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RESUMO

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo com cerca de 10% do peso total da massa corporal, realiza
varias func¢des dentre elas a protegdo fisica, quimica e a manuten¢do da hidratacdo, processos
indispensaveis a sobrevivéncia. A lesdo na pele d4 inicio a uma resposta capaz de limitar os
danos e induzir ao reparo, através da interacao de processos fisiologicos que incluem as etapas
de inflamagdo, proliferacdo e remodela¢ao tecidual. Devido a importancia das feridas
cutaneas diversos estudos t€ém buscado por compostos que evitem os altos custos, os longos
periodos de fabricagcdo e o aumento da resisténcia bacteriana. Desta forma o dioxido de cloro
(ClO;) 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. Neste trabalho, testou-se a concentra¢do de 150 ppm de
didxido de cloro em modelo experimental de feridas cutaneas excisionais em camundongos.
Foram dosados o coldgeno soluvel, hemoglobina, atividade de mieloperoxidase (MPO) e N-
acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) e quantificados a deposi¢do de coldgeno total e dos tipos I
e III. Nos tempos de 1, 3, 7 e 14 dias de tratamento, o fechamento em % de area da ferida do
grupo tratado com dioxido 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
solugdo de dioxido de cloro estabilizado a 7% na concentracdo de 150ppm foi efetiva em
acelerar o fechamento de feridas excisionais cutdneas em camundongos, apresentando
influéncia positiva nas etapas de reparagdo tecidual, desde a fase inflamatdria da ferida até a
fase proliferativa, com maior deposi¢do de coldgeno total e dos tipos I e III aos14 dias apos a
realizacdo da ferida.

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



ABSTRACT

The skin is the largest organ of the body with about 10% of the total weight of the body mass,
performs several functions among them the physical protection, chemistry and the
maintenance of hydration, the processes necessary for survival. Skin lesion initiates a
response capable of limiting damage and inducing repair through the interaction of
physiological processes that include the stages of tissue inflammation, proliferation and
remodeling. 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. In this work, the concentration of
150ppm of chlorine dioxide was testet in the cutaneous healing process of mice. Soluble
collagen, hemoglobin, myeloperoxidase activity (MPO) and N-acetyl-B-D-glicosaminidase
(NAG) were measured and quantified total collagen deposition and types I and III. 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
150ppm 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. ClO,. Sponge. Repair.
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo com cerca de 10% do peso total da massa corporal,
realiza varias func¢des dentre elas a protegdo fisica, quimica e a manutencdo da hidratacgdo,
processos indispensaveis a sobrevivéncia (BORENA et al., 2015; MINUTTI et al., 2017).
Apresenta a capacidade de produzir peptideos antimicrobianos que previnem infecgdes, além
de hormoénios e citocinas que exercem efeitos bioldgicos (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 saide publica mundial (WANG et al.,
2018).

Todas as feridas de pele, desde incisdes cirurgicas até ferimentos perfurantes, passam
por um processo de cicatrizagdo. Esse mecanismo ¢ complexo e depende de multiplos tipos de
c¢lulas e mediadores que interagem em uma sequéncia sofisticada (SORG et al., 2017). A
lesdao na pele da inicio a uma resposta capaz de limitar os danos e induzir ao reparo, através da
interagdo de processos fisioldgicos que incluem as etapas de inflamacdo, proliferacdo e
remodelagao 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 fabricagdo e o aumento da
resisténcia bacteriana. Desta forma o dioxido de cloro (ClO,) destaca-se pelo baixo custo,
grande capacidade biocida e seu potencial de biocompatibilidade, além de ser um composto ja
empregado na area da satde, 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 é um agente com alta capacidade oxidativa e tem sido
empregado em varias atividades, desde estacdes de tratamento para purificagdo de agua até na
industria téxtil, mas sua principal utilizagdo ¢ como antimicrobiano eliminando bactérias,
fungos e virus (NOSZTICZIUS et al., 2013; GRAY, 2014; MA et al., 2017;)

No entanto estudos sobre a agdo do dioxido de cloro sobre o processo de cicatrizagao
em feridas cutaneas sdo escassos, a farmacologia e os mecanismos de acdo desse composto
ainda nao foram bem eclucidados. Sendo assim torna-se relevante a avaliacao da utilizacao do
didxido de cloro para cicatrizagdo de feridas cutanea, podendo tornar o processo de reparo

cutaneo mais eficaz.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

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

cicatrizacdo de feridas cutaneas excisionais em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

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

(2) Avaliar através de parametros bioquimicos e histologicos, os efeitos do dioxido de
cloro sobre a atividade das enzimas mieloperoxidade (MPO) e N-acetil-B-D-glicosaminidase
(NAG), bem como do conteudo de hemoglobina e da producdo e deposi¢do de coldgenos na

feridas excisionais cutaneas de camundongos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pele

A pele ¢ o maior 6rgdo do organismo animal, e funciona como uma barreira entre os
meios interno e externo. E dividida em camadas, sendo a epiderme a camada superficial, a
derme uma camada fibrosa resistente, e hipoderme, caracterizada por tecido conjuntivo
fibroso. Essas camadas sdo importantes para protecdo contra agentes infecciosos e lesdes.
(WENDT, 2005). A perda da integridade da pele pode resultar em disfungdes fisioldgicas e
até morte do animal, pois suas fun¢des incluem a termorregulacdo e protecdo. (THEORET,
2009).

A epiderme ¢ formada por uma camada epitelial escamosa estratificada, basicamente
composta por queratindcitos e melandcitos. E fisicamente separada da derme pela membrana
basal, a qual regula a difusdo de células e moléculas bioativas, como citocinas e fatores de
crescimento, realizando a liberacdo controlada destes fatores durante o remodelamento
fisiologico e o reparo apds ocorréncia de lesdo (BARONI et al., 2012; CICHOREK et al.,
2013; GILABERTE et al., 2016).

A derme ¢ uma espessa camada de tecido fibroso e elastico, localizada logo abaixo
da epiderme, onde se encontram 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, os quais sio responsaveis pela sintese
de substancias que compdem a matriz extracelular (MEC), como coladgeno, 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).

Ja a matriz extracelular é composta por proteoglicanos, acido hialurénico e
principalmente por coldgeno, correspondendo a 90% da sua composicdo (WIEGAND et al.,
2016). A matriz extracelular desempenha papel crucial no processo de reparagdo tecidual,
pois fornece suporte a migracao celular, a angiogénese, permitindo assim que ocorra a

granulacdo e reparacao tecidual. (FRYKBERG; BANKS, 2015).

3.2 Cicatrizacao

As feridas com fechamento em primeira intencdo sdo as mais simples, definidas
como, de origem cirtrgica sem sinais de infec¢do ou limpas com perda minima de tecido, e
sdo fechadas por meio de sutura cirtrgica (RITTIE, 2016). Nos casos de feridas com perda

total de epiderme, derme e estruturas profundas, a reparagdo ocorre através da formacao de
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tecido de granulacdo que substitui o local da lesdo, esse tipo de reparagdo ¢ chamado de
cicatrizagdo por segunda intengdo (SORG et al., 2017).

A cicatrizagdo compreende um processo dinamico que envolve fendmenos celulares,
psicoldgicos, bioquimicos e moleculares. Esta culmina na reparagao tecidual e formagao de

cicatriz fibrosa (BOWLER, 2002).

3.3 Etapas do reparo tecidual
A reparagdo dos tecidos apresenta quatro fases, sendo elas hemostasia, inflamacao,
proliferacdo e resolugdo. Mesmo que separadas para melhor compreensdo, essas etapas se

sobrepdem durante o periodo de reparo (HOSGOOD, 2006; SORG et al., 2017).

3.3.1 Hemostasia

Inicia-se imediatamente apos a injuria, dando inicio a cascata de coagulag¢do. Ocorre
a vasoconstricdo ¢ a liberacdo de substancias, como a serotonina, o tromboxano A2 ¢
prostaciclina pelas membranas celulares, a fim de evitar a perda de sangue (SERRA et al.,
2017). Devido a exposi¢do de colageno presente nos vasos e na matriz extracelular, ocorre a
liberagdo de citocinas e mediadores pro-inflamatorios, que desencadeiam as vias intrinseca e
extrinseca da coagulagdo (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
formagao de trombos plaquetarios através da agregacdo de plaquetas ativadas (HOU et al.,
2015).

A agregacdo plaquetaria ¢ a primeira barreira contra a entrada de patdgenos, além
disso, filamentos de fibrina sdo incorporados a essa agrega¢do ¢ culminam na formagdo do
coagulo. Esse tampao facilita a migracao celular sobre o local da lesao, a diferenciacdo celular
e reestabelece a fungdo protetora da pele (HOU et al., 2015; MINUTTI et al., 2017). A
degradacdo da fibrina seguida da ativagdo do sistema complemento desempenha papel
fundamental, pois os produtos resultantes da degradagdao levam a liberacdo de agentes
quimiotaticos e mediadores quimicos, iniciando assim, a migracao de leucocitos e macrofagos
para a ferida, dando inicio a fase inflamatoria (KUJATH; MICHELSEN, 2008; THIRUVOTH
et al., 2015).
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3.3.2 Inflamagao

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

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 neutréfilos comecam 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 dssea através de quimiocinas e varias moléculas de adesao,
chegam até a ferida e amadurecem em macrofagos no tecido (WYNN; VANNELLA, 2016;
QING, 2017). Os macréfagos removem bactérias, tecido necrdtico e participam da liberacao
de fatores de crescimento e citocinas que modulam e recrutam fibroblastos, células endoteliais
e queratinocitos (FRYKBERG; BANKS, 2015).

Devido os importantes papeis desempenhados pelos neutréfilos e macréfagos no
processo inflamatorio e de reparagdo cicatricial, as enzimas, mieloperoxidase (MPO) e a N-
acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), presentes em neutrofilos e macrofagos respectivamente,
servem de marcadores para a mensuracdo de suas atividades. A MPO ¢ uma heme proteina
presente nos granulos azurofilos de neutréfilos que atua na destruicdo de patdégenos invasores,
e outros fagbcitos, 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). J& a NAG, enzima lisossomica hidrolitica, esta

presente em altos niveis em macrofagos ativados (LIMA et al., 2014).

3.3.3 Proliferagao

A fase proliferativa se sobrepde a fase inflamatoria e ocorre do 2° ao 10° dia apds a
lesdo, podendo estender at¢ o 14° dia, e ¢ caracterizada pela migracdo e proliferagao de
diferentes tipos celulares (REINKE; SORG, 2012; GONZALEZ et al., 2016). O inicio desta

fase ocorre pela migragdo de queratindcitos e fibroblastos para o local da lesdo, além da
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deposi¢ao de matriz extra celular e secrecdo de metaloproteinases (MMPs), responsaveis por
facilitar a migragao celular pelo coagulo de fibrina (THIRUVOTH et al., 2015). Nesta fase
ocorre intensa atividade celular com o objetivo de diminuir a drea da lesdo e formar tecido de
granulacdo e epitélio. A fase de proliferacio pode ser dividida nos seguintes estagios:
angiogénese, fibroplasia (formagao de tecido de granulacdo e deposi¢do de colageno) e a re-
epitelizacao (LANDEN; LI; STAHLE, 2016; SERRA et al., 2017).

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
reparacdo tecidual (WILLENBORG et al., 2012; SORG et al., 2017). O tecido de granulacao
¢ um conjunto denso de vasos sanguineos e células, principalmente macréfagos e fibroblastos,
que estdo mergulhados em uma matriz proteica, constituida em sua maioria por colageno dos
tipos I e III, elastina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos (OLCZYK et al., 2014;
THIRUVOTH et al., 2015). J4 a re-epitelizacdo ¢ a migragdo dos queratindcitos pela
epiderme da borda da ferida. Essa mobilidade ¢ estimulada pela liberacdo dos fatores de

crescimento e pela hipdxia que ocorre na area lesada (WOODLEY et al., 2015).

3.3.4 Resolugao

A fase de resolug¢do ¢ marcada pelo aumento da forga de tensdo e pela diminuigdo do
tamanho da cicatriz ¢ do eritema. A diminui¢do da cicatriz ocorre devido a contragdo da ferida
por meio de um movimento centripeto de toda a pele circundante. Ha, também, maturagao das
fibras de colageno (TAZIMA et al., 2008). A neovascularizacdo diminui, e tardiamente a

cicatriz € considerada avascular. (MANDELBAUM, 2003).

3.4 Dioxido de Cloro

Viérias pesquisas por tratamentos alternativos t€ém sido realizadas com a intengdo de
encontrar compostos de baixo custo, baixa toxicidade celular e tecidual, e cicatrizacdo em
menor periodo de tempo, de acordo com o poder bacteriostatico ou bactericida. (MONTEIRO
et al.,2004; SARANDY, 2007). Sendo assim o Dioxido de Cloro destaca-se por compreender
baixa toxicidade quando comparado a outros compostos, como por exemplo o clorexidine
(PERUZZO, 2007).

O dioxido de cloro ¢ um composto quimico de formula ClO,, com caracteristicas

oxidantes, que atua na parede celular de microorganismos. Tem atividade bactericida e ¢
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toxico para os virus envelopados e ndo envelopados. (PERUZZO, 2007). E amplamente usado
como purificador de dgua e desinfetante local de alimentos (WIRTHLIN, 2001).

A desinfeccao de feridas promovida pelo dioxido de cloro € obtida a partir do uso de
baixas concentragdes e pouco tempo de exposi¢do. Ja os danos teciduais, ocorrem apenas com
altas concentragdes e longo tempo de exposi¢do ao didéxido de cloro, o que confere ao
composto uma baixa toxicidade (NOSZTICZIUS, 2013). Stratilo e colaboradores (2015)
demonstraram que a citotoxidade do didoxido de cloro sobre culturas celulares de
queratinocitos da pele humana foi até duas ordens de magnitude menor do que quando
comparada a do hipoclorito de sédio.

Em um estudo realizado por Valente e colaboradores (2014), o dioéxido de cloro foi
utilizado como solug@o antisséptica em pacientes com laceragdes nao complicadas, definidas
como lesoes até oito horas da sua ocorréncia e passiveis de sutura, sendo a limpeza da ferida
feita com 100 ml de solugdo a 50 ppm de ClO,. Nos resultados obtidos ndo foi observado
diferen¢a na cosmese das feridas.

Os mecanismos de acdo do dioxido de cloro a nivel celular ainda nao sao totalmente
compreendidos, mas sabe-se que se trata de um oxidante que interage com aminodcidos,
proteinas e acido ribonucleico viral (RNA). Além disso, sabe-se que a a¢do oxidante danifica
o interior das membranas de determinadas bactérias que possuem enddsporos

(MCDONNELL, 1999).
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4. METODOLOGIA
Este projeto foi submetido e aprovado pelo CEUA (comissdao de experimentagdo

animal) UFU de acordo com o protocolo 009/18.

4.1 Animais
Foram utilizados 60 camundongos machos, albinos da linhagem Balb/c, com idade
entre 7 ¢ 8 semanas, pesando entre 25-30g, fornecidos ¢ mantidos na Rede de Biotérios de
Roedores da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU). Apo6s o procedimento
cirargico eram transferidos para gaiolas individuais com controle de temperatura, umidade e
ciclo claro/escuro de 12 horas (livre acesso a agua e racdo, durante todo o estudo) seguindo o

padrdo realizado em experimentos com camundongos desta espécie.

4.2 Procedimento Cirurgico

Todos animais foram anestesiados com a associac¢ao de cloridado de quetamina 10%
(100 mg/kg) e cloridado de xilazina 2% (10 mg/kg), aplicados por via intraperitonial. Apos 10
minutos da aplicagcdo da anestesia, os animais sofreram tricotomia, com maquina, da regido
dorsal, a partir do segmento cervical até o inicio do segmento lombar da coluna, em ambos os
antimeros . Com o camundongo em decubito ventral, foi feita antissepsia da regido dorsal com
alcool 70% v/v. Verificado a presenca de anestesia, realizou-se com o auxilio de um “punch”
de biopsia de 5 mm de didmetro quatro incisdes circulares equidistantes no dorso dos animais,

removendo a pele e todo subcutaneo.

Figura 1 - Imagem fotografica apds a criagdo das quatro lesdes cutaneas dorsais em
camundongos, com “punch” de biopsia de Smm de didmetro. (Fonte: Arquivo Pessoal).

4.3 Grupos Experimentais
Os animais foram divididos em dois grupos com 30 animais cada, controle (CO) e

tratado (Cl10O,). Sendo cada grupo subdividido em trés subgrupos de igual nimero (n=10).



21

O tratamento foi realizado diariamente, sempre no mesmo periodo. No grupo CO foi
realizada a aplicagdo de 20 pL de solugdo de PBS, ja no grupo ClO; realizou-se a aplicacao de
20 pL da solugdo de didxido de cloro a 150 ppm sobre a ferida. As aplicagdes foram
realizadas com auxilio de uma pipeta, imediatamente apds a realizacdo das feridas até¢ o dia
anterior a eutanasia. Os animais foram tratados com 3, 7 e 14 dias ap6s a realizacdo da ferida.
Ao apresentarem crostas, essas foram removidas mecanicamente antes do tratamento, com

auxilio de gase estéril embebida em solucao fisioldgica.

Figura 2 - Imagem fotografica mostrando a aplicagdo das solucdes sobre as lesdes cutineas
criadas experimentalmente no dorso de camundongos. (Fonte: Arquivo Pessoal).

4.4 Eutanasia
Os animais de ambos os grupos foram submetidos a eutanasia no final dos
respectivos dias de observacdo (0, 24 horas, 3, 7 e 14 dias de pds-operatorio), com lidocaina
2% 57mg/kg (0,1 mL) seguido de Tiopental soédico 5% 150 mg/Kg (0,ImL) ambos por via

intraperitoneal e deslocamento cervical.

4.5 Analise macroscopica da ferida e coleta das amostras

O acompanhamento do fechamento macroscépico das feridas foi realizado nos dias 0,
1, 3, 7 e 14 ap6s a criagdo da lesdo, com o auxilio de um paquimetro digital calibrado em
milimetros. A medida da area foi realizada apds a mensuracao dos didmetros maiores e
menores da ferida. E a area calculada com a seguinte formula, utilizada por Canesso e

colaboradores (2014):

(didmetro menor) x (didmetro maior) x valor de = (PI): 3,14

2 2
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Apobs a obtengdo do valor da éarea nos dias 0, 1, 3, 7 e 14, a porcentagem de

fechamento foi calculada a partir da féormula:

Fechamento da ferida em %:

(Area da ferida no dia atual - 4rea da ferida no dia zero) x 100

Area da ferida no dia zero

Apds os tempos de tratamento de 3, 7 e 14 dias os animais foram submetidos a
eutandsia, seguindo o mesmo protocolo j4 mencionado, e as amostras excisadas com auxilio
de um “punch” de bidpsia de 8mm de didmetro. Uma das amostras foi direcionada ao
processamento histoldgico e uma para atividade de de N-acetil — B-D Glicosaminidase NAG
(atividade de macrofagos). Outras duas amostras restantes foram divididas ao meio, obtendo-
se entdo quatro metades de uma amostra, as quais foram direcionadas para as demais
avaliagdes: dosagem de hemoglobina, colageno soluvel, atividade de MPO (atividade de

neutro6filos) e zimografia (dosagem da atvidade de metaloproteinases).

4.6 Analise histomorfométrica do colageno total e dos tipos I e 111

Para a analise histolégica 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 avali¢do do colageno total e dos coldgenos tipo I e III. As imagens
para avaliagdo foram obtidas a partir de 10 areas escolhidas aleatoriamente no local da ferida.
Essas areas foram digitalizadas por meio de microscopio Nikon TS 100 com objetiva de 20X
e ocular de 10X com filtro de polarizagdo para diferenciacdo do colageno tipo I e IIIl. Em
seguida essas imagens eram submetidas ao programa Image J através das ferramentas

Threshold e Spilt Channel para quantificagao destes colagenos.

4.7. Atividade da N-Acetil B-D- Glicosaminidase (NAG)
O Y restante da amostra origial foi ressuspenso em 2,0 mL de solugdo salina 0,9%
com Triton X-100 (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.
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O sobrenadante foi utilizado para a realizagdo do ensaio enzimético. Para o ensaio,
foram adicionados 100 pL 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 puL 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 padrao de p-nitrofenol
avaliada paralelamente.

O p-nitrofenol é o produto cromégeno da reagdo entre p-nitrofenol-nacetil-f-D-
glicosamina com a N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG). Os resultados das leituras foram

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

4.8. Dosagem de hemoglobina

A dosagem do contetido de hemoglobina foi feita utilizando-se o método do reagente
de Drabkin desenvolvido em 1932 e adaptado como indice de vascularizacdo por Plunkett e
Hailey (1990) e Hu e colaboradores (1995). As amostras que apresentaram hemorragia ou
infeccdo a andlise 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
(ependorft) 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 pocos. A concentragdo de hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de
uma curva padrdo conhecida (Labtest) e os resultados expressos em concentracdo de

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

4.9.Dosagem de colageno solivel
A quantidade de coldgeno soluvel nas amostras foi avaliada por um ensaio
colorimétrico, pela reacdo do Picrosirius Red. Esta técnica foi desenvolvida por Phillips e
colaboradores (2002) sendo empregada na avaliacdo de deposi¢do de coldgeno soluvel nas

feridas.
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As amostras foram homogeneizadas com tampao (salina 0.1% Triton X-100), ap6s
homogeneizagdo os debris foram removidos pela centrifugagdo. Foram adicionados 50uL do
reagente Picrossirius Red e 30 uLL de amostra. Apos 30 minutos de incubagdo 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 méaximo de
liquido possivel, vertendo-se o tubo sobre papel absorvente. O sedimento foi lavado com 500
uL de etanol, colocado delicadamente pela parede do tubo para ndo 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 pL das amostras, em duplicata. A quantidade de colageno em cada
amostra foi determinada através da comparacao de uma curva padrao utilizando-se padrao de

colageno (Merk) e os resultados expressos em pg de colageno por mg de peso da amostra.

4.10.Atividade da mieloperoxidase (MPO)

Apds a dosagem de hemoglobina, a amostra utilizada foi dividida ao meio, obtendo
s da amostra original a qual foi ressuspensa em 2,0 mL de tampao fosfato de sodio, pH 5,4.
As amostras foram trituradas e homogeneizadas em vortex 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 homogeneizagdo 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, ¢ a
reacdo 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 sulféxido —
Merck); acrescentados a 200 pL do sobrenadante da amostra, deixando a solugdo reagir por 1
minuto cronometrado. Para interromper a reagao adicionou 100 pL. de H2S0O4 (4cido sulfurico
— Merck) a 4 M. Em seguida, foram adicionados 200 pL a placa de 96 pocos 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).
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4.11 Analise estatistica
Os resultados foram apresentados pelas médias + e.p.m. (erro padrdo médio) dos
dados. A comparagdo entre os grupos do tratamento de feridas foi feita a analise de variancia
com Two-way (ANOVA) com o Pos-teste de Bonferroni (* = p<0,05, ** = p<0,01, *** =
p<0,001). Para a realizagdo das andlises e constru¢ao dos graficos foi utilizado o programa

estatistico GraphPad Prism 5.

5. RESULTADOS

5.1 Analise Macroscopica da Ferida

Em todos os tempos avaliados de 1, 3, 7 e 14 dias, o fechamento em % de area da
amostra do grupo tratado com didxido de cloro a 150 ppm foi superior quando comparado
com o grupo controle (Figuras 3 e 4), com diferenca estatistica em todos os tempos analisados

(p< 0,05* e p< 0,01%%*).
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Figura 3- O grafico mostra redugdo em porcentagem da area das feridas cutaneas do grupo
controle comparada ao grupo tratado com 150 ppm de diéxido de cloro nos dias 1, 3, 7 ¢ 14
apos criagao da ferida (p< 0,05*) e (p< 0,01**). Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 4- O grafico mostra reducdo em porcentagem da area das feridas cutaneas do grupo
controle comparada ao grupo tratado com 150 ppm de diéxido de cloro nos dias 1, 3, 7 e 14
apos criagdo da ferida (p< 0,05%*) e (p< 0,01**). Fonte: Arquivo Pessoal.

5.2 Dosagem de Hemoglobina

Com relagdo a dosagem de hemoglobina, o grupo tratado com diéxido de cloro a 150
ppm, apresentou diferenga estatistica apenas no sétimo dia de observacdo quando comparado
ao grupo controle (p<0,001 ***). (Figura 5).
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Figura 5- O grafico mostra a dosagem de hemoglobina nas feridas cutdneas do grupo controle

comparada ao grupo tratado com 150 ppm de dioxido de cloro nos dias 3, 7 ¢ 14 (p<
0,001***). Fonte: Arquivo Pessoal.
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5.3 Atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de neutréfilos foi mensurada a partir da dosagem bioquimica da enzima
mieloperoxidase, o grupo tratado com didxido de cloro apresentou aumento da atividade aos 3
dias (p<0,001 ***) e reducdao aos 7 dias (p< 0,05*%) quando comparados aos respectivos

controles, ¢ aos 14 dias os valores encontrados foram semelhantes em ambos os grupos
(p>0,05). (Figura 6).
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Figura 6.- O grafico mostra atividade de MPO nas feridas cutdneas do grupo controle

comparada ao grupo tratado com 150 ppm de didxido de cloro nos dias 3, 7 e 14 (p< 0,05*%) e
(p< 0,001***). Fonte: Arquivo Pessoal

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

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

comparagdo com o grupo controle (p< 0,05). No dia 14 o grupo tratado e o grupo controle nao

apresentaram diferenga estatistica (p>0,05). (Figura 7)
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Figura 7 - O grafico mostra atividade de NAG nas feridas cutdneas do grupo controle
comparada ao grupo tratado com 150 ppm de didxido de cloro nos dias 3, 7 e 14 (p< 0,05%).
Fonte: Arquivo Pessoal.

5.5 Colageno soliivel
A quantificag¢do de colageno soluvel foi significativamente maior nos grupos tratados
durante 3 e 7 dias, quando comparado aos grupos controles (p<0,01**). Aos 14 dias de

tratamento nao foi observado diferenca estatistica entre os grupos (p=0.05) (Figura 8).
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Figura 8- O gréafico mostra a dosagem de colageno soltivel nas feridas cutaneas do grupo
controle comparada ao grupo tratado com 150 ppm de dioéxido de cloro nos dias 3, 7 ¢ 14
(p<0,01**). Fonte: Arquivo Pessoal.
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5.6 Analise histomorfométrica do colageno total, tipo I e 111

5.6.1 Colageno total

A maior deposi¢ao de colageno total ocorreu nos grupos tratados com dioxido de
cloro nos dias 3 e 14, com diferenga estatistica (p<0,001*** e p<0,05*) quando comparado ao

grupo controle. Com 7 dias de tratamento os grupos ndo apresentaram diferencga estatistica
(p>0.05) (Figura 9)
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Figura 9- O grafico mostra a quantificagdo de colageno total por densidade de area (um) em
laminas coradas com Picosirius Red, de feridas cutdneas de camundongo do grupo controle

comparada ao grupo tratado com 150 ppm de didxido de cloro nos dias 3, 7 e 14 (p<0,001***
e p<0,05*). Fonte: Arquivo Pessoal.

5.6.2 Coléageno Tipo I e III

As laminas coradas com Picrosirius Red e utilizadas para a quantificacdo de
colageno total foram também avaliadas quanto a propor¢ao de colageno do tipo I e III em
microscéopio com filtro de polarizagao.

Nao houve diferencga estatistica (p>0.05) da deposicao de colageno tipo I nas feridas
dos animais do grupo controle e tratado com didxido de cloro nos periodos de 3 e 7 dias. Ja
aos 14 dias de tratamento, observou maior deposi¢ao de colageno tipo I no grupo tratado com

didxido de cloro, estatisticamente significante (p<0,05*), quando comparado com o seu

respectivo controle (Figura 10).



30

8001
—e— Controle

= ClO,

[«23
(=4
?

Colageno Tipo |
(pixel/area)
i -8
3

N
(=1
T

0 T T I
3 7 14

Dias ap6s a indugao da ferida

Figura 10- O grafico mostra a quantificagdo de colageno tipo I por densidade de area (um) em
laminas coradas com Picosirius Red, de feridas cutaneas de camundongo do grupo controle

comparada ao grupo tratado com 150 ppm de dioxido de cloro nos dias 3, 7 e 14 (p<0,05%).
Fonte: Arquivo Pessoal.

O grupo tratado com dioxido e cloro a 150 ppm, apresentou grande deposi¢do de
colageno tipo III, estatisticamente significante (p<0,05*), observados nos periodos de 7 ¢ 14

dias, quando comparados com seus respectivos controles (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - O grafico mostra a quantificagdao de colageno tipo III por densidade de area (um)
em laminas coradas com Picosirius Red, de feridas cutaneas de camundongo do grupo
controle comparada ao grupo tratado com 150 ppm de dioéxido de cloro nos dias 3, 7 ¢ 14
(p<0,05%*). Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 12 - Fotomicrografias capturadas com microscopio Nikon TS 100 das areas de feridas
cutaneas excisionais em camundongos da linhagem Balb/c apods 3, 7 e 14 dias de indugdo 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 quantificagdo 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 quantificacdo dos coladgenos tipo I (fibras em vermelho) e
IIT (fibras em amarelo-esverdeado). Em cada periodo analisado (3, 7 e 14 dias) ¢ possivel
observar a deposicao de colageno total e dos tipos I e I1I nos grupos controle e o grupo tratado
com dioxido de cloro (ClO2) a 150ppm. Laminas coradas com Picrosirius Red [barra de
escala de 100 e 50um. (Fonte: Arquivo Pessoal)
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6. DISCUSSAO

A utilizagdo da solugdo de didxido 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 e 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).

De forma geral os animais tratados com dioxido de cloro apresentaram melhor
evolugdo no fechamento macroscépico da ferida, comparado aos seus respectivos controles,
desde a segunda mensuracdo, realizada apos 24h da lesdo até o final dos 14 dias de
observagao.

Aos 3 dias de tratamento o fechamento foi também superior (p< 0,01) no grupo com
dioxido de cloro, quando comparado ao seu controle. Fato este, que pode ser explicado pela
maior deposi¢do de coldgeno total encontrada na andlise histologica deste grupo. Essa elevada
deposicao pode ter ocorrido provavelmente, devido a acao do didxido 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 inflamatério, os neutrdfilos liberam a MPO a partir de seus
granulos azurdfilos, esta enzima tem a capacidade de ligar-se a integrinas de superficie de
neutrofilos promovendo a fosforilagdo de tirosina, que ativa a proteina tirosina quinase,
levando a degranulagdo e a explosdo respiratéria destes (KHAN; ALSAHLI; RAHMANI,
2018). Essa explosao respiratoria ¢ capaz de estimular, a acdo de eferocitose dos macroéfagos,
levando a resolugdo 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¢do da fase
inflamatoria 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 provavelmente a capacidade de oxidagdo do sulfeto de hidrogénio pelo dioxido

de cloro a 150 ppm (PAN; GAO; STANBURY, 2016).
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Os macréfagos, cuja atividade nesta pesquisa estd representada pelo NAG,
desempenham um importante papel no processo de cicatrizagdo, principalmente durante a
formagdo da nova MEC, pois os mesmos, no final da fase inflamatéria mediam varias agoes
como a liberacdo dos fatores de crescimento PDGF, IGF-1, TGF-f1 ¢ o VEGF e a
diferenciagdo e proliferagdo de outras células, esses agentes em conjunto tem a capacidade de
estimular a proliferacdo celular e a angiogénese (KRZYSZCZYK et al., 2018).

O aumento significativo do NAG no grupo tratado aos 3 dias de observagao,
fortalece a hipdtese que o dioxido de cloro tenha promovido a transi¢cao mais rapida da fase
inflamatoria para a fase proliferativa da cicatrizagdo, que ¢ caracterizada pelo aumento das
atividades celulares como dos fibroblastos e macrofagos (GONZALEZ et al., 2016; REINKE;
SORG, 2012). Nesta fase, ocorre uma grande migracdo de fibroblastos a partir da derme
adjacente, estas c¢lulas desempenham papel importante na formacao do tecido de granulacao
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 superoxido,
reduzindo a cascata inflamatdria e os danos aos tecidos adjacentes (ZAVALA-RODRIGUEZ
et al., 2014).

O superdxido ¢ um produto decorrente da explosdo respiratéria, que ocorre em
ambiente de hipoxia tecidual com consumo de O, e subsequente formag¢do 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 dioxido de cloro indica melhor resolugdo da fase
inflamatoria, 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 hipotese também ¢ sustentada a partir da dosagem de hemoglobina que
apresentou valor significativamente maior no grupo tratado com dioxido 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 formacao de novos vasos € necessaria para a gera¢ao de tecido de granulagdo, pois
estima-se que nesse periodo a necessidade de vasos seja cinco vezes maior para suprir as
demandas metabdlicas 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 reparagdo tecidual devido a

neovascularizacao ser responsavel pelo transporte de células do sistema imunologico, suporte
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nutricional e oxigenag¢do do tecido neoformado (DIPIETRO, 2016; SORG et al., 2017;
WIETECHA; DIPIETRO, 2013).

Aos 7 dias de tratamento a atividade dos macrofagos 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 III encontrado neste grupo no
mesmo periodo. O colageno tipo IIl ¢ predominante nas fases iniciais da feriada, sendo
responsavel pela estabilidade e resisténcia do tecido recém criado (OLCZYK et al., 2014). A
maior atividade de macrdéfagos tem caracteristicas benéficas, pois estudos indicam que a
deplecdo destes no local da ferida prejudica a reparagao tecidual (LUCAS et al., 2010;
MINUTTI et al., 2017).

Aos 14 dias ap06s a realizagdo da ferida, o fechamento manteve-se significativamente
maior no grupo didéxido de cloro quando comparado ao controle. Nas andlises histologicas a
deposicao de colageno total e dos colagenos tipo III e I foram significativamente maiores no
grupo tratado. No presente estudo os valores maiores de colageno tipo III podem ter
influenciado de forma positiva na modulacdo 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 os animais deficientes em colageno tipo IIl apresentaram feridas de pele, rupturas
intestinais e de vasos. Apesar do colageno tipo III esta entre os colagenos mais abundantes
nos tecidos, a forma como ele direciona os principais aspectos do desenvolvimento,
manuten¢ao e reparo dos tecidos ¢ relativamente pouco conhecida.

Ja o colageno tipo I € o mais abundante encontrado no corpo, tem papel importante
na manuten¢do da integridade estrutural da pele e fornece a esta maior resisténcia a tragao
(DENICHILO et al., 2015; RICARD-BLUM, 2011). Aos 14 dias a ferida encontra-se na fase
de resolugdo nos camundongos, e a presenga 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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7. CONCLUSAO

A solugdo de didxido de cloro estabilizado a 7% na concentragdo de 150ppm foi
efetivo em acelerar o fechamento de feridas excisionais cutaneas em camundongos,
apresentando influéncia positiva nas etapas de reparacao tecidual, desde a fase inflamatoria da
ferida até a fase proliferativa, com maior deposi¢@o de coldgeno total e dos tipos I e III aos14

dias apo6s a realizacao da ferida, comparado ao grupo controle.
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