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RESUMO 

 
Feridas crônicas em pacientes com Diabetes Mellitus (DM) muitas vezes se 

tornam incuráveis devido à produção prolongada e excessiva de citocinas inflamatórias. 
O eixo cérebro-intestino-pele propõe que a modulação da microbiota intestinal poderia 
melhorar a resposta imune sistêmica e influenciar respostas teciduais periféricas.  O 
objetivo deste estudo foi avaliar a influência da suplementação perioperatória com 
probióticos no processo de cicatrização cutânea em ratos diabéticos. 46 ratos foram 
divididos em 4 grupos (C3, P3, C10, P10) conforme tratamento recebido (P: Probiótico - 
Probiatop®, 250mg/dia, via oral) ou controle (C: maltodextrina, 250mg/dia, via oral) e dia 
de eutanásia: 3o ou 10o pós operatório (PO). Todos os ratos foram induzidos ao DM 72 
horas antes de iniciar o experimento com Aloxana (40mg⁄kg, via veia caudal). A 
suplementação foi iniciada 5 dias antes da cirurgia e mantida até a eutanásia. Foi 
realizada incisão com bisturi guiada por molde quadrado de 2x2cm e as feridas foram 
deixadas para cicatrizar por segunda intenção. As feridas foram medidas digitalmente 
para cálculo da área da ferida. A densitometria de colágeno foi feita com 
coloração Picrosirius Red e analisada com software Image-Pro-Plus 4.5. A histologia foi 
feita por coloração por Hematoxilina-Eosina (HE) quantificando edema, congestão, 
polimorfonucleares, fibroblastos, neovasos e monócitos. O estudo imunoistoquímico foi 
por meio de blocos de Tissue Microarray para análise dos marcadores IL-6, IL-17 e TNF-
α e TGF-β.  A contração da ferida foi maior no grupo P10 quando comparado com o grupo 
C10, o que resultou em menor área cruenta (832±187 vs 1092±250mμ2, p=0,011). Houve 
aumento do colágeno tipo I do 3o para o 10odia de PO no grupo que recebeu probióticos 
(p=0,016), o que não ocorreu no grupo controle (p=0,487). A análise do escore histológico 
final por HE mostrou melhor grau de cicatrização no grupo P10 quando comparado com 
C10 (P10=3 vs. C10=0, p=0,005), com menos polimorfonucleares (p<0,001) e mais 
neovasos (p=0,001). A IL-17 foi mais baixa no P3 quando comparado ao C3 (83,1±75 vs. 
226,2±162,9mμ2, p=0,020). O TGF beta foi inferior no P3 quando comparado com o C3 
(1448±492 vs.2178±670mμ2, p=0,005), e este valor se manteve entre o 3o e o 10o dia de 
PO (p=0,143), enquanto no grupo controle houve redução (p=0,006). Não houve 
diferença significativa para os demais parâmetros avaliados.  A suplementação 
perioperatória de probióticos promove aceleração da cicatrização cutânea em ratos 
diabéticos, possivelmente por se associar a redução da IL-17 e polimorfonucleares e 
aumentar a neovascularização e a deposição de colágeno tipo I.  

 

Palavras-chave: Probióticos. Cicatrização. Diabetes mellitus. Aloxana. 
 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 
Chronic wounds in patients with Diabetes Mellitus (DM) often become incurable 

due to prolonged and excessive production of inflammatory cytokines. The brain-gut-skin 
axis proposes that modulation of the intestinal microbiota might improve the systemic 
immune response and affect peripheral tissue responses. The aim of this study was to 
evaluate the influence of perioperative supplementation with probiotics in the cutaneous 
healing process in diabetic rats. 46 rats were divided into 4 groups (C3, P3, C10, P10) 
according to the treatment received (P: Probiotic - Probiatop®, 250mg/day, orally 
administered) or control (C: maltodextrin, 250mg/day, orally administered) and day of 
euthanasia: 3rd or 10th postoperative (PO). All rats were induced to DM 72 hours before 
starting the experiment with Alloxan (40mg per kg of body weight, through the caudal 
vein). Supplementation was initiated 5 days before the incision and maintained until the 
day of euthanasia. Scalpel incision was guided by a 2x2cm squared mold and the wounds 
were left to heal per second-intention. The wounds were digitally measured to calculate 
the wound area of the wound. Collagen densitometry was done with Picrosirius Red 
staining and analyzed with Image-Pro-Plus software 4.5. Histological parameters were 
analyzed by staining by Hematoxylin-Eosin (HE) and quantifying edema, congestion, 
polymorphonuclear, fibroblasts, neovascularization and monocytes. For the 
immunohistochemical study, Tissue Microarray blocks were made to analyze the markers 
IL-6, IL-17, TNF-α and TGF-β. The contraction of the wound was greater in the P10 group 
when compared to the C10 group, which resulted in a smaller scar area (832±187 vs 
1092±250mμ2, p=0.011). There was an increase in type I collagen deposition from the 3rd 
to the 10th PO day in the group receiving probiotics (p=0.016), which did not occur in the 
control group (p=0.487). The analysis of the final histological score by HE showed a better 
degree of healing in the P10 group when compared to C10 (P10=3 v. C10=0, p=0.005), 
with fewer polymorphonuclear (p <0.001) and more neovascularization (p=0.001). IL-17 
was lower in P3 when compared to C3 (83.1±75 vs 226.2±162.9mμ2, p=0.020). TGF beta 
was lower in P3 when compared to C3 (1448 ± 492 vs 2178±670mμ2, p=0.005), and this 
value remained similar between the 3rd and 10th POs (p=0.143), whereas in the control 
group it decreased (p=0.006). There was no significant difference for the other parameters 
evaluated. Perioperative probiotic supplementation promotes acceleration of cutaneous 
wound healing in diabetic rats, possibly because it is associated with the reduction of IL-
17 and polymorphonuclear cells and to increased neovascularization and deposition of 
type I collagen. 

 

Key words: Probiotics. Healing. Diabetes mellitus. Alloxan. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Estima-se que aproximadamente 425 milhões de adultos são portadores de 

Diabetes Mellitus (DM) no mundo, doença responsável por 4 milhões de mortes em 2017 

e um gasto de mais de 727 bilhões de dólares para o sistema de saúde nos Estados 

Unidos (12% do gasto total com adultos) (“https://www.idf.org/aboutdiabetes/what-is-

diabetes/facts-figures.html”). No Brasil, dados recentes avaliando diabéticos do tipo 2 

mostram gasto de U$ 197 doláres por paciente por ano (HENRIQUES et al., 2018). Com 

o aumento da prevalência de DM, a prevalência de feridas crônicas não cicatrizantes 

também apresentou aumento global nos últimos anos (SINGH, 2005; LEPÄNTALO et al., 

2011). 

Pacientes diabéticos apresentam prejuízo na cicatrização pelo desequilíbrio da 

resposta inflamatória, com acúmulo prolongado de células inflamatórias e produção 

excessiva de citocinas inflamatórias, alteração na síntese de colágeno e redução da força 

tênsil (FALANGA, 2005; LEPÄNTALO et al., 2011; OVIEDO-SOCARRÁS et al., 2014;  

ROSADO et al., 2015; EL-BAHY; ABOULMAGD; ZAKI, 2018;). Estes fatores associados 

resultam em redução da resistência da ferida e deiscência que, associados ao aumento 

do risco de infecções neste grupo, resultam em aumento do tempo hospitalização e da 

taxa de mortalidade (SINGH, 2005; LEPÄNTALO et al., 2011; OVIEDO-SOCARRÁS et 

al., 2014; ROSADO et al., 2015; EL-BAHY; ABOULMAGD; ZAKI, 2018;). 

A combinação do prejuízo no processo cicatricial com a doença vascular 

periférica e a dificuldade de percepção de lesões nas extremidades pela neuropatia são 

fatores de risco para o desenvolvimento da doença do pé diabético (FALANGA, 2005; 

LEPÄNTALO et al., 2011; CARRO et al., 2018). A úlcera em pé diabético é uma 

complicação grave e extremamente prevalente em pacientes diabéticos (FALANGA, 

2005; SINGH, 2005; LEPÄNTALO et al., 2011), sendo considerada  a principal causa de 

hospitalização de pacientes com DM em países desenvolvidos e entre as principais 

causas de morbi mortalidade (FALANGA, 2005; LEPÄNTALO et al., 2011; CARRO et al., 

2018).  O atraso na cicatrização está entre as principais dificuldades no tratamento do pé 

diabético (OVIEDO-SOCARRÁS et al., 2014; TELLECHEA et al., 2016), com tempo 

médio de 6 meses para cicatrização e necessidade de amputação em até um terço dos 



casos. Estima-se que cerca de 25% dos pacientes diabéticos estão em risco de 

desenvolver úlcera em pé diabético ao longo da vida, e esta complicação ainda carece 

de estudos que envolvam a complexidade da sua gestão (FALANGA, 2005; LEPÄNTALO 

et al., 2011; OVIEDO-SOCARRÁS et al., 2014; ROSADO et al., 2015; EL-BAHY; 

ABOULMAGD; ZAKI, 2018; CARRO et al., 2018).  

A cicatrização cutânea se caracteriza por processo dinâmico que envolve uma 

rede complexa de interações extracelulares, mediadores químicos e células locais e 

inflamatórias. Este processo tem como objetivos principais a restauração da integridade 

tecidual e a manutenção da homeostasia. O processo de cicatrização envolve três fases, 

que se relacionam de maneira dinâmica e não individualizadas: fase inflamatória, fase 

proliferativa e fase de maturação ou remodelamento (CAMPOS; BORGES-BRANCO; 

GROTH 2007; REINKE; SORG 2012; SORG et al., 2017).  

Feridas crônicas em pacientes com DM muitas vezes não seguem esta 

progressão ordenada, podendo persistir na fase inflamatória e não progredir para as 

próximas fases da cicatrização de feridas. A transição do estágio inflamatório para o 

proliferativo na cicatrização de feridas é tema de inúmeras pesquisas atuais, e a 

regulação sistêmica da inflamação desempenha papel importante nesta etapa 

(FALANGA, 2005; LEPÄNTALO et al., 2011; DINH et al., 2012; OVIEDO-SOCARRÁS et 

al., 2014; TELLECHEA et al., 2016; SORG et al., 2017; MOHSENI et al., 2018).  

A relação entre o processo de cicatrização e a interação com a microbiota da 

pele já está bem estabelecida e já foi demonstrado que a microbiota local da pele pode 

fornecer estimulação tônica benéfica ao sistema imunológico do hospedeiro e impedir a 

invasão de outros microrganismos patogênicos. A redução da diversidade microbiana 

muitas vezes resulta em inflamação prolongada e atraso no processo de cicatrização de 

feridas (JOHNSON et al., 2018). Ainda existe muita discrepância na literatura em definir 

quais são as citocinas essenciais para a cicatrização e a contração de feridas e quais 

podem ser prejudiciais para o processo (GOREN et al., 2007; LEE et al., 2018). 

Entretanto, modular a inflamação durante a fase inflamatória da cicatrização parece ser 

fundamental para o sucesso do processo cicatricial (LEE et al., 2018).  

Estudos recentes sugerem que, além da interação com a microbiota local da pele, 

alterações na microbiota intestinal também podem afetar positivamente ou 



negativamente o processo de cicatrização de feridas, pela produção de moléculas 

antimicrobianas e pela regulação da resposta imune e inflamatória (ARCK et al., 2010; 

SASAKI; ZHANG; SCHWACHA, 2011; SORG et al., 2017; TSIOURIS et al., 2017). O eixo 

proposto por Arck et al como “eixo cérebro-intestino-pele” propõe que a modulação da 

microbiota intestinal pode melhorar a resposta imune sistêmica e afetar respostas 

teciduais periféricas (ARCK et al., 2010).  

Neste sentido, modular a flora intestinal pode ser ferramenta importante para a 

melhora do processo cicatricial. As estratégias para a modulação da microbiota intestinal 

são os prebióticos, probióticos, simbióticos e o transplante de fezes, além de alterações 

dietéticas (FLESCH; POZIOMYCK; DAMIN, 2014; LUKIC et al., 2017).  

O provável elo entre o uso de probióticos e a cicatrização é na modulação da 

inflamação, que pode ter efeitos positivos, protetores ou negativos na reparação de 

tecidos.  

 

1.2 JUSTIFICATIVA 

 

Considerando os benefícios que os probióticos podem exercer ao modular a 

resposta inflamatória sistêmica, com possível contribuição ao processo cicatricial, faz-se 

necessário avaliar os efeitos da suplementação perioperatória com probióticos na 

cicatrização no estado diabético.  

Existem indícios de melhora do processo de cicatrização com a modulação da 

microbiota intestinal por meio de probióticos, mas os trabalhos são escassos e as vias de 

mecanismo não estão bem determinadas. Assim, há a necessidade de novos estudos 

que avaliem os efeitos da suplementação com probióticos sobre o reparo tecidual em 

diabéticos.  

Até o presente momento não foi identificado nenhum estudo que tenha avaliado 

os efeitos da suplementação de probióticos no processo cicatricial cutâneo em ratos 

diabéticos.  

 

 

 



1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Objetivo Geral 

Avaliar a influência da suplementação perioperatória de probióticos no processo 

de cicatrização cutânea em ratos diabéticos. 

 

1.3.2 Objetivos Específicos 

- Avaliar macroscopicamente o processo cicatricial por contração das feridas 

excisionais nos dias 3, 7 e 10 de pós operatório; 

- Avaliar a densitometria do colágeno neoformado, tipo I e tipo III nos dias 3 e 10 

do pós operatório; 

- Avaliar histologicamente, com coloração por Hematoxilina-Eosina (HE), 

parâmetros histológicos agudos e crônicos e o grau de cicatrização nos dias 3 e 10 do 

pós operatório;  

- Avaliar as alterações teciduais com estudo imunoistoquímico com os 

marcadores de Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-17 (IL-17), Fator de Necrose Tumoral 

Alfa (TNF-α) e Fator de Transformação do Crescimento Beta (TGF-β) nos dias 3 e 10 do 

pós operatório.   
 
- Avaliar a evolução do peso e da glicemia dos ratos nos dias 3, 7 e 10 do pós 

operatório; 

- Correlacionar o peso e glicemia dos ratos com os demais fatores avaliados.  

 

 



2 REVISÃO DA LITERATURA  

2.1 CICATRIZAÇÃO  

 

A habilidade dos organismos em regenerar tecidos para reparar as funções 

orgânicas tem sido descrita como uma das vantagens seletivas para sobrevivência na 

natureza. O processo de cicatrização e regeneração pode ocorrer em todas as partes do 

corpo humano. Na pele, a lesão da barreira epitelial resulta em ruptura e estresse celular, 

com necessidade de reparo mediante a cicatrização independentemente do agente que 

a causou. A cicatrização cutânea se caracteriza por processo dinâmico e coordenado que 

tem como objetivo principal a restauração da integridade tecidual e manutenção da 

homeostasia (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; REINKE; SORG, 2012; 

SALGADO; ARTIGIANI-NETO; LOPES-FILHO, 2016).  

O processo de cicatrização foi descrito primeiramente por Carrel em 1910 

(CARREL, 1910) e posteriormente o mesmo foi divido três fases, sequenciais, e que se 

relacionam de maneira dinâmica e não individualizada: a fase inflamatória, a fase 

proliferativa e a fase de maturação ou remodelamento. Estas podem ser subdivididas em 

cinco fases: fase inflamatória, fase proliferativa, fase de formação do tecido conjuntivo, 

fase de contração e fase de remodelamento (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 

2007; REINKE; SORG, 2012; SALGADO; ARTIGIANI-NETO; LOPES-FILHO, 2016) . 

 

2.1.1 Fase Inflamatória 

A fase inflamatória se inicia imediatamente após a ruptura da barreira epitelial, 

com liberação de substâncias que estimulam a vasoconstrição. A vasoconstrição é 

seguida por vasodilatação, onde os trombócitos invadem a matriz, e o endotélio lesado e 

as plaquetas  estimulam a cascata da coagulação, com liberação de grânulos que atraem 

neutrófilos. As plaquetas iniciam a liberação de citocinas inflamatórias e fatores de 

crescimento para ativar a fase inflamatória. A vasodilatação pode ser reconhecida pela 

coloração vermelha e edema no local da lesão (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; 

CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH 2007; PERAL et al., 2010). 



 Os neutrófilos são as primeiras células a chegar à ferida, com maior 

concentração nas primeiras 24 horas após a lesão. Os neutrófilos são fundamentais para 

esterilização microbiana e remoção de compostos estranhos e degradação de tecido 

necrótico. Na sequencia, ocorre regressão dos neutrófilos, quando a fase inflamatória é 

finalizada. Os neutrófilos são mediadores de diversas citocinas inflamatórias, incluindo o 

Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α) e a Interleucina-6 (IL-6). Se os neutrófilos 

persistirem nos tecidos da lesão pode haver produção excessiva de citocinas 

inflamatórias, o que torna a cicatriz refratária (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; 

CAMPOS, BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; PERAL et al., 2010; REINKE; SORG, 

2012; SORG et al., 2017).  

Os macrófagos migram para a ferida entre 24-96 horas após a lesão, e têm papel 

fundamental no término do desbridamento iniciado pelos neutrófilos, na fagocitose de 

patógenos e na secreção de citocinas e fatores de crescimento. Ainda, os macrófagos 

são fundamentais para resolução da inflamação e para angiogênese, portanto para a 

transição para a fase proliferativa. Sem a presença de macrófagos há redução da 

formação de tecido de granulação (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; CAMPOS; 

BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; SORG et al., 2017).  

 

2.1.2 Fase Proliferativa 

Esta fase dura entre 3 a 10 dias após a lesão, podendo estender até o término 

da segunda semana. O início da fase proliferativa depende da duração da fase 

inflamatória, sendo que em feridas grandes, profundas e contaminadas ou infectadas 

esta fase tende a durar mais. A fase proliferativa é constituída por 3 fases: reepitelização, 

angiogênese e formação de tecido de granulação (CAMPOS; BORGES-BRANCO; 

GROTH, 2007; REINKE; SORG, 2012; SORG et al., 2017). 

O processo de reepitelização ocorre precocemente, e é assegurado pelos 

queratinócitos locais nas bordas da ferida e pelas células tronco epiteliais dos folículos 

capilares ou glândulas sudoríparas. Se a membrana basal estiver intacta, as camadas 

normais da epiderme são restauradas em três dias. Entretanto, se a membrana basal for 

lesada, as células das bordas da ferida começam a proliferar para restabelecer a barreira 



protetora. O foco principal nesta fase é cobrir a superfície da cicatriz (CAMPOS; 

BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; REINKE; SORG, 2012; SORG et al., 2017). 

A angiogênese é estimulada pelo TNF-α e é essencial para o processo de 

reepitelização adequada para garantir oferta de nutrientes, células imunológicas e 

oxigênio. A angiogênese é caracterizada pela migração de células endoteliais e formação 

de capilares. O crescimento capilar rápido e robusto cria um leito vascular com mais 

capilares que o tecido normal (REINKE; SORG, 2012; DIPIETRO, 2016).  

A formação do tecido de granulação é fundamental para finalizar a fase 

proliferativa, ao mesmo tempo que a fase de remodelamento se inicia. O tecido de 

granulação é composto por macrófagos, fibroblatos, neovasos e uma matriz de colágeno 

do tipo I, glicoproteínas e ácido hialurônico (SORG et al., 2017). O Fator de Crescimento 

Beta (TGF-β) estimula a produção de fibroblastos, que são as células dominantes desta 

fase, e que  estimulam a produção de colágeno tipo III, promovendo a contração da ferida 

(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; REINKE; SORG, 2012; SORG et al., 

2017). 

 

2.1.3 Fase de Maturação ou Remodelamento 

A formação da cicatriz marca o fim do processo de cicatrização, e ocorre em torno 

do  21º dia até um ano após a lesão. Esta fase resulta na substituição do tecido original 

por uma cicatriz, com deposição de colágeno tipo I ou maduro de maneira organizada, 

caracterizando um tecido não vascularizado e acelular. O colágeno produzido 

inicialmente é o colágeno do tipo III, que é mais fino que o presente na pele normal. Este 

colágeno é substituído pelo colágeno do tipo I, mais espesso e fundamental para 

aumentar a força tênsil da ferida, se aproximando da composição da derme saudável. A 

cicatrização tem sucesso quando há equilíbrio e organização de colágeno, mas mesmo 

após um ano a ferida apresenta colágeno menos organizado que o da pele saudável. A 

cicatriz inicial tem coloração avermelhada pela grande densidade capilar, mas quando o 

fechamento é concluído os capilares regridem até que relativamente poucos 

permaneçam, resultando em cicatrizes hipopigmentadas após a maturação (CAMPOS; 

BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; REINKE; SORG, 2012; SORG et al., 2017).  



Feridas crônicas são definidas como uma lesão que não obedece a ordem e o 

tempo de reparação para conseguir recuperar sua estrutura e funcionalidade 

integralmente (KIRITSI; NYSTRÖM, 2018). Muitas vezes estas feridas não cicatrizadas 

se mantêm em estado inflamatório crônico. Por outro lado, a resposta inflamatória 

excessiva durante a cicatrização pode resultar também em perda do controle normal 

entre síntese e degradação de colágeno, e pode resultar em queloides e cicatrizes 

hipertróficas. Estas condições ocorrem quase exclusivamente em humanos, sendo muito 

raro o seu aparecimento em outras espécies (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 

2007; REINKE; SORG, 2012; SORG et al., 2017).  

O colágeno é a proteína mais abundante do tecido cognitivo, vasos e pele, e 

corresponde a até 80% do peso seco da derme. O colágeno é produzido principalmente 

pelos fibroblastos, e já foram identificados até o momento 19 tipos, com diversas 

diferenças em sua composição química e função biológica. Dentro da camada dérmica, 

o colágeno tipo I representa de 80-85%, com 10% do colágeno tipo III e traços de 

colágenos tipo IV, V, VI e VII. O colágeno está envolvido direta ou indiretamente em todas 

as fases do processo de cicatrização de feridas (CAMPOS; BORGES-BRANCO; 

GROTH, 2007; GOULDING, 2015).  

 

2.2 DIABETES MELLITUS  

 

2.2.1 Diabetes Mellitus: Prevalência e Complicações  

A prevalência de DM no mundo vem aumentando de maneira progressiva e 

alarmante nos últimos anos. O aumento da incidência está relacionado a diversos fatores, 

entre estes a maior prevalência de sobrepeso e obesidade, o estilo de vida sedentário, o 

crescimento e envelhecimento populacional e também o aumento da sobrevida em 

diabéticos. Atualmente existem aproximadamente 425 milhões de diabéticos no mundo. 

O Brasil ocupa a quarta posição na relação entre os países com maior número com DM 

no mundo, com prevalência de 14,3 milhões de diabéticos em 2015 e projeção de atingir 

23,3 milhões em 2040 (Https://Www.Idf.Org/Aboutdiabetes/What-

IsDiabetes/FactsFigures.Html; Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2017-



2018). 

A hiperglicemia é o terceiro fator em importância de causa de mortalidade 

prematura, superada apenas pela hipertensão arterial sistêmica e pelo uso de tabaco. O 

DM e suas complicações resultaram em quase 5 milhões de mortes em 2015, o 

equivalente a um óbito a cada 6 segundos. As doenças cardiovasculares são a principal 

causa de óbito entre os diabéticos, equivalendo a cerca de metade dos óbitos (Diretrizes 

da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2017-2018; ZHENG; LEY; HU, 2018). 

A maioria dos países despende entre 5 a 20% do seu gasto em saúde com DM. 

Nos Estados Unidos, o DM representa um gasto de mais de 727 bilhões de dólares para 

o sistema de saúde (12% do gasto total com adultos) 

(Https://Www.Idf.Org/Aboutdiabetes/What-IsDiabetes/FactsFigures.Html; Diretrizes da 

Sociedade Brasileira de Diabetes, 2017-2018). No Brasil, dados recentes avaliando 

diabéticos do tipo 2 mostram gasto de U$ 197 doláres por paciente por ano (HENRIQUES 

et al., 2018). 

As complicações crônicas do DM são tradicionalmente divididas em 

macrovasculares, que incluem as doenças cardiovasculares (doença coronariana, 

doença cerebrovascular e doença arterial periférica) e as microvasculares, como a 

retinopatia, nefropatia e neuropatia. Estas complicações são extremamente prevalentes: 

cerca de metade dos portadores de DM2 apresenta complicações macrovasculares e 

cerca de um terço apresenta complicações microvasculares. Ainda, o DM tem sido 

associado também com outras inúmeras doenças, por contribuir para o agravamento 

direta ou indiretamente, como em doenças musculoesqueléticas, do sistema digestivo, 

de função cognitiva e diversos tipos de câncer (Diretrizes da Sociedade Brasileira de 

Diabetes, 2017-2018; ZHENG; LEY; HU, 2018).  

Pacientes diabéticos são frequentemente submetidos a procedimentos cirúrgicos 

por complicações crônicas decorrentes da hiperglicemia, e apresentam maior risco de 

complicações pós-operatórias pela dificuldade de cicatrização (CAMPOS; POLESEL; 

CAMPOS, 2012; KIRITSI; NYSTRÖM 2018). Feridas dérmicas facilmente cicatrizadas 

em pacientes saudáveis podem evoluir para úlceras de difícil cicatrização em diabéticos, 

que são o principal contribuinte para amputação de membros inferiores nestes indivíduos 

(FALANGA, 2005; PEPPA;  STAVROULAKIS;  RAPTIS, 2009; DINH et al., 2012; 



OVIEDO-SOCARRÁS et al., 2014; ROSADO et al., 2015; SALAZAR; ENNIS; KOH, 2016; 

CARRO et al., 2018; JOHNSON et al., 2018). 

Úlcera em pé diabético é a consequência também da neuropatia, pela dificuldade 

de percepção de lesões nas extremidade, e ou doença vascular periférica. A úlcera em 

pé diabético é a principal causa de hospitalização de pacientes com DM em países 

desenvolvidos, e está entre as principais causas de morbi mortalidade, com tempo médio 

de 6 meses para a cicatrização e necessidade de amputação em até um terço dos casos 

(FALANGA, 2005; LEPÄNTALO et al., 2011; EL-BAHY; ABOULMAGD; ZAKI, 2018; 

CARRO et al., 2018).  

Em uma publicação nacional, a incidência de amputações de membros inferiores 

na região metropolitana do Rio de Janeiro foi de 13,9 por 100 mil habitantes para a 

população geral e de 180,6 por 100 mil habitantes em diabéticos, o que representa uma 

taxa 13 vezes maior (SPICHLER et al., 2001). 

O diagnóstico e o tratamento precoce em indivíduos com risco de desenvolver 

úlcera em pé diabético podem retardar ou prevenir desfechos adversos. Os indivíduos 

com maior risco de desenvolver úlcera em pé diabético ou necessitar amputação são, 

entre outros, os seguintes: controle glicêmico insatisfatório, neuropatia periférica com 

perda da sensibilidade periférica, fumantes, portadores de deformidades em pé, calo 

prévio, doença arterial periférica, comprometimento visual e pacientes com nefropatia 

diabética (American Diabetes Associations: Standards of Medical Care in Diabetes - 

2019). 

A maioria das infecções em pé diabético são causadas por mais de um 

microrganismo, e geralmente estão associadas com bactérias aeróbicas gram-positivas 

como staphylococci e strepcocci. A antibioticoterapia empírica pode ser direcionada 

estritamente a estes microrganismos, mas os pacientes em risco de infecção por 

organismos resistentes a antibióticos ou com infecções crônicas requerem regime de 

amplo espectro (American Diabetes Associations: Standards of Medical Care in Diabetes 

- 2019). 

 

 



2.2.2 Diabetes Mellitus e Cicatrização   

Pacientes diabéticos apresentam prejuízo na cicatrização e apresentam maior 

risco de complicações no processo cicatricial (FALANGA, 2005; OVIEDO-SOCARRÁS et 

al., 2014; ROSADO et al., 2015; CARRO et al., 2018). A pele de portadores de DM tem 

propriedades biomecânicas inferiores,  com maior rigidez e menor flexibilidade, o que 

aumenta o risco de lesões. Ainda, o DM parece alterar o metabolismo de colágeno, 

resultando em desequilíbrio na síntese e degradação deste. Além disso, o acúmulo 

dérmico de Produtos de Glicação Avançada, conhecidos como AGEs, parece ser uma 

causa potencial subjacente (PEPPA; STAVROULAKIS; RAPTIS, 2009; GOULDING, 

2015).  

A hiperglicemia parece afetar também a função dos polimorfonucleares, tanto em 

quantidades quanto em duração, contribuindo para o prolongamento da fase inflamatória 

(GOULDING, 2015). Análise de biópsia de pele de pacientes diabéticos em estudo prévio 

mostrou maior infiltração de células imunes quando comparados com indivíduos 

saudáveis, e este aumento da inflamação foi associado à falha na cicatrização em 

pacientes com DM (PERAL et al., 2010). 

O desequilíbrio da resposta inflamatória parece ser um dos principais 

mecanismos associados ao prejuízo da cicatrização em indivíduos com DM. O acúmulo 

prolongado de células inflamatórias e a produção excessiva de citocinas inflamatórias faz 

com que os pacientes diabéticos apresentem prolongamento da fase inflamatória, não 

conseguindo progredir para as próximas fases do processo da cicatrização, o que retarda 

a síntese de colágeno e resulta em redução da força tênsil (FALANGA, 2005; DINH et al., 

2012; OVIEDO-SOCARRÁS et al., 2014; ROSADO et al., 2015; SALAZAR; ENNIS; KOH, 

2016; CARRO et al., 2018; JOHNSON et al., 2018). O retardo na cicatrização em 

pacientes diabéticos é uma das principais dificuldades no tratamento da úlcera em pé 

diabético (FALANGA, 2005; MOHSENI et al., 2018). 

É importante destacar que todos os fatores descritos associados resultam em 

redução da resistência da ferida e aumento de deiscência que, somados ao grande risco 

de infecções neste grupo, resultam em aumento do tempo hospitalização e da taxa de 

mortalidade (FALANGA, 2005; LEPÄNTALO et al., 2011; ROSADO et al., 2015; CARRO 



et al., 2018). 

A transição da fase inflamatória para a fase proliferativa na cicatrização é tema 

de inúmeras pesquisas atuais, e a regulação sistêmica da inflamação desempenha papel 

importante nesta etapa. O controle glicêmico evita que as feridas permaneçam no estágio 

inflamatório da cicatrização e promove a cicatrização de feridas por meio da regulação 

negativa de citocinas pró-inflamatórias, da regulação negativa de fatores de crescimento, 

do estímulo da angiogênese e do aumento da epitelização (SALAZAR; ENNIS; KOH, 

2016). 

 

2.3 PROBIÓTICOS  

 

2.3.1 Probióticos: Definições e Benefícios para o Hospedeiro  

A microbiota intestinal começa a ser colonizada logo após o nascimento, é 

altamente diversificada entre os indivíduos e tende a permanecer estável ao longo de 

toda vida, com grande impacto em múltiplas funções fisiológicas. Mudanças no equilíbrio 

da microbiota intestinal e na sua diversidade podem desencadear doenças no sistema 

gastrointestinal e sistêmicas. Devido aos inúmeros efeitos locais e sistêmicos da 

microbiota intestinal, as abordagens que objetivam manipular a sua composição 

atingiram crescente importância nos últimos anos. Os tratamentos disponíveis para 

modulação da microbiota intestinal são os prebióticos, probióticos, simbióticos, 

manipulações dietéticas e transplante fecal (HO; CHAN; LI, 2015; LUKIC et al., 2017).  

Os probióticos são microrganismos vivos que, quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem algum benefício para a saúde. Estes micro-

organismos pertencem a diferentes gêneros e espécies, tanto de bactérias como 

leveduras, e têm sido associados a diversos efeitos benéficos. No Brasil, o uso de 

probióticos requer prévia avaliação da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), segundo requisitos da Resolução RDC Anvisa no 21, de 27 de julho de 2018. 

A avaliação da Anvisa contempla três elementos principais: comprovação inequívoca da 

identidade da linhagem do micro-organismo, de sua segurança e de seu efeito benéfico 

(ANVISA, 2017). 



As linhagens incluídas na lista de probióticos autorizados para o uso em 

suplementos pela Anvisa, por atenderem aos critérios avaliados, são:  Bacillus coagulans 

GBI-30, Bifidobacterium lactis HN019, Bifidobacterium lactis BL-04, Lactobacillus 

acidophilus LA-14, Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus casei LC-11, 

Lactobacillus paracasei LPC-37, Lactobacillus reuteri DSM 17938, Lactobacillus 

helveticus R0052, Lactobacillus rhamnosus HN001, Lactobacillus rhamnosus LR-32, 

Lactobacillus rhamnosus NCC 4007 e Lactococcus lactis LL-23 (ANVISA, 2017). 

Os probióticos são considerados benéficos para a prevenção e tratamento de 

diversas doenças, como: doenças gastrointestinais (WILKINS; SEQUOIA, 2017), câncer 

(NAGANO et al., 2019), diabetes mellitus (KOUTNIKOVA et al., 2019), obesidade 

(BORGERAAS et al., 2018), infecções do trato respiratório (HOJSAK et al., 2010) e 

urogenital (HANSON et al., 2016) e condições cutâneas inflamatórias (HACINI-

RACHINEL et al., 2009).  

Diversos mecanismos pelos quais os probióticos conferem efeitos benéficos para 

o hospedeiro foram previamente comprovados, incluindo efeitos diretos de competição 

com bactérias patogênicas por nutrientes e locais de ligação, além da produção de 

substâncias antimicrobianas que inibem o crescimento de microrganismos patogênicos, 

inativação de toxinas e metabólitos e modulação da resposta imune do hospedeiro. 

Alguns lactobacilos exibem atividade anti-inflamatória e imunossupressora, enquanto 

outros podem ter efeito pró inflamatório desejável e promover estimulação da resposta 

imune à patógenos (LUKIC et al., 2017).  

 

2.3.2 Probióticos e Cicatrização 

A microbiota parece exercer papel importante no processo de cicatrização.  

Estudo prévio demonstrou que a microbiota local da pele pode fornecer estimulação 

tônica benéfica ao sistema imunológico do hospedeiro e impedir a invasão de outros 

microrganismos patogênicos. Ainda, a redução da carga microbiana pode resultar em 

inflamação prolongada e atraso no processo de cicatrização de feridas (JOHNSON et al., 

2018). 

O eixo proposto por Arck et al como “eixo cérebro-intestino-pele” propõe que a 



modulação da microbiota intestinal pode ter influência também na pele, com efeitos 

positivos ou negativos pela produção de moléculas antimicrobianas e pela regulação da 

resposta imune e inflamatória (ARCK et al., 2010). 

Neste sentido, a suplementação com probióticos via oral em doenças que 

associam a microbiota intestinal com a pele já foi previamente estudada, com evidentes 

benefícios (ARCK et al., 2010; SASAKI; ZHANG; SCHWACHA 2011; SORG et al., 2017; 

TSIOURIS et al., 2017). Os lactobacilos e as bifidobactérias são os probióticos mais 

investigados como potenciais tratamentos para diversas doenças dermatológicas, 

incluindo os defeitos na cicatrização cutânea (BAQUERIZO NOLE; YIM; KERI, 2014). 

A utilização de bifidobactérias e lactobacilos se mostrou benéfica na prevenção 

e tratamento de dermatite atópica em revisão sistemática prévia (MICHAIL et al., 2008). 

A suplementação com Lactobacillus johnsonii em 54 voluntários acelerou a recuperação 

da imunidade e a homeostase da pele após imunossupressão induzida por irradiação UV 

(GUÉNICHE et al., 2006).  

Alguns estudos experimentais prévios mostraram benefícios na utilização de 

prebiótico ou probióticos também na cicatrização: Huseini et al mostraram que o uso de 

produtos com Kefir, que podem ser considerados probióticos, foi capaz de melhorar a 

cicatrização de queimaduras em ratos (HUSEINI et al., 2012). Além disso, as células de 

úlcera coletadas após o tratamento com Lactobacillus plantarum por 10 dias 

apresentaram menor carga bacteriana na ferida, além de indução de cicatrização de 

feridas (PERAL et al., 2010). 

 

2.3.3 Probióticos e Diabetes Mellitus  

A microbiota intestinal de indivíduos com DM apresenta diferenças quando 

comparada com a microbiota de não diabéticos. A composição da microbiota intestinal 

pode influenciar na extração de energia dos alimentos ingeridos, na permeabilidade 

intestinal a lipopolissacarídeos e consequentemente na inflamação sistêmica, no tempo 

de trânsito intestinal e na formação de ácidos graxos de cadeia curta, fundamentais para 

produção de GLP-1 (Glucagon-like Peptide 1). Todos estes fatores foram destacados 

como desencadeantes no desenvolvimento e progressão do DM2 e suas complicações 



(LAZAR et al., 2019). Análises do estudo TEDDY (The Environmental Determinants of 

Diabetes in the Young), com amostras fecais de 783 crianças, mostraram efeito protetor 

dos ácidos graxos de cadeia curta também no desenvolvimento de DM1 (VATANEN et 

al., 2018). 

A modulação da microbiota intestinal em indivíduos com DM pode favorecer a 

colonização por Lactobaciillus sp, Bifidobacterium sp, Provottela sp e reduzir a 

colonização por Clostridium sp, o que pode melhorar o controle glicêmico e reduzir a 

inflamação (LAZAR et al., 2019).  

Os potenciais mecanismos de ação dos probióticos no controle glicêmico são: (1) 

os efeitos intraluminais e diretos na mucosa, com aumento da produção de ácidos graxos 

de cadeia curta, redução da permeabilidade intestinal, redução da absorção de 

lipopolissacarídeos (LPS) e aumento da produção de GLP-1; (2) efeitos anti-inflamatórios 

e imunomoduladores com redução de citocinas pró-inflamatórias; (3) redução do estresse 

oxidativo com efeito protetor de células beta; (4) efeitos na expressão de genes 

envolvidos na homeostase da glicemia e na resistência à insulina, com aumento da 

sensibilidade via GLUT-4 (MIRAGHAJANI et al., 2017). 

Diversas meta-análises comprovaram que os probióticos podem favorecer o 

controle glicêmico em diabéticos, além de contribuir para o controle de outros fatores de 

risco metabólicos, como controle lipídico, e que esta pode ser considerada mais uma 

estratégia de tratamento para o DM2 (LI et al., 2016; FIROUZI et al. 2017; KIM; KEOGH; 

CLIFTON, 2018; KOUTNIKOVA et al., 2019). O efeito protetor dos probióticos no controle 

glicêmico parece ser mais importante quando a suplementação é com mais de 3 cepas 

(KOUTNIKOVA et al., 2019) e em diabéticos não obesos (FIROUZI et al., 2017).  

Com relação ao DM1, estudo experimental em ratos não obesos mostrou que a 

administração precoce (a partir de 4 semanas de vida) de probióticos induziu a produção 

de IL-10 e preveniu diabetes autoimune. Neste estudo, os autores observaram redução 

da destruição de célula beta. As cepas utilizadas neste estudo foram (B. longum, B. 

infantis and B. breve, L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii subsp. L. bulgaricus and L. 

plantarum e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus), e a suplementação foi via 

gavagem, 3 vezes por semana, entre a 4ª e a 32ª semanas de vida dos ratos. Os ratos 

utilizados neste estudo foram NOD (Non-Obese Diabetic), modelo que desenvolve 



espontaneamente DM e mimetiza o aparecimento da doença em humanos (CALCINARO 

et al., 2005). 

 

2.4 PROBIÓTICOS, CICATRIZAÇÃO E DIABETES MELLITUS  

Não foi identificado até o momento estudo experimental que tenha avaliado o 

efeito da suplementação de probióticos na cicatrização em ratos induzidos ao DM. Em 

estudo clínico com pacientes portadores de úlcera em pé diabético a utilização de 

probióticos por 12 semanas (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus 

Fermentum and Bifidobacterium bifidum (2×109UFC/g cada) se associou a redução da 

área de úlcera em pé diabético, além de melhorar o controle glicêmico (MOHSENI et al., 

2018). Este estudo, entretanto, não elucidou os mecanismos de ação dos probióticos 

administrados por via oral na cicatrização cutânea.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 MATERIAL E MÉTODO 

3.1 MODELO EXPERIMENTAL 

 

O projeto foi conduzido de acordo as normas previstas na Lei Federal nº 11.794, 

de 8 de outubro de 2008 e normas previstas pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) após aprovação da Comissão de Ética do Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Positivo, onde o experimento foi realizado.  

Foram utilizados 46 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia 

Mammalia), adultos, machos. Os ratos foram distribuídos em dois grupos: Probióticos (P) 

que receberam Probiatop® e Controle (C), que receberam maltodextrina, por via oral, com 

auxílio de uma espátula, na dose de 250mg de probiótico ou maltodextrina por dia. Cada 

grupo foi subdividido em dois grupos de acordo com o dia de eutanásia: 3o ou 10o PO 

(subgrupos P3=12 ratos, C3=12 ratos, P10= 11, C10=11 ratos).  

Durante o período experimental os ratos foram mantidos sob temperatura 

ambiente controlada (22 ± 1° C) e 12 horas escuro/ciclos de luz, com água e ração 

Presence® (Purina) ad libitium.  

Os grupos receberam probiótico ou maltodextrina por 5 dias antes da realização 

da incisão e mantiveram este consumo até o dia da eutanásia. O probiótico ou 

maltodextrina foi ofertado via oral, com auxílio de uma espátula. Após abertura da cápsula 

com a dosagem exata de cada produto, o pó foi misturado com uma pequena quantidade 

de requeijão, para facilitar manipulação do produto e aceitação (Figura 1).  

O probiótico ofertado foi o Probiatop®, composto pelas cepas (doses 1x109
 

UFC/g)  Lactobacillus paracasei LPC-37, Bifidobacterium lactis HN0019, Lactobacillus 

rhamnosus HN001 e Lactobacillus acidophilus NCFM. Os ratos foram pesados antes da 

indução do DM, no dia da cirurgia e nos dias 3, 7 e 10 de pós-operatório, com balança 

eletrônica (AM 5500® Marte, São Paulo, SP).  

 

 

 

 

 



FIGURA 1: RATO CONSUMINDO PROBIÓTICO POR VIA ORAL COM AUXÍLIO DE ESPÁTULA (PÓ 
MISTURADO COM REQUEIJÃO CREMOSO) 

 
Fonte: A autora (2019) 

 

3.2 INDUÇÃO AO DIABETES MELLITUS 

 

 Os ratos foram induzidos ao diabetes 72 horas antes de se iniciar a  

suplementação pré-operatória com probiótico ou placebo (8 dias antes do procedimento 

cirúrgico). Após 16 horas de jejum, os ratos foram submetidos a anestesia por inalação 

de isoflurano em campânula de vidro e depois mantidos em decúbito para receber injeção 

via veia caudal (Figura 2). A aloxana foi diluída em água destilada e aplicada em dose 

única de 40mg kg (LUCCHESI; CASSETTARI; SPADELLA, 2015). Após 1h30min a 

alimentação foi reintroduzida. O DM foi confirmado após 48 horas da indução, sendo que 



glicemia de jejum >200mg dL foi padronizada para o diagnóstico. Os níveis de glicose 

foram avaliados retirando uma gota de sangue mediante secção e ordenha da cauda, 

que foi colocada sobre fita reagente e avaliada pelo glicosímetro One Touch Select 

Simple® (Johnson e Johnson, Brasil). As glicemias foram avaliadas nos dias 3, 7 e 10 de 

pós-operatório. 

 
FIGURA 2: INDUÇÃO AO DIABETES MELLUTUS COM ALOXANA VIA VEIA CAUDAL COM AUXÍLIO 

DE BOLSA TÉRMICA PARA VACILITAR VASODILAÇÃO 

 
Fonte: A autora (2019) 

 

 

3.3 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 

 

No dia da cirurgia os ratos foram anestesiados por inalação de isoflurano em 

campânula de vidro e pré-medicados com morfina na dose 4mg kg IM. Foi realizada a 

tricotomia da região dorsal e antissepsia e em seguida incisão com bisturi guiada por um 

molde quadrado de 2x2 cm, ressecando toda a espessura da pele e expondo a fáscia 

muscular dorsal (Figura 3). As feridas foram deixadas abertas para cicatrizar por segunda 

intenção. A analgesia foi realizada com uso de acetominofeno líquido em dose diária de 

200mg kg por via oral, diluída na água ofertada, até o 4o dia de pós-operatório.  

 

 



FIGURA 3: A: TRICOTOMIA DA REGIÃO DORSAL, B: MOLDE QUADRADO 2X2CM, C: INCISÃO COM 
BISTURI 

 
Fonte: A autora (2019) 

  
 
 
3.4 AVALIAÇÃO DA CONTRAÇÃO DA FERIDA 

 

 As feridas foram macroscopicamente avaliadas por fotografias digitais realizadas 

nos dias 0, 3, 7 e 10 para análise das taxas de contração da ferida com software Image-

Pro Plus® 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, Maryland, EUA). As feridas foram 

fotografadas a uma distância padronizada de 15cm com máquina fotográfica grande-

angular de 12 megapixel.  

 

3.5 EUTANÁSIA 

 

No 3o (Grupos C3 e P3) e 10o dia (Grupos C10 e P10) de pós-operatório os ratos 

foram submetidos à eutanásia em sistema fechado de campânula de vidro com isoflurano 

em dose letal. Após a constatação do óbito, a ferida foi excisada com margem de 1cm.  

O resumo do modelo experimental pode ser observado na figura 4.  

 

 

 

 

 



 

 
FIGURA 4: RESUMO DO MODELO EXPERIMENTAL

Fonte: A autora (2019) 
 

3.6 DENSITOMETRIA DO COLÁGENO 

 A densitometria do colágeno foi realizada para identificar e quantificar o colágeno 

tipo I e tipo III utilizando a coloração de Picrosirius Red F3BA (PSR), microscopia ótica 

sob luz polarizada e análise de imagens em software específico. As imagens foram 

registradas pelos Software AxioVision 4.9 (Zeiss, Alemanha) e analisadas pelo software 

Image-Pro Plus® 4.5; (Media Cybernetics, Rockville, Maryland, EUA).  

 

3.7 ESTUDO HISTOLÓGICO POR COLORAÇÃO COM HE 

 As amostras foram cortadas em blocos em micrótomo rotativo, com cortes de 5 

micrômetros de espessura, e submetidos à coloração com Hematoxilina-Eosina 

(HE)(Figura 5). Em seguida, as peças foram submetidas aos processos de desidratação 

e diafanização em xilol, e coradas com HE.  A leitura das lâminas foi realizada em 

microscópio óptico Olympus BX40 (Tóquio, Japão), com magnificação de 20x. Na leitura, 

foram avaliados tipos e quantidade das células predominantes na reação inflamatória 



(polimorfonucleares), presença de edema intersticial e congestão vascular e o grau de 

formação de tecido de fibroblastos, neovasos e monócitos. Estes dados foram 

classificados em acentuado (3), moderado (2) ou discreto (1) e transformados em 

variáveis quantitativas por meio da atribuição de índice aos achados histológicos. A 

presença de polimorfos nucleares, edema e a congestão foram indicativos de processo 

inflamatório agudo, pontuando negativamente, e a formação de fibroblastos, neovasos e 

monócitos foram indicativos de processo inflamatório crônico, pontuando positivamente 

(Quadro 1). Após a atribuição dos índices, estes foram somados para totalizar escore 

final para posterior avaliação estatística entre os grupos estudados  (VIZZOTTO et al., 

2003). A análise e atribuição dos índices foi realizada por 3 avaliadores em momentos 

distintos.  

 
QUADRO 1 – CLASSIFICAÇÃO E ATRIBUIÇÃO DE ÍNDICES AOS ACHADOS 

 HISTOLÓGICOS POR HE 
Parâmetros   Intensidade  
Avaliados Acentuado Moderado Discreto 

Polimorfonucleares -3 -2 -1 
Edema -3 -2 -1 

Congestão -3 -2 -1 
Fibroblastos 3 2 1 
Neovasos 3 2 1 
Monócitos 3 2 1 

Fonte: Adaptado de VIZZOTTO et al. (2003) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



FIGURA 5: CORTE PARA PREPARO DE COLORAÇÃO COM HEMATOXILINA-EOSINA 

 
Fonte: A autora (2019) 

  

 

 

3.8 ESTUDO IMUNOISTOQUÍMICO 

As lesões excisadas foram emblocadas paralelamente em parafina para posterior 

construção de blocos de Tissue Microarray. Foram avaliadas individualmente as reações 

imunoistoquímicas com os antígenos: Interleucina-6 (Interleucina-6, monoclonal mouse, 

Abcan®, Cambridge MA, EUA; clone ab9234, diluição 1:400, interleucina-17 (Interleucina 

17; Policlonal mouse, dog e human; Abcan®, Cambridge MA, EUA, clone ab79056; 

diluição 1:200), Fator de Necrose Tumoral TNF-α (Fator de Necrose Tumoral Alfa (TA20); 

monoclonal mouse, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz Califórnia EUA, WB, diluição 

1:50) e Fator de Transformação do Crescimento Beta TGF-β (Fator de Transformação 

Beta1, Policlonal coelho, Spring Bioscience, Pleasnton, Californnia, EUA; N/A, diluição 

1:100). As lâminas imunomarcadas foram digitalizadas pelo Scanner Axio Scan.Z1. 

(Zeiss, Alemanha). 

 

 

 



3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram organizados em planilha Excel e analisados com o programa 

computacional IBM SPSS Statistics®, v.20.  

Os resultados foram descritos por médias, medianas, valores mínimos, valores 

máximos e desvios padrões. Para a comparação dos grupos controle e probiótico, em 

cada dia de eutanásia, foi usado o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. Este mesmo 

teste foi usado para as comparações entre os dias de avaliação, dentro dos grupos 

controle e probiótico. Para avaliação da associação entre duas variáveis quantitativas foi 

estimado o coeficiente de correlação de Spearman. A avaliação da condição de 

normalidade das variáveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Valores de p<0,05 

indicaram significância estatística.  

 



4 ARTIGOS CIENTÍFICOS 
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Background: Chronic wounds in patients with Diabetes Mellitus often become incurable 

due to prolonged and excessive production of inflammatory cytokines. The use of 

probiotics modifies the intestinal microbiota and modulates inflammatory reactions. 

Objective: To evaluate the influence of perioperative supplementation with probiotics in 

the cutaneous healing process in diabetic rats. Methods: 46 rats were divided into 4 

groups (C3, P3, C10, P10) according to the treatment (P: Probiotic or C: Control, both 

orally administered) and day of euthanasia: 3rd or 10th postoperative days. All rats were 

induced to Diabetes Mellitus 72 hours before starting the experiment with alloxan. 

Supplementation was initiated 5 days before the incision and maintained until euthanasia. 



Scalpel incision was guided by a 2x2cm mold and the wounds were left to heal per 

second-intention. The wounds were digitally measured. Collagen densitometry was done 

with Picrosirius Red staining. Histological parameters were analyzed by staining by 

Hematoxylin-Eosin. Results: The contraction of the wound was faster in the P10 group 

which resulted in a smaller scar area (p=0.011). There was an increase in type I collagen 

deposition from the 3rd to the 10th postoperative day in the probiotics group (p=0.016), 

which did not occur in the control group (p=0.487). The histological analysis showed a 

better degree of healing in the P10 group (p=0.005), with fewer polymorphonuclear (p 

<0.001) and more neovessels (p=0.001). Conclusions: Perioperative supplementation of 

probiotics stimulates skin wound healing in diabetic rats, possibly due to attenuation of 

the inflammatory response and increased neovascularization and type I collagen 

deposition.   

Key words: probiotics, wound healing, diabetes mellitus, alloxan. 

 

Racional: Feridas crônicas em pacientes diabéticos muitas vezes se tornam incuráveis 

devido à produção prolongada e excessiva de citocinas inflamatórias. A utilização de 

probióticos modifica a microbiota intestinal e modula reações inflamatórias. Objetivo: 

Avaliar a influência da suplementação perioperatória com probióticos no processo de 

cicatrização cutânea em ratos diabéticos. Metodologia: 46 ratos foram divididos em 4 

grupos (C3, P3, C10, P10) conforme tratamento (P: Probiótico ou C: Controle, via oral) e 

dia de eutanásia: 3o ou 10o dia de pós-operatório. Todos os ratos foram induzidos ao 

diabetes mellitus 72 horas antes de iniciar o experimento com aloxana. A suplementação 

foi iniciada 5 dias antes da cirurgia e mantida até a eutanásia. Foi realizada incisão com 

bisturi guiada por molde de 2x2cm e a ferida foi deixada para cicatrizar por segunda 

intenção. As feridas foram medidas digitalmente. A densitometria de colágeno foi 

determinada com coloração Picrosirius Red. A histologia foi avaliada por coloração com 

Hematoxilina-Eosina. Resultados: A contração da ferida foi maior no grupo P10, o que 

resultou em menor área cruenta (p=0,011). Houve aumento do colágeno tipo I do 3o para 

o 10odia de pós-operatório no grupo P10 (p=0,016), o que não ocorreu no grupo controle 

(p=0,487). A análise  histológica mostrou melhor grau de cicatrização no grupo 

P10  (p=0,005), com menos polimorfonucleares (p<0,001) e mais neovasos 



(p=0,001). Conclusões: A suplementação perioperatória de probióticos promove 

aceleração da cicatrização cutânea em ratos diabéticos, possivelmente por atenuar a 

resposta inflamatória e aumentar a neovascularização e a deposição de colágeno tipo I.  

Palavras-chave: probióticos, cicatrização, diabetes mellitus, aloxana. 

 

INTRODUCTION 
 

  Approximately 425 million adults are affected by Diabetes Mellitus (DM) 

worldwide, and this disease was responsible for 4 million deaths in 2017 and a US$ 727 

billion spending on health care in the United States (12% of total healthcare spending with 

adults)1. 

  Diabetic patients present impairment in healing due to imbalance of the 

inflammatory response, with prolonged accumulation of inflammatory cells and excessive 

production of inflammatory cytokines, alteration of collagen synthesis and reduction of 

tensile strength2-6. These factors when associated result in reduced wound resistance and 

therefore increased dehiscence which, added to the larger risk of infections in this group, 

result in increased hospitalization time and mortality rate3,4,5-7. 

  The combination of impairment in the healing process with peripheral vascular 

disease and the difficulty in the perception because of the neuropathy in extremity injuries 

result in an increased risk for the development of diabetic foot disease. Diabetic foot ulcer 

is the leading cause of hospitalization of DM patients in developed countries and is among 

the leading causes of morbidity and mortality, with an average healing time of 6 months 

and need for amputation in up to one third of the cases. This complication still demands 

studies addressing the complexity of its management4-7. 

Damage to the epithelial barrier results in dermis rupture and epithelial cell stress, 

requiring repair through healing. Skin healing is characterized by a dynamic process that 

involves a complex network of extracellular interactions, chemical mediators, and 

inflammatory cells. The main objective of this process is the restoration of tissue integrity 

and the maintenance of homeostasis. The healing process involves three sequential 

phases, which might be subdivided in four or five phases, that are dynamically related and 



not individualized: inflammatory phase, cellular proliferation phase, conjunctive tissue 

formation phase, contraction phase and the final wound remodelling phase8-10. 

  Chronic wounds in patients with DM often do not follow this orderly progression 

and may persist in the inflammatory phase and do not progress to the next stages of 

wound healing. The transition from inflammatory to proliferative stage in wound healing is 

the subject of intensive current research, and systemic regulation of inflammation plays 

an important role at this stage2,5,6,11,12. 

The relationship between the healing process and the interaction with the skin 

microbiota is already well established. It has been shown that the local microbiota may 

provide tonic stimulation to the host´s immune system and prevent invasion of other 

pathogenic microbes. Loss of microbial diversity often results in prolonged inflammation 

and delay of wound healing process13. Recent studies suggest that, in addition to 

interaction with the local microbiota, changes in the intestinal microbiota may also 

positively or negatively affect the wound healing process by producing antimicrobial 

molecules, and regulating the immune and inflammatory response12,14-17. Arck et al16 

proposed the existence of a “brain-intestine-skin axis”. According to this theory, intestinal 

bacteria may interfere with remote skin healing by modulating release of inflammatory 

cytokine expression.  

Therefore, modulating the intestinal microflora might be an important strategy for 

improving the skin healing process. The tools for modulation of intestinal microbiota are 

prebiotics, probiotics, symbiotics and stool transplantation, in addition to dietary changes. 

Commercial probiotics products contain known and quantified bacteria, and the strains 

most applicable in clinical situations are lactobacilli (Lactobacillus casei, Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus rhamnosus) and bifidobacterium (bifidobacterium Lactis)18. The 

main link between probiotic use and healing is modulation of inflammation, which can 

have positive effects on tissue repair. 

 

OBJECTIVE 
  To evaluate the influence of perioperative probiotic supplementation on the skin 

healing process of diabetic rats. 

 



METHODS 
Experimental model: The study was part of the Research on Tissue Healing Group of 

the Graduate Program in Surgery of the Federal University of Parana, Curitiba, Brazil. The 

project was conducted according to the rules provided by Federal Law No. 11,794, of 

October 8 2008, standards provided by the National Council for Animal Experimentation 

Control. The study protocol was approved by the Animal Use Ethics Commission of the 

Positivo University, where the experiment was carried out. A total of 46 males adult Wistar 

rats (Rattus norvegicus albinus, Rodentia Mammalia) were used. The rats were divided 

into two groups: Probiotics (P) that received Probiatop®, and Control (C), which received 

maltodextrin. Both supplementations were orally administrated with the aid of a spatula, 

at a dose of 250 mg probiotic or maltodextrin once a day. Each group was subdivided into 

two subgroups according to the day of euthanasia: 3rd or 10th postoperative (PO) 

(subgroups P3 = 12 rats, C3 = 12 rats, P10 = 11, C10 = 11 rats). During the experimental 

period the rats were kept under controlled temperature (22 ± 1°C) and 12 hours dark/light 

cycles, with water and rat chow Presence® (Purina, São Paulo, Brazil) ad libitium. The 

groups received probiotic or maltodextrin for 5 days before the creation of the skin 

excisional wound and maintained this consumption until the day of euthanasia. The 

probiotic offered was Probiatop®, composed of 4 strains (doses 1x109CFU/g) 

Lactobacillus paracasei LPC-37®, Bifidobacterium lactis HN0019®, Lactobacillus 

rhamnosus HN001® and Lactobacillus acidophilus NCFM®. These doses are within the 

evidence-based recommendations for humans18. The rats were weighed before the DM 

induction, on the day of surgery and on days 3, 7 and 10 postoperatively, with an electronic 

scale (AM 5500® Marte, São Paulo, SP). 

 

Induction of diabetes mellitus: All rats were induced to DM 72 hours before starting the 

preoperative probiotic or placebo supplementation (8 days before surgery). After 16 hours 

of fasting, the rats underwent isoflurane inhalation anesthesia in a glass bell and were 

then placed in a decubitus position to receive injection of alloxan monohydrate 

(Sigma Chemical Co, USA) through the caudal vein. Alloxan was diluted in distilled water 

and applied in a single dose of 40mg kg19. After 1h30min rat chow and water were 

reintroduced. The confirmation of the diagnosis of diabetes mellitus DM was done 48 



hours after induction, and fasting glucose > 200mg dl was standardized for diagnosis. 

Animals that died on post induction period were replaced to avoid compromising the final 

group numbers.  Glucose levels were assessed by taking manually a drop of blood from 

the tail, which were placed on reagent strip and evaluated by the One Touch Select 

Simple® glucometer (Johnson and Johnson, Brazil). Blood glucose levels were evaluated 

on days 0, 3, 7 and 10 postoperatively. 

 

Surgical procedure: On the day of surgery, the rats were anesthetized by inhalation of 

isoflurane in a glass bell and were premedicated with 4mg/kg intramuscularly (IM) 

morphine. Dorsal region trichotomy and antisepsis were performed, followed by a scalpel 

incision guided by a 2x2cm square mold, resecting the entire thickness of the skin and 

exposing the dorsal muscular fascia. The wounds were left open to heal by second 

intention. Postoperative analgesia was performed with oral acetominophen at a daily dose 

of 100mg kg orally, diluted in the water, until the 4th postoperative day. 

 

Wound Contraction Assessment: Wounds were macroscopically evaluated by digital 

photographs taken on days 1, 3, 7, and 10.  For the analysis of wound contraction rates 

the wound area was measured using the Image-Pro Plus® 4.5 software (Media 

Cybernetics, Rockville, Maryland, USA). The wounds were photographed at a standard 

distance of 15cm. 

 
Euthanasia: On the 3rd (Groups C3 and P3) and 10th day (Groups C10 and P10) 

postoperatively the rats were euthanized in a closed glass bell system with isoflurane. 

Immediately after death, the wound was excised with a 1cm margin. 

 
Collagen Densitometry: Collagen densitometry was performed to identify and quantify 

type I and type III collagen using Picrosirius Red F3BA (PSR) staining, polarized light 

optical microscopy, and software image analysis. Images were recorded by AxioVision 

4.9 Software (Zeiss, Germany) and analysed by Image-Pro Plus® 4.5 software; (Media 

Cybernetics, Rockville, Maryland, USA). 

 



Histological study by Hematoxylin-Eosin (HE) staining: The samples were cut into 

rotary microtome blocks, with 5 micrometer thick sections, and subjected to HE staining. 

Then, the pieces were submitted to the dehydration and diaphanization processes in xylol, 

and stained with HE. Slide reading was performed using an Olympus BX40 (Tokyo, 

Japan) optical microscope with 20x magnification. The histological analysis included the 

types and number of predominant cells of inflammatory reaction (polymorphonuclear), 

presence of interstitial edema and vascular congestion, and the degree of fibroblast, 

neovessels and monocyte tissue formation. These data were classified as accentuated 

(3), moderate (2) and discrete (1) and transformed into quantitative variables by assigning 

the index to histological findings. The presence of polymorphonuclear, edema and 

congestion were indicative of acute inflammatory process, punctuating negatively, and the 

formation of fibroblasts, neovessels and monocytes were indicative of chronic 

inflammatory process, punctuating positively. After the indices were assigned, they were 

summed to total the final score for further statistical evaluation among the studied 

groups20. 

Statistical analysis: Results were described as mean and standard deviation (SD). For 

comparison between groups, the nonparametric Mann-Whitney test was used. 

Comparisons between assessment days within the same group were made using the non-

parametric Kruskal-Wallis test. For correlation analysis, the Spearman coefficient was 

used. Values of p <0.05 indicated statistical significance. Data were analysed using the 

IBM SPSS Statistics® software, v.20. 

 

RESULTS 

  Groups C3 and C10 showed weight loss between the induction of DM and the 

eutanasian at the 10th day (p<0.001), while groups P3 and P10 showed no weight 

reduction within the same period (P3=0.789, P10=0.433). (Table 1)  

 

 

 

 

 



Table 1 – Body weight evolution between pre induction and euthanasia in groups C3, P3, C10, P10 
Group Variable n Average(g)±SD p*value 

P3 Pre-induction body weight 12 373±25  

 Day of surgery body 
weight 12 368±21  

 3rd PO body weight 12 364±61 0,789 
C3 Pre-induction body weight 12 392±40  

 Day of surgery body 
weight 12 392±46  

 3rd PO body weight 12 332±59 <0,001 
P10 Pre-induction body weight 11 368±22  

 Day of surgery body 
weight 11 359±17  

 3rd PO body weight 11 351±30  
 7rd PO body weight 11 353±27  
 10th PO body weight 11 358±35 0,433 

C10 Pre-induction body weight 11 361±45  

 Day of surgery body 
weight 11 337±55  

 3rd PO body weight 11 330±62  
 7rd PO body weight 11 320±62  
 10th PO body weight 11 320±65 0,001 

 

Rats receiving probiotics had lower blood glucose levels at the time of surgery for 

group P10 as compared with C10 (321 ± 146 vs. 541.2 ± 112mg dl, p=0.001), as well as 

at the 3rd PO (281 ± 132 vs. 405 ± 147 mg/dl, p=0.040).  

  The glycemia of the 3rd PO in group C3 was negatively correlated with the weight 

of the 3rd PO in this group. (Spearman correlation coefficient = -0.68, p=0.016), indicating 

that the higher the blood glucose values, the lower the weight. There was no significant 

difference on the other days. (Table 2)(Graph 1)   
 
Table 2 - Spearman correlation coefficient for blood glucose and body weight in groups P3, C3, P10 

and C10 in the 3rd PO, 7th PO and 10th PO 

Group Variable n 
Correlation 

Coefficient of 
Spearman 

p value 

P3 Glycemia 3rd PO     x   Body Weight 3rd PO 12 0,15 0,640 
C3 Glycemia 3rd PO     x    Body Weight 3rd PO 12 -0,68 0,016 
P10 Glycemia 7th PO     x   Body Weight 7th PO 11 -0,33 0,327 
C10 Glycemia 7th PO     x   Body Weight 7th PO 11 -0,33 0,327 
P10 Glycemia 10th PO    x   Body Weight 10th PO 11 -0,56 0,072 
C10 Glycemia 10th PO    x   Body Weight 10th PO 11 -0,52 0,104 

 



 
Graph 1 – Spearman correlation coefficient for blood glucose and body weight on 3rd PO day for the 

Control Group (C3)  
  

Wound contraction was greater in group P10 as compared to group C10, which 

resulted in smaller wound area in the 7th PO (847 ± 189 vs 1054 ± 269mm2, p=0.049). 

(Graph 2) (Figure 1)  

*p=0,011 
Graph 2 - Wound contraction in both Control and Probiotic rats. Note that the use of probiotic 

accelerated wound healing. This difference was significant on day 7th 
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Figure 1 - Example of wound contraction area at: A: Day of surgery in the Control Group; B: 7PO in the 

Control Group; C: Day of surgery in the Probiotic Group; D: 7PO in Probiotic Group 
 

 In the control groups there was a positive correlation between weight and wound 

area according to the Spearman's Correlation Coefficient (C3 = 0.69, p = 0.014; C10 = 

0.63, p = 0.037). 

  There was an increase in type I collagen deposition from the 3rd to the 10th day 

in the groups receiving probiotics (p=0.016), which did not occur in the control groups 

(p=0.487). (Table 3) (Figure 2). There was no significant difference for collagen type III 

analysis. 

 

 

 

 

 

 

 
 



Table 3 – Type I and Type III collagen deposition on 3rd and 10th PO on Probiotic Group vs Control Group 

Variable 
 Group  n 

3rd day 
n 

10th day p* 

Mean ± standard 
deviation 

Mean ± standard 
deviation 

(3ºd x 
10ºd) 

Type I Collagen  Probiotics 12 0,58 ± 0,32 11 1,04 ± 0,50 0,016 
Area (mμ2) Control 12 0,82 ± 0,46 11 0,85 ± 0,24 0,487 
 p* (C x P)  0,160  0,562  

Type III Collagen Probiotics 12 0,009 ± 0,011 11 0,011 ± 0,012 0,928 

Area (mμ2) Control 12 0,015 ± 0,011 11 0,010 ± 0,012 0,169 
 p* (C x P)  0,178  1  

 

 
Figure 2 – Example of type I collagen deposition on: A:  3rd PO on Control group; B: 10th PO on Control 

group; C: 3rd PO on Probiotic group; D: 10th PO on Probiotic group 
 

 Analysis of the final histological score by HE showed a better healing process in 

the P10 group when compared to C10 (P10=3 vs. C10=0) (p=0.005) (Graph 3), with less 

polymorphonuclear cells (P10= -1 vs. C10= -2, p <0.001) and more neovessels (P10=3 

vs. C10=1, p=0.001) (Figure 3). There were no significant differences for the other 

parameters. 

 



*p=0.005 
Graph 3 - Histological score by HE to evaluate degree of wound healing process on Control (C) and 

Probiotics (P)   
 

  
Figure 3 - Example of microphotographies demonstrating: A: Accentuated presence of polymorphonuclear 

cells on Control group; B: Discrete presence of polymorphonuclear cells on Probiotic group; C: Discrete 
presence of neovessel on control groups; D: Accentuated presence of neovessels on probiotic group 
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DISCUSSION 
 
  The present study, in diabetic rats, demonstrated benefit of oral probiotics 

supplementation in wound healing, mature collagen deposition, neovascularization 

stimulation and reduction of the inflammatory process, as well as attenuating weight loss 

and improving glycemic control. Some previous experimental studies have also shown 

benefits of the use of prebiotic or probiotic on wound healing: Huseini21 et al showed that 

the use of Kefir products, which may be considered a kind of probiotics, was able to 

improve wound healing in rats. Importantly, however, none of these studies included 

diabetic rats. 

 In addition, patients’ chronic leg ulcer cells collected after topical treatment with 

Lactobacillus plantarum for 10 days showed lower bacterial load on the wound, in addition 

to inducing wound healing22.  

  In the present study, wound contraction was faster in the Probiotic group compared 

to Control, resulting in a smaller wound area, due to increased type I collagen deposition 

and increased of neovessels formation. A recent study23 showed similar results with 12-

week probiotic supplementation Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, 

Lactobacillus Fermentum and Bifidobacterium bifidum (2×109UFC/g each) in diabetic 

patients with diabetic foot ulcer. In that study, probiotics supplementation reduced the 

ulcer size and resulted in better glycemic control. The anti-infectious mechanisms of the 

probiotics in patients with diabetic foot ulcers suggested on that study included the 

improved ability to fight with pathogenic microorganisms or by modulating host immune 

responses, the production of various antimicrobials substances and their anti-

inflammatory properties23. 

  The healing remodeling phase is characterized by organized collagen deposition, 

with replacement of the initial collagen (type III) and production of thicker and more 

organized mature collagen (type I), approaching the composition of the healthy dermis10. 

In the present study it was possible to observe an increase of mature collagen deposition 

(type I) in the group that received probiotics as compared to controls. 

  Another finding of this study was the higher neovascular formation in group P10 

compared to C10.  The number of vessels have been shown to be decreased after DM 

induction on rats2.  Improvement of neovascularization via angiogenesis is essential for 



the proper reepithelialization process by ensuring adequate nutrient supply, immune cells 

and oxygen. Rapid and robust vascular growth creates a vascular bed with more 

capillaries than the normal tissue8,9,11,23,24.  

  The reduction of polymorphonuclear cells in group P10 as compared to C10 

suggests that perioperative supplementation with probiotics was able to attenuate 

prolonged and excessive inflammatory cytokine expression. Neutrophils infiltrate shortly 

after wound injury for microbial sterilization and removal of foreign compounds, and then 

regression should occur until production ceases when the inflammatory phase is 

terminated. If neutrophils persist in the lesion tissues, there may be excessive production 

of inflammatory cytokines, which makes the scar refractory. Skin biopsy analysis in a 

previous study showed that diabetic patients had higher immune cell infiltration when 

compared to healthy individuals, and that this increased inflammation is associated with 

failure to heal in patients with DM. The use of topical probiotic (Lactobacillus plantarum) 

in diabetic and non-diabetic patients with chronic infected leg ulcers was able to reduce 

neutrophils, reduce bacterial load and induce wound healing22. 

  Perioperative probiotic supplementation in diabetic rats prevented weight loss, 

which occurred in the control group. Insulin is the best known and essential anabolic 

hormone for maintaining glucose homeostasis and cell growth and differentiation, 

stimulating liver and adipocyte lipogenesis, protein synthesis and inhibiting degradation. 

The inability of the body to utilize glucose because of the lack of insulin can lead to 

catabolism, with proteolysis and lipolysis as mechanisms to provide energy25. In this 

study, the Spearman correlation coefficient indicated that the higher the glycemic value, 

the lower the body weight, which suggests that perioperative supplementation with 

probiotics favoured glycemic control and consequently avoided catabolism and weight 

loss. A recent systematic review with DM2 patients showed that the use of probiotics 

reduced fasting blood glucose (in 19 studies), glycated haemoglobin (HbA1C) (in 13 

studies), insulin (in 13 studies) and HOMA-IR (in 10 studies)26. 

  The potential mechanisms of probiotics actions on glycemic control are: (1) direct 

intraluminal effects on the microbiota, with increase in the production of short-chain fatty 

acids (SCFAs), intestinal permeability reduction and lipopolysaccharides, and increases 

the production of Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-1); (2) anti-inflammatory and 



immunomodulatory effects, with reduction of pro-inflammatory cytokines; (3) reduction of 

oxidative stress, with protective effect of beta cells; (4) Effects of gene expression involved 

in glucose homeostasis and insulin resistance, as sensitization increases via GLUT-427. 

  The proper treatment of DM can prevent the maintenance of the wound on the 

inflammation phase and thus promotes the wound healing, by the negative regulation of 

pro-inflammatory cytokines, the regulation of growth factors, the stimulation of 

angiogenesis and the epithelialization process4,28. Malnutrition, especially protein 

malnutrition, can also impair wound healing by prolonging the inflammatory phase, 

decreasing fibroblast synthesis and proliferation, angiogenesis and collagen synthesis6,10. 

However, it is important to note that in this study there was no correlation between 

glycemia and wound area and, surprisingly, there was a positive correlation between body 

weight and wound area, which indicates that the higher the weight, the larger the wound 

area. Thus, it can be interpreted that the mechanism of action of probiotics in accelerating 

wound contraction was not related to better glycemic control or weight loss prevention, 

but rather to reduced inflammation. 

  No experimental study similar to this has been identified so far in the literature. In 

a clinical study with patients with diabetic foot, similar results were found, without, 

however, elucidating the mechanisms involved24.However, the present study has some 

limitations: the diabetes model used mimics an acute disease condition, due to the 

Aloxana toxic effect on beta cells19, different from the chronic one presented by patients 

with chronic wound complications. Chronic DM causes numerous complications to the 

healing process, especially peripheral vascular disease, which were not extrapolated to 

the rats of this study. Still, the animals in this study were not being treated for DM, and 

recent studies have been correlating chronic metformin use with changes in microbiota26; 

and were not consuming artificial sweeteners, widely used in diabetes patients and also 

known as harmful to the gut microbiota29. Nevertheless, the beneficial effect of probiotics 

on the modulation of the inflammatory response was confirmed in this model. Rat 

microbiota differs from human microbiota and certainly clinical studies investigating the 

influence of probiotics on wound healing in diabetic patients are needed to define the real 

benefit as well as to define the optimal dose, perioperative supplementation time and most 

indicated strains. 



CONCLUSIONS 

  Perioperative supplementation of probiotics promotes accelerated skin healing in 

diabetic rats, possibly because their use was associated with attenuation of the 

inflammatory response, and were also associated with increased neovascularization and 

increased type I collagen deposition.  
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Introduction: Chronic wounds in patients with Diabetes Mellitus (DM) often become 

incurable due to prolonged and excessive production of inflammatory cytokines. The use 

of probiotics modulates the intestinal microbiota and reduces inflammatory reactions. Our 

previous results, recently published, showed that perioperative probiotic supplementation 

promoted accelerated wound healing in diabetic rats, possibly by attenuating the 

inflammatory response and increasing neovascularization and type I collagen deposition. 

In that study, probiotic supplementation also prevented weight loss and promoted better 

glycemic control. Objective: To evaluate the influence of perioperative probiotics 

supplementation on the production of inflammatory cytokine IL-17 in the wound healing 

process in diabetic rats. Methods: The methods have been published previously. Briefly, 

46 rats were divided into 4 groups (C3, P3, C10, P10) according to treatment received (P: 

Probiotic - Probiatop®, 250mg / day, orally) or control (C: maltodextrin, 250mg / day, 

orally) and euthanasia day: 3rd or 10th postoperative (PO). All rats were induced to DM 

72 hours before starting the experiment with Aloxana (40mg⁄kg, via caudal vein). 

Supplementation was started 5 days before surgery and continued until euthanasia. A 

punch incision was made and the wounds were left to heal by second intention. Wounds 

were digitally measured to calculate wound area. The immunohistochemical study was 

performed using Tissue Microarray blocks for analysis of IL-17 marker. Results: IL-17 

was lower in P3 when compared to C3 (Med:50;Min:11,4 Max:229,5 vs Med:174,6; 

Min:29,6 Max:479,9, p=0,02). The body weight on the 3rd PO day in group C3 was 

negatively correlated with the IL-17 levels (Spearman correlation coefficient = -0.68, 



p=0.015), indicating that the higher the body weight, the lower the IL-17 levels. The 

glycemia on the 10th PO day in group P10 was positively correlated with the IL-17 levels 

(Spearman correlation coefficient = -0.76, p=0.011), indicating that the higher the 

glycemia, the higher the IL-17 levels.    

Conclusions: Perioperative probiotic supplementation promotes IL-17 reduction what 

may explain acceleration on wound healing in diabetic rats. 

Keywords: probiotics, healing, diabetes mellitus, alloxan, interleukin-17. 

 

Introdução: Feridas crônicas em pacientes com Diabetes Mellitus (DM) geralmente se 

tornam incuráveis devido à produção prolongada e excessiva de citocinas inflamatórias. 

O uso de probióticos modula a microbiota intestinal e reduz as reações inflamatórias. 

Nossos resultados anteriores, publicados recentemente, mostraram que a 

suplementação perioperatória com probióticos promoveu a cicatrização acelerada de 

feridas em ratos diabéticos, possivelmente por atenuar a resposta inflamatória e 

aumentar a neovascularização e a deposição de colágeno tipo I. Nesse estudo, a 

suplementação com probióticos também impediu a perda de peso e promoveu um melhor 

controle glicêmico. Objetivo: Avaliar a influência da suplementação perioperatória de 

probióticos na produção da citocina inflamatória IL-17 no processo de cicatrização de 

feridas em ratos diabéticos. Métodos: Os métodos foram publicados anteriormente. 

Resumidamente, 46 ratos foram divididos em 4 grupos (C3, P3, C10, P10) de acordo com 

o tratamento recebido (P: Probiótico - Probiatop®, 250mg/dia, por via oral) ou controle 

(C: maltodextrina, 250mg/dia, por via oral) e dia da eutanásia: 3º ou 10º pós-operatório 

(PO). Todos os ratos foram induzidos ao DM 72 horas antes de iniciar o experimento com 

Aloxana (40 mg/kg, via veia caudal). A suplementação foi iniciada 5 dias antes da cirurgia 

e continuou até a eutanásia. Foi feita uma incisão e as feridas foram deixadas para 

cicatrizar por segunda intenção. As feridas foram medidas digitalmente para calcular a 

área da ferida. O estudo imuno-histoquímico foi realizado com blocos de Tissue 

Microarray para análise do marcador IL-17. Resultados: A IL-17 foi menor no P3 quando 

comparado ao C3 (Med:50;Min:11,4 Max:229,5 vs Med:174,6; Min:29,6 Max:479,9, 

p=0,02). O peso corporal no terceiro dia de PO no grupo C3 apresentou correlação 

negativa com os níveis de IL-17 (coeficiente de correlação de Spearman= -0,68, 



p=0,015), indicando que quanto maior o peso corporal, menores os níveis de IL-17. A 

glicemia no décimo dia de PO no grupo P10 foi positivamente correlacionada com os 

níveis de IL-17 (coeficiente de correlação de Spearman = -0,76, p=0,011), indicando que 

quanto maior a glicemia, maiores os níveis de IL-17. 

Conclusões: A suplementação peri-operatória de probióticos promove redução da IL-17, 

o que pode explicar a aceleração da cicatrização de feridas em ratos diabéticos. 

Palavras-chave: Probióticos, cura, diabetes mellitus, aloxana, interleucina-17. 

 

INTRODUCTION  

  The prevalence of chronic non-healing wounds is increasing globally as a result of 

the increased incidence of diabetes mellitus (DM), obesity and population aging.1 Diabetic 

foot ulcer is a serious and extremely prevalent complication in DM, and about 25% of 

patients with DM are at risk of developing this complication throughout their lives2. The 

elements associated with the pathophysiology of the diabetic foot are ischemia, 

neuropathy and infection3.  

  Normal wound healing is a complex process that involves sequential phases that 

are dynamically related and not individualized: inflammatory, proliferative, connective 

tissue formation, contraction and remodeling phases4-8. Excessive inflammation results in 

further protease degradation of growth factors and extracellular matrix components, as 

well as reduced sensitivity of epidermal cells to growth factors9-13. Diabetic patients 

present impaired healing due to prolonged accumulation of inflammatory cells and 

excessive production of inflammatory cytokines, and delayed healing is one of the main 

therapeutic difficulties associated with diabetic foot ulcer913. Therefore, it is tempting to 

speculate that modulation of the inflammatory phase might affect the success of wound 

healing16.  

  Modulation of inflammation, however, can be considered a difficult strategy, in part 

because the recruited macrophages have a heterogeneous function. There is still a 

discrepancy regarding which inflammatory cytokines are essential for wound healing and 

which are harmful1,14. Cytokine IL-17 has been described as a determinant in the change 

of proinflammatory macrophages for wound repair1,15, and its modulation seems to 

improve healing. Therefore, this could be a potential therapeutic option for chronic wounds 



with excessive inflammation1. IL-17 has been associated with several diseases and 

increased risk of complications due to increased inflammation16-20. The administration of 

IL-17 in a previous study has delayed wound contraction, collagen deposition and 

neutrophil production16, and treatment with interleukin blockers has already been shown 

to accelerate healing1.  

  Due to the increasing global problems of antibiotic resistance, the use of probiotic 

treatment is pertinent and promising, as they have the ability to strengthen the immune 

system, have anti-inflammatory effects and therefore can improve wound healing21-25. The 

axis proposed by Arck et al as the “brain-intestine-skin axis” suggests that the modulation 

of the intestinal microbiota may improve the systemic immune response and affect 

peripheral tissue responses25.  

  In this sense, modulating the intestinal flora may be an important strategy for 

reducing interleukin-17 production and therefore improving the healing process. To the 

best of our knowledge no experimental study similar to this has been identified so far. 

 
OBJECTIVE  

 To evaluate the influence of perioperative probiotics supplementation on 

interleukin-17 production in the skin healing process of diabetic rats. 

 

METHODS 
 The study was part of the Research on Tissue Healing Group of the Graduate 

Program in Surgery of the Federal University of Parana, Curitiba, Brazil. The project was 

conducted according to the rules provided for in Federal Law No. 11,794, of October 8, 

2008, standards provided by the National Council for Animal Experimentation Control. 

The study protocol was approved by the Animal Use Ethics Commission of the Positivo 

University, where the experiment was carried out. 
  The study protocol has been published previously. Briefly, 46 rats were divided 

into 4 groups (C3, P3, C10, P10) according to the treatment received (P: Probiotic - 

Probiatop®, 250mg/day, orally administered) or control (C: maltodextrin, 250mg/day, 

orally administered) and day of euthanasia: 3rd or 10th postoperative (PO). All rats were 

induced to DM 72 hours before starting the experiment with Alloxan (40mg per kg of 



bodyweight, through caudal vein). Supplementation was initiated 5 days before the 

incision and maintained until the day of euthanasia. An incision was made with punch and 

the wounds were left per second-intention healing. 

  To perform the immunoistochemical study, the excised lesions were parallelized 

in paraffin for subsequent construction of Tissue Microarray blocks. Immunoistochemical 

reactions with the antigens were individually evaluated: interleukin-17 (Interleukin 17; 

Polyclonal mouse, dog and human; Abcan®, Cambridge MA, USA, clone ab79056; 1: 200 

dilution) Immunoblotted slides were scanned by the Axio Scan.Z1 Scanner (Zeiss, 

Germany). 

  Results were described as median and minimum and maximum values. For 

comparison between groups, the nonparametric Mann-Whitney test was used. 

Comparisons between assessment days within the same group were made using the non-

parametric Kruskal-Wallis test. For correlation analysis, the Spearman coefficient was 

used. Values of p <0.05 indicated statistical significance. Data were analyzed using the 

IBM SPSS Statistics® software, v.20.  

 

RESULTS  

  Our previously published results showed that the contraction of the wound was 

greater in group P10 as compared to group C10, which resulted in a smaller wound area 

(832 ± 187 vs 1092 ± 250mμ2, p = 0.011). There was an increase in type I collagen from 

the 3rd to the 10th postoperative day in the group receiving probiotics (p = 0.016), which 

did not occur in the control group (p = 0.487).  

In this present study, IL-17 was lower in P3 when compared to C3 

(Med:50;Min:11,4 Max:229,5 vs Med:174,6; Min:29,6 Max:479,9, p=0,02). (Graph 1) 

(Figure1) 
 



 
Graph 1: Analysis of IL-17 on the 3rd PO day and on the 10th  PO day, P=Probiotics, C=Control. IL-17 was 

lower in P3 when compared to C3 (p<0,05). P10 was lower when compared to C10, with no statistic 
significance 

 
 
 

 
Figure 1 - Example of immunoistochemical study on: A:  3rd PO of Control group ; B:  3rd PO on Probiotic 

group; C: 10th PO on Control group; D: 10th PO on Probiotic  group. Note that there was a significant 
difference on 3rd PO of Control Group vs. 3rd PO of Probiotic Group, as is shown on A and B (20x) 
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Our previously published results showed that groups C3 and C10 presented 

weight loss between DM induction and 10thPO (p <0.001), while groups that received 

probiotics maintained their weight in the same period (P3 = 0.789, P10 = 0.433). Rats 

receiving probiotics had lower blood glucose at the time of surgery (P10) compared to 

group C10 (321 ± 146 vs. 541.2 ± 112mgdl, p = 0.001), as well as at the 3rd PO (281 ± 

132 vs. 405 ± 147 mg / dl, p = 0.040). 

 The body weight on the 3rd PO in group C3 was negatively correlated with the 

IL-17 levels (Spearman correlation coefficient = -0.68, p=0.015), indicating that the higher 

the body weight, the lower the IL-17 levels. Similar results were found on the 10th PO day 

(Spearman correlation coefficient = -0.67, p=0.035) (Graph 2).    

 

 
Graph 2  - Spearman correlation coefficient for body weight and IL-17 in groups C3 and P10, the higher 

the body weight, the lower the IL-17 levels 
 
 
 The glycemia on the 10th PO day in group P10 was positively correlated with the 

IL-17 levels (Spearman correlation coefficient = -0.76, p=0.011), indicating that the higher 

the glycemia, the higher the IL-17 levels (Graph 3).    
 
 



 
Graph 3 - Spearman correlation coefficient for glycemia and IL-17 in groups P3, C3, P10 and C10 in the 

3rd PO, 7th PO and 10th PO, the higher the glycemia, the higher the IL-17 levels 
 
 
 
 
DISCUSSION 

  Wound inflammation is an important phase of wound healing. Balancing this phase 

is critical, as both defective and excessive inflammation result in delayed healing. This is 

partly related to the dual role of macrophages as effectors of cellular immunity, but also 

as drivers of tissue repair1,9-13. IL-17 plays a role in determining these inflammatory 

macrophages, and IL-17 inhibition alters the inflammatory phenotype of macrophages, 

which generally reduces wound inflammation1.  

  In a previously study IL-17 has also been associated with neutrophil recruitment, 

previously, where neutrophil-depleted rats showed a significant improvement in acute 

wound closure. IL-17 deficiency resulted in reduced neutrophil infiltration16. In our 

previously published results we demonstrated that the rats supplemented with probiotics 

presented a reduction in the number of neutrophils according to the histological study by 

Hematoxylin-Eosin (HE) staining. 

  A recent experimental study has shown increased levels of IL-17 in diabetic rat 

wounds as well as the role of this interleukin in neutrophil adhesion to endothelial cells 
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and extravascular neutrophil migration. Experimental administration of IL-17 delayed 

wound contraction, reduced collagen deposition and accelerated neutrophil 

accumulation16. In obese diabetic rats, treatment with anti-IL17A blocking antibodies 

improved wound reepithelization, with accelerated wound closure and reduced 

inflammatory macrophage expression1.  

 There are also some interesting recent clinical studies with IL-17: in burn patients, 

IL-17 increased complications by increasing inflammation17. IL-17 expression also played 

an important role in the pathogenesis of perianal abscess and anal fistula18. IL-17 has 

also been recently associated with various diseases such as cystic fibrosis, rheumatoid 

arthritis, psoriasis, multiple sclerosis and inflammatory bowel disease16-20. Furthermore, 

clinical studies with the administration of IL-17 antagonists have shown to be highly 

effective in treating psoriasis. In contrast, these medications are associated with 

exacerbation of inflammatory bowel disease21. 

As described in our recently published results, perioperative probiotic 

supplementation in diabetic rats prevented weight loss, which occurred in the control 

group. The Spearman correlation coefficient indicated that the higher the glycemic value, 

the lower the weight, which suggests that probiotics supplementation favored glycemic 

control and consequently avoided weight loss. Glycemic control prevents wounds from 

remaining in the inflammatory stage of healing and promotes wound healing by down-

regulating proinflammatory cytokines, down-regulating growth factors, stimulating 

angiogenesis and increasing epithelialization22. We have also shown in our previously 

published results, however, that there was no correlation between glycemia and wound 

area. However, the present study showed that the glycemia on the 10th PO day was 

positively correlated with the IL-17 levels, indicating that the higher the glycemia, the 

higher the IL-17 levels, as we would expect from the literature. Malnutrition, especially 

protein malnutrition, can also impair wound healing by prolonging the inflammatory phase, 

decreasing fibroblast synthesis and proliferation, angiogenesis and collagen synthesis3,7. 

We have also shown in our previously published results that there was a positive 

correlation between body weight and wound area, which indicates that the higher the body 

weight, the larger the wound area. In the present study, however, the body weight was 



negatively correlated with the IL-17 levels in both Control and Probiotic groups, indicating 

that the higher the body weight, the lower the IL-17 levels, as we would expect.  

  To the best of our knowledge no experimental study similar to this has been 

identified so far. However, the present study has some limitations, already highlighted in 

our previous study: the diabetes model used mimics an acute disease condition, due to 

toxic effect on beta cells by Aloxana23 , different from the chronic one presented by 

patients with chronic wound complications. The animals in this study were not receiving 

DM treatment, and recent studies have been correlating chronic metformin use with 

changes in the microbiota24 ; and were not consuming artificial sweeteners, widely used 

in diabetes patients and also known as being harmful to the gut microbiota25.. Furthermore, 

chronic DM causes other complications to the healing process, as peripheral vascular 

disease, which were not extrapolated to the rats of this study. Even with those limitations, 

the beneficial effect of probiotics in decreasing IL-17 was confirmed in this model. Rat 

microbiota differs from human microbiota and certainly clinical studies investigating the 

effect of probiotic supplementation on IL-17 and wound healing in diabetic patients are 

needed to define the real benefit as well as to define the optimal dose, perioperative 

supplementation time and most indicated strains. 

 

CONCLUSION 

  Perioperative probiotic supplementation promotes IL-17 reduction what may 

contribuite to the acceleration on wound healing in diabetic rats receiving probiotics.  
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5 CONCLUSÕES  

5.1 CONCLUSÃO GERAL 

 

 A suplementação perioperatória de probióticos promove aceleração da 

cicatrização cutânea em ratos diabéticos, possivelmente por atenuar a resposta 

inflamatória e aumentar a neovascularização e a deposição de colágeno tipo I 

 

5.2 CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

 

 A suplementação perioperatória de probióticos acelera macroscopicamente o 

processo cicatricial de contração das feridas excisionais. 

 O uso oral de probióticos aumentou a deposição de colágeno do tipo I entre o 3º 

e 10º PO. Não houve diferença significativa no colágeno do tipo III.  

 Histologicamente o uso de probióticos resultou em menor número de 

polimorfonucleares e maior formação de neovasos, o que sugere atenuação da resposta 

inflamatório e contribuição para o processo cicatricial. 

 A suplementação perioperatória de probióticos reduz a expressão de IL-17, o que 

corrobora com a redução do processo inflamatório e aceleração da cicatrização. O TGF 

beta foi inferior no grupo probióticos quando comparado com o grupo controle, pelo 

provável mecanismo de feedback negativo pela cicatrização mais precoce da ferida. Não 

houve diferença significativa nos valores de IL-6 e TNF alfa.  

 Não houve perda de peso no grupo que recebeu probióticos,  enquanto o grupo 

controle apresentou perda de peso. O uso de probióticos associou-se a glicemias mais 

baixas do que no grupo controle.  

  A glicemia foi correlacionada negativamente com o peso, ou seja, quanto mais 

altos os níveis de glicemia, mais baixos foram os valores de peso. Não houve correlação 

entre glicemia e área cruenta. Entretanto, houve correlação positiva entre peso e área 

cruenta, indicando que quanto maior o peso, maior a área cruenta. Este resultado sugere 

que o mecanismo de ação dos probióticos na aceleração da contração da ferida não foi 

relacionado ao melhor controle glicêmico ou prevenção da perda de peso, mas sim com 



a redução da inflamação. O peso foi negativamente correlacionado com a IL-17, ou seja, 

quanto mais alto o peso corporal, mais baixos os níveis de IL-17. A glicemia foi 

positivamente correlacionada com os valores de IL-17, indicando que quanto mais alta a 

glicemia, mais altos os valores de IL-17. Estes resultados sugerem que a suplementação 

com probióticos atenua a resposta inflamatória e isto contribui para o controle glicêmico 

e para evitar a perda de peso.  
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