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RESUMO 
 

ROSA, Daiane Figueiredo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 2016. 
Álcool e dieta hipercalórica retardam a cicatrização de feridas cutâneas de 
segunda intenção em ratos Wistar. Orientadora: Reggiani Vilela Gonçalves. 

 

Existem poucos estudos demostram efeito do álcool ou da dieta hipercalórica no 

reparo cutâneo, sendo que nenhum relata o efeito do álcool e da dieta hipercalórica, 

associados durante a cicatrização. Para iniciar o estudo foi realizada uma revisão 

sistemática de todos os artigos relevantes sobre o efeito do álcool e da dieta 

hipercalórica sobre o processo de reparo cutâneo. A partir da revisão sistemática 

obtiveram-se informações que serviram como base para o presente estudo. Dessa 

forma, investigou os danos oxidativos, histológicos e bioquímicos do álcool e da 

dieta hipercalórica, isolados ou associados, durante o processo de reparo cutâneo em 

ratos wistar. Cinco grupos experimentais foram analisados: G1: controle, dieta 

comercial e água com gavagem, G2: controle, dieta comercial e água sem gavagem, 

G3: dieta comercial e álcool, G4: dieta hipercalórica, G5: dieta hipercalórica e álcool. 

Os animais foram tratados com álcool e dieta hipercalórica durante 61 dias. Após 40 

dias de tratamento foram realizadas 3 feridas cutâneas de segunda intenção no dorso 

dos animais por meio de incisão cirurgia e a cada 7 dias foram retirados fragmentos 

totalizando 21 dias. Todos os grupos que receberam álcool e dieta hipercalórica 

apresentaram um retardo no processo de cura, principalmente em relação à alta 

celularidade, retardo na angiogênese e na deposição de colágeno I, caracterizando o 

atraso no remodelamento da matriz extracelular. Esses resultados estão condizentes 

com o aumento do estresse oxidativo pela elevação dos níveis de TBARS, PCN e das 

enzimas antioxidantes Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa-S-

Transferase (GST). Além disto, observaram-se alterações sorológicas e biométricas 

que tem efeito direto no processo de reparo, além do aumento da expressão de TGF-β 

contribuindo para o processo de inflamação crônica. Assim, baseado em todos os 

parâmetros analisados, conclui-se que o álcool e a dieta hipercalórica causa um 

retardo na cicatrização de feridas cutâneas de segunda intenção. 
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ABSTRACT 
 

ROSA, Daiane Figueiredo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 2016. 
Alcohol and high calorie diet slows the healing of wounds of second intention in 
Wistar rats. Adviser: Reggiani Vilela Gonçalves.  

 

There are few studies that demonstrate the influence of alcohol or high calorie diet in 

skin repair, and none of them reports the effect of alcohol and the association of high 

calorie diet during healing. To start the study was conducted a systematic review of 

all relevant articles on the effect of alcohol and high calorie diet on the skin repair 

process. From the systematic review we got information that served as the basis for 

this study. Thus, we investigated the oxidative damage, histological and biochemical 

alcohol and calorie diet alone or in combination during the skin healing process in 

rats. Five experimental groups were analyzed: G1: control, commercial diet and 

water gavage, G2: control, commercial diet and water without gavage, G3: 

Commercial diet and alcohol, G4: calorie diet, G5: calorie diet and alcohol. The 

animals were treated with alcohol and calorie diet for 61 days. After 40 days of 

treatment we made three wounds of second intention on the back of the animals by 

incision surgery and every 7 days were taken fragments totaling 21 days. All groups 

that received alcohol and high calorie diet showed not only a delay in the healing 

process, especially in relation to high cellularity, but also a delay in angiogenesis and 

collagen deposition I, featuring the delay in remodeling of the extracellular matrix. 

These results are consistent with increased oxidative stress by the increase in 

TBARS, PCN and antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), Catalase 

(CAT), glutathione-S-transferase (GST). In addition, there were serological and 

biometric changes that have direct effect in the repair process, besides the increase in 

TGF-β expression contributes to the chronic inflammation process. So, based on all 

parameters, it is concluded that alcohol and high calorie diet causes a delay in 

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

A cicatrização de feridas cutâneas é um evento importante que envolve a 

liberação de uma série de mediadores químicos que são extremamente importantes 

para eventos que ocorrem no início da reparação. Inicialmente ocorre a inflamação 

tecidual e este processo é seguido por eventos que culminam com a proliferação 

celular e remodelação cutânea(1,2,3).  Existem vários estudos descrevendo diferentes 

momentos para análise do tecido cicatricial em murinos, sendo que normalmente os 

dia 3, 5, 7, 14 e 21 após a lesão são os mais avaliados, geralmente com a finalidade 

de analisar as fases inflamatória, de proliferação e de maturação tecidual(2,4,5). Todas 

estas fases precisam estar em homeostase para garantir uma cicatrização completa e 

eficaz e desta forma, evitar a inflamação crônica da ferida(5). Uma inflamação 

crônica é caracterizada por um retardo no fechamento da lesão cutânea, 

principalmente devido ao aumento na quantidade de proteases liberadas no tecido 

derivadas de neutrófilos e macrófagos que migram atraídos por patógenos, uma vez 

que, a presença de infecções também é uma característica comum nas inflamações 

crônicas(6).  

As principais células envolvidas no processo de reparo cutâneo são 

fibroblastos, queratinócitos, leucócitos e células endoteliais(7). Estas células, quando 

ativadas, desencadeiam a formação de tecido de granulação pela formação de fibras 

colágenas do tipo III e neovascularização tecidual, ao mesmo tempo em que 

promovem a reconstrução da barreira epidérmica(8). Além disso, à medida que o 

processo progride, uma série de mediadores químicos são liberados estimulando a 

produção de colágeno tipo I, que torna o tecido mais forte e resistente(10). 

Atualmente o estilo de vida, incluindo os hábitos alimentares, tem contribuído 

muito para piorar a qualidade de vida e, consequentemente, levar ao 

desenvolvimento de uma série de doenças. O consumo de álcool já vem sendo 

considerado um problema de saúde pública(11). A exposição ao agente pode ter efeito 

negativo na reparação dos tecidos, principalmente durante a inflamação, atuando nas 

células endoteliais prejudicando a sinalização celular e retardando o processo de 

proliferação endotelial e consequentemente a formação de novos vasos(2). Por ser 

uma molécula solúvel e pequena, o etanol atinge facilmente todos os tecidos do 

organismo(12). Ele interage diretamente com os componentes celulares, alterando a 
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função biológica, pois tem efeito direto no metabolismo oxidativo sistêmico e no 

processo inflamatório. Desta forma, entender a ação do etanol na caracterização dos 

processos celulares e moleculares que são afetados ou interrompidos após a 

exposição do mesmo, é um fator importante que auxiliará no tratamento e prevenção 

de lesões que alteram a fisiologia do organismo(7,13). 

O consumo de uma dieta rica em gorduras está diretamente relacionado com 

diversas doenças metabólicas que causa prejuízos sistêmicos(14)O aumento da massa 

adiposa leva à obesidade e desencadeia muitos componentes clássicos da resposta 

inflamatória, como citocinas inflamatórias, TNF- alfa e IL-1beta(15). Além de todos 

os malefícios da dieta hipercalórica ela pode afetar a célula a nível molecular, pois 

interfere a expressão de genes envolvidos no metabolismo da glutationa, dos ácidos 

graxos, fosforilação oxidativa e nas respostas imunes(16). 

Em geral o que podemos observar é que as pessoas quando ingerem álcool 

associam ao consumo de uma dieta rica em gordura e estes dois fatores podem 

retardar o processo de cura de lesões cutâneas, uma vez que, geralmente, estão 

associados à doenças como dislipidemias e diabetes, responsáveis pelo aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio levando à um estresse tecidual. Além 

disto, ocorre diminuição na vascularização e aumento no desenvolvimento de 

infecções, levando ao aumento da ferida e, consequentemente, a formação de úlceras 

mais profundas que afetam os tecidos adjacentes (17,18,19).   

Existem alguns trabalhos que mostram o efeito do álcool e da dieta 

hipercalórica em fraturas ósseas e lesões cutâneas, porém estudos analisando a ação 

destes dois fatores sobre o retardo do processo de reparo cutâneo de segunda 

intenção ainda são escassos ou inexistentes.  

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais: 
 Investigar o efeito do álcool e da dieta gorda no processo de cicatrização de 

feridas cutâneas de segunda intenção em ratos Wistar. 

2.2 Objetivos específicos: 
 Investigar, através de uma revisão sistemática os estudos existentes sobre o 

efeito do álcool e dieta hipercalórica no processo de reparo cutâneo e ósseo 
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em modelos murinos, após busca criteriosa em duas bases de dados: 

PUBMED e SCOPUS. 

 Avaliar o efeito da dieta hipercalórica sobre os componentes celulares e 

extracelulares do tecido cutâneo, destacando fibras colágenas, elásticas, 

fibroblastos, mastócitos e vasos sanguíneos em feridas de segunda intenção 

de ratos Wistar. 

 Avaliar do efeito do consumo de álcool sobre a quantidade de fibras 

colágenas, elástica, fibroblastos, mastócitos e vasos sanguíneos no tecido 

cicatricial de feridas cutâneas de ratos Wistar. 

 Avaliar o efeito da interação entre o consumo de dieta hipercalórica e álcool 

sobre a quantidade de fibras colágenas, elásticas, fibroblastos, mastócitos e 

vasos sanguíneos no tecido cicatricial de feridas cutâneas de segunda 

intenção. 

 Analisar o efeito da interação entre dieta hipercalórica e o consumo de álcool 

em marcadores bioquímicos do sangue, destacando triacilgliceróis, glicose, 

AST e ALT. 

 Analisar o efeito do consumo da dieta hipercalórica e álcool em marcadores 

de estresse oxidativo como malondiáldeído e proteínas carboniladas. 

 Avaliar a ação do consumo de dieta hipercalórica e álcool na atividade de 

enzimas antioxidantes como catalase, superóxido dismultase e glutationa-s-

transferase durante o reparo cutâneo. 

 Avaliar a variação de peso, índice de massa corporal e a eficiência alimentar 

dos animais tratados com álcool e dieta hipercalórica. 

 Avaliar os efeitos do consumo de álcool e dieta hipercalórica na produção da 

citocina pró-inflamatórias TGF-β no tecido cicatricial de feridas cutâneas de 

ratos. 

 Correlacionar à quantidade de fibras colágenas, elásticas, fibroblastos e vasos 

sanguíneos, com os níveis teciduais de TGF-β no tecido cicatricial nos grupos 

que receberam álcool e dieta hipercalórica. 
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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 inappropriate diet can cause lesion in 

multiple organs and tissues, complicating the tissue repair process. On this work, we 

proceeded a review of the literature related to the effect of alcohol and high fat 

consumption on the cutaneous and bone tissue on mice and rats and, we compared 

the main utilized methodologies and the most important parameters to describe the 

cure. We selected reported studies using a MEDLINE/PubMed and Scopus databases 

on the literature search. We excluded studies related to other pathologies and other 

organs, as well as other experimental animals, the ones that did not present a full-text 

available and secondary studies and articles in Chinese, German and Russian. We 

assessed the quality of the included studies using the criteria in the ARRIVE 

guidelines for Reporting Animal Research. In general, the animals that received high 

fat diet and alcohol presented decreased cutaneous wound and bone fracture healing, 

reduced wound closure, delayed contraction, chronic inflammation and incomplete 

reephitelization. In future studies, standardized experimental design and reporting 

would help to establish comparable study groups and advance the overall knowledge 

base, facilitating the translatability of animal data to the human clinical condition. 
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1. Introduction 
 

The cutaneous and bone repair process occurs through a complex interaction 

between cells, extracellular matrix, blood vessels and growth factor [1,2]. On both 

examples of tissue repair, we can highlight   the homeostasis, inflammatory and 

proliferative phases, which, besides being analyzed as distinct phases, usually 

overlap each other in a natural process [3,4,5].  

During each of the phases, the biological processes are regulated by 

signalization molecules that can be categorized into three groups: (1) pro-

inflammatory cytokines, (2) member of the family of beta-transforming growth 

factor (TGF-β), and (3) angiogenic factors. All cytokine groups and other proteins 

perform important biological activities, which stimulate proliferation and interaction 

between different cell types [6,7].   

Inflammation is an important phase of the cutaneous and bone cicatricial 

process, since cell recruitment from the immune system for the removal of 

microorganisms and dead cells from the injured area occurs at this stage.  The main 

cells that develop these functions are macrophages and neutrophils, which release 

Reactive Oxygen Species (ROS), maintain asepsis and prevent infections [8]. These 

cells also release cytokines and chemokines, which function as intra-cellular, and 

signalize to attract others important cells to the repair process [6,7,9].   

During the third phase of the cutaneous cicatrization process, named 

proliferative phase, angiogenesis takes place, so as to feed the new tissue [10,11,12]. 

The production of the new matrix, with the synthesis of III collagen, fibronectin, 

tenascin, laminin and glycosaminoglycans, which will form the granulation tissue, 

starts during the angiogenesis.  Associated to that, the closing of the wound by the 

myofibroblasts and keratinocytes[12,13,14] also take place. The Macrophages that 

appear during the inflammatory stage play an important role in proliferation, since 

they become continuous sources of cytokines, which stimulates the proliferation of 

fibroblasts and other cells[15,16]. In relation to bone tissue, mesenchyme stem cells 

should be recruited.After proliferation, they differentiate in osteogenic cells. These 

cells are generally derived from the bone marrow and adjacent soft tissues [17,18]. 

Bone morphogenic protein -2 (BMP-2) plays a key role in this recruitment [19,20], 

Other proteins, such as BMP-7, also performa significant function in  the process 

[19]. 
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The remodeling phase is the longest. In it, type III collagen is replaced by 

type I collagen by fibroblasts, which increases the force of the wound [5,14]. During 

this phase, the number of blood vessels decreases, the strength of the wound 

increases and it closes completely [21]. At this stage, the myofibroblasts remodule 

the injured area, thus organizing and aligning the collagen fibers, producing a new 

tissue similar to the original one [22,23]. In relation to the bone, the consolidation of 

the fracture consists in an intramembranous and endochondral ossification, 

characterized by the formation of cartilaginous callus, which t will eventually lead to 

its mineralization and reabsorption. Then, a granulation tissue is formed, with high 

concentration of fibrin.  The endochondral ossification between the limits of the 

fracture and the periosteal takes place within it [24,25]. 

In some animal models, the peak of the formation of soft callus occurs 

between 7-9 days after a trauma, with increased collagen, elastin and proteoglycans. 

At the same time, a sub periosteal response to the intramembranous ossification 

occurs directly adjacent to the edges of the fracture, forming a hard callus. The 

transition of the hard callus to the center of the fracture provides a semi rigid 

structure that reinforces the fracture, making it more resistant to weight [26]. 

Nowadays, it is known that life style and diet are conditions  directly involved 

in the balance of the body, and excessive consumption of fat food and alcoholic 

beverages are directly  related to several pathological conditions, such as obesity, 

type 2 diabetes, insulin resistance, coronary disease and fatty liver (Hepatic steatosis) 

[27,28]. A fat-rich diet can affect the tissues systematicallyand   impair body 

functioning, once excess fat can induce the apoptosis of hypothalamus cells and 

change the homeostasis maintained by the regulation of this gland [29,30].  

Therefore, the delay in the cutaneous and bone repair process can be highlighted,  

since high-fat diet consumption compromises tissue vascularization, promotes the 

production of free radicals, thus reducing protein synthesis, and favoring the 

development of inflammatory and degenerative processes [10,31,32,33].  

Alcoholic beverage consumption is usually associated to poor nutritional 

habits. Nowadays, alcoholism is considered a public health problem, since it 

increases mortality rate worldwide [10,34].  Alcohol is considered a risk factor that 

compromises tissue repair by increasing susceptibility to infections and reducing the 

amount of cells of the inactive and adaptive immunological system [35,36,37]. 

Besides, its consumption is related to the formation of the reactive oxygen species 
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(ROS), which causes morphological and functional destruction of the cells [38]. A 

single exposure to alcohol can be harmful to the proliferative phase and reduce cell 

multiplication and angiogenesis, since it reduces the synthesis of proangiogenic 

factors [39]. Another evidence of alcohol toxicity is the increased production of 

metalloproteinase, MMP-9 and MMP-2 [40], and reduced proliferation of fibroblasts 

and collagen, which accelerate the wound closure process [11,41].  

The present study is a systematic review of the pre-clinical works on skin and 

bone repair in mice and rats. This type of review is based on explicit and systematic 

method, strategy and specific intervention and is useful because it involves a 

thorough analysis of sets of studies relevant to a particular topic [42]. The selected 

works focused on the observation of the effect of fat diet and ethanol on important 

parameters of tissue repair, such as extracellular matrix, cell proliferation, generation 

of free radicals and glucose levels. Moreover,   it aimed to analyze the main 

methodologies used to achieve these results and their main flaws. 

2. Material and Methods. 

2.1 Search for articles 
 

The studies were selected trough advanced search on the platforms PubMed 

and Scopus, on October 28, 2015 (12:45:04) (Table S1). Specific filters were used 

for the search on PubMed 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 systematic review (Figure 1 

and Figure 2). The researchers DRF, MMS and RVG independently searched 

PubMed and Scopus databases for all original articles about the applicability of 

High-fat-Diet, alcohol and skin and bone tissue repair in murine models. A search 

filter was initially developed for the PubMed according to the Medical Subject 

Headings (MeSH terms).  

The commands [MeSH Terms] and [TIAB] were combined to expand the 

chances of finding relevant studies in the indexing process. A standardized animal 

filter was applied [44] to detect all animal studies in PubMed. The same search filters 

used for High-Fat Diet, Alcohol, regeneration tissue, Skin and bone were adapted to 

Scopus, along with another animal filter developed for this purpose.   
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The initial selection was performed by three independent investigators, who screened 

the abstract of all recovered papers. Duplicate studies were removed by comparing 

the authors, title, year and publication journal. In case doubt, the entire publication 

was recovered and evaluated. Only High-Fat Diet, Alcohol, regeneration tissue, Skin 

and bone were considered in animal models for potential inclusion in the systematic 

review. After initial screening, all potentially relevant studies were recovered in full-

text and assessed for eligibility. Studies were excluded based on the following well-

defined criteria : (I) studies exclusively investigating in vitro and human systems 

without the inclusion of experimental groups with other animal species, (II) studies 

testing the use of ethanol in extract plants, (III)  full-text not available and secondary 

studies (i.e. literature reviews, editorials, commentaries, and letters to the editor), 

(IV) studies related to other pathologies and other organs, (V) Use of ethanol as a 

solvent for various reagents, (VI) Other experimental animals (horses, rabbits, 

monkeys), (VII) Use of subcutaneous sponges with polyvinyl alcohol, (VII) Articles 

in Chinese, German and Russian and (VIII) Cancer and full text unavailable. 

Eligibility was independently analyzed and disagreements were resolved by 

consensus. Considering a comprehensive search strategy, the reference lists of the 

selected relevant papers were manually screened in search for potentially relevant 

papers. The complete flowchart of the search strategy and the number of articles 

recovered in each step of the process is presented in Fig 1 (High-Fat-Diet) and Fig. 2 

(Alcohol). 
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Figure 1: Items Related for Systematic Reviews (PRISMA), flow chart - High-Fat 

Diet.  
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Figure 2: Items Related for Systematic Reviews (PRISMA), flow chart – Alcohol.   
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2.2 Study characteristics and Qualitative data 
 

Qualitative data were extracted from all full-articles included. Data extraction 

was categorized as follows: (I) Publication characteristics: Author, year, journal and 

country; (II) Characteristics of the animal model: Species, sex, age, weight, 

acclimation period, accommodation of the animals, number of animals per cage, 

number of animals in each experimental group, (III) Characteristics of the disease 

model (Description of the lesions), (IV) dosimetry (dose, rout, frequency and 

duration of the treatment), (V) Fat-diet  (composition), among other data (Table 1). 

 

2.3 ARRIVE Analysis 

 

We assessed the quality of the studies included using the criteria described in 

the ARRIVE guidelines for Reporting Animal Research. These criteria are based on 

the presence and  short descriptions of  relevant study characteristics, such as 

ethnical patterns, experimental procedures, sample size, animals’ allocation,  

statistical methods, baseline data, generalizability, and funding, as described by [45] 

Thus, considering the proposal of this systematic review and the specificity of the 

studies on this issue, a table  is provided with  the summary of all relevant and 

applicable aspects described in the ARRIVE guideline (Table 2). Four different 

reviewers (DRF, MMS, RVP and RDN) independently assessed the quality of all the 

studies, and the discrepancies were resolved by consensus. It should be noted that 

low assessment rates do not necessarily indicate that the experiment has not been 

efficiently carried out, it probably indicates inadequate reporting quality. 
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Table 1. Descriptors used for advanced search in PubMed and Scopus 
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p

<
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) 

Delayed 
Fracture 

Healing and 
Increased 

Callus 
Adiposity in a 

C57BL/6J 
Murine Model 

of Obesity-
Associated 

Type 2 
Diabetes 
Mellitus 

Brown, 
et al.,  
2014 
[46] 

EUA C57BL/
6 mice 

M 5 
wk 

? ? ?  cage 10 5 5 2 ? 35 
days 

Diabetes 
mellitus 

? Tibia 
Fracture 

? isoflurane  Yes  

Exercise 
Speeds 

Cutaneous 
Wound 
Healing 

in High-Fat 
Diet-Induced 
Obese Mice 

Pence, 
et al., 
2012 
[47] 

Urbana C57BL/
6 mice 

F 6 
wk 

? 

1,3,
5 

day
s 

1 
wk  

cages 20 ? 5 4 every 2 
wk 

10 
days 

? ? 
Skin 

wound 
6.0-mm 

Daily isoflurane in 
oxygen  

Yes  
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Granzyme B 
degrades 

extracellular 
matrix and 

contributes to 
delayed wound 

closure in 
apolipoprotein 

E knockout 
mice 

Hiebert, 
et al., 
2013 
[48] 

Canada 
C57BL/
6 mice 

M 

7 
wk 
& 
37 
wk  

? ? ? cages  ? 1 ? 6 N 
16 

days 
? ? 

Skin 
wound 
1cm 

Daily 
isofluorane/

oxygen  
Yes  

Insulin 
resistance 
impairs 

cutaneous 
wound healing 

in mice 

Otranto, 
et al.,  
2012 
[49] 

Brazil 
C57BL/
6 mice 

M 
6 

wk 
23-25 ? ? ? 20 ? 10 2  weekly  30 wk 

Diabetes 
mellitus 

Yes 
Skin 

wound 1 
cm2 

0, 7 and 
14 days 

ketamine 
and xylazine  

Yes  

Overweight 
induced by 
high-fat diet 
delays rat 
cutaneous 

wound healing 

Nascime
nto & 
Costa, 
2006 
[50] 

Brazil 
Wistars 

rat 
M ? 

120–
150  

wee
kly 

?  cages 20 1 5 and 15 2  weekly 
21 

days 
? Yes 

Skin 
wound 4 

cm2 

 7, 14 
and 21  

ketamine 
and 

Xylazine  
Yes  

Phototherapy 
improves 

wound healing 
in rats 

subjected to 
high-fat diet 

Leite,  
et al., 
2014 
[33] 

Brazil 
Wistars 

rat 
M ? 

180-
200  

? ? 
polyeth
ylene 
cages 

12 1 3 4 
0 and 45 

day 
59 

days 
? Yes 

Skin 
wound 
15-mm 

0, 2, 7 e 
14 days 

Tribromoeth
anol 

Yes  

Topical 
fentanyl 

stimulates 
healing of 
ischemic 

wounds in 
diabetic rats 

Gupta, 
et al., 
2015 
[51] 

EUA 

ZDF 
Rats and 
Sprague

–
Dawley 

rats 

? 
 11 
wk 

? ? ? ? 32 ? 8 4 ? 
36 

days 
Diabetes 
mellitus 

? 
Skin 

wound 8 
mm 

2 every 
2 days 

isofluorane  Yes  
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Wound 
Healing in 
Mice with 

High-Fat Diet- 
or ob Gene-

Induced 
Diabetes-
Obesity 

Syndromes: A 
Comparative 

Study 

Seitz,  
et al., 
2015 
[52] 

German
y 

C57Bl/6 
(wild-
type) 
and 

C57Bl/6 
ob/ob 

F 

6 
wk 
& 
12 
wk 

15-50 ? ? cage 12 1 4 3 ? 
190 
days 

Diabetes 
mellitus 

? 
Skin 

wound 3-
5mm 

1,3,5,7 
and 11 
days 

ketamine 
and 

Xylazine  
Yes  

Zucker diabetic 
fatty rat: A new 

model of 
impaired 
cutaneous 

wound repair 
with type II 

diabetes 
mellitus and 

obesity 

Slavkov
sky, et 

al., 2011 
[53] 

Czech 
Republi

c 

ZDF 
rats 

F & 
M 

18–
20 
wk 

218-
366 

? ? cage ? 1 

Males: 
9–12; 

females: 
8–10 

4 ? 
30 

days 
Diabetes 
mellitus 

? 
Skin 

wound 
20mm  

0, 2 and 
3 day 

? Yes  

Obesity 
Impairs Wound 

Healing in 
Ovariectomize
d Female Mice 

Holcom
b, et al., 

2009 
[54] 

USA 
C57BL/
6 mice 

F 
6 

wk 
? 

twic
e 

wee
-kly  

? cage 36 1 12 3 
twice 

weekly  
23 wk 

Ovariecto
mized 
Mice 

yes 
Skin 

wound 
6mm 

every 
two 
days 

ketamine 
and 

Xylazine  
Yes  

High-fat diet 
accelerates 

progression of 
osteoarthritis 

after 
meniscal/ligam
entous injury 

Mooney
, et al., 
2011 
[55] 

USA 
C57BL/
6 mice 

M 
5 

wk 
? ? ? cage ? 5 4 and 9 2 ? 

4 
months 

Diabetes 
mellitus 

? ? monthly 
ketamine 

and 
Xylazine  

Yes  

Both obesity-
prone and 
obesity-

resistant rats 
present delayed 

cutaneous 
wound healing 

Nascime
nto & 
Costa, 
2011 
[56] 

Brasil 
Wistars 

rat 
M 

Afte
r 

wea-
ning 

30 & 
60  

wee
kly 

? ? 50 ? 
17, 

16,17 
3 Daily 22 wk Obesity Yes 

Skin 
wound 1 

cm2 
weekly 

ketamine 
and 

Xylazine  
Yes  
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Melatonin 
promotes fracture 
healing in the rat 

model 

Halıcı et al., 
2010 [57] 

Turkey 
Sprague-
Dawley 

rats 
M  ? 

287
-

332  
? ?  cages 80 1 40 2 

fed 
standard  

chow 

28 
days 

? yes 
Tibiae 

Fracture 

1, 3, 
7, 14, 

28 
days 

ketamine- 
xylazine  

yes 
1%  

(v/v) 
intraperitoneal 

(saline) 

Exogenous 
Activation of 

Wnt/β -Catenin 
Signaling 

Attenuates Binge 
Alcohol-Induced 
Deficient Bone 

Fracture Healing 

Lauing et 
al.,2014 [1]  

USA 
C57BL/6 

mice 
M 

 6-7 
wk 

? ? ?  cages ? ? ? 4 
diet and 
water ad 
libitum 

7 days ? ? 
Tíbiae 

Fracture 
? 

ketamine- 
xylazine  

yes 
20% 
(v/v) 

intraperitoneal 
(saline) 

Fracture Healing 
and Bone Mass in 

Rats Fed on 
Liquid Diet 

Containing Ethanol 

 Elmali et al., 
2002 [58] 

Turkey Wistar rats M Adult 

 
218

-
280  

? 
  
? 

? 20 1 10 2 ? 8 wk ? ? 
Skin 

wound 
1mm 

? 
Chloral 
hydrate  

yes 

2.4%, 
4.8%  
and 

7.2% 
(v/v) 

Orally (in diet) 

Effect of Acute 
Ethanol Exposure 

on the Dermal 
Response 

Inflammatory After 
Burn Injury 

Faunce et al.,
2003 [36] 

USA 
B6D2F1 

mice 
M 

8–10 
wk  

 25–
30  

? ? ? ? ? ? ? 
water ad 
libitum 

? 

Bacter
ial 

infecti
on 

? 
Skin 

wound  
12 cm2 

? ? yes 
20%(v

/v) 
intraperitoneal  

(saline) 
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Acute ethanol 
exposure impairs 
angiogenesis and 
the proliferative 
phase of wound 

healing 

Radek et al., 
2005 [39] 

USA 
 BALB/c 

mice 
F 

8 - 9 
wk 

 17-
21  

? ? ? 10 ? 
4 

and 
6  

2 ? 
21 

days 
? ? 

Skin 
wound 12-

cm2  
7 days Nembutal yes 

20% 
(v/v) 

intraperitoneal  
(saline) 

Alcohol Inhibits 
Osteopontin-

dependent 
Transforming 

Growth Factor- 1 
Expression in 

Human 
Mesenchymal Stem 

Cells 

Driver et al., 
2015 [59] 

USA 
C57BL/6 

mice 
M 

 6 - 7 
wk  

? ? 
1 

wk 
cages ? ? ? 2 

Feed 
and 

water ad 
libitum 

10 
days 

? ? 
Tibiae 

fracture 
7 days 

ketamine- 
xylazine  

yes 
20% 
(v/v) 

intraperitoneal   
(saline) 

Acute Alcohol 
Exposure Impairs 
Fracture Healing 
and deregulates 

b -Catenin 
Signaling in the 
Fracture Callus 

Lauing 
 et al., 2012 [60

USA 
C57BL/6 

mice 
M 

 6 - 7 
wk  

? ? 
 1 
wk  

cages  ? ? ? 2 

Feed 
and 

water ad 
libitum 

  ? ? 
Tibiae 

fracture  

6,9, 
14 

days 

ketamine- 
xylazine  

yes 
20% 
(v/v)  

intraperitoneal   
(saline) 

Mesenchymal Stem 
Cells Facilitate 

Fracture Repair in 
an Alcohol-Induced 
Impaired Healing 

Model 

Obermeyer  
et al., 2012 

[61] 
USA 

C57BL/6 
mice 

M 
 6 - 7 
wk  

? ? ? cages  ? ? ? 2 ? 2 wk ? ? 
 Tibiae 
fracture 

? 
 

buprenorp
hine  

yes 
20% 
(v/v) 

intraperitoneal   
(saline) 

Fibroblast Function 
and Wound 

Breaking Strength 
is 

Impaired by Acute 
Ethanol 

Intoxication 

Ranzer et al., 
2011 [11] 

USA 
BALB ⁄c 

mice 
F 

 6 - 8 
wk  

17 
& 
21  

? ? ? ? ? ? 2 ? 
35 

days 
? ? 

Skin 
wound  
3-mm 

5, 7, 
10, 
14, 
21, 

28, 35 
days  

ketamine- 
xylazine  

yes 
20% 
(v/v) 

intraperitoneal   
(saline) 
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Inhibition of bone 
repair in a rat 

model for chronic 
and excessive 

alcohol 
consumption 

Chakkalaka 
 et al., 2005 

[62] 
USA Wistar rats  M 

 11 - 
12 wk  

327
-

387  

Y
es 

 3-
day 

cages 44 1 
4 

and 
5 

9 

Feed 
and 

water 
between 
8 and 11 

am. 
surgery 

7 wk ? ? 
fibula 

fracture  

end of 
the 

experi
ment 

ketamine- 
xylazine  

yes 

26% 
and 
36% 
(v/v) 

orally (in diet) 

Ethanol 
exacerbates T cell 
dysfunction after 
thermal injury 

Choudhrya  
et al., 2000 

[63] 
USA 

C57BL/6 
mice 

M 
 8 - 10 

wk  
? ? ? ? ? ? ? 4 ? ? ? yes 

Skin 
wound 

15% of the 
total body 

surface 
area 

? 
sodium 
pentoba 
rbital 

yes 
20% 
(v/v) 

intraperitoneal   
(saline) 

Effects of Acute 
Ethanol Exposure 

on the Early 
Inflammatory 

Response After 
Excisional Injury 

Fitzgerald  
et al., 2007 

[20] 
USA 

BALB/c 
mice 

F 
 8- 9 
wk  

? 
Y
es 

? ? 8 ? 
3 

and 
5 

2 ? 
24 

hours 
? ? 

Skin 
wound  
3-mm 

6, 12, 
24 

hours  
Nembutal  yes ? 

intraperitoneal   
(saline) 

 A Role for etanol-
Induced Oxidative 

Stress in 
Controlling 

Lineage 
Commitment of 
Mesenchymal 
Stromal Cells 

Through Inhibition 
of Wnt/b -Catenin 

Signaling 

Chen et al., 
2009 [64] 

USA 
Sprague-
Dawley 

rats 
M 

Recen 
born 

250
-

300  
? ? cages 16 ? 8 2 ? 4 wk ? ? 

left tibiae, 
and left 
femur  

? ? yes ? 
intragastric 

cannula  (water)  

Identification of 
Novel Bone-

Specific Molecular 
Targets of Binge 

Alcohol and 
Ibandronate by 
Transcriptome 

Analysis 

Himes 
 et al., 2009 

[65] 
USA 

Sprague 
Dawley 

rats 
M 6 wk  

375
-

399  
? 

1 
wk 

cages 72 2 12 6 ?  4 wk  ? yes 
adjacent 
lumbar 

vertebrae 
? Ibandronate yes 

20% 
(v/v)  

intraperitoneal 
(saline) 
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Table 2. Table Arrive 

Study Quality                                                      
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1
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3
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o
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0
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4
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n
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0
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5
] 
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a
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2

0
1

1
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6
] 
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ı, 
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, 2
0

1
4
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] 
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0
2
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5

8
] 
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0

3
 [3

6
] 

R
a

d
e
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 2

0
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 [3
9

] 

D
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e
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2
0

1
2

 [5
9

] 
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u
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g

, 2
0

1
2

 [6
0

] 

O
b

e
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e
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r,
 2

0
12

 [6
1

] 

R
a

n
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r,
 2

0
1

1
 [1

1
] 

C
h

a
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a
la

ka
la

, 2
0

0
5

 [6
2

] 

C
h

o
u

d
h

ry
a

, 2
0

00
 [6

3
] 

F
itz

g
e

ra
ld

, 2
0

0
7

. [
2

0
] 

C
h

e
n

, 2
0

0
9

 [6
4

] 

H
im

e
s,

 2
0

0
9

 [6
5

] 

  

Accurate and concise description of the content of the article  96,1% 

Abstract                                                       
Summary of the background, research objectives, methods, principal 
findings, and conclusions  

   76,9% 

Introduction                                                       

Sufficient scientific background 
 

92,3% 

Explanation of the experimetal approach and rationale   
 

84,6% 

Objectives                                                       

Clear primary and second objectives 
 

88,4% 

Materials and Methods                                                       
Nature of the ethical review permissions, relevant licneces and national 
or institutional guidelines for the care and use of animals 

 

96,1% 

Study design                                                       

Number of animals per group  
   


   


 

61,5% 

Information on whether the experimental was performed as a blind 
controlled study         

  


  


  


 

34,6% 

Experimental procedures                                                       

Description of the Treatment (Diet or Etanol)  100% 

Dosage of treatment 96,1% 

Duration of treatment 
 


 

92,3% 

Time of day of administration of treatment  
  


 


  

73,0% 
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                            

Experimental animals                                                       

Information regarding animal species 
 

96,1% 

Strain of the animals  100% 

Sex of the animals 96,1% 

Weigth range of the animals    
 


 


   


  

46,1% 

Age of the animals   
 


 

80,7% 

Description of genetic modification status (Knock-out, transgenic, SPF)      
 


 


  

53,8% 

Information related to previous procedures performed on the animals      
 


 

53,8% 

Housing and husbandry                                                       
Housing of experimental animals (type of facility, type of cage or 
housing, material, number of cage companions) 

   


 


  

69,2% 

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

     


 

61,5% 

Welfare-related assesements and interventions that were carried out 
before, during, or after the experiment          

 
38,4% 

Sample size                                                       
Total number of animals used in each experimental and the number of 
animals in each experimental group  

 


 


 


 


 


 

65,3% 

Explanation regarding the decision of the number of animals and details 
of sample size calculation         

                 

0,00% 

Allocating animals to experimental groups                                                       
Full details of how animals were  allocated to experimental groups 
(including randomisation or matching)      

 


 


    

50,0% 

Order in which the animals in the different experimental groups were 
treated and assessed         

  


               

Experimental outcomes                                                       

Clear experimental outcomes assessed 88,4% 

Statistical methods                                                       

Statistical methods used for each analysis  100% 

Specification of the unit of analysis for each dataset 
    


  


   

57,6% 
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Methods used to assess whether the data met the assumptions of the 
statistical approach         

 

 
   


 


 

34,6% 

                            

Results                                                       

Baseline data                                                       
Description of health status of animals, for each experimental grup, 
before treatment   

  


  


  


  


 

50% 

Number analysed                                                       
Number or animals in each group included in each analysis (absolute 
numbers)   

 


  


   


 

53,8% 

Animals or data not included in the analysis (and explanation for the 
exclusion)    

  


 


  


    


  


 

26,9% 

Outcomes and estimation                                                       

Information (Mean= Standard Deviation) 
    


     


  


 

53,8% 

Adverse events                                                       
Information regarding mortality of experimental animals 
(Mean=Standard Deviation)         

    


 


          

7,69% 

Modifications to the experimental protocols made to reduce adverse 
events       

  


   


       


  

15,3% 

Discussion                                                       

Interpretation /scientific implications                                                       
Interpretation of the results, taking into account the study objectives 
and hypotheses, current theory and relevant studies 

 


 

76,9% 

Comments on the study limitations (sources of bias, limitations of the 
animal model, imprecision associated with the results)      

 

  
      


     

23,0% 

Generalisability /translation                                                       
Comments on how the findings are likely to translate to other species  
or systems, including relevance to human biology       

 

  
 


 


   

  30,7% 

Funding                                                       

List of funding sources and the role of the funder(s) in the studt 
 

92,3% 

Results of total  25 30 26 26 26 22 24 26 28 23 24 26 23 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 464 abstracts from 

potentially relevant studies. From this total, 339 studies addressed alcohol, while 3  

on High-Fat-Diet were excluded due to  no compliance with the subject investigated 

(Title and abstract). Thus, 73 studies were screened for the discard of duplicated 

registers and the full texts were recovered and subjected to eligibility analysis. 

Twenty studies were included in the systematic review, and their reference lists were 

screened to identify additional relevant studies that were not recovered in the initial 

search strategy. Three studies  on alcohol and three  on High-Fat-Diet were included 

in the systematic review, after the screening of the  reference lists and account for 

23% (n=6) of all relevant studies. Thus, 26 pre-clinical relevant studies using animal 

models on high-fat diet and alcohol effect on skin and bone repair, conducted from 

2000 to 2015, were included in this review and used for data collection. The general 

characteristics of these studies are shown in Figures 1 and 2.  

 

3.2 Qualitative data 

 

The studies obtained were  conducted in  7 different countries, mainly the 

United States of America (EUA), 61,5% (n= 16), followed by Brazil 15,4%, (n= 4) 

and Turkey 7,7%, (n=2).  The other studies were from Canada, 3,8%, Germany and 

Czech Republic, 3,8% (n=1) from each country. Rats 38,4% (n=10), and mice 61,6% 

(n=16) were mainly used as experimental models. . The main mice 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 rats, Wistar rats accounted 

for 19,3% (n=5); Sprague-Dawley, 11,5% (n=3) and ZDF, 3,8% ( n=1 ). Only one 

study used both Sprague-Dawley and ZDF (3,8%) rats.  As for the sex of the animals 

used, 69,2% used male (n= 18); 23,1%, female (n= 6),  and 3,8% male and female 

(n=1) animals.  Only one study did not provide this information (3,8%). The age of 

the animals ranged from 5 to 37 weeks for the mice, and from newborn to 20 weeks 

of age for rats. This variable was neglected in three studies (11,5%). The body mass 

of the animals can be found in the 15-60g interval for mice, and 120-399g interval 

for rats. 46,1% of the studies (n=12) did not  report weight. In relation to the diet, the 

higher the fat concentration, the smaller the time of administration. On verage, when 
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the diet contained 60% of saturated fat, its administration occurred for 12 77weeks, 

while when the diet presented less fat (21,2%  saturated fat), it was administrated on 

average for 30 weeks. In most studies (64,2%),  the concentration of  alcohol was 

20% (vv), n=9,  while other studies presented greater  concentration variations.  

Regarding pathologies, 23% (n=6) of the studies indicated Diabetes mellitus as the 

pathology most associated with the repair process, while 65,5% (n=17) of the studies 

presented no associated pathologies  (Figure 3).  
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Figure 3: Summary all data obtained from reading the selected articles 

 

Schematic representation of 
data obtained from the studies 

High-Fat-Diet and Alcohol 

Alcohol Concentrations 

20% (V/V)                     (n=9 / 64,2%) 

No reported                    (n=2 / 14,2%) 

1% (V/V)                       (n=1 / 7,1%) 

(2.4%,4.8%,7.2% (V/V) (n=1 /  7,1%) 

(36%, 26%(V/V)             (n=1 /  7,1%) 

Reported Pathology 

No Cited Pathology                           (n=17/ 65,5%) 

Diabetes mellitus (Type 1 and 2)       (n=6/ 23%) 

 Obesity                                               (n=1/ 3,8%)  

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

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

Animals models (Diet and Alcohol) 

C57Bl/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%) 

 
High-Fat-Diet 

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

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

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

 42% total Kcal saturated fat for 30 weeks (Campinas, São 
Paulo, Brazil) (Otranto, et al., 2012); 

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

 30% total Kcal saturated fat for 22 weeks (Primorw; Bunge 
Alimentos S. A., Florianópolis, SC, Brazil) (Nascimento & 
Costa, 2011). 
  50% total Kcal saturated fat for 45 days (own manufacturing) 
(Leite, et al., 2014); 

 60% total kcal saturated fat for 12 weeks (New 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 females total kcal saturated fat 
for 30 days  (IPS supplies, London, UK) and  (Research 
Diets, New Brunswick, NJ) (Slavkovsky, et al., 2011). 

Countries 

 EUA                          (n=16 / 61,5%) 

 Brazil                        (n=4 / 15,4%) 

TurKey                       (n=2 / 7,7%) 

Canada                        (n=1 / 3,8%) 

Urbana                        (n=1 / 3,8%) 

Germany                     (n=1 / 3,8%) 
 
Czech Republic           (n=1 / 3,8%) 
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Most studies mentioned that the animals were allocated in cages 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 was not described by 38,5% 

(n=10) of the studies, and the number of animals per box was not mentioned in 

53,8% (n=14). In relation to randomization, 69% (n=18) of the studies did not 

mention how the animals were distributed in the groups. The number of animals in 

each experimental group was not reported in 27% (n=7).  As for the type of injury, 

fracture or skin incision, 65,5% (n=17) described skin injuries and 34,6% (n=9)  

reported bone lesions. Lesion measurement intervals were reported by 69,2% (n-18) 

of the studies. The anesthetics commonly used in the studies were ketamine and 

xylazine 46% (n=12) and Isoflurane 15,3% (n=4). The food intake measurement 

interval of the groups treated with the high fat diet were described in 42% (n=5) of 

the studies. In the groups that received alcohol, it was mainly conducted 

intraperitoneally, 78,6% (n=11)  and orally, 14,2% (n=2) (Table 1).  

 

3.3 Bias Analysis. 

 

The ARRIVE guidelines were used to analyze the main weaknesses of the work.   

The results showed that the selected works generally presented an accurate title 

(96,2%), abstracts containing objectives, methods,  main  findings and conclusions 

(76,9%) and introduction with sufficient scientific background (92,3%). In the 

experimental procedures, all studies reported the type of treatment, Diet or Alcohol, 

(100%), dosage (96,2%) and duration of treatment (92,30%). However, only 46,2% 

informed the weight range of the animals, and 53,8% informed the genetic 

modification status and provided information related to previous procedures 

performed in the animals. In relation to housing and husbandry, 69,2% of the studies 

related the type of cage, number of cages, light-dark cycles, temperature and water.  

None of the studies reported the details of the sample size calculation. Full details 

about the allocation of the animals in experimental groups, including randomization 

or matching, were described in only 50% of the studies. The statistical methods used 

for each analysis were described in all of the studies, but only 57,6%  specified the 

unit of analysis for each dataset. Only 27% of the studies explained the criteria for 

the exclusion of animals or data. Information about the mean and standard deviation 

was   given in 62,5% of the studies.  
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Modifications in the experimental protocols, aiming to reduce adverse events 

and information regarding the mortality of experimental animals were described in 

only 15,3%  of the studies. Comments on study limitations, such as sources of bias, 

limitations of the animal model and inaccurate results found in only 23% of the 

studies. Comments on how the findings are likely to benefit other species or systems, 

including relevance to human biology, were observed only in 31% of the works 

(Table 2). In general, the animals that received high-fat-diet presented decreased 

wound and bone fracture healing, reduced wound closure, delayed contraction, 

chronic inflammation and incomplete reephitelization. Besides, the collagen fibers 

were less organized and less dense and the hydroxyproline content was reduced. In 

relation to the bone, increased occurrence of osteophytes and reduced bone callus 

were observed, and 33,3% of the studies did not analyze extracellular matrix 

compounds. The groups treated with high-fat-diet also presented increased body 

weight and blood glucose and 25% of the studies did not analyze blood glucose 

levels. In relation to alcohol, the main results demonstrate that alcohol consumption 

decreases  bone callus and  reduces biomechanical strength, endochondral 

ossification and bone mineral density. The rates of reephitelization, fibroblast 

proliferation, neutrophil infiltration and macrophage inflammatory protein 2 were 

lower in the groups treated with high fat diet when compared to the controls.  Among 

the extracellular matrix compounds, reduction was observed in myeloperoxidase 

activity, hydroxyproline and hyaluronic acid contents, callus formation and tissue 

mineral density.  

The use of alcohol also affected the chemical mediators released in the tissue. 

The production of TNF-α, FGF-2, IL-2 and Lysyl oxidase decreased in groups 

treated with alcohol.  The levels of Wnt, β-catenin and bone signalizes were also 

reduced after treatment with alcohol. 28,5% of the selected studies did not  perform 

the analysis of extracellular matrix components and cytokines. The oxidative stress 

parameters were analyzed only in  14,3% of the studies, and the main results showed  

increased levels of  malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and 

protein carbonyl contents  after alcohol consumption (Table 3).The main results were 

schematized and demonstrate that high-fat-diet promotes delays the wounds healing, 

wounds healing reduction (46-51,53,54), reduced extracellular Matrix components 

with reduction in the collagen synthesis (33,48,49,50,51,53,54), weight increase  (46-

50,53,54) and high glucose levels in blood vessels (33,47,50,52-54). Similarly it was 



28 

 

observed that the alcohol consumption decrease wound healing, biomechanical 

strength, reephitelization and fibroblast proliferation (1,11,20,39,57,60,62-64). 

Decrease myeloperoxidase activity, hydroxyproline, hyaluronic acid and 

tissue mineral density (1,11,39,57,59,61-64), reduction of the chemical mediators: 

TNFα, FGF-2, IL-2 and Lysyl oxidase, Wnt, β-catenin signaling in the bone 

(1,11,20,39,59,60,63-65) and increase of the Malondyaldeido, Superoxide dismutase, 

protein carbonyl and Weight gain (54,57,62,65)  (Figure 4). 
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Table 3. Representation of the principal results found in the articles. 

HIGH-FAT-DIET 

Study 

Reference 
Rate of Wound Healing Extracellular matrix components analyzed 

 

Weight  

 

Glucose test  

Brown et al., 

2014 [46] 

HFD-fed mice with tibia fractures 

showed decreased woven bone at day 

28 by histomorphometry and decreased 

callus bone volume at day 21 by 

microcomputer tomography. 

? 
HFD-fed mice presented 

increased body weight. 

 The HFD group 

exhibited elevated levels 

of blood glucose.  

Pence et al., 

2012 [47] 

The HFD-fed mice impaired wound 

healing, with larger wound sizes.  

However, wound size was significantly 

smaller in obese mice exercised 

compared with other groups. 

? 

HFD, body weight was 

significantly higher than those of 

the control group. 

 The HFD group 

exhibited elevated levels 

of blood glucose, when 

compared to others 

groups.  

Hiebert et al., 

2013 [48] 

 

HFD exhibited reduced wound closure, 

the delayed contraction; chronic 

inflammation compared with the others 

groups. 

The HFD-fed mice demonstrated less collagen 

and decorin, and reduction of the closing 

wounds compared with the controls. Animals 

treated with the Granzime B and HFD 

presented increases the fibronectin and 

vitronectin compared with the Wild-type 

animals. 

 ApoE knouchout (AKO) mice 

and fed a HFD presented weight 

increase when compared to AKO 

mice not fed HFD. 

? 
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Otranto et al., 

2012 [49] 

The wound area was 27% greater in the 

high-fat chow (HFC) group 7 days, and 

110% greater in the 14 days after 

wounding when compared with the 

standard chow (SC) group. 

The collagen fibers were less organized and 

less dense in the HFC group. Hydroxyproline 

levels were lower in the high-fat chow (HFC) 

group. 

Starting from the 8th week, the 

HFC group had a higher body 

weight. 

 The blood glucose of 

the HFC group was 

higher than the SC 

group.  

Nascimento & 

Costa, 2006 [50] 

21 days after wounding, the wound area 

in the fat diet group was 32% higher, 

indicating less contraction. 

The density of collagen fibers was higher in 

the control group than in the fat diet group. 

The body weight gain, in the fat 

diet group, was significantly 

greater than in the control group.  

Blood concentration of 

glucose was not 

different between the 

groups throughout the 

experiment. 

Leite et al., 2014 

[33] 

The wound healing rate were reduced 

in animals treated with hyperlipidic diet 

and laser off, when compared to the 

others groups. 

The hydroxyproline content was reduced in the 

groups treated with the hyperlipidic diet and 

laser off among groups. 

There was no difference in the 

body mass of the animals after 

45 days on a high-fat diet.  

A higher serum glucose 

level, were observed in 

hyperlipidic group. 

Gupta et al., 

2015 [51] 

Fentanyl treatment resulted in complete 

reepithelialization and dense 

granulation tissue in the wound scars 

on day 36 in diabetic rats treated with 

high fat diet. 

Masson’s trichrome staining demonstrated 

increased collagen content in fentanyl treated 

wounds as compared to PBS in diabetic rats 

treated  high fat diet. 

? ? 

Seitz et al., 2015 

[52] 

The rats HFD-fed showed an area of 

greater and wound epithelialization 

incomplete in the end of the 

experiment, compared with the other 

groups. 

? 

The uptake of the HFD caused a 

significant increase in body 

weight. 

 The HFD group 

exhibited elevated levels 

of blood glucose.  
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Slavkovsky  

et al., 2011 [53] 

Scar size in fed high-fat diet animals 

was significantly increased: by 40% in 

males and by 140% in females. 

The hydroxyproline, tropoelastin and 

procollagen content were reduced in diabetic 

groups (HFD). MMP3 and MMP13 (matrix 

metalloproteinase) and MPO 

(myeloperoxidase) were increased in animals 

with the fed HFD.  

The body weight in animals fed 

HFD was increased in both sexes 

and the difference was more 

pronounced in females, being 

twice that of the control. 

The high-fat diet 

animals group, 

presented elevated 

glucose levels, when 

compared to control. 

Holcomb et al., 

2009 [54] 

HDF fed animals and ovarectomized (OVX) 

presented 61% of the wound open, when 

compared to NOVX and HFD fed mice that 

presented 34% of the wound open. 

? 

OVX mice treated with high-fat 

diet presented higher final body 

weights than NOVX mice treated 

with HFD. 

? 

Mooney et al., 

2011 [55] 

The HFD was associated with 

accelerated osteoarthritis (OA), and 

with major loss of cartilage relative to 

the control groups. 

Large progressive meniscal calcification, and a 

increased presence of osteophytes in both HFD 

groups relative to the diet controls. 

Mice on the HFD weighed 29% 

more than those on the lean diet. 

 Blood glucose levels 

were increase in the 

diabetic treated with the 

HFD group. 

Nascimento & 

Costa 2011 [56] 

The diet-induced obesity (DIO) group, 

showed no sign of re-epithelialisation. 

The percentage of the re-epithelialised 

wound area was lower in the DIO 

groups compared with the control 

group. 

In the diet-induced obesity (DIO) and diet-

resistant (DR) groups, hydroxyproline levels 

were lower 7 d after wounding and increased 

slightly 14 d after wounding. 

The diet-induced obesity (DIO) 

group presented a higher average 

body weight, than the diet-

resistant (DR) group. 

The blood glucose level 

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 

Reference 
Histopathological evaluation ECM components analyzed Cytokines 

  

 Oxidative Stress 

  

Weight 

  

Halıcı et al., 

2010 [57] 

 In the group treated with 

alcohol and Melatonin two 

animals with complete 

cartilaginous union, five with 

incomplete bony union and one 

with complete bony union.  

Myeloperoxidase activity 

decreased in the group treated 

only with the alcohol, when 

compared with the melatonin 

group.   

? 

The groups treated only 

with ethanol presented 

increase of the 

Malondyaldeido (MDA) 

and superoxide dismutase 

(SOD), when compared 

with the melatonin group. 

? 

Lauing et al., 

2014 [1] 

Alcohol promotes decreased 

callus biomechanical strength, 

and reduced cartilaginous callus 

formation. 

In the alcohol treatment 

group, there was smaller 

amount of external callus 

tissue and decreasing the 

cartilaginous component. 

Alcohol-exposed mice 

exhibited a significant increase 

in the amount of callus-

associated 

hyperphosphorylated β-catenin 

compared with saline controls. 

? ? 

 Elmali et al., 

2002 [58] 

The group treated with ethanol 

had a lower fracture healing rate 

when compared with the control 

group. 

Rats fed a liquid diet 

containing ethanol decreased 

bone density and mineral 

content. 

? ? 

There was no 

difference in weight 

between the group 

treated with alcohol 

and control group. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lauing%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24627571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lauing%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24627571
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Faunce et al., 

2003 [36] 

The neutrophil content of the 

skin of mice after burn injury 

was not significantly difference 

with of ethanol treatment, when 

compared to others groups. 

? 

 Myeloperoxidase (MPO) 

content was not different 

compared to other groups. The 

production of TNF from mice 

that received ethanol exposure 

was lower than other groups. 

? ? 

Radek et al., 

2005 [39] 

Reepithelization was lower in 

the groups treated with the 

Ethanol, when compared to the 

control groups, but does not 

inhibit keratinocyte migration 

across the wound bed. 

Hydroxyproline, was 

significantly reduced at day 

7, in wounds from ethanol-

treated animals compared 

with control. 

The level of FGF-2 was lower 

in wounds from ethanol-treated 

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 formation 

and reduced new bone 

deposition.  

The exposure to Ethanol, 

reduced activity of the TGF-β 

1. 

? ? 

Lauing et al., 

2012 [60] 

It was observed a significant 

47% reduction in the volume of 

callus tissue formed at day 14 

post-injury compared to the 

saline group. 

The alcohol exposure reduced 

bone mineralizattion and 

osteoblasts activity 

The levels of b-catenin are 

significantly decreased in the 

groups treated with ethanol, 

when compared to the control 

group. 

? ? 
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Obermeyer 

 et al., 2012 [61] 

Alcohol exposure resulted in a 

significant loss in 

biomechanical strength and 

reduced bone callus volume, 

and presented absence of 

ossification endonchondral. 

Evaluation of callus tissue 

mineral density did not reveal 

any significant differences 

between any of the treatment 

groups. 

? ? ? 

Ranzer et al., 

2011 [11] 

Exposure to ethanol causes 

decrease in fibroblast 

proliferation when compared in 

basal medium alone, 

impairment on the regulatory 

function of fibroblasts. 

 

The levels of collagen and 

hyaluronic acid (HA) of the 

wounds in mice exposed to 

ethanol were significantly 

reduced compared to control. 

Lysyl Oxidase activity (LOX) 

in the wounds of the mice 

treated with ethanol decreased 

significantly compared to 

control groups. 

? ? 

 Chakkalakala 

 et al., 2005 [62] 

Ethanol consumption caused a 

reduction in tissue repair and 

tissue resistance. The group 

with the highest consumption of 

ethanol, resulting in poor bone 

healing.    

The tissue of the rats that 

received ethanol in the diet, 

presented reduced in the 

synthesis of bone matrix and 

decreasing in the bone 

mineralization. 

? ? 

There was a reducing 

of the final weight of 

17g in the groups 

treated with high and 

moderate levels 

alcohol, when 

compared to control. 

Choudhrya 

 et al., 2000 [63] 

The decrease in proliferation 

was observed in splenocytes 

derived from animals subjected 

to the combined insult of 

alcohol and burn injury. 

? 

IL -2 production by splenocytes derived 

from the burn plus alcohol group of 

animals was suppressed compared with 

the splenocytes obtained from the 

animals the other groups. 

? ? 
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Fitzgerald 

 et al., 2007 [20] 

The histological examination of 

wounds by myeloperoxidase 

(MPO) reveals a reduction at 12 

and 24hs of the neutrophil 

infiltration. The analysis of the 

macrophage inflammatory protein-

2 (MIP-2) reveal a reduction at 

12hs, post injury in the groups 

treated with the ethanol 

? 

TNFα levels were unchanged 

after injury in both groups 

ethanol and saline-treated. IL-

1β showed variables peak 

levels, with reduction at 6 and 

12 hs and high after 24hs in the 

groups treated with the ethanol. 

? ? 

Chen et al.,2010 

[64] 

 Ethanol induced reduction in 

bone mineral density (BMD) in 

females rats after lactation.  

Ethanol induced reduction of 

the osteocalcin in the cellular 

culture.  

Ethanol induced suppression of 

Wnt, β-catenin signaling in 

bone in postlactational female 

rats. 

 Ethanol promotes 

adipogenesis through 

accumulate oxidative 

stress and elevates protein 

carbonyl content in the 

cells. 

? 

Himes 

 et al.,2009 [65] 

An acute (1 week) the alcohol 

treatment did not decrease 

vertebral cancellous or cortical 

BMD (Bone Mineral Density). 

In contrast, a chronic (4-week) 

there was decreased vertebral 

cancellous BMD in alcohol 

treatment. 

? 

Acute binge alcohol treatment 

significantly affected genes 

associated with 4 pathways 

including integrin, chemokine, 

RAS and PDGF signaling, 

while chronic binge alcohol 

modulated angiogenesis and 

Wnt signaling gene expression. 

? 

After chronic (4-week) 

alcohol-treatment, rats 

showed an approximate 

4% increase in body 

weight compared to 

their baseline weight, 

versus an 11% increase 

in their respective control 

groups. 
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Figure 4: Flowchart of the main results of the high-fat-diet and alcohol studies.

Glucose test: Increase in 
blood glucose levels 

[33,47,50,52,53,54] 

Increase Weight 

[46,47,48,49,50,53,54] 

Decrease in the rate of 
Wound Healing 

[46,47,48,49,50,51,53,54] 

Reduction in collagen 
synthesis and 

deposition  
[33,48,49,50,51,53,54] 

Alcohol 

Delays the healing of wounds 

High-Fat-Diet 

Delays the healing of wounds 

Increase of the 
Malondyaldeido, Superoxide 
dismutase, protein carbonyl 

and Weight gain  

[54,57,62,65] 

Decrease wound healing, 
biomechanical strength, 

reephitelization, fibroblast 
proliferation, reduced neutrophil 

infiltration 

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

Decrease 
myeloperoxidase 

activity, hydroxyproline, 
hyaluronic acid and 

tissue mineral density 

[1,11,39,57,59,61,62,63,64] 

Reduced in the chemical 
mediators: TNFα, FGF-2, 
IL -2 and Lysyl oxidase. 
Wnt, β-catenin signaling 

in the bone  

[1,11,20,36,39,59,60,63,64,65] 
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4. Discussion 
 

High fat diet and alcohol consumption are among the main external factors 

related to lifestyle that hinder the repair process of cutaneous and bone tissue. Tissue 

recovery becomes even more difficult when these two factors are associated [42,49]. 

In this study, we investigated through systematic review, the effect of high fat diet 

and alcohol consumption on cutaneous and bone tissue repair in pre-clinical studies, 

using mice and rats. 461 studies were analyzed and, after eligibility analysis, 26 were 

selected as relevant works, according to the proposed objective. The most important 

findings of the review showed the negative effects of high fat diet and alcohol 

consumption on the repair of cutaneous and bone wounds. These findings were 

defined after critical and descriptive analysis of the main parameters related to tissue 

repair, such as the production and organization of the extracellular matrix 

components, cellular proliferation, free radical production, main released cytokines 

and glucose levels, which are the main related parameters.  

The use of the Prisma Guideline was fundamental to reach the expected 

results, once it allowed the selection of different works totally focused on the topic, 

by using a well-defined search strategy [66]. Although the difference between the 

species hampers the direct exploration of the applications for humans, the results of 

the study show the need for better controlled investigations.   It is clear that the 

quality of the models and protocols used should be improved, mainly for the type and 

period of administration of the diet. Besides, the alcohol concentrations used also 

presented high variety and there was low specificity for the type of induced lesion. 

The types of wound models produced also varied widely, which hampers the 

selection of a model for reproduction in further works.  

The general objective of systematic review works is mainly to develop means 

to bring together pieces of evidence from randomized clinical tests and experiments 

that evaluate the positive or negative effects of a certain intervention. This type of 

review, which is based on clinical evidence, has increased significantly in recent 

years.  However, in the pre-clinical field, studies are still scarce and the data quality 

analysis of the works is still based on the criteria used in randomized clinical studies.  

In the present study, besides the descriptive analyses and flowcharts presenting the 

main findings of the papers, the ARRIVE guidelines were also used to analyze the 

main errors found in the description and development of the works.  The evaluated 
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studies have two major limitations: Huge variety in the analysis parameters in the 

methodology and low specificity in important details, including age and weight of 

the animals, type and size of the wounds, diet components, alcohol concentration, 

among others. In the results, it was difficult to understand the description, once the 

studies reported different markers to present their findings. In most articles, mice 

were the most used animal model, probably because of their size and easy handling. 

Besides,   it is the cheapest murine model and it is easy to take care during long 

experimental periods, which generally occurs in high fat diet models [67]. We 

observed that most studied animals were males, probably because the males present 

lower hormonal interference, when compared to females [40]. The hormonal 

problem becomes more relevant when the repair process is evaluated, once it is 

known that feminine hormones have a positive effect on reephitelization and tissue 

wound closure [68].  

In relation to age and weight, there was wide variation among the studies. 

The age ranged from 5 to 37 weeks and the weight, from 15 to 60g for mice and from 

120 to 399g for rats. This weight and age range has been commonly used in murine 

models, mainly because the data are related to young and healthy animals [69,70,71]. 

Several articles did not inform the age of the animals, the number of animals per 

group, period of acclimatization, or light and darkness cycles, etc. The absence of 

important information on the methodology may compromise the understanding of the 

study and restrain research reproduction. Thus, it is a limiting factor that leads to 

relevant methodological flaws [11]. 

This study showed that 67% of the studies that administered a fatty diet did 

not report weighting frequency, while 21,5% did not inform the  time of alcohol 

administration. These variables are important because they affect animal physiology, 

which may explain the body weight gain or loss and thus the metabolic conditions 

[40,72]. We also observed the predominance of saturated fat in the diet and 

discrepant time intervals between the administrations. Such discrepancy may be 

associated to the different murine models used.  This may jeopardize the 

development of further research requiring protocols that use high fat diet in the 

induction of metabolic problems. In our review, we found papers that induce tissue 

lesion using the diet for only 4 weeks, while other works needed to administer the 

diet for more than 25 weeks to reach similar results.  The start of an adequate tissue 

repair process demands animals in a state of homeostasis, thus guaranteeing that 
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tissue nutrition and vascularization are adequate for cell and vascular proliferation 

[69,73].  

In general, overweight animals present reduced wound closure and reduced 

matrix synthesis [28,55,56]. Simultaneously, our results showed that  most works 

(64,2%)  use alcohol at the concentration of 20% (vv),  which can be justified by 

some well succeeded models  described in the literature, mainly for the use in 

humans [1,65]. The effects of alcohol consumption on tissue destruction are well 

described, especially for hepatic tissues [74,75].  However, the papers analyzed are 

inaccurate and provide little information on cutaneous repair process, mainly because 

there was no trustable protocol    reporting drug concentration or a pattern to analyze 

important parameters of cutaneous and bone repair. 

The type and the size of lesions were other parameters also analyzed. Alcohol or the 

diet generally reduced the rate of wound closure or accentuated histopathological 

modifications.  The analysis of these parameters pointed out the great difference 

between the wounds, whose incisions ranged from 3mm to12cm. Therefore, wounds 

presented different sizes and forms. These are important considerations in studies on 

wound healing, because there are effects on concentration strength and cell quality 

(myofibroblasts) [76].  

In relation to the time interval considered to measure the wounded area, total 

closure  was not  observed in most  works, once the investigators  decided to adopt 

long intervals (0, 2, 3, 7, 14 and 21 days), instead of carrying out the measurements 

on the area every day. This may have been a deterministic factor for the results found 

in animals.  Such works differed from studies conducted with humans, who usually 

present wound closure rate of 100% [77]. This fact may indicate a methodological 

flaw, compromise the reliability of the results, and prevent many works from having 

their results extrapolated to human clinical conditions. Great variation was also 

found in studies that report bone lesions, once they use different bones, such as the 

tibia, fibula, femur and lumbar vertebra. The greatest flaws of the studies were 

disclosed in our work through the ARRIVE Guidelines (Animals in Research: 

Reporting in Vivo Experiments). Open-access journals have changed the publication 

process, by increasing research data availability. However, there is plenty of 

evidence that, in several areas of study,  research report is insufficient, which 

demonstrates  that, in many cases, even when there is high quality science,  

publications do not provide enough information for the reproduction of the works 
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[78]. The instructions found in the ARRIVE Guidelines (Animals in Research: 

Reporting in Vivo Experiments) describe the information required from all scientific 

publications using animals as the experimental model [45]. Therefore this may 

become an important tool to standardize the presentation of the methodology and 

results.  

5. Conclusion 
 

The results of this review showed consistently that alcohol consumption and 

high fat diet slow tissue repair processes in murine models. However, a wide variety 

was observed in the description of the methodology and results, which reveals the 

lack of a well-defined standard aiming at the reproduction of the work, in most cases. 

This broad variety of models limited the comparison of the papers, and hampered the 

extrapolation of the results for humans. Thus, we conclude that the questions related 

to the quality and amount of details in the description of the works should be 

analyzed during the development of further research on the area. 
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ARTIGO 2 

Álcool e Dieta Gorda retardam a cicatrização de Feridas Cutâneas de Segunda 
Intenção em Ratos Wistar 

 

Resumo 

Alguns trabalhos têm relatado que o álcool e a dieta hipercalórica prejudicam o 

processo de reparo cutâneo, no entanto, não existem estudos que contemplam o 

efeito do álcool associado à dieta hipercalórica no reparo de feridas cutâneas de 

segunda intenção. Deste modo, o nosso objetivo foi avaliar o efeito do álcool e dieta 

hipercalórica nas principais etapas do processo cicatricial em ratos Wistar. Assim os 

animais foram divididos em cinco grupos, G1: controle, dieta comercial e água com 

gavagem, G2: controle, dieta comercial e água sem gavagem, G3: dieta comercial e 

Álcool, G4: dieta hipercalórica, G5: dieta hipercalórica e álcool. Os animais foram 

tratados com álcool e dieta hipercalórica durante 61 dias. Após 40 dias de tratamento 

foram realizadas 3 feridas cutâneas de segunda intenção no dorso dos animais por 

meio de incisão cirurgia e a cada 7 dias foram retirados fragmentos totalizando 21 

dias. Os fragmentos foram coletados para análises morfométricas, bioquímicas e de 

citocinas. Além disto, avaliamos durante todo o experimento o ganho de peso total 

(TEP), índice de massa corporal (IMC) e o coeficiente de eficiência alimentar 

(CEA). A partir das análises morfométricas, observamos um aumento da celularidade 

e uma redução da vascularização nos grupos tratados com álcool e dieta 

hipercalórica, da mesma forma houve um aumento dos níveis de TGF-β indicando 

uma fase inflamatória prorrogada durante a cicatrização. Foram encontrados 

depósitos de hemossiderina na pele de animais tratados com álcool e dieta 

hipercalórica, o que pode ser explicado pelo dano hepático causado pelo tratamento, 

uma vez que os níveis de ALT e AST também encontravam-se alterados. Nossos 

resultados demostraram também uma redução na quantidade colágeno do tipo I e III 

em G3, G4 e G5 o que pode ser resultado do estresse oxidativo causado pelo álcool e 

dieta hipercalórica, uma vez que os níveis de TBARS, PCN e das enzimas 

antioxidantes Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa-S-

Transferase (GST) estavam elevados. Baseado nisto, concluímos que o consumo de 

álcool e dieta hipercalórica retardam a cicatrização de feridas pelo aumento da fase 
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inflamatória e do estresse oxidativo, causando alterações morfológicas e bioquímicas 

que impedem o remodelamento correto da matriz. 

Palavras-chave: álcool, dieta rica em gordura, tecido cicatricial, ratos Wistar. 
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Abstract 
 

Some studies have reported that alcohol and fat diet damage the skin repair process; 

however, there are no studies that address the influence of alcohol associated with fat 

diet in the repair of cutaneous wounds secondary intention. Thus, our objective was 

to evaluate the influence of alcohol and fat diet in the main steps of the healing 

process. Thus the animals were divided into five groups, G1: control, commercial 

diet and water gavage, G2: control, commercial diet and water without gavage, G3: 

Commercial diet and alcohol G4: Fat Diet, G5: Fat Diet and alcohol. The animals 

were treated with alcohol and fat diet for 61 days. After 40 days were performed 

three wounds on the dorsum of second intention of the animal by incision surgery 

and every 7 days were taken fragments totaling 21 days. The fragments were 

collected for morphometric analysis, biochemical and cytokines. In addition, we 

evaluated throughout the total weight gain experiment, body mass index (BMI) and 

feed efficiency coefficient (CFE). From the morphometric analysis, we observed an 

increase in cellularity and vascularity decrease in the groups treated with alcohol and 

fat diet, just as an increase in TGF-β levels indicating a prolonged inflammatory 

phase during healing. hemosiderin deposits were found in the skin of animals treated 

with alcohol and fat diet, which can be explained by the hepatic damage caused by 

the treatment, since ALT and AST levels are also found to be modified. Our results 

also demonstrated a reduction in collagen quantity of type I and III G3, G4 and G5, 

which may be a result of oxidative stress caused by alcohol and fat diet, as TBARS, 

PCN and antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT), 

glutathione-S-transferase (GST) were elevated. Based on this, we conclude that the 

consumption of alcohol and fat diet retard wound healing by increasing the 

inflammatory phase and oxidative stress, causing morphological and biochemical 

changes that prevent the proper remodeling of the matrix. 

Key words: alcohol, fat diet, scar tissue, Wistar rat. 
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1. Introdução 
 

A cicatrização de feridas cutâneas é um processo dinâmico, composto 

basicamente por 3 etapas que envolvem a liberação de uma série de mediadores 

químicos como citocinas e quimiocinas, importantes em todas as fases do 

processo(1,2). Na primeira fase, conhecida como inflamatória, ocorre a migração 

celular e a liberação de grande quantidade de mediadores sendo este processo 

seguido por eventos que culminam com a proliferação celular e vascular e 

consequente remodelação tecidual(1-3). As fases do processo cicatricial são 

dependentes entre si e tendem a se sobrepor(4,5). Dessa forma qualquer alteração que 

ocorrer em alguma etapa pode comprometer todo o processo, levando à cronificação 

da lesão cutânea(6). 

 A pele é o maior órgão do corpo e é considerada uma barreira física contra 

patógenos e microorganismos diversos(7,8). No processo de reparo cutâneo as 

principais células que compõe a pele são recrutadas para o fechamento da ferida, 

destacando-se os fibroblastos, queratinócitos e células endoteliais vasculares(9,10). 

Quando estas células são ativadas formam o tecido de granulação, rico em colágeno 

III e vasos sanguíneos, além de promoverem a reconstrução da barreira epidérmica(6). 

Os fibroblastos são as principais células responsáveis pela produção de matriz 

extracelular (MEC), formada por colágeno, fibronectina, fibras elásticas, tenascina e 

laminina, que irão dar suporte para migração celular e para a formação de novos 

vasos sanguíneos(10,11). A liberação de quimiocinas e citocinas pelas células do tecido 

é importante para modular a formação de novas células, vasos e os constituintes da 

MEC(4,11). Dentre os principais mediadores liberados durante o processo de reparo 

podemos destacar: fator de transformação do crescimento beta (TGF-β), fator de 

crescimendo de fibroblasto (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF) entre outros. O TGF-β exerce importante 

papel durante o processo cicatricial, devido sua atividade quimioatrativa para 

macrófagos, queratinócitos e fibroblastos, além de estimular a liberação de outros 

fatores de crescimento, a angiogênese e inibir a ação de enzimas com atividade 

proteolítica(12-14). 

Recentemente alguns estudos têm mostrado grande interesse na análise de 

biomarcadores de estresse oxidativo e de defesas antioxidantes no processo de reparo 

cutâneo(15-18). Existem relatos de que a exposição do tecido a agentes lesivos estimula 



54 

 

o transporte de elétrons, levando ao aumento na formação de radicais livres e de 

espécies reativas de oxigênio (ERO’s). Além disto, tem sido observado que no 

processo de cicatrização normal, existe um aumento na quantidade de ERO’s, assim 

quanto mais rápida for a recuperação do tecido melhor será a qualidade da cicatriz, 

uma vez que será menor a geração de radicais livres  e, consequentemente, menor 

será a ocorrência de danos oxidativos ao tecido(17,19). A produção de radicais livres 

em pequenas quantidades é considerada um processo fisiológico. No entanto, 

existem fatores relacionados aos hábitos de vida que interferem diretamente no 

aumento das ERO’s e comprometem a função celular e tecidual, podendo-se destacar 

o alcoolismo e o consumo de dietas ricas em gorduras(20).                     

Atualmente o alcoolismo é considerado um problema de saúde pública e o 

consumo do álcool em excesso pode causar uma série de alterações no tecido através 

da geração de processos inflamatórios e da produção aumentada de ERO’s(20,21). O 

consumo elevado de álcool pode comprometer o bom funcionamento do organismo e 

levar à consequências irreversíveis, destacando-se disfunções hepáticas e renais, 

além de retardar o processo de cura das feridas, uma vez que inibe os sistemas de 

defesas antioxidantes(22) e altera a resposta imune diminuindo a liberação de 

mediadores(2). Além disto, pode ocorrer alteração celular, causada pela 

desestruturação do DNA, RNA e proteínas, levando a um processo de degeneração 

que pode evoluir para necrose tecidual(19). 

Assim como no alcoolismo os efeitos do consumo de uma dieta inadequada 

também podem trazer grandes prejuízos para o processo cicatricial. A ingestão de 

dietas                                                                                             hipercalóricas, como 

a dieta de cafeteria, tem se mostrado um modelo interessante para indução de 

dislipidemia, uma vez que representa um padrão semelhante à alimentação rica em 

gordura que vem sendo consumido pela sociedade moderna(23). O consumo de dieta 

hipercalórica está associado à uma grande variedade de doenças, podendo destacar 

entre elas obesidade, diabetes, resistência a insulina, doenças coronarianas, câncer, 

acidentes vascular cerebral e esteatose não alcoólica do fígado(24-27). Em geral todas 

estas doenças apresentam um denominador comum; um quadro de inflamação 

crônica que, após sua evolução, pode causar alterações teciduais irreversíveis e 

estabelecer o desenvolvimento de uma doença.   

Geralmente uma alimentação rica em gorduras está associada ao consumo de 

álcool e esta combinação tem se mostrado uma realidade cada vez mais comum em 
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nossa sociedade (21). Os danos causados por esta associação são os mais variados 

possíveis, mas no geral levam ao desenvolvimento de degenerações, devido ao 

aumento na produção de radicais livres, desestruturação das membranas celulares e 

acúmulo de proteínas no interior das células. Além disto, o consumo crônico pode 

ativar várias vias importantes relacionadas à morte celular(21,28). Vale ressaltar que 

este modelo de lesão utilizando a ingestão de dieta hipercalórica e álcool em estudos 

pré-clínicos tem grande aplicabilidade em modelos clínicos e apresenta potencial 

utilidade para investigar o efeito do perfil dietético sobre o metabolismo e estrutura 

de múltiplos órgãos(29,30).  

Desta forma, assim como o consumo de álcool e de uma dieta rica em gorduras 

pode interferir no metabolismo de vários órgãos e alterar várias vias metabólicas, nós 

acreditamos que o processo de reparo de feridas cutâneas de segunda intenção 

também pode ser comprometido quando está associado ao consumo destes dois 

produtos. Baseado nisto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do 

consumo do álcool e da dieta gorda na cicatrização de feridas cutâneas de segunda 

intenção. Para isso avaliamos a ação destes produtos isolados e associados na 

proliferação celular, vascular, nos constituintes da MEC, na produção de ERO’s, nos 

parâmetros sanguíneos e na quantidade de TGF-β produzida pelo tecido. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Animais 
 

Ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, com peso médio de 320g, dez 

semanas de vida, sadios, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal 

de Viçosa foram alocados em gaiolas individuais, diariamente higienizadas e 

mantidas em ambiente com temperatura controlada (±22ºC). O fotoperíodo foi 

estabelecido em ciclos de 12 horas de claridade e 12 horas de escuridão. O 

experimento foi aprovado pelo comitê de ética institucional (CEUA/UFV - 

213/2014).  
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2.2 Delineamento experimental e realização das feridas 
 

Trinta animais foram randomizados em 5 grupos de 6 animais sendo: G1= 

controle, dieta comercial(31),  e água por gavagem, G2= controle, dieta comercial e 

água sem gavagem; G3= dieta comercial e álcool, G4= dieta hipercalórica (cafeteria), 

G5= Dieta hipercalórica (cafeteria) e álcool. Os animais foram tratados com álcool e 

dieta hipercalórica durante 61 dias. Durante este período os animais receberam álcool 

40% (etanol absoluto (Dinâmica®) diluído em água a 40%, 4g/kg do peso 

corporal(32), uma vez por dia por gavagem. Os componentes da dieta hipercalórica 

estão descritos na tabela 1, e totalizaram 50% de gordura, 20% de proteína, e 30% de 

carboidratos(30).  

Tabela 1: Composição da dieta hipercalórica (cafeteria) (g/1000g de dieta). 

 

As dietas foram preparadas em ambiente asséptico usando misturador 

industrial para homogeneização. Todas as dietas e água foram oferecidas ad libitum. 

Durante o experimento os animais foram pesados a cada sete dias. O cálculo do 

coeficiente de eficiência alimentar (CEA) foi obtido pela análise do peso total do 

alimento oferecido menos o peso do alimento que permanecia após o período de 

24hs. Após 40 dias de administração do álcool e da dieta (indução do consumo 

crônico do álcool e dieta hipercalórica) os animais foram anestesiados com injeção 

intramuscular de ketamina (50 mg/kg) e xylazina (20 mg/kg) e três feridas circulares 

de 12mm diâmetro, foram criadas por incisão cirúrgica até a exposição da fáscia 

muscular dorsal utilizando-se bisturi com lâmina número 15. A área das feridas foi 

previamente demarcada com a utilização de cristal violeta e aferida com a utilização 

de paquímetro analógico (Mitutoyo Sul Americana Ltda®, São Paulo, Brasil). Para 

Ingredientes Quantidade (g) 

Patê de presunto 223 

Batata frita palha 111 

Bacon 111 

Biscoito maisena 111 

Achocolatado em pó sabor chocolate 111 

Leite integral em pó 111 

Ração comercial 111 
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realização das feridas os animais tiveram o dorso depilado e a área foi 

desengordurada com éter etílico (Merck ®, Rio de Janeiro, Brasil). Em seguida foi 

usado etanol a 70% e iodopovidona 10% para assepsia do local(17). Em todos os 

grupos as feridas foram limpas com solução salina 0,9% durante 21 dias. Ao final do 

experimento os animais foram eutanaziados por punção cardíaca sob anestesia 

intraperitoneal com Ibuprofeno (10mg/Kg). Os detalhes do modelo experimental 

estão descritos na Figura 1. 

Figura 1: Fluxograma do delineamento experimental com a distribuição dos animais 

nos grupos, tempo de tratamento (linha cronológica, azul), realização das feridas e 

coleta de fragmentos (cabeça da seta em vermelho). Trinta ratos Wistar foram 

randomizados em cinco grupos experimentais: G1: controle, Dieta comercial e água 

com gavagem, G2: controle, Dieta comercial e água sem gavagem, G3: Dieta 

comercial e álcool (40%), G4: Dieta gorda (cafeteria) e água ad libitum, G5: Dieta 

gorda (cafeteria), água ad libitum e álcool. Os animais foram tratados por quarenta 

dias antes da realização das feridas, para simular o consumo crônico de etanol e 

dieta. F0: ferida zero (pele íntegra), F1: ferida 1, fragmento recolhido após 7 dias de 

realização das feridas, F2: ferida 2, fragmento recolhido após 14 dias e F3: Ferida 3, 

fragmento recolhido após 21 dias. 
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2.3 Processamento e análise do material histológico 
 

Fragmentos de tecidos foram coletados de cada animal em uma das três 

feridas a cada 7 dias, utilizando um bisturi e o mesmo procedimento anestésico 

descrito anteriormente. Os fragmentos retirados para análise histológica foram 

preservados em solução de Karnovsky, desidratados em etanol, diafanizadas em xilol 

e incluídas em parafina. Cortes de espessura de 4 µm foram obtidos em micrótomo 

rotativo (Leica Multicut 2045®, Reichert-Jung, Jena, Alemanha), utilizando-se 1 em 

cada 20 seções para evitar a repetição da análise da mesma área histológica. Os 

cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para análise dos fibroblastos 

e vasos sanguíneos, e Sirius red (Sirius F3B vermelho, Mobay Chemical Co., Union, 

NJ, EUA) para analisar as fibras colágenas do tipo I e III sob microscopia de 

polarização (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA)(33). A coloração para hemossiderina 

foi realizada pela marcação do ferro pela corante de Perls(34) e vermelho neutro 1%. 

Para evidenciar as fibras elásticas as secções do tecido foram coradas pelo método de 

Verhoeff(35).Os cortes foram analisados e as imagens capturadas com microscópio de 

campo claro  BX53® (Olympus, Tokyo, Japão)  no software CellSens Dimensions, 

Câmera - Olympus DP73, e analisadas pelo software Image Pro Plus®. Usando uma 

lente objetiva de 20X, 10 campos histológicos foram amostrados aleatoriamente em 

cada secção de pele, e uma área de tecido total de 1.53x106 µm2 foi submetida à 

análise. Para isto, foi realizada uma contagem de todas as estruturas de interesse 

numa área de teste padrão (AT) de 153×103 µm2. As estruturas analisadas foram: 

vasos sanguíneos, células, fibras colágenas tipo I e tipo III, fibras elásticas e 

depósitos de hemossiderina. As fibras de colágeno foram analisadas de acordo com a 

propriedade de birrefringência, uma vez que, sob polarização, as fibras grossas de 

colágeno tipo I aparecem em tons de cores brilhantes que vão do vermelho ao 

amarelo, enquanto que as fibras reticulares finas (colágeno tipo III) aparecem em 

verde brilhante(33). Para análise de mastócitos, secções de tecido cicatricial foram 

corados com azul de toluidina(36). A especificidade deste método baseia-se nas 

propriedades de metacromasia dos grânulos de mastócitos, que são ricos em porções 

químicas aniônicas que modificam o azul do corante inicial, e adquirem uma cor 

roxa escura. Usando uma lente objetiva de 40X, 10 campos histológicos foram 

analisados totalizando uma área de 1,96mm2 em microscópio de luz CX40® 

(Olympus, Tokyo, Japão). Cada secção histológica apresentou uma área de 
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0,196mm2. Esta área foi calculada a partir do número de campo=20⁄40 e em seguida 

foi utilizada a fórmula A=πr2. 

2.4 Análises de expressão de citocinas 
 

Amostras de tecido cicatricial, coletadas nos dia 7 e 14, foram congeladas a -

80º C e homogeneizadas em PBS, tampão pH: 7.4 contendo 0,05% de Tween e 

centrifugado a 3.500G por 30 minutos. Os níveis de TGF-β no sobrenadante foram 

analisados utilizando-se kits de imunoensaio pelo método de ELISA (Boster 

Biological Technology Ltd, China), seguindo o protocolo do fabricante. Placas de 

poliestireno de alta afinidade (Corning, New York, USA) foram sensibilizadas com 

100 µL/poço de anticorpos monoclonais específicos para o componente a ser dosado 

(anticorpo de captura), diluídos em tampão carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,6) por 

12 horas à 4oC. Em seguida, as placas foram bloqueadas com solução de PBS 

acrescido com 10% de soro bovino fetal inativado (Sigma) durante 1 hora em 

temperatura ambiente. Nos poços foram adicionados, em duplicata, compostos 

recombinantes (curva-padrão) e as amostras do homogenato de tecido cicatricial.  As 

placas foram incubadas em temperatura ambiente durante 2 horas e em seguida 

lavadas cinco vezes com PBS-Tween e adicionados os anticorpos secundários 

específicos para cada componente de interesse conjugados com biotina (anticorpo de 

detecção) associada à avidina-peroxidase. A reação foi revelada com 

tetrametilbenzidina (TMB) e bloqueada após 20 minutos com ácido sulfúrico 2M, 

sendo a leitura realizada em leitor de microplacas em 450 nm (Power Wave X- 

BioTekInstruments, Inc. Winooski, Vermont, USA). 

2.5 Análises Bioquímicas 

2.5.1 Marcadores de Estresse Oxidativo 
 

Fragmentos de tecido foram coletados de cada ferida e rapidamente 

congelados em nitrogênio líquido (-196°C) e estocados em freezer -80°C. Amostras 

destes fragmentos foram homogeneizadas em tampão fosfato e centrifugadas a 5°C 

em uma velocidade de 3.500G por 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado para 

análise de Catalase (CAT), Superóxido Dismutase (SOD), Glutationa-S-Transferase 

(GST), substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS) e Proteínas 

carboniladas (PCN). A atividade de CAT foi avaliada usando o método de Aebi 
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(1984)(37), pela mensuração da taxa de decomposição do peróxido de hidrogênio 

(H2O2). A mensuração de TBARS foi realizada de acordo com o protocolo descrito 

por Gutteridge e Halliwell (1990)(38). A atividade da SOD foi realizada em leitor de 

Elisa 570 nm e baseou-se na capacidade desta enzima em catalisar a reação do 

superóxido (O2-) e do peróxido de hidrogênio e, assim, diminuir a razão de auto-

oxidação do pirogalol(39). GST foi mensurada através da formação do conjugado 

glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estimada pela variação da absorbância em 340 nm 

por 60s. A formação do conjugado ocorre espontaneamente no substrato 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno (CDNB) em reação não enzimática, sendo acelerada pela atividade 

das enzimas GST. Uma unidade (U) de GST equivale à quantidade de enzima que 

forma 1mol do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno por minuto. O coeficiente de 

extinção molar do CDNB 340= 9,6 mM-1 Cm -1 foi utilizado para os cálculos 

(Habig et al., 1976)(40)e os resultados expressos em µmol min -1 g-1. Os níveis de 

proteínas carboniladas foram determinados pelo método adaptado de Lens (1989)(41). 

Os tecidos armazenados a –80°C foram transferidos para nitrogênio líquido para 

serem pesados e homogeneizados em ácido tricloroacético 10%. Os homogenatos 

(500 μL) 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 incubado por 15 minutos 

com 500 μL de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNFH 10mM preparado em HCl 2 M) (os 

brancos foram  incubados com 500 μL de HCl 2 M) agitando-se de 15 em 15 

minutos Após a incubação, as proteínas foram precipitadas com 500 μL de ácido 

tricloroacético 10%, centrifugadas por 10 min a 3.500G, os sobrenadantes 

descartados e, em seguida lavadas duas vezes com 1 mL de etanol e acetato de etila 

(1v:1v). O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de solução de SDS 6% e 

centrifugado por 10 min a 5.000G. Os sobrenadantes foram coletados para a leitura. 

As proteínas carboniladas foram quantificadas, espectrofotometricamente, pela 

leitura da absorbância em 340 nm. Os dados bioquímicos foram normalizados em 

relação aos níveis de proteínas totais do sobrenadante de acordo com o protocolo de 

Bradford (1976)(42).  

2.6 Marcadores Sanguíneos 
 

O sangue foi coletado durante a eutanásia, após jejum de 12 horas, por 

punção cardíaca utilizando seringa heparinizada. Em seguida, foi centrifugado à 
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velocidade de 1000G por 10 minutos e o soro reservado para as análises dos níveis 

séricos de triacilglicerol, glicose, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST). Os kits diagnósticos utilizados para esta análise foram 

adquiridos da Bioclin® (Belo Horizonte, MG, Brazil). O soro foi analisado no 

Laboratório de Análises Clínicas, Departamento de Nutrição e Saúde da 

Universidade Federal de Viçosa, utilizando o Analisador clínico BS-200 da marca 

Mindray® (China). 

 

2.7 Progressões do fechamento da ferida 
 

A resposta de cura de fechamento das feridas foi avaliada medindo a área da 

ferida a cada 7 dias em imagens digitalizadas com a dimensões de 320 × 240 pixels 

(24 bits / pixel) obtido usando um câmera de vídeo digital (DSC-W610 ®, Sony, 

Tóquio, Japão). A ferida áreas foram calculados por planimetria computadorizada 

utilizando a Imagem Pro-Plus versão do programa 4.5 ® (Media Cybernetics, Silver 

Spring, Md., EUA), previamente calibrado. O índice de contração da ferida foi 

calculado usando a seguinte proporção: área inicial da ferida (A0) - área no dia da 

medição (Ai) / área inicial do ferida (A0) × 100(33). A terceira ferida era selecionado 

para a análise do processo de cura, porque foi recolhido no último dia da experiência. 

 

2.8  Parâmetros Biométricos (CEA, TEP e IMC) 
 

O coeficiente de eficiência alimentar (CEA) foi estimado pela relação entre o 

ganho de peso por quantidade de alimento consumido: CEA = (massa final do animal 

(g) - massa (g) inicial do animal) / quantidade total de alimento ingerido no período 

(g)(43). A massa corporal foi aferida por pesagem direta e os parâmetros de 

comprimento determinados com a utilização de fita métrica. O índice de massa 

corporal (IMC) foi determinado a partir da relação entre peso corporal (g) 

/comprimento nasoanal (cm). A taxa específica de ganho de peso (TEP) foi estimada 

por meio da relação entre: dM/Mdt, em que dM representa o ganho de massa 

corporal durante dt (massa final – massa inicial) e M é a massa corporal dos ratos em 

t1 (data inicial do período)(44). 
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2.9 Análise estatística 
 

Os resultados foram expressos como média e desvio padrão (média ± DP). A 

normalidade na distribuição dos dados foi avaliada por meio do teste D’agostino 

Pearson. Os dados paramétricos foram submetidos à análise de variância unifatorial 

(one-way ANOVA) seguido pelo teste Student-Newman-Keuls para comparações 

múltiplas. Os dados não paramétricos foram avaliados por meio do teste de Kruskal-

Wallis. Os resultados com valor de p≤0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. Todo os dados foram analisados e os gráficos construídos com a 

utilização do software estatístico GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, 

Califórnia, EUA). 
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3. Resultados 

No dia 7, quantidade de células foi maior em G3, G4 e G5, quando 

comparado à G1 e G2. No dia 14 os grupos que receberam álcool 40% (G3) e álcool 

associado à dieta hipercalórica (G5) apresentaram maior número de células quando 

comparado aos outros grupos. No dia 21 a quantidade de células foi maior em G5 

quando comparado aos demais. Em relação à quantidade de mastócitos nos dia 7,14 e 

21 houve maior número de células em G5 quando comparado aos demais grupos 

(Figura 2 e 3A e B).  

 

 

Figura 2: Efeito do álcool e da dieta hipercalórica na quantidade total de células (A) e 

número de mastócitos (B) em feridas cutâneas de ratos Wistar.  Fragmentos de tecidos foram 

coletados a cada 7 dias durante 21 dias. G1= Controle, dieta comercial e água por gavagem, 

G2: Controle, dieta comercial e água sem gavagem, G3: Dieta comercial e álcool 40%, G4: 

Dieta Hipercalórica, G5: Dieta Hipercalórica e álcool 40%. F0= tecido ileso, F1, F2, F3= 

tecido cicatricial com 7, 14 e 21 dias respectivamente. Dados são relatados como 

média±desvio padrão (DP). *,#,† diferença estatística entre os grupos (p≤0.05); *comparado 

ao G1 e G2, # comparado ao.G1, G2, G3 e G4 e †  comparado ao G4. 

A 

B 
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Figura 3: Fotomicrografias mostrando distribuição de mastócitos no tecido cicatricial no 

grupo que recebeu dieta hipercalórica e álcool (G5), nos períodos F2 e F3 (células coradas 

em púrpura), no (A e B). Coloração Azul de toluidina. 

 

No dia 7 e 14 a quantidade de vasos foi menor nos grupos G3, G4 e G5 

quando comparado aos grupos controle (G1 e G2) (Figura 4A e Figura 5). A 

quantidade de hemossiderina no dia 7 foi maior em G5 e G4 quando comparado aos 

outros grupos. No dia 14, a quantidade de depósito de ferro foi maior em G3 quando 

comparado aos controles, maior em G4 quando comparado à G1, G2 e G3 e maior 

em G5 quando comparado aos demais grupos. Resultados semelhantes ao anterior 

foram apresentados no dia 21 (Figura 4B e 4C).  
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Figura 4: Efeito do álcool e da dieta hipercalórica na quantidade total de vasos (A) e 

depósitos de hemosiderina (G4) (B) em feridas cutâneas de ratos wistar.  Fragmentos de 

tecidos foram coletados a cada 7 dias durante 21 dias. G1= Controle, Dieta comercial e água 

com gavagem, G2: Controle, Dieta comercial e água sem gavagem, G3: Dieta comercial e 

álcool 40%, G4: Dieta hipercalórica, G5: Dieta hipercalórica e álcool 40%. F0= tecido ileso, 

F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7, 14 e 21 dias respectivamente. Dados são relatados como 

média±desvio padrão (DP). *,#,§ diferença estatística entre os grupos (p≤0.05); * comparado 

ao G1 e G2, # comparado ao G1, G2, G3 e G4. § comparação com G1, G2 e G3. Em C, a 

fotomicrografia mostra depósitos de hemossiderina (azul). Barra: 20µm. Coloração de Perls 

e vermelho neutro. 

A 

B 
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 Figura 5: Fotomicrografias que demostram a distribuição de vasos sanguíneos no tecido 

cicatricial em ratos wistar. Fragmentos de tecidos foram coletados a cada 7 dias durante 21 

dias. G1= Controle, Dieta comercial e água com gavagem, G2: Controle, Dieta comercial e 

água sem gavagem, G3: Dieta comercial e álcool 40%, G4: Dieta hipercalórica, G5: Dieta 

hipercalórica e etanol 40%. F0= tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7,14 e 21 

dias respectivamente. Barra: 20 µm. Coloração Hematoxilina e Eosina (HE). 
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A figura 6 mostra os efeitos do consumo de dieta hipercalórica e álcool sobre 

a produção de fibras colágenas tipo I, tipo III e sobre fibras elásticas. No dia 7 houve 

um retardo na deposição de fibras colágenas do tipo I em G3, G4 e G5, quando 

comparado à G1 e G2. Os grupos G4 e G5 apresentaram um retardo na produção 

destas fibras quando comparado à G1, G2 e G3 (Figura 6A). No dia 14 os grupos G3, 

G4 e G5 apresentaram um retardo na deposição de colágeno I quando comparado à 

G1 e G2. No dia 21 os grupos G4 e G5 apresentaram um atraso na deposição de 

fibras quando comparado à G1, G2 e G3 (Figura 6A). Em relação às fibras colágenas 

do tipo III no dia 7 e no dia 14 os grupos G3, G4 e G5 apresentaram um retardo na 

deposição de fibras quando comparado à G1 e G2 (Figura 6B). A análise de fibras 

elásticas mostrou que não houve diferença entre os grupos durante todo o 

experimento (Figura 6C). A figura 7 demonstra o retardo da síntese de colágeno I em 

G3, G4 e G5, em relação a G1 e G2, sobressaindo assim às fibras de colágeno do tipo 

III, apesar de apresentar deposição inferior em relação ao G1 e G2.  
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Figura 6: Efeito do álcool e da dieta hipercalórica na quantidade total de colágeno do tipo I 

(A), colágeno do tipo III (B) e fibras elásticas (C) em feridas cutâneas de ratos wistar.  

Fragmentos de tecidos foram coletados a cada 7 dias durante 21 dias. G1= Controle, Dieta 

comercial e água com gavagem, G2: Controle, Dieta comercial e água sem gavagem, G3: 

Dieta comercial e álcool 40%, G4: Dieta hipercalórica, G5: Dieta hipercalórica e álcool 40%. 

F0= tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7, 14 e 21 dias respectivamente. Dados 

são relatados como média±desvio padrão (DP). *,§ diferença estatística entre os grupos 

(p≤0.05); * comparado ao G1 e G2, § comparação com G1, G2 e G3. 

A 

B 
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Figura 7: Fotomicrografias sob luz polarizada que demostram a distribuição de colágeno no 

tecido cicatricial. Fibras vermelhas e amarelas (colágeno I) e fibras verdes (colágeno III). 

Fragmentos de tecidos foram coletados a cada 7 dias durante 21 dias. G1= Controle, Dieta 

comercial e água com gavagem, G2: Controle, Dieta comercial e água sem gavagem, G3: 

Dieta comercial e álcool 40%, G4: Dieta hipercalórica, G5: Dieta hipercalórica e etanol. F0= 

tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7, 14 e 21 dias respectivamente.  Barra: 20 

µm. Coloração Sirius Red. 
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A análise de TGF-β mostrou que no dia 7 (F1), G3, G4 e G5 apresentaram 

valores maiores quando comparado à G1 e G2, sendo que G5 foi menor que G4. No 

dia 14 (F2), os grupos G3 e G5 apresentaram valores maiores que G1 e G2, e os 

níveis de TGF-β em G4 foram maiores que G3 e G5 (Figura 8).                                                            

Figura 8: Efeito do álcool e da dieta hipercalórica nos níveis de TGF-β em feridas cutâneas 

de ratos wistar.  Fragmentos de tecidos foram coletados a cada 7 dias durante 21 dias. G1= 

Controle, Dieta comercial e água com gavagem, G2: Controle, Dieta comercial e água sem 

gavagem, G3: Dieta comercial e álcool 40%, G4: Dieta hipercalórica, G5: Dieta 

hipercalórica e álcool 40%. F0= tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7, 14 e 21 

dias respectivamente. Dados são relatados como média±desvio padrão (DP). *,†,& diferença 

estatística entre os grupos (p≤0.05); * comparado ao G1 e G2, †  comparado ao G4 e & 

comparado com G3 e G5. 

 

A análise de enzimas antioxidantes mostrou que os grupos que receberam 

dieta hipercalórica e álcool apresentaram atividade elevada de SOD, CAT e GST. A 

análise de SOD mostrou que G3, G4 e G5 foram maiores que nos grupos controle G1 

e G2, sendo que G3 e G5 apresentaram valores ainda maiores quando comparado à 

G4 no dia 7. No dia 14 os grupos G3, G4 e G5 apresentaram valores maiores para 

atividades de SOD quando comparado aos controles (Figura 9A). A análise de CAT 

mostrou que no dia 7 e no dia 14, G3, G4 e G5 mostraram valores mais elevados 

quando comparado à G1 e G2. No dia 21, G3 e G5 apresentaram valores mais 
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elevados quando comparado à G1, G2 e G4 (Figura 9B). Em relação à GST os 

grupos G3, G4 e G5 apresentaram valores maiores no dia 7, quando comparado aos 

controles G1 e G2 (Figura 9C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Efeito do álcool e da dieta hipercalórica na atividade das enzimas antioxidantes, 

Superóxido Dismultase (A) Catalase (B) e Glutationa-S-Transferase (C) em feridas cutâneas 

de ratos wistar.  Fragmentos de tecidos foram coletados a cada 7 dias durante 21 dias. G1= 

Controle, Dieta comercial e água com gavagem, G2: Controle, Dieta comercial e água sem 

gavagem, G3: Dieta comercial e etanol 40%, G4: Dieta hipercalórica, G5: Dieta 

hipercalórica e álcool 40%. F0= tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7, 14 e 21 

dias respectivamente. Dados são relatados como média±desvio padrão (DP). *,† diferença 

estatística entre os grupos (p≤0.05). * comparado ao G1 e G2, †  comparado ao G4. 

A 

B 

C 
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A análise de marcadores de estresse oxidativo mostrou que no dia 7 (F1), G3 

e G5 apresentaram os maiores valores para TBARS e Proteínas carboniladas quando 

comparado aos grupos controles e G4 (Figura 10A e 10B). No dia 14 e 21 não houve 

diferença entre os tratamentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Efeito do álcool e da dieta hipercalórica nos níveis de TBARS (A) e Proteínas 

Carboniladas (B) no tecido cicatricial de feridas cutâneas em ratos Wistar.  Fragmentos de 

tecidos foram coletados a cada 7 dias durante 21 dias. G1= Controle, Dieta comercial e água 

com gavagem, G2: Controle, Dieta comercial e água sem gavagem, G3: Dieta comercial e 

álcool 40%, G4: Dieta Hipercalórica (cafeteria), G5: Dieta Hipercalórica (cafeteria) e álcool 

40%. F0= tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7, 14 e 21 dias respectivamente. 

Dados são relatados como média±desvio padrão (DP). *,† diferença estatística entre os 

grupos (p≤0.05); * comparado ao G1 e G2, e †  comparado ao G4. 

 

A 
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As análises de marcadores sanguíneos mostrou que a quantidade de 

triacilgliceróis em G4 e G5 foi maior que G1 e G2.  O grupo que recebeu álcool e 

dieta (G5) mostrou quantidades ainda maiores quando comparado à G4 (Figura 

11A). A quantidade de glicose no sangue foi maior em G3, G4 e G5 quando 

comparado à G1 e G2 (Figura 11B). Os níveis de AST e ALT foram maiores em G3, 

G4 e G5 quando comparado à G1 e G2 (Figura 11C e 11D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Efeito do álcool e da dieta hipercalórica nos níveis de triacilgliceróis (A) 

Glicose (B) AST (C) e ALT (D) no soro de ratos Wistar. Amostras sanguíneas foram 

coletadas durante a eutanásia (dia 61). G1= Controle, Dieta comercial e água com gavagem, 

G2: Controle, Dieta comercial e água sem gavagem, G3: Dieta comercial e álcool 40%, G4: 

Dieta hipercalórica, G5: Dieta hipercalórica e álcool 40%. Dados são relatados como 

média±desvio padrão (DP). *,† diferença estatística entre os grupos (p≤0.05); * comparado 

ao G1 e G2, e †  comparado ao G4. 

 

          A                                                                     B  

          C                                                                      

                    A                                                             B  

          C                                                                     D 
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Nos grupos tratados com álcool isolado e associado à dieta hipercalórica, 

observou-se a área da ferida maior em relação ao grupo controle (G1) durante a 

cicatrização em F1, F2 e F3 (Figura 12). Da mesma forma, os grupos tratados apenas 

com dieta hipercalórica também demostraram valores superiores da área de ferida 

durante os 21 dias (F1, F2 e F3). Não houve diferenças significantes no índice de 

contração de feridas em nenhum grupo tratado. 

Figura 12: Efeito do álcool e da dieta hipercalórica sobre a área de feridas cutâneas de ratos 

Wistar.  A área da ferida foi aferida a cada 7 dias durante 21 dias. G1= Controle, dieta 

comercial e água por gavagem, G2: Controle, dieta comercial e água sem gavagem, G3: 

Dieta comercial e álcool 40%, G4: Dieta hipercalórica, G5: Dieta hipercalórica e álcool 40%. 

F0= tecido ileso, F1, F2, F3= tecido cicatricial com 7, 14 e 21 dias respectivamente. Dados 

são relatados como média±desvio padrão (DP). *, ± diferença estatística entre os grupos 

(p≤0.05); *comparado ao G1 e G2, ±  comparado ao G1. 

 

Na análise dos parâmetros biométricos, a CEA foi maior em G2 e G4 quando 

comparado aos demais grupos. Em relação à TEP G2 foi maior que G1, G3 e G5 e 

foi menor que G4. O grupo que recebeu apenas dieta hipercalórica (G4) apresentou 

valores mais elevados para TEP quando comparado aos demais grupos. O IMC 

inicial foi igual para todos os grupos. O IMC final foi menor em G5 quando 

comparado aos demais grupos. 
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Tabela 2: Efeito do álcool e da dieta hipercalórica nos parâmetros biométricos, 
Coeficiente de eficiência alimentar (CEA), taxa específica de ganho de peso (TEP) e 
índice de massa corporal (IMC). 
  

Dados foram expressos como média±desvio padrão (DP). G1= Controle, Dieta 

comercial e água com gavagem, G2: Controle, Dieta comercial e água sem gavagem, 

G3: Dieta comercial e álcool 40%, G4: Dieta hipercalórica (cafeteria), G5: Dieta 

hipercalórica (cafeteria) e álcool 40%. a,b,c,d letras diferentes indicam diferenças 

estatísticas entre os grupos. p≤0,05.  

 CEA TEP IMC inicial IMC final 

Grupos Média        D.P Média     D.P Média     D.P Média      D.P 

G1 243,52 ±15,8
a
 52% ±0,04

b
 4,24 ±0,31

a
 5,25 ±0,34

a
 

G2 273,89 ±43,8
b 61%±0,14c 4,44 ±0,26

a
 5,52 ±0,93

a
 

G3 233,44 ±20,1
a
 43%±0,14

a 4,14 ±0,42
a
 4,83 ±0,25

a
 

G4 286,17 ±26,1
b 83%±0,30

d
 4,04 ±0,42

a
 5,29 ±0,37

a
 

G5 214,07 ±51,4
a
 43% ±0,05

a
 4,15 ±0,25

a
 4,55 ±0,14

b
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4. Discussão 

 

Neste estudo fica evidente que o consumo de dieta hipercalórica e álcool, 

isolados ou associados, promove retardo no reparo de feridas cutâneas de segunda 

intenção, uma vez que causam alterações morfológicas, bioquímicas e biométricas no 

organismo  acarretando alterações celulares e teciduais que comprometem o processo 

de reparo. Desiquilíbrios na proliferação celular, devido ao aumento da liberação de 

mediadores químicos, aumento de infecções e excesso de migração celular causada 

por processos inflamatórios vêm sendo demonstrado em modelos de reparo cutâneo 

com exposição aguda ao álcool(21,45). Além disto, o consumo dieta de cafeteria, 

também tem demonstrado efeitos negativos no processo de reparo tecidual, uma vez 

que estas dietas são utilizadas para induzir a obesidade e este aumento de 

adiposidade promove a liberação de adipocinas que retardam a formação de células 

sanguíneas importantes para a defesa do organismo e alteram a liberação de 

mediadores envolvidos na síntese de proteínas e na proliferação celular(45,46).  

Nossos resultados mostram que a um aumento na celularidade nos grupos 

tratados com álcool e dieta gorda. Além disto houve um aumento de mastócitos no G 

5, em relação aos demais grupos (Figura 2). Estes dados podem indicar um aumento 

do processo inflamatório que é caracterizado por aumento da migração e proliferação 

celular, além disto, o aumento de mastócitos promove uma vasodilatação e aumento 

da permeabilidade vascular que também facilitam a chegada de novas células ao 

local lesado. Resultados semelhantes foram encontrados em ratos tratados 

alimentados com dieta rica em gordura trans(47,48) e em estomago de ratos que 

receberam altas doses de álcool(49). Os achados destes estudos com dieta rica em 

gorduras, também mostram que na fase de remodelação (21 dias), onde a 

proliferação celular é menor e a maturação do tecido é maior, ainda existe grande 

quantidade de células nos grupos que receberam álcool e dieta hiperlipídica. Estes 

dados podem indicar um atraso no processo de reparo, uma vez que nesta fase as 

células tendem a sofrer apoptose e apresentar redução em seu número. Desta forma, 

o tecido assume as características de pele íntegra(50,51). No entanto, existem relatos de 

que a exposição aguda ao álcool promove uma redução da proliferação celular, com 

diminuição da resposta inflamatória, sugerindo que o álcool poderia limitar a 

transição da fase inflamatória para a proliferativa(2,52). 
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Nós analisamos a vascularização tecidual durante o processo de reparo 

cutâneo e observamos que os grupos que receberam álcool e dieta hipercalórica 

apresentaram uma neovascularização menor. A vascularização tecidual é considerada 

um fator crucial para o processo de cicatrização, uma vez que é responsável por 

fornecer aos tecidos oxigênio e nutrientes necessários para a atividade metabólica das 

células(1,11,53). Os resultados apresentados neste estudo são semelhantes aos dados 

demonstrados por Radek et al. (2005)(54) onde camundongos expostos  ao álcool 

20%, de forma aguda exibiram menor vascularização, além disto, segundo Costa et 

al. (2013)(55) animais diabéticos que receberam álcool à 5% apresentaram redução do 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).   Existem relatos de que a 

administração de dieta hipercalórica em camundongos promove diminuição da 

expressão de VEGF, reduzindo a vascularização tecidual em feridas cutâneas e 

compromete também o reparo ósseo(47,56,57).  

O acúmulo de ferro no interior dos tecidos geralmente é causado quando a 

quantidade de bilirrubina proveniente da destruição das hemácias é grande, e quando 

não ocorre a biotransformação da bilirrubina, que auxilia na sua eliminação. Neste 

caso os hepatócitos e macrófagos hepáticos não conseguem realiza a 

biotransformação e a bilirrubina não é excretada pela urina e se acumula em tecidos 

diversos, como a pele, formando depósitos de hemossiderina(58,59,60). Este quadro é 

muito comum em casos de cirrose hepática, doença que compromete todo o 

funcionamento do organismo. Nossos resultados mostram que houve um acúmulo de 

ferro (hemossiderina) no tecido cutâneo neoformado, principalmente nos animais que 

receberam álcool e dieta hipercalórica associados, estes achados podem ser 

justificados por uma possível sobrecarga do fígado dos animais, uma vez que os 

níveis de ALT e AST estavam alterados. Alguns estudos têm relatado os efeitos 

negativos da dieta hiperlipídica e do álcool no fígado dos animais, promovendo 

processos degenerativos, morte celular e fibrose que comprometem todo o 

funcionamento do órgão(61,62,63). 

 Além de células e vasos, o tecido neoformado, também conhecido como 

tecido de granulação, é constituído por componentes fibrilares que dão suporte para 

migração celular e serve de arcabouço para maturação tecidual, conferindo à nova 

pele resistência e força(14,64,65). Os nossos resultados demonstraram que a 

administração de álcool e da dieta hipercalórica retardou a deposição de fibras 

colágenas do tipo I e III (Figura 6). Estes resultados se assemelham aos encontrados 
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por Radek et al.  (2007)(66), que demonstrou que exposição ao álcool reduziu 

significativamente os níveis de colágeno total no sétimo dia após a realização das 

feridas e aumentou a expressão de metaloproteínases, enzimas responsáveis pela 

degradação da matriz. Estudos in vitro também mostraram que o etanol inibiu a 

síntese de colágeno(65,67,68). Alguns relatos também mostram os efeitos negativos da 

dieta hipercalórica para síntese dos constituintes da matriz. Segundo Nascimento e 

Costa, (2011)(46), animais que receberam dieta rica em gordura apresentaram retardo 

na síntese de fibras colágenas do tipo I com predomínio da síntese de fibras 

colágenas do tipo III, além disso, os níveis de hidroxiprolina foram menores no 

sétimo dia após a realização das feridas. A densidade de colágeno também foi menor 

no grupo tratado com dieta enriquecida com gordura, o que pode indicar um atraso 

na síntese e remodelação da matriz extracelular e permitir a formação de uma cicatriz 

mais frágil e menos resistente(69). Camundongos que receberam dieta hiperlipídica 

também apresentaram redução na remodelação do colágeno e alteração no 

alinhamento das fibras, comprometendo as propriedades biomecânicas e a 

regeneração de animais com lesão em tendões(70). Quando a administração da dieta 

hipercalórica está associada à alguma doença metabólica, como por exemplo o 

diabetes, ocorre aumento da expressão de metaloproteinases e redução da expressão 

do colágeno, o que confere ao tecido menor capacidade de resistir às pressões(71).  

  Os resultados encontrados em nosso estudo mostram que os níveis de ALT, 

AST e triglicerídeos no soro dos animais estavam mais elevados nos animais que 

receberam álcool e dieta hipercalórica. Resultados semelhantes foram apresentados 

por Bakhautdin et al. (2014)(72) no qual animais  que receberam dieta líquida 

contendo álcool 36% apresentaram aumento na concentração de ALT, AST e 

triglicerídeos devido ao estresse oxidativo apresentado pelo fígado. Para Hajrezaie et 

al. (2015)(73),  a administração de álcool absoluto também promove aumento destes 

marcadores sanguíneos por aumentar a formação de radicais livres no fígado e por 

promover desestruturação da morfologia hepática. A administração de dieta rica em 

gordura também pode promove aumento de AST, ALT e triacilgliceróis no sangue 

(Figura 11), uma vez que pode levar ao desenvolvimento de degenerações que 

alteram a estrutura das membranas celulares causando morte celular(74,75). O aumento 

de triacilgliceróis está geralmente ligado à alterações metabólicas que podem alterar 

a cicatrização de feridas cutâneas pelo intenso processo inflamatório e por causar um 

distúrbio na liberação de mediadores químicos(45). Outro fator importante que 
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apresentou elevação no soro em nosso trabalho foi a glicose (Figura 11B). Relatos na 

literatura mostram que o aumento constante de glicose no sangue pode levar ao 

diabetes tipo II e consequentemente comprometer todo o processo cicatricial, 

principalmente a fase de neovascularização(71,76). Alguns estudos tem demonstrado 

que a administração de dieta rica em gordura causa aumento da glicose em várias 

espécies animais e comprometem a função metabólica destes organismos durante o 

processo de reparo tecidual(70,71). Resultados negativos sobre a administração de dieta 

hipercalórica e álcool não se limitam ao processo de reparo cutâneo. Existem relatos 

que a formação do calo ósseo e a reconstrução do tecido são afetadas pela ingestão 

destes componentes(57,61).  

A cicatrização de feridas é um processo complexo coordenado pela liberação 

de mediadores químicos de forma controlada a fim de promover a regeneração do 

tecido e homeostase(77). Baseado nisto, a dosagem de alguns fatores de crescimento 

torna-se importante para demonstrar a influência destes fatores sobre o processo de 

reparo. O TGF-β é um importante marcador tecidual que pode ser produzido por 

várias células em resposta a uma agressão,  são produzidos por períodos curtos e em 

quantidade limitada, uma vez que sua ação ocorre em fases pontuais do 

processo(78,79). Em nossos resultados chama a atenção a grande quantidade de TGF-β 

produzido pelos grupos que receberam álcool e dieta hipercalórica contrariando a 

afirmação acima de que sua produção seria curta e limitada.  

Geralmente quando estes mediadores estão sendo produzidos em grande 

quantidade está ocorrendo um processo de inflamação crônica, onde existe uma 

proliferação celular muito grande e estas células para tentar resolver esta inflamação 

começam a produzir mediadores anti-inflamatórios. Por isso, em regiões com 

processo inflamatório persistente é comum encontrar mediadores pró e anti-

inflamatórios, além de elevado número de células, fibras e pontos de necrose(80,81,82). 

No entanto, para que esta hipótese fosse comprovada seria necessária a análise de 

outros mediadores como TNF-α e interleucinas que também modulam o processo 

inflamatório e consequentemente o processo de reparo. Outro ponto que deve ser 

levantado é que a produção excessiva de TGF-β poderia levar a deposição 

desorganizada das fibras colágenas, uma vez que durante a inflamação crônica a 

deposição correta das fibras fica comprometida e consequentemente ocorre a 

formação de queloides e cicatrizes hipertróficas(83). Resultados semelhantes ao do 

nosso estudo foram encontrados por Otranto et al. 2013(84), que observou níveis 
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elevados de TGF-β em animais que receberam dieta gorda após 14 dias de realização 

das feridas. No entanto, outros estudos mostram uma redução nos níveis de TGF- β 

em animais expostos ao etanol em reparo ósseo(85) e em fibroblastos in vitro durante 

o reparo cutâneo(68). 

Os achados de nosso estudo confirmam relatos prévios de que o trauma 

provocado no tecido cutâneo aumenta o estresse oxidativo na região da lesão e 

consequentemente no tecido cicatricial(15,86). Os achados destes estudos podem ser 

confirmados em nosso trabalho pela análise das figuras 5 e 6 que mostraram o 

aumento dos marcadores de estresse oxidativo e das enzimas antioxidantes no tecido 

cicatricial de 7 dias, diferente dos resultados mostrados pelo tecido de pele íntegra 

(F0). Somado ao fato de que a lesão por si só já é capaz de produzir radicais livres no 

tecido, quando os animais receberam álcool e dieta gorda, a produção de espécies 

reativas de oxigênio e de enzimas antioxidantes fica ainda mais evidente. Já é 

conhecido que a ação dos radicais livres sobre o tecido promove o chamado estresse 

oxidativo no interior das células lesando membranas, proteínas e o material 

genético(45,87,88).  

 Em nosso estudo o excesso de produção de espécies reativas do ácido 

tiobarbitúrico (Malondialdeído) e proteínas carboniladas mostram a ação negativa do 

consumo de álcool e dieta hipercalórica para o reparo cutâneo. Estes resultados 

podem ser confirmados pelos achados de Gika e Wilson, (2014)(89) em análises in 

vitro, e em vivo por Curtis et al. (2014)(2), na qual ambos os achados demonstram 

que o etanol, através da oxidação do acetaldeído  altera o pH do estrato córneo da 

epiderme  e prorroga a inflamação no tecido cicatricial. Porém, o aumento do 

estresse oxidativo no tecido também pode ser observado em trabalhos utilizando 

dieta hipercalórica(76,90). Segundo Nascimento e Costa, (2011)(47), ratos obesos 

também apresentam maior peroxidação lipídica quando comparado com  ratos de 

peso normal. Este aumento do estresse oxidativo pode estar associado ao diabetes e 

alterações nos níveis de insulina(84). A análise dos níveis de proteínas carboniladas no 

tecido é considerado um bom marcador da destruição de proteínas pela ação de 

radicais livres e segundo Hiebert e Granville, (2013)(91), a pele de animais machos 

alimentados com dieta gorda apresentam níveis elevados deste marcador. Geralmente 

quando existe destruição proteica, já ocorreu destruição dos lipídeos das membranas, 

e a associação destes dois marcadores representa a confirmação da instalação de 

degeneração no tecido e consequente morte celular(84).  
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O desequilíbrio na geração de radicais livres também pode ser dosado pelo 

aumento na expressão de proteínas antioxidantes como SOD, CAT e GST, enzimas 

responsáveis por eliminar o excesso de radicais livres no interior das células(92,93,94). 

A enzima Superóxido-Dismutase (SOD) é a primeira defesa antioxidante da célula, 

catalisando a transformação do íon superóxido (O*), extremamente lesivo às células, 

em H2O2 e sua ação é acompanhada pela catalase que elimina o H2O2 e converte-o 

em água e O2 molecular(95). A enzima Glutationa-S-Transferase (GST) catalisa 

reações que utilizam a glutationa como co-fator ou substrato e mantém o equilíbrio 

redox intracelular(96).Nossos resultados mostram que o álcool e a dieta hipercalórica 

aumentam a atividade de SOD, CAT e GST, indicando que o tecido está passando 

por um processo de estresse e que necessita ativar seus sistemas de defesa. Estudos 

trabalhando com diferentes tecidos demonstraram que o aumento destas enzimas 

antioxidantes geralmente indica lesão tecidual grave e retardo no processo de 

cura(16,88). No entanto existem relatos de que a lesão tecidual pode ser tão intensa que 

ao invés de aumentar os níveis destas enzimas pode causar uma exaustão enzimática, 

ou seja, uma diminuição na atividade destas proteínas, no entanto, quando este 

fenômeno ocorre geralmente o tecido não pode mais regenerar e evolui para necrose 

(88,97). 

Em relação á área da ferida os grupos que receberam álcool isolado, dieta 

hipercalórica, e álcool associado à dieta hipercalórica apresentaram a área da ferida 

maior em relação ao grupo controle (Figura 12), apesar de não apresentarem 

diferença significante na velocidade no fechamento da ferida. Animais tratados com 

álcool apresentaram área da ferida maior e uma redução da síntese de colágeno(54,66), 

podendo indicar um atraso na cicatrização que não refletiu na repitelização e dessa 

forma o tecido apresentou-se superficialmente cicatrizado. Porém, um atraso na 

cicatrização e na contração de feridas cutâneas foi observado em ratos tratados com 

dieta rica em gordura(47,56) . 

Ao analisar os parâmetros biométricos observamos que o CEA e a TEP foram 

maiores nos grupos G2 e G4, acreditamos que este resultado pode ser justificado pela 

ausência do estresse da gavagem e da administração nestes dois grupos, uma vez que 

o IMC final destes grupos também foi maior quando comparado aos grupos que 

receberam álcool e a gavagem com água, o que pode reforçar a interferência do 

álcool no ganho de peso e na ingestão de alimentos, uma vez que o etanol 

comprovadamente provoca lesão na mucosa gástrica e consequentemente dificulta a 
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alimentação(73), e do estresse da gavagem em si. Alguns estudos têm relatado que 

animais que receberam etanol apresentam redução do peso corporal(61, 98,99). Nossos 

resultados mostram que os animais que receberam dieta hipercalórica associado a 

álcool apresentaram o menor ganho de peso quando comparado aos demais. Estes 

resultados são semelhantes aos encontrados por Reis et al., (2015)(100) que mostrou 

uma redução de peso em ratos fêmeas que receberam uma dieta calórica associada ao 

álcool na concentração de 20% durante a lactação. Acreditamos que a dieta gorda 

contribuiu para o aumento do CEA, TEP e IMC no G4, pois se trata de uma dieta rica 

em gorduras e palatável. Resultados semelhantes aos nossos foram encontrados em 

alguns trabalhos que relatam que ratos tratados com dieta gorda apresentaram 

aumento de peso e do consumo alimentar, quando comparado aos animais que 

receberam dieta com baixas calorias(69,57,101,102,103).  

 

5 Conclusão: 

O álcool e a dieta gorda causam alterações sistêmicas e locais prejudicando o 

processo cicatricial. As alterações sistêmicas observadas foram alterações na massa 

corporal, alterações sorológicas e o depósito de hemossiderina nos tecidos. As 

alterações locais encontradas neste trabalho foram aumento da fase inflamatória, 

devido ao aumento do número de células e maior liberação de fatores que atuam na 

inflamação como TGF-β. Além disto, observamos comprometimento na síntese dos 

constituintes da MEC, principalmente em relação às fibras colágenas. Estes 

resultados mostram que o consumo de álcool e de uma dieta rica em gordura pode 

retardar o processo de cura das lesões, transformando-se em um processo crônico 

com a formação de uma cicatriz frágil e menos resistente. Os dados encontrados 

podem facilmente ser extrapolados para humanos, uma vez que o consumo de álcool 

e de dietas hipercalóricas vem se tornando hábito para a maioria das pessoas.   
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4. CONCLUSÕES GERAIS: 

 

 O consumo de álcool em diferentes concentrações prejudica o reparo ósseo e 

cutâneo, principalmente pelo aumento do estresse oxidativo e da expressão de 

citocinas, como o TGF-β. 

 A maioria dos trabalhos com reparo ósseo e cutâneo não fornece suporte 

suficiente para reprodução dos trabalhos, apresentando informações 

metodológicas limitadas. 

 Dietas ricas em gorduras prejudicam a cicatrização de feridas por alterar os 

níveis de glicose no sangue, podendo em longo prazo causar diabetes, 

prejudicando a angiogênese, aumentando o estresse oxidativo e expressão de 

citocinas. 

 O álcool e dieta hipercalórica aumentam os níveis de triacilglicerol, ALT e 

AST no soro de ratos Wistar. 

 Danos no reparo cutâneo são evidentes, pela redução de colágeno e vasos 

sanguíneos nos grupos tratados com dieta e álcool e pelo aumento 

descoordenado da celularidade do tecido, redução da vascularização e área da 

ferida maior. 
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 Depósitos de ferro no tecido cutâneo apresenta evidência de alteração 

sistêmica, podendo ser causado pelo funcionamento inadequado do fígado na 

degradação desta substância pelos hepatócitos e sua posterior deposição na 

pele. 

 Alterações no peso corporal e no consumo alimentar são indícios da 

interferência do álcool e dieta hipercalórica no metabolismo dos animais 

tratados. 

5. MA TERIAL SUPLEMENTAR 
 

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

Data 
base 

Descriptors Items 
Found 

Time Date 

 P 

 u 

 b 

M 

 e 

 d 

#1 Filtro animal parte 1 (filtro PUBMED) 

("animal experimentation"[MeSH Terms] OR "models, 
animal"[MeSH Terms] OR "invertebrates"[MeSH Terms] OR 
"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"[MeSH 
Terms] OR "birds"[MeSH Terms] OR "fishes"[MeSH Terms] 
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"[MeSH 
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 Terms] 
OR "pongo pygmaeus"[MeSH Terms])  

  

5608832 

  

12:42:04 

  

28/10/2015 

 P 

 u 

 b 

M 

 e 

#2 Filtro animal parte 2 (filtro PUBMED) 

((animals[TIAB] OR animal[TIAB] OR mice[TIAB] OR 
mus[TIAB] OR mouse[TIAB] OR murine[TIAB] OR 
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[TIAB] 
OR cricetinae[TIAB] OR rodentia[TIAB] OR rodent[TIAB] 
OR rodents[TIAB] OR pigs[TIAB] OR pig[TIAB] OR 

  

29204 

  

12:42:48 

 

28/10/2015 
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 d 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 "mustela 
putorius"[TIAB] OR "guinea pigs"[TIAB] OR "guinea 
pig"[TIAB] OR cavia[TIAB] OR callithrix[TIAB] OR 
marmoset[TIAB] OR marmosets[TIAB] OR cebuella[TIAB] 
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[TIAB] 
OR nematodes[TIAB] OR sipunculida[TIAB] OR 
dogs[TIAB] OR dog[TIAB] OR canine[TIAB] OR 
canines[TIAB] OR canis[TIAB] OR sheep[TIAB] OR 
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] OR 
chamois[TIAB] OR haplorhini[TIAB] OR monkey[TIAB] 
OR monkeys[TIAB] OR anthropoidea[TIAB] OR 
anthropoids[TIAB] OR saguinus[TIAB] OR tamarin[TIAB] 
OR tamarins[TIAB] OR leontopithecus[TIAB] OR 
hominidae[TIAB] OR ape[TIAB] OR apes[TIAB] OR 
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] OR 
symphalangus[TIAB] OR chimpanzee[TIAB] OR 
chimpanzees[TIAB] OR prosimians[TIAB] OR "bush 
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] OR 
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] OR 
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 fowls[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] OR 
salamander[TIAB] OR salamanders[TIAB] OR eel[TIAB] 
OR eels[TIAB] OR fish[TIAB] OR fishes[TIAB] OR 
pisces[TIAB] OR catfish[TIAB] OR catfishes[TIAB] OR 
siluriformes[TIAB] OR arius[TIAB] OR 
heteropneustes[TIAB] OR sheatfish[TIAB] OR perch[TIAB] 
OR perches[TIAB] OR percidae[TIAB] OR perca[TIAB] OR 
trout[TIAB] OR trouts[TIAB] OR char[TIAB] OR 
chars[TIAB] OR salvelinus[TIAB] OR "fathead 
minnow"[TIAB] OR minnow[TIAB] OR cyprinidae[TIAB] 
OR carps[TIAB] OR carp[TIAB] OR zebrafish[TIAB] OR 
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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] OR 
mugil curema[TIAB] OR atlantic cod[TIAB] OR 
shark[TIAB] OR sharks[TIAB] OR catshark[TIAB] OR 
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] OR 
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] OR 
weasel[TIAB] OR badger[TIAB] OR badgers[TIAB] OR 
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] OR 
camelid[TIAB] OR camelids[TIAB] OR guanaco[TIAB] OR 
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] OR 
parakeet[TIAB] OR parakeets[TIAB] OR parrot[TIAB] OR 
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] OR 
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] OR 
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] OR 
capybara[TIAB] OR capybaras[TIAB]) NOT 
medline[subset]) 

 P 

 u 

 b 

M 

 e 

 d 

#4 (filtro PUBMED) 

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

  

175948 

   

12:43:13 

  

28/10/2015 

 P 

 u 

 b 

Skin #5 

 #5 Filtre 

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

  

1014186 

   

12:43:33 

   

28/10/2015 
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M 

 e 

 d 

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])  

 P 

 u 

 b 

M 

 e 

 d 

#6 (Filtro PUBMED) 

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

196557 12:43:56 28/10/2015 

 P 

 u 

 M 

 e 

 d 

#7 (Filtro PUBMED) 

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

14335 

 

12:44:20 28/10/2015 

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

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

 166 

6 

 12:49:11 

12:47:42 

28/10/2015 

 S 

 c 

 o 

 p 

 u 

 s 

#2 (filtro SCOPUS) 

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

  

  

694187 

  

  

14:18:34 

 

28/10/2015 

 S 

 c 

 o 

 p 

 u 

 s 

#3 (filtro SCOPUS) 

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

  

1067779 

  

  

14:27:33 

  

 

28/10/2015 
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 S 

 c 

 o 

 p 

 u 

 s 

#4 (Filtro SCOPUS) 

(TITLE-ABS-KEY(“Alcohol”)) 

 620695 

 

14:35:36 28/10/2015 

 S 

 c 

 o 

 p 

 u 

 s 

#5 (Filtro PUBMED) 

(TITLE-ABS-KEY(“High-Fat Diet”) OR TITLE-ABS-
KEY(“High Fat Diet)) 

17763 14:42:25  

 Total: #2 and #3 and #4  

Total: #2 and #3 and #5 

280 

11 

  

14:58:23 

 28/10/2015 

 

 

 

 

 

 

 


