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RESUMO

Devido a importancia das feridas cutaneas diversos estudos t€ém buscado por compostos que
evitem os altos custos, os longos periodos de fabricagdao e o aumento da resisténcia bacteriana.
Desta forma o didxido de cloro (ClO2) destaca-se pelo baixo custo, grande capacidade biocida
e seu potencial de biocompatibilidade, além de apresentar baixa toxicidade quando comparado
a outros antissépticos como a clorexidina. Este trabalho foi realizado em duas etapas distintas,
onde no primeiro estudo determinou-se a concentracdo do didxido de cloro a ser usado, por
meio da técnica de implanta¢dao de esponja no subcutdneo de camundongos para avaliaciao da
curva de dose-resposta, € no segundo momento testou-se esta concentracdo em modelo
experimental de feridas cutineas excisionais em camundongos. Em ambas as etapas foram
dosados o colageno soluvel, hemoglobina, atividade de mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-p-
D-glicosaminidase (NAG) e quantificados a deposi¢do de coldgeno total e dos tipos I e III.
Baseado nos resultados apresentados na técnica de implantagdo de esponjas e levando em
consideracdo a importancia da angiogénese e da presenca dos neutrofilos e macrofagos no
processo de cicatrizagdo, optou-se por testar a concentragao de 150 ppm de diéxido de cloro no
processo de cicatrizagdo cutdnea de camundongos. Nos tempos de 1, 3, 7 e 14 dias de
tratamento, o fechamento em % de area da ferida do grupo tratado com didxido de cloro a 150
ppm foi superior quando comparado com o grupo controle, com diferenca estatistica em todos
os tempos analisados (p< 0,05* e p< 0,01**). A solu¢do de dioxido de cloro estabilizado a 7%
na concentracdo de 150 ppm foi efetivo em acelerar o fechamento de feridas excisionais
cutaneas em camundongos, apresentando influéncia positiva nas etapas de reparagdo tecidual,
desde a fase inflamatodria da ferida até a fase proliferativa, com maior deposi¢ao de colageno

total e dos tipos I e I1I aos14 dias apos a realizagdo da ferida.

Palavras — chave: Colageno. Mieloperoxidase. ClO». Esponja. Reparo.



ABSTRACT

Due to the importance of cutaneous wounds several studies have been looking for compounds
that avoid the high costs, the long periods of manufacture and the increase of bacterial
resistance. In this way the chlorine dioxide (ClO) is distinguished by the low cost, great
biocidal capacity and its biocompatibility potential, besides presenting low toxicity when
compared to other antiseptics like chlorhexidine. This work was carried out in two distinct
stages, in which the concentration of chlorine dioxide to be used was determined in the first
study by the technique of sponge implantation in the subcutaneous of mice to evaluate the dose-
response curve, and in the second This concentration was tested in an experimental model of
excisional skin wounds in mice. Soluble collagen, hemoglobin, myeloperoxidase activity
(MPO) and N-acetyl-pB-D-glicosaminidase (NAG) were measured in both steps and quantified
total collagen deposition and types I and III. Based on the results presented by the technique of
sponge implantation and taking into account the importance of angiogenesis and the presence
of neutrophils and macrophages in the healing process, it was decided to test the concentration
of 150 ppm of chlorine dioxide in the cutaneous healing process of mice. At days 1, 3, 7 and 14
days of treatment, the closure in% wound area of the group treated with chlorine dioxide at 150
ppm was higher when compared to the control group, with statistical difference at all times
analyzed (p<0,05 * ep<0,01 **). The 7% stabilized chlorine dioxide solution at 150 ppm
concentration was effective in accelerating the closure of excisional cutaneous wounds in mice,
presenting a positive influence on tissue repair stages, from the inflammatory phase of the
wound to the proliferative phase, with higher deposition of total collagen and types I and III at

14 days after the wound.

Key-words: Collagen. Myeloperoxidase. ClO2. Sponge. Repair.
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1. INTRODUCAO

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo com cerca de 10% do peso total da massa corporal,
realiza varias fungdes dentre elas a protecao fisica, quimica e a manutencao da hidratagao,
processos indispensaveis a sobrevivéncia (BORENA et al., 2015; MINUTTI et al., 2017).
Apresenta a capacidade de produzir peptideos antimicrobianos que previnem infecgdes, além
de hormonios e citocinas que exercem efeitos biologicos (GILABERTE et al., 2016). As lesdes
de pele podem ser causadas por trauma, queimaduras ou por doengas cronicas € representam
um problema na rotina veterinaria e na saude publica mundial (BALSA; CULP, 2015; WANG
et al., 2018).

Todas as feridas de pele, desde incisdes cirurgicas até ferimentos perfurantes, passam
pelo mesmo processo de cicatrizagdo, esse mecanismo ¢ complexo e depende de multiplos tipos
de células e mediadores que interagem em uma sequéncia sofisticada (BALSA; CULP, 2015;
SORG et al., 2017). A lesdo na pele dé inicio a uma resposta capaz de limitar os danos e induzir
ao reparo, através da interacdao de processos fisioldgicos que incluem as etapas de inflamagao,
prolifera¢do e remodelacdo tecidual (BUEMI et al., 2004; SERRA et al., 2017).

Devido a importancia das feridas cutaneas diversos estudos tém buscado por compostos
que evitem os altos custos, os longos periodos de fabricacdo € o aumento da resisténcia
bacteriana. Desta forma o dioxido de cloro (ClO2) destaca-se pelo baixo custo, grande
capacidade biocida e seu potencial de biocompatibilidade, além de ser um composto ja
empregado na area da satide, como na odontologia, sendo utilizado como antisséptico oral, além
de apresentar baixa toxicidade quando comparado a outros antissépticos como a clorexidina
(REDDING; BOOTH, 1991; UCHIYAMA; YAMADA, 2014).

Além disso o dioxido de cloro ¢ um agente com alta capacidade oxidativa e tem sido
empregado em varias atividades, desde estagdes de tratamento para purificagdao de dgua até na
industria téxtil, mas sua principal utilizacdo ¢ como antimicrobiano eliminando bactérias,
fungos e virus (NOSZTICZIUS et al., 2013; GRAY, 2014; MA et al., 2017)

No entanto estudos sobre a a¢do do didxido de cloro sobre o processo de cicatrizagdo
em feridas cutineas sdo escassos, a farmacologia e os mecanismos de a¢do desse composto
ainda ndo foram bem eclucidados. Sendo assim torna-se relevante a avaliacao da utilizagao do
dioxido de cloro para cicatrizagao de feridas cutdnea, podendo tornar o processo de reparo

cutaneo mais eficaz.



2. JUSTIFICATIVA

As feridas sdo afec¢des com grande presenga na rotina veterindria, mesmo que frequentes,
a sua completa resolucao pode ser desafiadora. As alteracdes no processo de reparo, podem
resultar na cronificacdo da ferida, estes processos cronicos sdo relacionados ao maior risco de
perda de cosmese, contamina¢do ou infec¢do, que podem levar a quadros de resisténcia a
antibioticoterapia. Além disso a ocorréncia de grandes areas de lesdo cutanea principalmente
em membros e extremidades, pode levar ao desconforto fisico, demora na reabilitacao e a
consequéncias mais graves como amputacdo de membros, que em quadros extremos pode
evoluir para septicemia e morte.

Com o intuito de encontrar compostos que tenham a capacidade de auxiliar ou estimular o
processo de cicatrizagdo e que tenham baixa toxicidade e custo, o presente trabalho utilizou o
Dioxido de Cloro que demonstrou efeito sobre a remodelagao de aderéncias pos-operatorias e
potente agdo antimicrobiana, além do seu emprego como antisséptico (EDDY et al., 2005;
NOSZTICZIUS et al., 2013; VALENTE et al., 2014; ZAVALA-RODRIGUEZ et al., 2014).
Acreditamos que o Didxido de Cloro possa funcionar como um possivel agente terapéutico na
estimulacdo do reparo de feridas.

Esse estudo ¢ importante ndo somente para avaliar o uso do Dioxido de Cloro como uma
possibilidade terapéutica, como também mensurar a concentracao ideal para utilizagdo desse
principio. Além disso, nosso trabalho pode contribuir para a melhor compreensdo dos

mecanismos envolvidos no processo de reparo tecidual a partir da aplicagdo desse composto.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar os efeitos do didxido de cloro estabilizado a 7% em um modelo pré-clinico de

cicatrizacao de feridas cutineas excisionais em camundongos.

3.2 Objetivos especificos:

(1) Determinar a melhor concentracdo do dioxido de cloro estabilizado a 7% para utilizagdo em
feridas cutineas;

(2) Avaliar os efeitos do dioxido de cloro sobre a velocidade de fechamento de feridas cutaneas
excisionais;

(3) Avaliar através de parametros bioquimicos e histoldgicos, os efeitos do didxido de cloro
sobre a atividade das enzimas mieloperoxidade (MPO) e N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG),
bem como do contetido de hemoglobina e da producdo e deposicdo de colagenos na feridas

excisionais cutaneas de camundongos.



4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 Pele

A pele dos mamiferos apresenta trés camadas de tecido, a epiderme, derme e hipoderme.
A epiderme ¢ a camada mais externa constituida por 4 a 5 subcamadas, quando integra funciona
como uma barreira a agentes externos como microrganismos e traumas (BORENA et al., 2015).
Na epiderme encontramos o estrato corneo, principal area de resisténcia ao meio externo, que
tem origem a partir dos queratindcitos presentes na matriz extracelular (MEC) (TRAVAGLI et
al., 2010). Outras células deste tecido s@o as células de Langerhans, melanécitos, linfocitos e
as células de Merkel (BARONI et al., 2012).

A epiderme ¢ formada por uma camada epitelial escamosa estratificada, basicamente
composta por queratindcitos e melandcitos. E fisicamente separada da derme pela membrana
basal ou pela lamina basal que fornece adesdo as estruturas da pele. A membrana basal regula
a difusdo de células e moléculas bioativas, como citocinas e fatores de crescimento, realizando
a liberacdo controlada destes fatores durante o remodelamento fisioldgico e o reparo apos
eventos de lesdo (BARONI et al., 2012; CICHOREK et al., 2013; GILABERTE et al., 2016) .

Os estratos da epiderme sdo divididos em basal, espinhoso, granuloso e corneo. O
estrato mais profundo € o basal, formado por uma coluna de queratindcitos, que representam
cerca de 80% das células totais da epiderme e tem intima ligacdo com a membrana basal. Com
alta taxa de renovagao celular, este estrato garante a continua reposi¢do de queratindcitos em
maturacdo que povoam as camadas superiores da epiderme (FORTUNEL; MARTIN, 2012).

Nos queratinodcitos ocorre o processo de queratinizagdo, definido como um conjunto de
eventos citoplasmaticos em que sdo sintetizados e depositados no interior destas células,
filamentos proteicos fibrosos de queratina que desempenham fun¢do impermeabilizante e
protetora da pele. Apos a fase de sintese da queratina ocorre a sua degradacao que leva a
formagdo das células corneas ou corneodcitos (GILABERTE et al.,, 2016; SANTORO;
GAUDINO, 2005)

A derme ¢ uma espessa camada de tecido fibroso e eléstico, localizada logo abaixo da
epiderme, onde encontram-se estruturas sensitivas, vasculares e feixes de coldgeno que
fornecem suporte estrutural e nutricional a camada epidérmica que ¢ avascular (BORENA et
al., 2015). E povoada principalmente pelos fibroblastos, que sio células moveis, com
prolongamentos citoplasmaticos e poder de adaptacao (SCHULTZ; WYSOCKI, 2009). Sao

responsaveis pela sintese de substancias que compdem a MEC (matriz extracelular), como



colageno, elastina e a substancia fundamental amorfa. Além disso na fase de remodelamento
desempenham papel importante ao diferenciarem-se em miofibroblastos, que apresentam fibras
de actina em seu interior e participam da contragdo tecidual da ferida (RITTIE, 2016).

Em sua estrutura a derme divide-se em duas camadas, papilar e reticular. A camada
papilar tem insercdo na epiderme através da membrana basal, com grande aporte vascular,
realizando a nutri¢cdo da epiderme. E rica em células, incluindo os fibroblastos, mastécitos,
macrofagos, além de componentes estromais da MEC como, as fibras de colageno tipo I e III,
fibras elasticas e componentes da matriz (glicoproteinas, proteoglicanas e outras). Devido a
essas caracteristicas apresenta maior capacidade de regeneragdo quando comparada com a
camada reticular (BORENA et al., 2015; GILABERTE et al., 2016; RITTIE, 2016). A camada
reticular ¢ formada por feixes espessos de colageno, distribuidos paralelamente a superficie da
pele (GILABERTE et al., 2016).

J& a matriz extracelular ¢ composta por proteoglicanos, &acido hialuronico e
principalmente por coldgeno que corresponde a 90% da sua composicdo (WIEGAND et al.,
2016). A MEC desempenha papel crucial no processo de reparacdo tecidual pois fornece
suporte & migracdo celular, a angiogénese, permitindo assim que ocorra a granulacdo e

reparagdo tecidual. (FRYKBERG; BANKS, 2015).

4.2 Fechamento de feridas

As feridas com fechamento em primeira intengdo sdo as mais simples, definidas como,
de origem cirurgica sem sinais de infec¢ao ou limpas com perda minima de tecido, sao fechadas
por meio de sutura cirargica (RITTIE, 2016). Nos casos de feridas com perda total de epiderme,
derme e estruturas profundas, a reparacdo ocorre através da formacgao de tecido de granulacao
que substitui o local da lesdo, esse tipo de reparagdo ¢ chamado de cicatriza¢do por segunda

intencao (SORG et al., 2017).
4.3 Etapas do reparo tecidual
A reparacao dos tecidos apresenta quatro fases, hemostasia, inflamagao, proliferacao e

remodelagdo, mesmo que separadas para melhor compreensdo, essas etapas se sobrepdem

durante o periodo de reparo (Figura 1) (HOSGOOD, 2006; SORG et al., 2017).
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Figura 1: Fases do reparo epitelial. (A) Durante a fase de hemostasia e inflamac¢ao, que ocorre
imediatamente apos a lesdo, os macrofagos residentes contribuem para o inicio da resposta
inflamatoria local, que leva a um grande influxo de neutréfilos para a area lesada. Neste
momento também ocorre a formagao do coagulo de fibrina, em torno do qual a matriz provisoéria
¢ formada. (B) Na fase proliferativa forma-se um tecido altamente vascularizado e com alta
densidade celular, sendo composto principalmente de macrdéfagos, fibroblastos e células
endoteliais, denominado tecido de granulagdo. Em paralelo, os queratindcitos migram das
margens da ferida para fechar o espaco epidérmico. (C) Durante a fase de remodelacdo do
tecido, os macrofagos contribuem para a organizacgao da matriz extracelular dentro da ferida, o
que leva a um tecido cicatricial que se caracteriza pelo aumento da deposi¢do de matriz e
redugdo da densidade celular (MINUTTTI et al., 2017) (Figura adaptada de ZOMER; TRENTIN,
2018).

4.3.1 Hemostasia

A hemostasia inicia-se imediatamente apos a injuria, dando inicio a cascata de
coagulacdo. Ocorre a vasoconstricdo e a liberacdo de substancias, como a serotonina, o
tromboxano A2 e a prostaciclina pelas membranas celulares, a fim de evitar a perda de sangue
(SERRA et al., 2017). Devido a exposi¢do de coldgeno presente nos vasos € na matriz
extracelular, ocorre a libragdo de citocinas e mediadores pro-inflamatérios, que desencadeiam
as vias intrinseca e extrinseca da coagulacdo (BELDON, 2010). Na superficie das plaquetas a
protrombina ¢ ativada para formar trombina, que realiza a clivagem do fibrinogénio para gerar
fibrina (PEREIRA; BARTOLO, 2016). Os mediadores secundarios liberados, como o ADP
(Adenosina Difosfato) e tromboxano A2, ativam a integrina das plaquetas e permite a formacao

de trombos plaquetarios através da agregacao de plaquetas ativadas (HOU et al., 2015).



A agregagdo plaquetaria ¢ a primeira barreira a entrada de patogenos, além disso
filamentos de fibrina sdo entdo incorporadas a essa agregacdo e culminam na formagdo do
coagulo. Esse tampao formado facilita a migracao celular sobre o local da lesdo, a diferenciagao
celular e reestabelece a fungdo protetora da pele (HOU et al., 2015; MINUTTI et al., 2017).
Além disso varios fatores de crescimento sdo liberados, dentre eles podemos citar, o fator de
crescimento transformador-B (TGF-B), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o IGF-1 (fator de crescimento semelhante a
insulina-1) que sdo responsaveis pela ativacao de fibroblastos, macréfagos e células endoteliais
no ambiente da lesdo (PEREIRA; BARTOLO, 2016).

A degradacdo da fibrina seguida da ativagao do sistema complemento desempenha papel
fundamental, pois os produtos resultantes da degrada¢do levam a liberacdo de agentes
quimiotaticos (PDGF, TGF-B) e mediadores quimicos iniciando assim a migragao de leucdcitos
e macrdfagos para a ferida, dando inicio a fase inflamatoria (KUJATH; MICHELSEN, 2008;
THIRUVOTH et al., 2015).

4.3.2 Inflamacao

O processo inflamatério compreende uma das fases de reparo tecidual. E marcada pelos
sinais de dor, hiperemia, edema e a perda de fun¢ao (PITTMAN; KUBES, 2013). Os objetivos
da fase inflamatéria sdo de limpar a ferida de particulas estranhas e de agentes infecciosos. Para
a realizagdo dessas acdes ocorre o recrutamento e a ativagao das células de defesa. O primeiro
tipo celular a chegar ao local s3o os neutrofilos (24h - 48h), devido ao aumento da
permeabilidade endotelial causada pela trombina e interleucina-8 (IL-8), que facilitam a
migracdo dos leucécitos do fluxo sanguineo marginal para o local lesado. (KUJATH;
MICHELSEN, 2008; RITTIE, 2016; THIRUVOTH et al., 2015).

Os neutrofilos originam-se de células-tronco hematopoiéticas presentes na medula
Ossea, no processo denominado de granulopoiese. Os primeiros sinais que sdo responsaveis pelo
recrutamento sdo liberados por células danificadas e necréticas apds a lesdo tecidual
(PITTMAN; KUBES, 2013). Esses sinais provavelmente sejam os DAMPs (Padrdes
Moleculares Associados a Danos), uma variedade de moléculas ¢ alocada nessa classe que
inclui DNA, peptideos N-formil, componentes da matriz extracelular, ATP, entre outros. Os
neutrdfilos expressam grande quantidade de receptores que sdo capazes de detectar mediadores
pro-inflamatérios € modular a sua migracao, fungdo e comportamento (DE OLIVEIRA;

ROSOWSKI; HUTTENLOCHER, 2016).



Com alta capacidade destrutiva e fagocitica os neutréfilos produzem uma gama de
substancias quimicas usadas no combate a microrganismos que incluem os peptideos
antimicrobianos, espécies reativas de oxigénio (EROs) e proteases (WILGUS; ROY;
MCDANIEL, 2013). Os neutrofilos come¢cam a diminuir apos 24-36 horas do inicio da fase
inflamatoria, por apoptose, neste momento um grande nimero de monocitos inflamatorios, que
foram recrutados da medula 6ssea através de quimiocinas e varias moléculas de adesdo, chegam
a ferida e amadurecem em macrofagos no tecido (WYNN; VANNELLA, 2016; QING, 2017).

Os macréfagos removem bactérias, tecido necrotico e neutréfilos apoptoticos
(eferocitose), além disso participam da liberagdo de fatores de crescimento e citocinas que
modulam e recrutam fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos (FRYKBERG; BANKS,
2015). A eferocitose destaca-se como um processo importante nao s6 pela eliminagdo de
neutrofilos que podem causar dano tecidual adicional, mas também pela resposta anti-
inflamatoria que causa, pois quando ocorre a fagocitose de um neutréfilo apoptoético gera um
forte estimulo para a supressdo do processo inflamatorio. (ELLIOTT; KOSTER; MURPHY,
2017).

Ap6s a eferocitose altos niveis de interleucina -10 (IL-10), TGF-B e prostaglandina E2
(PGE2) sdo liberados por macréfagos, além da secre¢do de VEGF, fatores esses importantes na
reparacao tecidual (KORNS et al., 2011; MARTIN et al., 2015). A fagocitose de neutrofilos
representa entdo a passagem do macrofago (M 1) de carater fagocitico e produtor de mediadores
pro-inflamatérios, para a fase reparadora, macrofagos (M2), envolvidos na sintese de
mediadores anti-inflamatdrios, no estimulo a proliferacdo de fibroblastos e nos processos de
angiogénese, a deplecao de neutrofilos e a alteracdo do fenotipo de macréfagos marca o inicio
da fase proliferativa (LUCAS et al., 2010; SORG et al., 2017).

Devido os importantes papeis desempenhados pelos neutrofilos e macréfagos no
processo inflamatorio e de reparagdo cicatricial, as enzimas, mieloperoxidase (MPO) e a N-
acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), presentes em neutréfilos e macrofagos respectivamente,
servem de marcadores para a mensuracdo de suas atividades. A MPO ¢ uma heme proteina
presente nos granulos azur6filos de neutrdfilos que atua na destruicao de patdogenos invasores,
e outros fagocitos, tem capacidade de amplificar o efeito oxidativo e citotdxico destas células,
além de gerar espécies de radicais livres (HAZEN et al., 1996; KHAN; ALSAHLI; RAHMANI,
2018; ZHANG et al., 2002). Ja a NAG, enzima lisossomica hidrolitica, esta presente em altos
niveis em macrofagos ativados (LIMA et al., 2014; MENDES et al., 2007).



4.3.3 Proliferagao

A fase proliferativa se sobrepde a fase inflamatdria e ocorre do 2° ao 10° dia apds a
lesdao, podendo estender até o 14° dia, ¢ caracterizada pela migragao e proliferacao de diferentes
tipos celulares (REINKE; SORG, 2012; GONZALEZ et al., 2016). O inicio desta fase ocorre
pela migracao de queratindcitos e fibroblastos para o local da lesdo, além da deposi¢ao de MEC
e secre¢do de metaloproteinases (MMPs), responsaveis por facilitar a migracao celular pelo
coagulo de fibrina (THIRUVOTH et al., 2015). Nesta fase ocorre intensa atividade celular com
0 objetivo de diminuir a area da lesdo e formar tecido de granulagdo e epitélio. A fase de
proliferacdo pode ser dividida nos seguintes estagios: angiogénese, fribroplasia (formagao de
tecido de granulagdo e deposigdo de coldgeno) e a reepitelizagio (LANDEN; LI; STAHLE,
2016; SERRA et al., 2017).

4.3.4 Tecido de Granulacao

O tecido de granulagdo ¢ um conjunto denso de vasos sanguineos e células,
principalmente macrofagos e fibroblastos, que estdo mergulhados em uma matriz proteica,
constituida em sua maioria de coldgeno tipos I e III, elastina, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos, sintetizadas em grande parte pelos fibroblastos (OLCZYK et al., 2014;
THIRUVOTH et al., 2015).

4.3.4.1 Angiogénese

A angiogénese tem papel fundamental na cicatrizagdo, pois fornece nutrientes e
oxigénio ao tecido neoformado, falhas nesse processo estdo associados a casos de retardo na
reparacao tecidual (WILLENBORG et al., 2012; SORG et al., 2017). No inicio o processo
aparenta ser de forma bem desorganizada, devido a alta densidade de capilares, mas trata-se de
um processo altamente controlado, tanto por sinais oriundos do soro quanto do microambiente
da ferida (SORG et al., 2017, WANG, 2018). Entre as citocinas mais potentes para a
angiogénese podemos citar o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), a angiopoietina,
o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o TGF-B. Ainda participam desse processo as
células epiteliais, fibroblastos e os macrofagos que demonstram uma alta atividade pro-

angiogénica (OLCZYK et al., 2014; SORG et al., 2017).
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Apos a dissolugdo da lamina basal, as células endoteliais saem dos vasos existentes,
multiplicam e migram em direcdo a origem do estimulo angiogénico. O processo de
vasculogénese, formacdo de novos vasos a partir de substancias progenitores endoteliais
derivados da medula dssea, também pode ocorrer. Ao fim os brotos dao origem ao limen dos
vasos ¢ diferenciam-se em vasos de maior calibre como artérias ¢ vénulas (REINKE; SORG,

2012; LANDEN; LI; STAHLE, 2016).

4.3.4.2 Fibroplasia

Durante a fibroplasia os fibroblastos da derme sdo atraidos para o local da lesdao, um dos
fatores que media a atracdo ¢ o PDGF que ¢ secretado pelos granulos das plaquetas,
imediatamente ap0s a lesdo. Este fator apresenta forte caracteristica mitogénica e ainda estimula
os fibroblastos a sintetizar a nova MEC (OLCZYK et al., 2014; SORG et al., 2017). As
transi¢des de fibroblasto para miofibroblastos necessitam tanto de sinais mecanicos quanto da
sinalizacdo de TGF-B, além disso apos a diferenciacdo os proprios miofibroblastos liberam
TGF-p para estimular a diferenciacao de outros fibroblastos (DULMOVITS; HERMAN, 2012).
O surgimento dos miofibroblastos no local da ferida ocorre cerca de 4 dias apos a lesdo, essas
células exibem capacidade contratil, pois expressio a o-SM actina na forma de
microfilamentos, desempenhando papel importante na contracdo e no processo de maturagdao
do tecido de granulagdo (DESMOULIERE et al., 2014; THIRUVOTH et al., 2015).

Além disso a MEC recém formada facilita a migracdo, adesdo e proliferagdo celular e
de vasos (LUCAS et al., 2010). Constituintes como o acido hialuronico oferecem estrutura e
viscosidade a MEC devido as suas propriedades hidrofilicas, com capacidade de regular o
comportamento celular, incluindo cicatrizag¢do e inflamacao (XUE; JACKSON, 2015). A fase
de remodelacdo ocorre de forma mais acentuada no fim da formacao do tecido de granulacao

(SERRA et al., 2017).

4.3.4.3 Reepitelizagao

A Reepitelizacao ¢ a migragdo dos queratindcitos pela epiderme da borda da ferida, essa
mobilidade ¢ estimulada pela liberagdo dos fatores de crescimento e principalmente pela
hipoxia que ocorre na area lesada (WOODLEY et al., 2015). A fase de reepitelizagdo se
sobrepoe a fase inflamatoria, pois a atividade migratéria de queratindcitos € detectada poucas

horas apos a lesdo (RITTIE, 2016). A proliferagdo maxima destas células na borda da lesdo
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ocorre entre 24 a 72 horas apoOs a injuria, sdo as principais responsaveis pelo aumento das
mitoses e pela hiperplasia epitelial (USUI et al., 2008; SERRA et al., 2017). Sdo a primeira
camada que cobre a ferida e apenas os queratindcitos basais tém a capacidade de proliferagao,
pois a medida que se diferenciam para formar os estratos da epiderme perdem a caracteristica
proliferativa (PASTAR et al., 2014; WOODLEY et al., 2015).

Virios fatores de crescimento mediam a maturacdo e proliferagdo dos queratinocitos,
como o HB-EGF (Factor de Crescimento do Tipo EGF de Ligacao a Heparina), EGF, TGF-a
(Fator de Crescimento Transformador Alfa) , KGF (Fator de Proliferacdo de Queratinocitos) e
o IGF-1, outros agentes sdo envolvidos nesse processo como as integrinas, as MMPs e
componentes da MEC, que podem auxiliar os fatores de crescimento na estimulagcdo de
queratindcitos (OLCZYK et al., 2014; PASTAR et al., 2014). Ocorre também a migracao e
proliferacdo de fibroblastos para matriz proviséria e a produ¢do de MMPs, colageno,
proteoglicanos, acido hialuronico, glicosaminoglicanos e fibronectina. As fibras de colagenos
sdo depositadas de forma desorganizada inicialmente, ap6s a agdo de enzimas digestivas
liberadas por neutréfilos, macréfagos e pelos fibroblastos ocorre entdo a deposicdo de forma
mais organizada sobre o tecido conjuntivo. Essas caracteristicas finais ddo inicio a fase de

remodelag¢ao (SERRA et al., 2017).

4.4 Dioxido de Cloro

O Didxido de Cloro (ClO2) é um composto capaz de oxidar agentes orginicos e
inorganicos € por ser um gas soluvel em agua pode ser empregado nas formas gasosa ou em
solucdo aquosa e utilizado como desinfetante, agente antimicrobiano, na sanitizacdo de
alimentos, esterilizante, no sistema de tratamento de dgua, antisséptico, supressor de aderéncias
pos operatérias e na industria hospitalar tanto para descontaminar salas quanto materiais
(BURTON et al., 2008; HE et al., 2015; NOSZTICZIUS et al., 2013; SHARMA; SOHN, 2012;
SHIN; SONG; SONG, 2012; ZAVALA-RODRIGUEZ et al., 2014). Os empregos desse
composto sdo os mais variados, sendo que a medida que crescem os estudos os resultados da
biocompatibilidade do ClO> ¢ evidenciada (BARNHART et al.,, 2005; STRATILO;
CRICHTON; SAWYER, 2015; VALENTE et al., 2014).
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4.4.1 Caracteristicas quimicas

O Didxido de Cloro, mesmo que apresente a palavra cloro em sua nomenclatura,
diferencia-se quimicamente de compostos clorados de larga utilizagdo, como o cloro ¢ o
hipoclorito de sédio (HE et al., 2015; MOGOA et al., 2011). Compostos esses que produzem
sustancias cancerigenas como os trihalometanos e os acidos haloacéticos, que sdo produtos de
reagoes destes agentes com substancias organicas, ja o dioxido de cloro tem como vantagem a
ndo formagao de niveis detectaveis destes produtos (YANG; GUO; LEE, 2013). Produtos
recentes como o Atomic 70® fornecem ao mercado o dioxido de cloro ja estabilizado,

facilitando assim seu uso nos diversos setores da area hospitalar e da saude.

4.4.2 Acao Desinfetante

O Diodxido de Cloro ¢ empregado como desinfetante e apresenta varios relatos de seu
uso no controle de agentes infecciosos (ISON; ODEH; MARGERUM, 2006; NOSZTICZIUS
et al., 2013; STRATILO; CRICHTON; SAWYER, 2015). Um dos mecanismos de agdo para a
eliminacdo desses agentes ocorre quando o dioxido de cloro em contato com grupos sulfidrilas
leva a oxidagdo destes grupos, efeito esse que explica sua acao antimicrobiana, pois acredita-se
que o ClOz permeia a membrana celular alterando o grupo -SH da glicose oxidase em um grupo
-S-S-, causando a interrupcao da atividade enzimatica e por consequéncia a morte bacteriana.
J& a lesdo sobre os virus deve ocorrer pelo dano ao acido nucléico ou pela ruptura da proteina
viral (ISON; ODEH; MARGERUM, 2006). O tempo de contato do di6xido de cloro para
eliminacdo de microrganismos ocorre em apenas alguns milissegundos. (NOSZTICZIUS et al.,

2013).

4.4.3 Citotoxidade

A citotoxidade da solucdo aquosa de dioxido de cloro j& foi objeto de estudo dos
pesquisadores Nishikiori e colaboradores (2008), em que a a¢dao do dioxido de cloro a 0,3%
(3000 ppm) sobre o ciclo e a morfologia dos fibroblastos gengivais humanos, ndo apresentou
indugdo de apoptose ou necrose destes, as analises foram feitas em citometria de fluxo e os
achados sugeriram que o ClO2 ¢ adequado para uso como antisséptico bucal. Em outro estudo

realizado por Stratilo e colaboradores (2015) a citotoxidade do didxido de cloro sobre culturas
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celulares de queratinocitos da pele humana foi até duas ordens de magnitude menor do que
quando comparada a do hipoclorito de sddio.

Os autores Redding e Booth (1991) realizaram a comparagao de toxicidade celular entre
o gluconato de clorexidina e o didéxido de cloro em fibroblastos da derme de equinos. Na
concentragdo de 0,5% a 1% o gluconato de clorexidine causou a morte de todos os fibroblastos,
a viabilidade de 50% destas células s6 foi mantida na concentragdo de 0.005%, ja o didxido de
cloro apresentou a mesma viabilidade do grupo controle, em que foi utilizado a Solugdo de

Fosfato Tamponada, evidenciando assim sua baixa toxicidade celular.

4.4.4 Utilizacdo como antisséptico

Em estudo realizado por Valente e colaboradores (2014), o didéxido de cloro foi utilizado
como solugdo antisséptica em pacientes com laceragdes ndo complicadas, definidas como
lesdes até oito horas da sua ocorréncia e passiveis de sutura, sendo a limpeza da ferida feita
com 100 ml de solucdo a 50 ppm de ClO>. Nos resultados obtidos ndo foi observado diferenca

na cosmese das feridas.

5. MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi submetido e aprovado pela CEUA/UFU (Comissdo de Etica na Utilizagdo
de Animais da Universidade Federal de Uberlandia) de acordo com o protocolo 009/18 (Anexo
D).

Este experimento foi realizado em duas etapas distintas, onde no primeiro estudo
determinou-se a concentragdo do dioxido de cloro a ser usado, por meio da técnica de
implantagdo de esponja no subcutaneo de camundongos para avaliacdo da curva de dose-
resposta das concentragcdes de dioxido de cloro, e no segundo momento testou-se esta

concentracdo em modelo experimental de feridas cutaneas excisionais em camundongos.

5.1 Animais

Foram utilizados nos dois estudos 130 camundongos machos, albinos da linhagem
Balb/c, com idade entre 7 e 8 semanas, pesando entre 25-30g, fornecidos e mantidos na Rede
de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU). Apds o

procedimento cirirgico eram transferidos para gaiolas individuais com controle de temperatura,
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umidade e ciclo claro/escuro de 12 h, (com livre acesso a dgua e racdo, durante todo o

experimento).

5.2 Primeira Etapa: Defini¢do de curva Dose-Resposta das concentragdes de Didxido

de Cloro

Para este estudo utilizou-se a solucdo de Didxido de Cloro estabilizado a 7% (Atomic
70®), um desinfetante de alto nivel destinado a area da saude. Foram testadas as concentragdes
de 50 ppm, 150 ppm, 250 ppm e 350 ppm, obtidas pela dilui¢do do produto na forma comercial
em Solucdo Salina Tamponada de Fosfato (PBS). As dilui¢des eram feitas diariamente e
descartadas apoés a utilizagao.

A técnica de implantes de esponjas a seguir ¢ a mesma descrita e empregada por Cassini-
Vieira e colaboradores (2014):

Nesta etapa foram utilizados discos de esponjas (poliéster poliuretano) de 8 mm de
diametro e 4 mm de espessura, os quais eram mantidos em alcool 70% v/v durante 24 horas e
em seguida fervidos em agua destilada por 30 minutos antes da implantagao.

Para a implantacdo das esponjas foram utilizados 70 camundongos, os quais foram
anestesiados por via intraperitoneal com a associagdo de cloridrato de xilazina (10mg/kg) e
cloridrato de cetamina (100mg/kg). Foi realizado a tricotomia e antissepsia da regido dorsal
com alcool 70% v/v. Em seguida promoveu uma incisdo dorsal transversal de aproximadamente
1 cm sobre regido sacral. Por este acesso criou-se um tinel subcutaneo em dire¢do cranial, por
onde os discos de esponja foram introduzidos e posicionados a aproximadamente 0,5 cm da
regido interescapular (Figura 2). Os discos de esponjas ndo sdo implantados proximos ao local
de incisdo para que o processo inflamatdrio desta regido ndo altere o conteudo da mesma. A
sintese cutanea foi feita com fio de nylon 3-0 e pontos simples separado e os animais mantidos

em gaiolas individuais.
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(A)

Figura 2- Em (A) Imagem fotografica do Implante de esponja de poliéster poliuretano. Em (B)

Técnica de colocagdo do implante de esponja, proximo a regido interescapular de camundongo,

por meio de tunel subcutaneo iniciado a partir de uma incisdo dorsal sobre a regido do sacro.
Apo6s a implantagdo das esponjas, os animais foram divididos em 5 grupos com 14

individuos cada:

-Grupo I controle: recebeu um volume de 20 uL de PBS.

- Grupo II: recebeu um volume de 20 pL da solucdo de didxido de cloro a 50 ppm.

- Grupo I1II: recebeu um volume de 20 pL da solugdo de didxido de cloro a 150 ppm.

- Grupo IV: recebeu um volume de 20 pL da solucao de dioxido de cloro a 250 ppm.

- Grupo V: recebeu um volume de 20 pL da solugdo de didxido de cloro a 350 ppm.

As solugdes foram aplicadas dentro da esponja através de inje¢do subcutanea, por meio
de seringa ultrafina de 50UI (0,5mL) e agulha 31G, logo apds a cirurgia durante todos os dias,

no mesmo horario até o 8° dia poés-implantacao.

5.2.1 Remogao dos implantes

No 9° dia pos-implantac¢@o os animais foram submetidos a eutanasia com Lidocaina 2%
57mg/kg (0,1 mL), seguido do aprofundamento anestésico com Tiopental sddico 5% 150
mg/Kg (0,1 mL) ambos por via intraperitoneal, sendo ainda realizado o deslocamento cervical.
Ap0s eutandsia, os implantes foram retirados através de incisdo de pele realizada ao redor de
toda a esponja, mantendo uma margem de 0,5 cm, para evitar alteracdes no conteudo da mesma,

em seguida foram dissecadas, pesadas e processadas para estudos bioquimicos e histologicos.
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5.2.2  Anélise bioquimica

Oito individuos de cada grupo tiveram seus implantes removidos para as analises
bioquimicas. As esponjas foram pesadas e divididas ao meio. Uma parte foi utilizada para
determinag¢do do coldgeno soluvel e a outra para dosagem de hemoglobina, atividade de

mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG).

5.2.3 Dosagem de colageno Soluvel

A quantidade de colageno solivel nas amostras foi avaliada por um ensaio
colorimétrico, pela reacdo do Picrosirius Red. Esta técnica foi desenvolvida por Phillips e
colaboradores (2002) e adaptada para o modelo de implantes de esponja por Campos e
colaboradores (2006), sendo também empregada na avaliacio de deposi¢do de colageno soluvel
nas feridas.

As amostras foram homogeneizadas com tampao (salina 0.1% Triton X-100), apds
homogeneizagdo os debris foram removidos pela centrifugagdo. Foram adicionados 50uL do
reagente Picrossirius Red em 50uL da amostra da esponja, para a ferida foi utilizado 30 uL. de
amostra. Apos 30 minutos de incubacdo em temperatura ambiente o complexo colageno-
picrosirius red foi separado por centrifugacao a 10.000 g durante 15 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado, retirando o maximo de liquido possivel, vertendo-se o tubo sobre
papel absorvente. O sedimento foi lavado com 500 pL de etanol, colocado delicadamente pela
parede do tubo para nao remover o pellet, e entdo, todo etanol foi removido, vertendo-se com
cuidado em papel absorvente. Foi adicionado ao sedimento, em 1 mL de reagente alcalino
(NaOH 0,5 M). A absorbancia foi quantificada a 540 nm em um leitor de microplacas (E max,
Molecular devices, Sunnyvale, CA, USA) onde foram transferidos 200 puL das amostras, em
duplicata. A quantidade de coldgeno em cada amostra foi determinada através da comparagdo
de uma curva padrao utilizando-se padrao de coldgeno (Merk) e os resultados expressos em pg

de colageno por mg de peso da amostra.

5.2.4 Dosagem de hemoglobina

A dosagem do contetdo de hemoglobina foi feita utilizando-se o método do reagente de

Drabkin desenvolvido em 1932 e adaptado como indice de vascularizagdo por Plunkett e Hailey

(1990) e Hu e colaboradores (1995). As amostras que apresentaram hemorragia ou infec¢do a
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analise macroscopica foram excluidas do ensaio. Em seguida, cada amostra foi homogeneizada
em 2,0mL de um reagente cromogénico especifico para hemoglobina (reagente de Drabkin-kit
de Dosagem de Hemoglobina Labtest) e adicionados em microtubos (ependorff) de 2,0 mL.
As amostras foram centrifugadas a 4 °C por 40 minutos a 12.000 g e os homogenatos
filtrados em filtros de 0,22 um (Millipore). Posteriormente, foi realizada leitura
espectrofotométrica em comprimento de onda de 540 nm (Leitor de Elisa), utilizando-se uma
placa de 96 pogos. A concentracdo de hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de
uma curva padrdo conhecida (Labtest) e os resultados expressos em concentragao de

hemoglobina (microgramas) por miligrama de peso imido da amostra.

5.2.5 Avaliagdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A metodologia empregada ¢ a mesma descrita por Bradley e colaboradores (1982).
Apobs a dosagem de hemoglobina, a esponja utilizada foi dividida ao meio, obtendo ' da
esponja original a qual foi ressuspensa em 2,0 mL de tampao fosfato de soédio, pH 5.4. As
amostras foram trituradas e homogeneizadas em voértex por 30 segundos, foram transferidos
300 pL desse homogenato para microtubos (eppendorf) de 1,5 mL e acrescentados 600 pL de
HTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilamonio — Sigma) 0,5% p/v diluido em tampao fosfato pH
5,4. Ap6s nova homogeneizagao no vortex as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado no ensaio enzimatico. O ensaio enzimatico foi
realizado em microtubos (eppendorf) de 1,5 mL, e a reagdo seguiu a seguinte ordem: 100 pL
de peroxido de hidrogénio 0,003%, 100 uL de TMB (3,3, 5,5’- tetrametilbenzidine - Sigma) a
6,4 mM diluido em DMSO (dimetil sulféoxido — Merck); acrescentados a 200 pL do
sobrenadante da amostra, deixando a solu¢do reagir por 1 minuto cronometrado. Para
interromper a reacgao adicionou 100 pL de H2SO4 (4acido sulfirico — Merck) a4 M. Em seguida,
foram adicionados 200 pL a placa de 96 pocgos e a leitura espectrofotométrica feita em
comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos em indice de MPO

(Absorbancia em D.O./g de peso imido da amostra).

5.2.6 Avaliagdo da atividade de N-acetil-pB-D-glicosaminidase (NAG)

A metodologia empregada seguiu a mesma descrita por Bailey, (1988). O Y4 restante da

esponja original foi ressuspenso em 2,0 mL de solugdo salina 0,9% com Triton X-100
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(Promega) a 0,1%. As amostras foram trituradas e homogeneizadas em vortex até obter uma
suspensdo homogénea e, posteriormente, centrifugadas em 3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi utilizado para a realizagao do ensaio enzimatico. Para o ensaio,
foram adicionados 100 puL das amostras em duplicata a uma placa de 96 pogos. Nas amostras,
foram adicionados 100 pL. do substrato (p-nitrofenil-n-acetil-B-D-glicosaminida— Sigma),
diluido em tampao citrato/fosfato pH 4,5, em seguida, incubadas a 37 °C durante 30 minutos.
Por ultimo, foram adicionados 100 uL. de tampao glicina 0,2 M, pH 10,6. A absorbancia foi
medida por espectrofotometria em leitor de Elisa, em comprimento de onda de 400 nm. A
atividade de NAG no implante foi calculada a partir de uma curva padrdo de p-nitrofenol
avaliada paralelamente.

O p-nitrofenol ¢ o produto cromoégeno da reagdo entre p-nitrofenil-N-acetil-p-D-
glicosamina com a N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG). Os resultados das leituras foram

expressos em nmol.mL-1/mg de peso umido da amostra.

5.2.7 Analise histomorfométrica do colageno total e dos tipos I e I1I

Os seis animais restantes de cada grupo tiveram seus implantes removidos e fixados em
solucao de methacarn por um tempo minimo de 3 horas, e em seguida desidratadas, diafanizadas
e incluidas em parafina, segundo técnicas de rotina.

Foram confeccionadas cinco laminas para cada peca, com cortes seriados de cinco
micrometros de espessura, com 60 micrometros entre si. Os cortes histologicos foram corados
pela técnica de Picrosirius Red, sendo avaliada a area total de tecido fibrovascular formado na
periferia do implante, desconsiderando a regido central onde foram aplicadas as solucdes
analisadas. Essas areas foram digitalizadas por meio de microscopio Nikon TS 100 com
objetiva de 20X e ocular de 10X com filtro de polarizacao para diferenciacdo do coldgeno tipo
I e IIl. Em seguida essas imagens eram submetidas ao programa Image J através das ferramentas

Threshold e Spilt Channel para quantificagdo destes colagenos.

5.3 Segunda Etapa: Avalia¢ao da Cicatrizagao em Feridas Excisionais Cutaneas de

Camundongos

Para este estudo foram utilizados 60 camundongos, anestesiados com o mesmo protocolo

anterior. Foi realizado a tricotomia e antissepsia da regido dorsal com alcool 70% v/v. Em
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seguida foram criadas quatro lesdes circulares equidistantes no dorso dos animais de 5 mm de

diametro por meio de punch cirirgico removendo a pele e todo subcutaneo (Figura 3).

Figura 3 - Imagem fotografica ap6s a criagdo das quatro lesdes cutdneas dorsais em
camundongos, com punch cirirgico de Smm de diametro.

5.3.1 Tratamento da ferida

Baseado nos resultados da primeira etapa do experimento optou-se pela utilizagdo do
Dioxido de Cloro a 150 ppm.

Nesta fase os animais foram divididos em dois grupos com 30 animais cada, controle
(CO) e tratado (ClO2). Sendo cada grupo subdividido em trés subgrupos de igual nimero
(n=10).

O tratamento foi realizado diariamente, sempre no mesmo periodo. No grupo CO foi
realizada a aplicagdo de 20 pL de solucdo de PBS, ja no grupo ClO; realizou-se a aplicagdo de
20 uL da solugdo de didxido de cloro a 150 ppm sobre a ferida, as aplicagdes foram realizadas
com auxilio de uma pipeta (Figura 4). Iniciadas imediatamente apds a realizagao das feridas até

o dia anterior a eutanasia. Que se deu aos quatro, oito e 15 dias ap6s a criagao da ferida.
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Figura 4 - Imagem fotografica mostrando a aplicagdo das solugdes sobre as lesdes cutineas
criadas experimentalmente no dorso de camundongos.

5.3.2 Fechamento da ferida e coleta das amostras

O acompanhamento do fechamento macroscopico das feridas foi realizado nos dias 0,

1, 3, 7 e 14 apds a criagdo da lesdo com o auxilio de um paquimetro digital calibrado em

milimetros (Figura 5).

Figura 5 - Imagem fotografica mostrando a utilizagdo do paquimetro digital na mensuragdo do
maior ¢ menor didmetro das lesdes cutaneas criadas experimentalmente no dorso de
camundongos.

(diametro menor) x  (didmetromaior) .

2 2
A medida da area foi realizada apds a mensuracao dos diametros maiores € menores da

ferida. E a area calculada com a seguinte férmula, utilizada por Canesso e colaboradores (2014):
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7 (Pi)= 3,14
Apos a obtencdo do valor da area nos dias 0, 1, 3, 7 e 14, a porcentagem de fechamento

foi calculada a partir da férmula:

Fechamento da ferida em %:

Apo6s os tempos de tratamento de 3, 7 e 14 dias os animais foram submetidos a eutandsia,

areano dia atua ] x 100
: “irea da feyida ne dia zero X ) . . yqe
seguindo o mesmo proto¢old’ja mencionado, e as feridas excisadas com auxilio de um punch

cirirgico de 8mm.

5.3.3 Analise bioquimica da Ferida

As analises bioquimicas das feridas foram feitas seguindo a mesma metodologia empregada
no modelo de esponja. As feridas foram utilizadas da seguinte forma, uma ferida inteira para a
dosagem da MPO, uma ferida inteira para a dosagem da NAG, uma ferida inteira para dosagem

de hemoglobina e %2 (meia) ferida para dosagem do colageno soluvel.

5.3.4 Analise histomorfométrica do colageno total e dos tipos I e III

Para a andlise histoldgica a %2 (meia) ferida restante foi fixada em solugdo de methacarn por
um tempo minimo de 3 horas, e em seguida desidratada, diafanizada e incluida em parafina,
segundo técnicas de rotina. Os cortes histologicos foram corados pela técnica de Picrosirius
Red, para a avalicao do colageno total e dos coldgenos tipo I e III. As imagens para avaliacdo
foram obtidas a partir de 10 4reas escolhidas aleatoriamente no local da ferida. A leitura das

imagens foi realizada seguindo a mesma metodologia dos implantes de esponja.

5.4 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados pelas médias + e.p.m. (erro padrao médio) dos dados.
A comparag¢do entre os grupos do implante de esponja foi feita utilizando (ANOVA ) seguido
do Poés-teste de Student-Newman-Keuls (SNK) (p<0,05*). J4 para a comparagdo entre os

grupos do tratamento de feridas foi feita a andlise ANOVA Two-way com o Pos-teste de
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Bonferroni (* = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001). Para a realizacdo das analises e

construcao dos graficos foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 5.

6. RESULTADOS

6.1 Primeira Etapa: Defini¢ao de curva Dose-Resposta das concentragdes de Dioxido
de Cloro

A partir da dosagem das enzimas MPO e NAG presentes nos implantes, referentes a
atividade de neutréfilos e macréfagos respectivamente, foi possivel quantificar de forma
indireta a presenga destes no infiltrado das esponjas, além disso foi realizada a dosagem
de colageno soltvel e hemoglobina. Nas analises histoldgicas foram realizados a

quantificagdo de colageno total e dos tipos I e III (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado das andlises bioquimicas e histologicas das esponjas implantadas no

subcutaneo de camundongos submetidos aplicacdo de diferentes concentragdes do didxido de
cloro.

Concentragoes

Controle 50 ppm 150 ppm 250 ppm 350 ppm
MPO (OD/g) 2,10+026 1,32+0,27* 1,24 £0,24* 1,11 +£0,19* 0,85 +£0,09*
NAG (nmol/mg) 3,87+0,36 3,24+ 0,49 2,34+ 0,26* 2,36 +0,27* 1,89 £0,21*
Coldageno Soluvel 0,81 +0,02 0,83 + 0,06 0,79 £ 0,02 0,80 + 0,06 0,88 0,03
(ng/mlL)
Coligeno Total 3.9x10° 3.9 x10° 4.1x108 4.2x108 3.8x10°
(pixel/drea) + + + + +

3.4x10° 4.7x103 5.5x10° 3.8x10° 4.3x10°
Coligeno Tipo 1 1.8x108 2.0x10° 1.9x108 2.1x108 2.0x10°
(pixel/drea) + + + + +

2.6x10° 2.6x10° 2.3x10° 2.3x10° 1.8x10°
Coldgeno Tipo II1 1.5x10° 1.7x10° 1.5x10° 1.7x 10° 1.x10°
(pixel/drea) + + + + +

1.7x10° 1.9x10° 1.9x10° 1.9x10° 1.5x10°
Hemoglobina 1,49 +£0,11 1,31 +£0,19 2,24+ 0,36* 1,14 +£0,17 0,67 +0,13*
(ng/mlL)

As analises histologicas de colageno total, tipo I e tipo III e a analise bioquimica de

coladgeno soluvel ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos estudados. Todos os
grupos submetidos as diferentes concentragdes de didoxido de cloro, apresentaram maior a¢ao
anti-inflamatdria em relacao ao controle com valores estatisticamente menores nas dosagens de
MPO e NAG (*p< 0,05). Sendo o grupo de 350 ppm, com valores mais expressivos (0,85 +

0,09). Ja na dosagem da hemoglobina (efeito pré-angiogénico), o grupo com 150 ppm de
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didxido de cloro foi o que apresentou maior valor (2,24 + 0,36), e o grupo de 350 ppm o de
menor valor (0,67 = 0,13), ambos estatisticamente significativos (*p< 0,05).

Baseado nos resultados apresentados na técnica de implantacao de esponja e levando
em consideragdo a importancia da angiogénese e da presenca dos neutrofilos e macréfagos no
processo de cicatrizagdo, optou-se por testar a concentragao de 150 ppm de didéxido de cloro no

processo de cicatrizagao cutdnea de camundongos.

6.2 Segunda Etapa: Avaliagdo da cicatrizacao em Feridas Excisionais Cutaneas de

Camundongos

6.2.1 Fechamento da Ferida

Em todos os tempos avaliados de 1, 3, 7 e 14 dias, o fechamento em % de area da ferida
do grupo tratado (ClO2) com didoxido de cloro a 150 ppm foi superior quando comparado com
o grupo controle (CO) (Figuras 6 e 7), com diferenca estatistica em todos os tempos analisados

(p<0,05*% e p< 0,01**) (Tabela 2).

Tabela 2. Média de fechamento da ferida cutdnea de camundongo tratada com dioxido de cloro
(ClO2) a 150 ppm comparado ao controle (CO).

Dia 1 Dia 3 Dia 7 Dia 14

CcO 12,12% 19,94% 56,97% 73,14%
Cl10: 19,74% 23,37% 63,93% 81,52%
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Figura 6- Grafico do fechamento de feridas. Grafico de fechamento em porcentagem de area
das feridas cutaneas do grupo controle (CO) comparada ao grupo tratado (ClO2) com 150 ppm
de dioxido de cloro nos dias 1, 3, 7 e 14 apds criacdo da ferida (p< 0,05%*) e (p< 0,01%%*).
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Dia 3 Dia zero Dia 7 Dia zero Dia 14

Dia 3 Dia zero Dia 7 Dia zero Dia 14

Figura 7- Fechamento das feridas excisionais em camundongos Balb/c. A imagem
representa o fechamento dos grupos controle (CO) e tratado (C102) logo apos a lesdo (Dia Zero)
e apos 3, 7 e 14 dias de tratamento.

6.2.2 Dosagem de Hemoglobina

Com relagdo a dosagem de hemoglobina, o grupo tratado (ClO2) com diéxido de cloro

a 150 ppm, apresentou diferenca estatistica apenas no sétimo dia de observacdo quando

comparado ao grupo controle (CO) (p<0,001 ***) (Tabela 3 e figura 8).

Tabela 3. Média e erro padrdo da dosagem da hemoglobina obtida da ferida cutanea de
camundongos tratados (Cl1O2) com diéxido de cloro a 150 ppm comparado ao controle (CO) de
acordo com os tempos de 3, 7 e 14 dias.

Dia 3 Dia 7

Dia 14

CcO
Cl10:

43+0,21 pg/mL 2,74 £0,37 pg/mL
2,37 +0.19 pg/mL. 6,40 0,79 pg/mL

3,96 £0,26 pg/mL
3,56 £0,33 pg/mL

Hemoglobina (ng/mL)/
peso do tecido (mg)
+
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Figura 8.- Dosagem de hemoglobina. O grafico da dosagem de hemoglobina nas feridas

cutaneas do grupo controle (CO) comparada ao grupo tratado (C1O2) com 150 ppm de dioxido
de cloro nos dias 3, 7 e 14 (p< 0,001 **%),

6.2.3 Atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de neutrofilos foi mensurada a partir da dosagem bioquimica da enzima
mieloperoxidase, o grupo tratado (CIO2) com dioxido de cloro apresentou aumento da atividade
aos 3 dias (p<0,001 ***) e reducdo aos 7 dias (p< 0,05*) quando comparados aos respectivos
controles (CO), e aos 14 dias os valores encontrados foram semelhantes em ambos os grupos,

tratado (ClO3) e controle (CO) (p=0,05) (Tabela 4 e figura 9).

Tabela 4. Média e erro padrdo da atividade da MPO obtidas da ferida cutanea de camundongo

tratada (ClO2) com didxido de cloro a 150 ppm comparado ao controle (CO) de acordo com os
tempos de 3, 7 e 14 dias.

Dia 3 Dia 7 Dia 14
CcO 1,67+ 0,49 OD/g p.u. 1,83 +0,20 OD/gp.u. 0,75+ 0,14 OD/g p.u.
Cl0O2 3,72+ 0,69 OD/g p.u. 0,68 £0,13 OD/gp.u. 0,96+ 0,17 OD/g p.u.

h
]

- CO
-=- CIO,

.
L

L
1
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Atividade de MPO
(OD/g peso umido)
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1

Dias apds a indugao da ferida

Figura 9.- Atividade da MPO. O grafico representa a atividade da MPO nas feridas cutaneas

do grupo controle (CO) comparada ao grupo tratado (ClO2) com 150 ppm de dioxido de cloro
nos dias 3, 7 e 14 (p< 0,05*) e (p< 0,00 1***),

6.2.4 Atividade da enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG)

A atividade de macréfagos avaliada pela dosagem da enzima N-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG) foi maior nos grupos tratados (ClO2) por 3 e 7 dias com dioxido de

cloro em comparacdo com os respectivos grupos controles (CO) (p< 0,05). No dia 14 o grupo
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tratado (Cl1O2) e o grupo controle (CO) ndo apresentaram diferencga estatistica (p>0,05) (Tabela
5 e figura 10).

Tabela 5. Média e erro padrao da atividade da NAG obtidas da ferida cutanea de camundongo
tratada (ClO2) com dioxido de cloro a 150 ppm comparado ao controle (CO) de acordo com os
tempos de 3, 7 e 14 dias.

Dia 3 Dia 7 Dia 14

CcO 18.15 £ 1,0 nmol.mL-1/mg  17.35+ 0,35 nmol.mL-1/mg  9.9+£0.27 nmol.mL-1/mg

ClO: 20.4 £ 0,54 nmol.mL-1/mg  19. 6 £ 0,40 nmol.mL-1/mg  9.9£0.41 nmol.mL-1/mg

- CO
-=- CIlO,

Atividade da NAG
(nmol/mg peso umido)

0 T T !
3 7 14

Dias ap6s a indugéo da ferida

Figura 10 — Atividade da NAG. O grafico representa a atividade de NAG nas feridas cutaneas
do grupo controle (CO) comparada ao grupo tratado (ClOz) com 150 ppm de dioxido de cloro
nos dias 3, 7 ¢ 14 (p< 0,05%).

6.2.5 Colageno soluvel

A quantificagdo de colageno soluvel foi maior nos grupos tratados (ClO2) durante 3 e 7 dias,
quando comparado aos respectivos grupos controles (CO) (p<0,01**). Aos 14 dias de
tratamento ndo foi observado diferenca estatistica entre os grupos (p=0,05) (Tabela 6 e figura

11).

Tabela 6. Médias e erros padrao do coldgeno soluvel obtidas da ferida cutdnea de camundongo
tratada (ClO2) com didxido de cloro a 150 ppm comparado ao controle (CO) de acordo com os
tempos de 3, 7 e 14 dias.

Dia 3 Dia 7 Dia 14

CcoO 1.08 £ 0,05 pg/mg p.u. 1.34£0,10 pg/mg p.u.  0.80 = 0,03 pg/mg p.u.
Cl02 1.49 + 0,09 pg/mg p.u. 1.7£0,14 pg/mgp.u.  0.87 £0,06 pg/mg p.u.
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Figura 11- Dosagem de colageno solivel. O grafico representa a dosagem de colageno

soluvel nas feridas cutaneas do grupo controle (CO) comparada ao grupo tratado (C1O2) com

150 ppm de diéxido de cloro nos dias 3, 7 e 14 (p<0,01**).

6.2.6 Analise histomorfométrica do colageno total, tipo I e I11

6.2.7 Colageno total

A maior deposicao de coldgeno total ocorreu nos grupos tratados (ClO2) com didxido
de cloro nos dias 3 e 14, com diferenca estatistica (p<0,001*** e p<0,05*) quando comparado
aos grupos controle (CO). Com 7 dias de tratamento os grupos nao apresentaram diferenca

estatistica (p>0,05) (Tabela 7 e figura 12).

Tabela 7. Média e erro padrao da quantificagdo de coldgeno total por densidade de area (pum)
em laminas coradas com Picosirius Red, obtidas da ferida cutanea de camundongo tratada
(ClO2) com didxido de cloro a 150 ppm comparado ao controle de acordo com os tempos de 3,
7 e 14 dias.

Dia 3 Dia 7 Dia 14
CO 9,8x10? +£38 pixel /area 1,7x10° + 72 pixel /area  1,2x10° +45 pixel /area
Cl102 1,3x10° £77 pixel /area 1,7x10° £50 pixel /area  1,4x10° £38 pixel /area
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Figura 12- Quantificacdo de colageno total em laminas coradas com Picrosirius Red. O
grafico representa a quantificacdo de colageno total por densidade de area (um) em laminas
coradas com Picosirius Red, de feridas cutaneas de camundongo do grupo controle (CO)
comparada ao grupo tratado (ClO2) com 150 ppm de diéxido de cloro nos dias 3, 7 ¢ 14
(p<0,001*** ¢ p<0,05%*).

6.2.8 Colageno Tipo I e IIT

As laminas coradas com Picrosirius Red e utilizadas para a quantificacdo de colageno
total, foram também avaliadas quanto a propor¢ao de coldgeno do tipo I e III em microscopio
com filtro de polarizagdo. Os resultados para a diferenciagdo destes tipos de coldgeno estao
demonstrados na figura 15.

Nao houve diferenga estatistica (p=0.05) da deposi¢do de colageno tipo I nas feridas dos
animais do grupo controle (CO) e tratado (ClO2) com dioxido de cloro nos periodos de 3 e 7
dias. Ja aos 14 dias de tratamento, observou maior deposi¢ao de coldgeno tipo I no grupo tratado
(ClO2) com dioxido de cloro, estatisticamente significante (p<0,05*), quando comparado com

o seu respectivo controle (CO) (Tabela 8 e figura 13).

Tabela 8. Média e erro padrao da quantificagdo de colageno tipo I por densidade de area (um)
em laminas coradas com Picosirius Red, obtidas da ferida cutdnea de camundongo tratada
(ClO2) com didxido de cloro a 150 ppm comparado ao controle (CO) de acordo com os tempos
de 3, 7 e 14 dias.

Dia 3 Dia 7 Dia 14
CO 298462 pixel /area 536+46 pixel /area 377420 pixel /area
Cl102 282430 pixel /area 613+71 pixel /area 553+58 pixel /area
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Figura 13 - Quantificacio de colageno tipo I em laminas coradas com Picrosirius Red. O
grafico representa a quantificacdo de coldgeno tipo I por densidade de area (um) em laminas
coradas com Picosirius Red, de feridas cutaneas de camundongo do grupo controle (CO)
comparada ao grupo tratado (ClO2) com 150 ppm de dioxido de cloro nos dias 3, 7 e 14
(p<0,05%*).

O grupo tratado (ClO2) com dioxido e cloro a 150 ppm, apresentou maior deposi¢do de

colageno tipo III, com diferenga estatistica (p<0,05*), observados nos periodos de 7 e 14 dias,

quando comparados com seus respectivos controles (CO) (Tabela 9 e figura 14).

Tabela 9. Média e erro padrdo da quantifica¢do de colageno tipo III por densidade de area (um)
laminas coradas com Picosirius Red, obtidas da ferida cutinea de camundongo tratada com
dioxido de cloro a 150 ppm comparado ao controle de acordo com os tempos de 3, 7 e 14 dias.

Dia 3 Dia 7 Dia 14
CcoO 260439 pixel /area 238427 pixel /area 260£15 pixel /area
ClO: 25743 1pixel /area 356+31 pixel /area 369+36 pixel /area
450+
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Figura 14 - Quantificacio de colageno tipo III em lAminas coradas com Picrosirius Red. O
grafico representa a quantificacao de colageno tipo III por densidade de area (um) em laminas
coradas com Picosirius Red, de feridas cutineas de camundongo do grupo controle (CO)
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comparada ao grupo tratado (ClO2) com 150 ppm de diéxido de cloro nos dias 3, 7 e 14
(p<0,05%).

" 50um

50 pm

f gty 50|.Lrﬁ |
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Figura 15 - Fotomicrografias capturadas com microscépio Nikon TS 100 das areas de
feridas cutineas excisionais em camundongos da linhagem Balb/c apés 3, 7 e 14 dias de
inducdo da ferida. Em (A) fotomicrografia em luz branca da area da lesdo apds 7 dias, a forma
retangular delimita o local de captura das imagens para quantificagdao de colageno total. Em (B)
fotomicrografia em luz polarizada da area da lesdo apos 7 dias, a forma retangular delimita o
local de captura das imagens para quantificacao dos colagenos tipo I (fibras em vermelho) e II1
(fibras em verde), as areas em amarelo-alaranjado correspondem a sobreposi¢do das fibras tipo
I e tipo III. Em cada periodo analisado (3, 7 e 14 dias) ¢ possivel observar a deposicao de
colageno total e dos tipos I e III nos grupos controle (CO) e o grupo tratado (C102) com didéxido
de cloro a 150 ppm. Laminas coradas com Picrosirius Red [barra de escala de 100 e 50um].
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7. DISCUSSAO

A utiliza¢ao da solucdo de dioxido de cloro (estabilizado a 7% na concentragdo de
150 ppm) utilizada nesta pesquisa, apresentou influéncia positiva sobre o processo de
cicatrizagdo de feridas cutaneas excisionais em camundongos, o mecanismo de acdo € a
farmacocinética deste composto ainda ndo foram bem elucidados, mas a biocompatibilidade ¢
relatada em estudos ja realizados (BARNHART et al., 2005; STRATILO; CRICHTON;
SAWYER, 2015; VALENTE et al., 2014).

A defini¢ao da concentracao a ser empregada foi realizada por meio da implantagao de
esponjas no subcutaneo de camundongos, onde foram testadas 4 diferentes concentragdes (50,
150, 250 e 350 ppm). A escolha destas doses utilizadas na primeira etapa deste trabalho se deu
baseado no estudo de peritonite realizado por Zavala-Rodriguez e colaboradores (2014), onde
as concentragdes de didxido de cloro até 110 ppm suprimiram as aderéncias intra-abdominais
quando comparados ao grupo controle.

No presente estudo as concentragdes de didoxido de cloro a 250 e 350 ppm mostraram-
se de carater anti-inflamatorio e anti-angiogénico, reduzindo os niveis da MPO, NAG e
hemoglobina respectivamente. Sendo assim, optou-se pela dose de 150 ppm para a segunda
etapa deste trabalho, pois a mesma apresentou niveis intermediarios de NAG e MPO,
comparado ao grupo controle e de 250 e 350 ppm, além de apresentar maior dosagem de
hemoglobina comparada aos demais grupos, o que sugere a capacidade desta concentragdo em
estimular um maior aporte vascular no local da ferida, que ¢ essencial no processo de
cicatrizagao.

De forma geral os animais tratados com dioxido de cloro apresentaram melhor evolucao
no fechamento macroscopico da ferida, comparado aos seus respectivos controles, desde a
segunda mensuragao, realizada ap6s 24h da lesdo até o final dos 14 dias de observacao.

Aos 3 dias de tratamento o fechamento foi maior (p< 0,01) no grupo com didxido de
cloro, quando comparado ao seu controle. Fato este, que pode ser explicado pela maior
deposi¢ao de colageno total encontrada na analise histologica deste grupo. Essa elevada
deposicao pode ter ocorrido provavelmente, devido a acdo do diéxido de cloro a 150 ppm, que
favoreceu tanto a atividade dos neutrofilos como dos macrofagos nas feridas, conforme
observados em nossos resultados, através das analises da MPO e do NAG aos 3 dias.

Durante o processo inflamatorio, os neutrofilos liberam a MPO a partir de seus granulos
azurodfilos, estd enzima tem a capacidade de ligar-se a integrinas de superficie de neutréfilos

promovendo a fosforilagdo de tirosina, que ativa a proteina tirosina quinase, levando a
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degranulacdo e a explosdo respiratéria destes (KHAN; ALSAHLI; RAHMANI, 2018). Essa
explosdo respiratoria ¢ capaz de estimular, a acdo de eferocitose dos macrofagos, levando a
resolucao da inflamacao aguda (LUO et al., 2016). Evento este, que acreditamos ter ocorrido
de forma acentuada no grupo tratado deste estudo, decorrente da maior atividade da MPO
comparado ao controle, culminado em um maior estimulo para a transi¢ao da fase inflamatéria
para a fase proliferativa da cicatrizagao.

Além disso, em feridas, a MPO atuou recrutando fibroblastos e estimulando a sintese de
colagenos, o que faz com que ela tenha um papel fundamental na biossintese da MEC,
favorecendo desta forma o reparo tecidual (DENICHILO et al., 2015).

O aumento significativo da MPO no grupo tratado com relagdo ao controle aos 3 dias,
se deve a possivel capacidade de oxidacdo do sulfeto de hidrogénio pelo didxido de cloro a
150 ppm (CSEKO et al., 2018). Segundo Palinkas e colaboradores (2015), a mieloperoxidase
pode ser inibida na presenga do sulfeto de hidrogénio.

O sulfeto de hidrogénio tem recebido atengdo por ter sido detectado em varios quadros
de inflamacao e outras patologias (BHATIA, 2012). Seus possiveis mecanismos de acdo e de
participacdo em processos fisioldgicos ja foram descritos por alguns autores, mas ainda ndo
foram bem -elucidados (PALINKAS et al.,, 2015; SHENG et al., 2013; WHITEMAN;
WINYARD, 2011).

Os macrofagos, cuja atividade nesta pesquisa estd representada pelo NAG,
desempenham um importante papel no processo de cicatrizacdo, principalmente durante a
forma¢ao da nova MEC, pois 0os mesmos, no final da fase inflamatoéria mediam varias agdes
como a liberacao dos fatores de crescimento PDGF, IGF-1, TGF-B1 e o VEGF e a diferenciagdo
e proliferacao de outras células, esses agentes em conjunto tem a capacidade de estimular a
proliferagdo celular e a angiogénese (KRZYSZCZYK et al., 2018).

O aumento significativo do NAG no grupo tratado aos 3 dias de observacao, fortalece a
hipotese que o dioxido de cloro tenha promovido maior estimulo para a transi¢do da fase
inflamatoria para a fase proliferativa da cicatrizagdo, que € caracterizada pelo aumento das
atividades celulares como dos fibroblastos e macréfagos (GONZALEZ et al., 2016; REINKE;
SORG, 2012). Nesta fase, ocorre uma grande migracdo de fibroblastos a partir da derme
adjacente, estas células desempenham papel importante na formagao do tecido de granulagao e
sintese de colagenos (LANDEN; LI; STAHLE, 2016).

Outra hipotese que pode ser levantada para explicar os resultados do grupo tratado
analisado aos 3 dias, ¢ a capacidade do dioxido de cloro em estabilizar o superdxido, reduzindo

a cascata inflamatoria e os danos aos tecidos adjacentes (ZAVALA-RODRIGUEZ et al., 2014).
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O superoxido ¢ um produto decorrente da explosdo respiratdria, que ocorre em ambiente
de hipoxia tecidual com consumo de O e subsequente formagdo de EROs que muitas vezes
pode superar a capacidade de agdo da superdxido dismutase, enzima responsavel pela remogao
desta espécie reativa no tecido (DUNNILL et al., 2017).

Aos 7 dias o grupo tratado com didxido de cloro indica melhor resolugcdo da fase
inflamatoéria, com valores da MPO abaixo do grupo controle, sugerindo que o grupo tratado
esteja na etapa proliferativa da ferida e a frente do grupo controle que ainda apresenta valores
de MPO maiores. Essa hipdtese também ¢ sustentada a partir da dosagem de hemoglobina que
apresentou valor significativamente maior no grupo tratado com didxido de cloro aos 7 dias de
tratamento, esse dado indica um alto indice de vascularizagdo no leito da ferida, que ¢
compativel com a etapa proliferativa.

A formacdo de novos vasos € necessaria para a geragdo de tecido de granulagdo, pois
estima-se que nesse periodo a necessidade de vasos seja cinco vezes maior para suprir as
demandas metabolicas das células locais (BODNAR, 2015). O restabelecimento da rede
vascular ¢ um dos componentes de maior importancia no sucesso do reparo de feridas, pois a
angiogénese tem papel fundamental durante todo o periodo de reparacdo tecidual devido a
neovascularizagdo ser responsavel pelo transporte de células do sistema imunoldgico, suporte
nutricional e oxigenagdo do tecido neoformado (DIPIETRO, 2016; SORG et al., 2017;
WIETECHA; DIPIETRO, 2013).

Aos 7 dias de tratamento a atividade dos macréfagos foi maior no grupo tratado quando
comparado ao seu controle, sugerindo assim que os macrofagos possam estar estimulando o
microambiente da lesdo e principalmente os fibroblastos, devido ao aumento da dosagem de
colageno soluvel e da deposicao de colageno tipo I1I encontrado neste grupo no mesmo periodo.
O colédgeno tipo III é predominante nas fases iniciais da feriada, sendo responsavel pela
estabilidade e resisténcia do tecido recém criado (OLCZYK et al., 2014). A maior atividade de
macrofagos tem caracteristicas benéficas, pois estudos indicam que a deplecdo destes no local
da ferida prejudica a reparacao tecidual (LUCAS et al., 2010; MINUTTI et al., 2017).

Aos 14 dias apds a realizagdo da ferida, o fechamento manteve-se significativamente
maior no grupo diéxido de cloro quando comparado ao controle. Nas analises histologicas a
deposi¢ao de colageno total e dos colagenos tipo I1I e I foram significativamente maiores no
grupo tratado. No presente estudo os valores maiores de coldgeno tipo III podem ter
influenciado de forma positiva na modulagdo da sintese do coldgeno tipo I assim como
observado por Liu e coloboradores (1997) em um estudo realizado em camundongos que

demonstrou que esta proteina fibrilar € essencial para a fibrilogénese do colageno I normal, pois
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os animais deficientes em coladgeno tipo III apresentaram feridas de pele, rupturas intestinais e
de vasos. Apesar do colageno tipo III estd entre os coldgenos mais abundantes nos tecidos, a
forma como ele direciona os principais aspectos do desenvolvimento, manutengao e reparo dos
tecidos ¢ relativamente pouco conhecida.

J& o colageno tipo I é o mais abundante encontrado no corpo, tem papel importante na
manuten¢do da integridade estrutural da pele e fornece a esta maior resisténcia a tracao
(DENICHILO et al., 2015; RICARD-BLUM, 2011). Aos 14 dias a ferida encontra-se na fase
de remodelagdo, a presenca do colageno tipo I em maior quantidade no grupo tratado indica
melhor evolugdo no processo de cicatrizagdo, uma vez que o colageno tipo I corresponde a
forma madura da fibra e o colageno tipo III corresponde a forma imatura (RODRIGUES et al.,

2018).
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8. CONCLUSAO

A solugdo de dioxido de cloro estabilizado a 7% na concentragdo de 150 ppm ¢ efetiva
em acelerar o fechamento de feridas excisionais cutaneas em camundongos, apresentando
influéncia melhor evolucdo nas etapas de reparacao tecidual, desde a fase inflamatoria da ferida
até a fase proliferativa, com maior deposi¢ao de colageno total e dos tipos I e III aos 14 dias

apos a realizacao da ferida.
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Projeto Pesquisa: “Avaliagdo da atividade do Diéxido de Cloro na reparagéo
epitelial de feridas e sua resposta inflamatéria em camundongos.”.

Pesquisador Responsavel: Francisco Claudio Dantas Mota

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

Situagédo: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: A CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 19 de abril de 2018.
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Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girdo
Coordenador da CEUA/UFU
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