Otranto et al.®)igue observou niveis
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elevados de TGB-em animais que receberam dieta gorda ap6s 14 dias de realizagdo

das feridas. No entanto, outros estudos mostram uma cedagéniveis de TGH3

em animais expostos ao etanol em reparo &85eem fibroblastosn vitro durante
o reparo cutané®.

Os achados de nosso estudo confirmam relatos prévios de gaanwa tr
provocado no tecido cutaneo aumenta o estresse oxidadiviegido da leséo e
consequentemente no tecido cicatriti&f. Os achados destes estudos podem ser
confirmados em nosso trabalho pela analise das figura$ Sjuwe mostnam o
aumento dos marcadores de estresse oxidativo e dasasramtipxidantes no tecido
cicatricial de 7 dias, diferente dos resultados mdstgelo tecido de pele integra
(FO). Somado ao fato de que a leséo por si so ja é degapduzir radicais livres no
tecido, quando os animais receberam alcool e dieta gordadacfo de espécies
reativas de oxigénio e de enzimas antioxidantes ficdaamais evidente. Ja é
conhecido que a acao dos radicais livres sobre o tecido peommohamado estresse
oxidativo no interior das células lesando membranas, ipestee o0 material
genétic§*> 878,

Em nosso estudo o excesso de producdo de espécies rektivasdo
tiobarbitarico (Malondialdeido) e proteinas carboniladagrmraosa acdo negativa do
consumo de alcool e dieta hipercaldrica para o repai@nen. Estes resultados
podem ser confirmados pelos achados de Gika e Wilson, (B0&#) analisesn
vitro, e em vivo por Curtis et al. (2014) na qual ambos os achados demonstram
gue o etanol, através da oxidacdo do acetaldeido alteFhdo estrato corneo da
epiderme e prorroga a inflamagcdo no tecido cicatri®tatém, o aumento do
estresse oxidativo no tecido também pode ser observadwabaihos utilizando
dieta hipercalérid®®®. Segundo Nascimento e Costa, (261)ratos obesos
também apresentam maior peroxidacdo lipidica quando compeoadlo ratos de
peso normal. Este aumento do estresse oxidativo podeassteiado ao diabetes e
alteracées nos niveis de insufffaA analise dos niveis de proteinas carboniladas no
tecido é considerado um bom marcador da destruicdo denaotpéla acdo de
radicais livres e segundo Hiebert e Granville, (28¥3g pele de animais machos
alimentados com dieta gorda apresentam niveis elevadesn@stadarGeralmente
guando existe destruicdo proteica, j& ocorreu destruicdopddesds das membranas

e a associacao destes dois marcadores representa ranagad@ da instalacdo de

degeneragéo no tecido e consequente morte ¢Eular
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O desequilibrio na geracdo de radicais livres também podinsado pelo
aumento na expressao de proteinas antioxidantes comoCG¥dDe GST, enzimas
responsaveis por eliminar o excesso de radicais livréstador das céluld %

A enzima Superoéxido-Dismutase (SOD) é a primeira defesaxalatite da célula,
catalisanda transformacéo do ion superoxido (O*), extremamente |léswelulas,
em HO, e sua acdo é acompanhada pela catalase que elimig@, @ ldonverte-o
em agua e ©®molecubr®. A enzima Glutationa-S-Transferase (GST) catalisa
reaces que utilizam a glutationa coowfator ou substrato e mantém o equilibrio
redox intraceluldr®.Nossos resultados mostram que o alcool e a dietachlpeca
aumentam a atividade de SOD, CAT e GST, indicando que o testélassando
por um processo de estresse e que necessita ativarsteosaside defesa. Estudos
trabalhando com diferentes tecidos demonstraram que enanrdestas enzimas
antioxidantes geralmente indica lesédo tecidual grave admetno processo de
curd™®®®. No entanto existem relatos de que a leséo tecidualgeodéo intensa que
ao inveés de aumentar os niveis destas enzimas pode caasaxawstdo enzimatica,
ou seja, uma diminuicdo na atividade destas proteinas, taot@nquando este
fenbmeno ocorre geralmente o tecido ndo pode mais regenevalui para necrose
(88,97)'

Em relacdo a area da ferida os grupos que receberam #Hotaolo, dieta
hipercaldrica, e alcool associado a dieta hipercal@prasentaram a area da ferida
maior em relagcdo ao grupo controle (Figura 12), apesar deapgesentarem
diferenca significante na velocidade no fechamentteda. Animais tratados com
alcool apresentaram area da ferida maior e uma reducgintdse de colagefiv®®,
podendo indicar um atraso na cicatrizacdo que nao weflatirepitelizacdo e dessa
forma o tecido apresentou-se superficialmente cicatriz&doém, um atraso na
cicatrizacdo e na contracdo de feridas cutaneadf®reado em ratos tratados com
dieta rica em gorduf¥d®.

Ao analisar os parametros biométricos observamos qustce@ TEP foram
maiores nos grupos G2 e G4, acreditamos que este resultadeepqgstificado pela
auséncia do estresse da gavagem e da administracaodoésasIpos, uma vez que
o IMC final destes grupos também foi maior quando condpasos grupos que
receberam &lcool e a gavagem com agua, o que pode redoigarferéncia do
alcool no ganho de peso e na ingestdo de alimentos, umaueed etanol

comprovadamente provoca lesdo na mucosa gastrica eqaensemente dificulta a
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alimentacaf®, e do estresse da gavagem em si. Alguns estudos téntoetata
animais que receberam etanol apresentam reducéo do ppscafd *°° Nossos
resultados mostram que o0s animais que receberam dietaafipiea associado a
alcool apresentaram o menor ganho de peso quando compasadenaais. Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados por Reis (€015%°? que mostrou
uma reducédo de peso em ratos fémeas que receberam tar@abfisca associada ao
alcool na concentracdo de 20% durante a lactagd@editamos que a dieta gorda
contribuiu para o aumento do CEA, TEP e IMC no G4, poisasa de uma dieta rica
em gorduras e palatavel. Resultados semelhantes aos ossn encontrados em
alguns trabalhos que relatam que ratos tratados com dietia gpresentaram
aumento de peso e do consumo alimentar, quando comparadanie@ss que

receberam dieta com baixas caldfg0%102103)

5 Conclusao:

O alcool e a dieta gorda causam alteracdes sistémiceaaig prejudicando
processo cicatricial. As alteracdes sistémicas obdasvioram alteracbes na massa
corpora) alteragcbes sorolégicas e 0 deposito de Iesmherina nos tecidosAs
alteracdes locais encontradas neste trabalho foranergo da fase inflamatoria,
devido ao aumento do nimero de células e maior libedgdatores que atuam na
inflamacdo como TGB: Além disto, observamos comprometimento na sintese dos
constituintes da MEC, principalmente em relacdo as filmalsgenas. Estes
resultados mostram que o consumo de alcool e de uiaridi@ em gordura pode
retardar o processo de cura das lesdes, transformaretn-sen processo crénico
com a formacdo de uma cicatriz fragil e menos resesteds dados encontrados
podem facilmente ser extrapolados para humanos, uma vezogusumo de alcool

e de dietas hipercaldricas vem se tornando habito par@aantias pessoas.
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4. CONCLUSOES GERAIS:

v' O consumo de alcool em diferentes concentracGes prejadieparo 6sseo e
cutaneo, principalmente pelo aumento do estresse oxidatia expressao de
citocinas, como o TGB-

v" A maioria dos trabalhos com reparo 6sseo e cutanecofanéiece suporte
suficiente para reproducdo dos trabalhos, apresentandormatgfoes
metodoldgicas limitadas.

v' Dietas ricas em gorduras prejudicam a cicatrizacdo d@gepor alterar os
niveis de glicose no sangue, podendo em longo prazo causatedjab
prejudicando a angiogénese, aumentando o estresse oxelawwessao de
citocinas.

v' O alcool e dieta hipercalérica aumentam os niveis deilgfiaerol, ALT e
AST no soro de ratos Wistar.

v' Danos no reparo cutaneo sdo evidentes, pela reducdo denmlé vasos
sanguineos nos grupos tratados com dieta e alcool e aeifento
descoordenado da celularidade do tecido, reducédo da vasagdari area da

ferida maior.
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v' Depobsitos de ferro no tecido cutaneo apresenta evidéncialtelacéo
sistémica, podendo ser causado pelo funcionamento inadequadoddoniga
degradacdo desta substancia pelos hepatdcitos e sua pakpasicdo na
pele.

v Alteragdes no peso corporal e no consumo alimentar irsdicios da
interferéncia do &lcool e dieta hipercalérica no beliamo dos animais
tratados.

5. MATERIAL SUPLEMENTAR

5.1 Table S1:Descriptors used for advanced search in Pubmed and Scopus

Data Descriptors ltems Time Date
base Found
P #1 Filtro animal parte 1 (filtro PUBMED)
u ("animal experimentation“[MeSH Terms] OR "models, 5608832 12:42:04  28/10/2015

animal'[MeSH Terms] OR "invertebrates'[MeSH Terms] C
"Animals"[Mesh:noexp] OR "animal population
groups"[MeSH Terms] OR "chordata“"[MeSH Terms:noexp
OR "chordata, nonvertebrate"[MeSH Terms] OR
"vertebrates"[MeSH Terms:noexp] OR "amphibians"[MeSt
Terms] OR "birds"[MeSH Terms] OR "fishes"[MeSH Term:
d OR "reptiles"[MeSH Terms] OR "mammals"[MeSH
Terms:noexp] OR "primates"[MeSH Terms:noexp] OR
"artiodactyla“"[MeSH Terms] OR "carnivora"[MeSH Terms]
OR "cetacea"[MeSH Terms] OR "chiroptera“"[MeSH Terms
OR "elephants"[MeSH Terms] OR "hyraxes"[MeSH Terms
OR "insectivora"[MeSH Terms] OR "lagomorpha"[MeSH
Terms] OR "marsupialia"[MeSH Terms] OR
"monotremata“[MeSH Terms] OR "perissodactyla“"[MeSH
Terms] OR "rodentia"[MeSH Terms] OR "scandentia“[Me<
Terms] OR "sirenia"[MeSH Terms] OR "xenarthra"[MeSH
Terms] OR "haplorhini"[MeSH Terms:noexp] OR
"strepsirhini"[MeSH Terms] OR "platyrrhini"[MeSH Terms]
OR "tarsii"[MeSH Terms] OR "catarrhini"[MeSH
Terms:noexp] OR "cercopithecidae"[MeSH Terms] OR
"hylobatidae"[MeSH Terms] OR "hominidae"[MeSH
Terms:noexp] OR "gorilla gorilla"[MeSH Terms] OR "pan
paniscus'[MeSH Terms] OR "pan troglodytes"[MeSH Tern
OR "pongo pygmaeus'[MeSH Terms])

P #2 Filtro animal parte 2 (filtro PUBMED)

u ((animals[TIAB] OR animal[TIAB] OR mice[TIAB] OR 29204 12:42:48  28/10/2015
mus[TIAB] OR mouse[TIAB] OR murine[TIAB] OR

b woodmouse[TIAB] OR rats[TIAB] OR rat[TIAB] OR

murinae[TIAB] OR muridae[TIAB] OR cottonrat[TIAB] OR
cottonrats[TIAB] OR hamster[TIAB] OR hamsters[TIAE
OR cricetinae[TIAB] OR rodentia[TIAB] OR rodent[TIAB]
OR rodents[TIAB] OR pigs[TIAB] OR pig[TIAB] OR
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swine[TIAB] OR swines[TIAB] OR piglets[TIAB] OR
piglet[TIAB] OR boar[TIAB] OR boars[TIAB] OR "sus
scrofa"[TIAB] OR ferrets[TIAB] OR ferret[TIAB] OR
polecat[TIAB] OR polecats[TIAB] OR  "mustel:
putorius"[TIAB] OR "guinea pigs"[TIAB] OR "guinea
pig"[TIAB] OR cavia[TIAB] OR callithrix[TIAB] OR
marmoset[TIAB] OR marmosets[TIAB] OR cebuella[TIAE
OR hapale[TIAB] OR octodon[TIAB] OR chinchilla[TIAB]
OR chinchillas[TIAB] OR gerbillinae[TIAB] OR
gerbil[TIAB] OR gerbils[TIAB] OR jird[TIAB] OR
jirds[TIAB] OR merione[TIAB] OR meriones[TIAB] OR
rabbits[TIAB] OR rabbit[TIAB] OR hares[TIAB] OR
hare[TIAB] OR diptera[TIAB] OR flies[TIAB] OR
fly[TIAB] OR dipteral[TIAB] OR drosphila[TIAB] OR
drosophilidae[TIAB] OR cats[TIAB] OR cat[TIAB] OR
carus[TIAB] OR felis[TIAB] OR nematoda[TIAB] OR
nematode[TIAB] OR nematoda[TIAB] OR nematode[TIAE
OR nematodes[TIAB] OR sipunculida[TIAB] OF
dogs[TIAB] OR dog[TIAB] OR canine[TIAB] OR
canines[TIAB] OR canis[TIAB] OR sheep[TIAB] OF
sheeps[TIAB] OR mouflon[TIAB] OR mouflons[TIAB] OR
ovis[TIAB] OR goats[TIAB] OR goat[TIAB] OR
capra[TIAB] OR capras[TIAB] OR rupicapra[TIAB] OF
chamois[TIAB] OR haplorhini[TIAB] OR monkey[TIAB]
OR monkeys[TIAB] OR anthropoidea[TIAB] OF
anthropoids[TIAB] OR saguinus[TIAB] OR tamarin[TIAB
OR tamarins[TIAB] OR leontopithecus[TIAB] OF
hominidae[TIAB] OR ape[TIAB] OR apes[TIAB] OF
pan[TIAB] OR paniscus[TIAB] OR "pan paniscus"[TIAB
OR bonobo[TIAB] OR bonobos[TIAB] OR
troglodytes[TIAB] OR ‘"pan troglodytes"[TIAB] OR
gibbon[TIAB] OR gibbons[TIAB] OR siamang[TIAB] OR
siamangs[TIAB] OR nomascus[TIAB] OF
symphalangus[TIAB] OR chimpanzee[TIAB] (0]]
chimpanzees[TIAB] OR prosimians[TIAB] OR "bus
baby"[TIAB] OR prosimian[TIAB] OR bush babies[TIAB
OR galagos[TIAB] OR galago[TIAB] OR pongidae[TIAB
OR gorilla[TIAB] OR gorillas[TIAB] OR pongo[TIAB] OR
pygmaeus[TIAB] OR ‘"pongo pygmaeus'[TIAB] Ol
orangutans[TIAB] OR pygmaeus[TIAB] OR lemur[TIAB
OR lemurs[TIAB] OR lemuridae[TIAB] OR horse[TIAB]
OR horses[TIAB] OR pongo[TIAB] OR equus[TIAB] OF
cow[TIAB] OR calf[TIAB] OR bull[TIAB] OR
chicken[TIAB] OR chickens[TIAB] OR gallus[TIAB] OR
quail[TIAB] OR bird[TIAB] OR birds[TIAB] OR
quails[TIAB] OR poultry[TIAB] OR poultries[TIAB] OR
fowl[TIAB] OR fowlIs[TIAB] OR reptile[TIAB] OR
reptilia[TIAB] OR reptiles[TIAB] OR snakes[TIAB] OR
snake[TIAB] OR lizard[TIAB] OR lizards[TIAB] OR
alligator[TIAB] OR alligators[TIAB] OR crocodile[TIAB]
OR crocodiles[TIAB] OR turtle[TIAB] OR turtles[TIAB] OR
amphibian[TIAB] OR amphibians[TIAB] OR
amphibia[TIAB] OR frog[TIAB] OR frogs[TIAB] OR
bombina[TIAB] OR salientia[TIAB] OR toad[TIAB] OR
toads[TIAB] OR ‘"epidalea calamita"[TIAB] OF
salamander[TIAB] OR salamanders[TIAB] OR eel[TIAE
OR eels[TIAB] OR fish[TIAB] OR fishes[TIAB] OR
pisces[TIAB] OR catfish[TIAB] OR catfishes[TIAB] OF
siluriformes[TIAB] OR arius[TIAB] OR
heteropneustes[TIAB] OR sheatfish[TIAB] OR perch[TIAE
OR perches[TIAB] OR percidae[TIAB] OR perca[TIAB] Ol
trout[TIAB] OR trouts[TIAB] OR char[TIAB] OR
chars[TIAB] OR  salvelinus[TIAB] OR  “fatheac
minnow"[TIAB] OR minnow[TIAB] OR cyprinidae[TIAB]
OR carps[TIAB] OR carp[TIAB] OR zebrafish[TIAB] OF
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zebrafishes[TIAB] OR goldfish[TIAB] OR goldfishes[TIAB
OR guppy[TIAB] OR guppies[TIAB] OR chub[TIAB] OR
chubs[TIAB] OR tinca[TIAB] OR barbels[TIAB] OR
barbus[TIAB] OR pimephales[TIAB] OR promelas[TIAB
OR ‘"poecilia reticulata"[TIAB] OR mullet[TIAB] OR
mullets[TIAB] OR seahorse[TIAB] OR seahorses[TIAB] O
mugil curema[TIAB] OR atlantic cod[TIAB] OR
shark[TIAB] OR sharks[TIAB] OR catshark[TIAB] OF
anguilla[TIAB] OR salmonid[TIAB] OR salmonids[TIAB]
OR  whitefish[TIAB] OR  whitefishes[TIAB] OR
salmon[TIAB] OR salmons[TIAB] OR sole[TIAB] OR
solea[TIAB] OR "sea lamprey"[TIAB] OR lamprey[TIAB]
OR lampreys[TIAB] OR pumpkinseed[TIAB] OF
sunfish[TIAB] OR sunfishes[TIAB] OR tilapia[TIAB] OR
tilapias[TIAB] OR turbot[TIAB] OR turbots[TIAB] OR
flatfish[TIAB] OR flatfishes[TIAB] OR sciuridae[TIAB] OR
squirrel[TIAB] OR squirrels[TIAB] OR chipmunk[TIAB] OR
chipmunks[TIAB] OR suslik[TIAB] OR susliks[TIAB] OR
vole[TIAB] OR voles[TIAB] OR lemming[TIAB] OR
lemmings[TIAB] OR muskrat[TIAB] OR muskrats[TIAB]
OR lemmus[TIAB] OR otter[TIAB] OR otters[TIAB] OR
marten[TIAB] OR martens[TIAB] OR martes[TIAB] OF
weasel[TIAB] OR badger[TIAB] OR badgers[TIAB] OF
ermine[TIAB] OR mink[TIAB] OR minks[TIAB] OR
sable[TIAB] OR sables[TIAB] OR gulo[TIAB] OR
gulos[TIAB] OR wolverine[TIAB] OR wolverines[TIAB]
OR minks[TIAB] OR mustela[TIAB] OR llama[TIAB] OR
llamas[TIAB] OR alpaca[TIAB] OR alpacas[TIAB] OF
camelid[TIAB] OR camelids[TIAB] OR guanaco[TIAB] OF
guanacos[TIAB] OR chiroptera[TIAB] OR
chiropteras[TIAB] OR bat[TIAB] OR bats[TIAB] OR
fox[TIAB] OR foxes[TIAB] OR iguana[TIAB] OR
iguanas[TIAB] OR Xenopus laevis[TIAB] OF
parakeet[TIAB] OR parakeets[TIAB] OR parrot[TIAB] Ol
parrots[TIAB] OR donkey[TIAB] OR donkeys[TIAB] OR
mule[TIAB] OR mules[TIAB] OR zebra[TIAB] OR
zebras[TIAB] OR shrew[TIAB] OR shrews[TIAB] OF
bison[TIAB] OR bisons[TIAB] OR buffalo[TIAB] OR
buffaloes[TIAB] OR deer[TIAB] OR deers[TIAB] OR
bear[TIAB] OR bears[TIAB] OR panda[TIAB] OF
pandas[TIAB] OR "wild hog"[TIAB] OR "wild boar"[TIAB]
OR fitchew[TIAB] OR fitch[TIAB] OR beaver[TIAB] OR
beavers[TIAB] OR jerboa[TIAB] OR jerboas[TIAB] OF
capybara[TIAB] OR capybaras[TIAB]) NO1
medline[subset])

#4 (filtro PUBMED)

(“Wound Healing”[MeSH terms] OR “Regeneration”[ MeSH
terms])

Skin #5
#5 Filtre

(“Skin”[MeSH terms] OR “Dermis”[MeSH terms] OR
“Granulation Tissue”[MeSH terms] OR “Epidermis”’[MeSH

175948

1014186

12:43:13

12:43:33

28/10/2015

28/10/2015
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terms] OR “Keratinocytes”’[MeSH terms] OR “Integumentary
System”[MeSH terms] OR “Dermatology”’[MeSH terms] OR
“Dermoscopy”’[MeSH  terms] OR  “Wounds and
Injuries”[MeSH terms] OR “Fibrosis’[MeSH terms] OR
“Skin injuries”[TIAB] OR “Skin fibrosis”’[TIAB] OR “Skin
scars”[TIAB] OR “Skin cicatriz”’[TIAB] OR
“Cicatrix”[MeSH terms])

#6 (Filtro PUBMED)

(“Alcohol”’[MeSH terms] OR (“Alcohol”[TIAB])

#7 (Filtro PUBMED)

(“High-Fat Diet’[MeSH terms] OR “High Fat Diet”’[MeSH
terms] OR “High Fat Diet”’[TIAB])

Total: #1 and #2 and #4 and #5

Total: #1 and #2 and #4 and #6

#2 (filtro SCOPUS)

(TITLE-ABS-KEY (“Wound Healing”) OR TITLE-ABS-
KEY (Regeneration) OR TITLE-ABS-KEY (repair))

#3 (filtro SCOPUS)

(TITLE-ABS-KEY(Skin) OR TITLE-ABS-KEY(Dermis) OR 1067779

TITLE-ABS-KEY (“Granulation Tissue”) OR TITLE-ABS-
KEY (Epidermis) OR TITLE-ABS-KEY (Keratinocyte*) OR
TITLE-ABS-KEY (Integumentary System) OR TITLE-ABS
KEY (Dermatology) OR TITLE-ABS-KEY(Dermoscopy) OF
TITLE-ABS-KEY(Skin wounds) OR TITLE-ABS-KEY/(Skin
injuries) OR TITLE-ABS-KEY (Skin fibrosis) OR TITLE-
ABS-KEY (Skin scar*) OR (Skin cicatrix))

196557

14335

166

694187

12:43:56

12:44:20

12:49:11

12:47:42

14:18:34

14:27:33

28/10/2015

28/10/2015

28/10/2015

28/10/2015

28/10/2015
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