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SILVA, B. M. Avaliacdo da associacdo do gel de colageno e Biovidro F18® na
cicatrizacdo de feridas cutaneas ndo contaminadas em ratos Wistar. Botucatu,
2022. 64p. Defesa da Tese (Doutorado em Biotecnologia Animal — Cirurgia de
Grandes Animais) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ),

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (Unesp).

RESUMO: O biovidro F18® é um biomaterial ceramico, o qual possui propriedades
anti-biofime, angiogénica, vasodilatadora e osteocondutora. Objetiva-se com o
presente estudo realizar avaliacbes clinica, termografica, tensiométrica,
morfométrica, histoldégica e imunoistoquimica de feridas cutaneas de ratos Wistar
convencional tratadas com biovidro F18®. Foram utilizados 112 ratos Wistar
convencional, machos adultos e higidos. Apés a anestesia geral, em cada animal foi
efetuada uma ferida de 3 cm de diametro ne regiao dorsal. Os ratos foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos de 28 animais, de acordo com o tratamento: G1 -
solucao salina (0,9%); G2 - pomada cicatrizante; G3 - gel de colageno; G4 — mistura
do p6 de biovidro F18® e gel de colageno. A avaliacao clinica incluiu a mensuracéo
da massa corpérea, temperatura corpOrea e a avaliacdo macroscopica da ferida. A
avaliagdo da temperatura superficial das feridas cutaneas foi realizada pela
tomografia infravermelha, e a tensiometria foi avaliada pela forca de tenséao e
deformidade maxima. Para realizacdo da avaliacao histolégica e imunoistoquimica,
eutanasias foram realizadas ap6s inducao anestésica, e bidpsias excisionais foram
realizadas em torno da lesdo. O tecido de granulagdo apresentou variagcdes
significativas ao longo dos momentos e entre 0s grupos. A temperatura superficial
das feridas tratadas com a solucéo salina (0,9%) apresentou aumento significativo
ao longo dos momentos e entre os grupos. Os valores das areas e contracdo das
feridas dos demonstraram reducdo e aumento significativo, respectivamente, ao
longo dos momentos. Foi identificado aumento significativo no nimero de células
totais e aumento significativo para colageno tipo | na ferida tratado com biovidro
F18®. Concluiu-se que o biovidro F18® demonstrou efeitos benéficos na cicatrizagdo
de feridas cutaneas, destacando sua acdo na inducdo de maior perfusdo sanguinea,
aumento da forga de tenséo, diminuicdo da area da ferida e aumento da taxa de
ocluséo, e diminuicdo da quantidade de células de reacao inflamatdria e estimulo na

producéo de colageno tipo .

Palavras-chave: angiogénese, biovidro, tecido cicatricial, pele, trauma.



SILVA, B. M. Evaluation of the association of collagen gel and Bioglass F18®
in the healing of uncontaminated skin wounds in Wistar rats. Botucatu, 2022.
64p. Defesa da Tese (Doutorado em Biotecnologia Animal — Cirurgia de Grandes
Animais) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista (Unesp).

ABSTRACT: The F18® bioglass is a ceramic biomaterial, which has anti-biofilm,
angiogenic, vasodilator and osteoconductive properties. The aim of this study is to
carry out clinical, thermographic, tensiometric, morphometric, histological and
immunohistochemical evaluations of skin wounds in conventional Wistar rats treated
with F18® bioglass. 112 conventional Wistar rats, adult and healthy males, were
used. After general anesthesia, a wound measuring 3 cm in diameter was made on
the dorsal region in each animal. The rats were randomly divided into four groups of
28 animals, according to the treatment: G1 - saline solution (0.9%); G2 - healing
ointment; G3 - collagen gel; G4 — mixture of F18® bioglass powder and collagen gel.
Clinical evaluation included measurement of body mass, body temperature and
macroscopic evaluation of the wound. The evaluation of the superficial temperature
of the cutaneous wounds was performed by infrared tomography, and the
tensiometry was evaluated by the tension force and maximum deformity. To carry
out the histological and immunohistochemical evaluation, euthanasia was performed
after anesthetic induction, and excisional biopsies were performed around the lesion.
Granulation tissue showed significant variations over time and between groups. The
surface temperature of the wounds treated with saline solution (0.9%) showed a
significant increase over time and between groups. The values of the areas and
contraction of the wounds showed a significant reduction and increase, respectively,
over time. A significant increase in the number of total cells and a significant increase
in type | collagen was identified in the wound treated with F18® bioglass. It was
concluded that the F18® bioglass demonstrated beneficial effects in the healing of
cutaneous wounds, highlighting its action in inducing greater blood perfusion,
increasing the tension force, decreasing the wound area and increasing the
occlusion rate, and decreasing the amount of inflammatory reaction cells and

stimulation of type | collagen production.

Keywords: angiogenesis, bioglass, scar tissue, skin, trauma.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A cicatrizacdo € um processo dinamico de eventos moleculares e
bioquimicos gque engloba trés fases: inflamatoria, proliferativa e de remodelacao
Ou maturagdo, e para gue esse processo ocorra existe a necessidade de
estimulos associados ao trauma ou leséo tecidual (OLIVEIRA e DIAS, 2012;
GONZALEZ et al., 2016; SINGH et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019).

O vidro bioativo é um material sintético que tem como base a silica, é
amplamente utilizado para fins biomédicos, visto que possui efeitos
osteoindutores, anti-inflamatérios, angiogénicos e bactericidas, suas
propriedades biologicas estdo associadas com a liberacdo de calcio, sédio,
silicio e fosfato, quando ele é reabsorvido pelo organismo (RIVADENEIRA et al.,
2013; VARGAS et al., 2013; SOUZA et al., 2017a; BENETTI et al., 2020).

O vidro bioativo F18® é um biovidro com propriedades cicatrizantes
gue incluem inducéo de angiogénese e vasodilatacdo, bactericida (SOUZA et al.,
2017a; SOUZA et al., 2017b; SOUZA et al., 2017c; OISHI et al., 2019; ARAUJO
LOPES et al., 2020; MARQUES et al., 2020; PASSOS et al., 2021). Este possui
diferentes apresentacfes tais como os scaffolds, pos e fibras (SOUZA et al.,
2017a; SOUZA et al., 2017b; SOUZA et al., 2017c; PASSOS et al., 2021).

Paralelamente, também, demonstrou propriedades associadas a
osteogénese (GABBAI-ARMELIN et al., 2015; PITALUGA et al., 2018). Contudo,
se desconhece, até o momento, estudos sobre o uso do biovidro F18® na
cicatrizacdo de feridas cutaneas ndo contaminadas, conferindo o ineditismo do
estudo. Por outro lado, o uso de biomateriais nos diferentes protocolos
terapéuticos é de extrema importancia devido a auséncia de efeitos colaterais e
de descarte de residuos, favorecendo, desse modo, a sustentabilidade
ambiental.

Nesse contexto, objetiva-se avaliar os efeitos do biovidro F18® na
cicatrizagéo de feridas cutaneas ndo contaminadas induzidas cirurgicamente,
utilizando o rato Wistar convencional como modelo experimental de curta
duracdo. A hipétese é que o vidro bioativo F18® tenha efeitos benéficos no

processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas. A relevancia clinico-cirargica foi



associada com o possivel uso do biovidro F18® na cicatrizacédo de feridas de

cées e gatos, tendo como base os resultados do presente estudo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cicatrizacao

A cicatrizacdo é um processo sistémico, complexo e dinamico, que
consiste em uma cascata organizada de eventos celulares, bioquimicos e
moleculares, 0s quais interagem entre si, para que ocorra a formacéo de tecido
cicatricial apés o trauma (OLIVEIRA e DIAS, 2012; GONZALEZ et al., 2016;
SINGH et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019).

O processo classifica-se em trés fases: inflamatoria, proliferativa e de
remodelacéo (OLIVEIRA e DIAS, 2012; SINGH et al., 2017; RODRIGUES et al.,
2019). Entretanto, para que o0 processo se inicie deve ocorrer lesdo tecidual e
trauma vascular com o extravasamento dos elementos sanguineos (OLIVEIRA
e DIAS, 2012; RODRIGUES et al., 2019). O contato desses elementos com as
substancias da matriz extracelular, e a liberacdo dos mediadores vasoativos,
induz a vasoconstricdo imediata, e posterior migracdo plaquetaria para a lesao
e hemostasia (GONZALEZ et al., 2016; SINGH et al., 2017; RODRIGUES et al.,
2019).

A presenga das plaquetas induz a liberagdo de fatores de
crescimento, citocinas inflamatérias (pré e anti-inflamatérias), elementos da
matriz extracelular e a formacdo do coagulo, que ira proteger a ferida dos
agentes externos e perda de sangue e fluidos para o meio extravascular
(GONZALEZ et al., 2016; SINGH et al., 2017; YANEZ et al., 2017; RODRIGUES
et al., 2019).

A fase inflamatdria, que dura entre 24 e 72 horas, € caracterizada
pelos eventos de vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular, com
consequente migracdo celular e de mediadores inflamatérios para a leséo.
Nessa fase, também, ocorre a producédo de proteases e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (SU et al., 2015; SINGH et al., 2017).

As células predominantes nesta fase sdo derivadas da resposta
imune “in nata” que incluem os leucocitos polimorfonucleares e os macréfagos
derivados dos mondcitos, que sao responsaveis pela fagocitose de bactérias, de
corpos estranhos e de fragmentos celulares, como também de outras
substancias que possam atrasar a cicatrizacdo (VELNAR et al.,, 2009;
GONZALEZ et al., 2016; RODRIGUES et al., 2019). Essas células preparam a



ferida para a fase proliferativa devido a alta concentracdo de mediadores
bioquimicos e de fatores de crescimento (OLIVEIRA e DIAS, 2012; GONZALEZ
et al., 2016). Os macréfagos liberam a colagenase e participam na liberagdo de
citocinas inflamatérias [interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (FNT-
a), Interferon gama (IFN-Y)], fator de crescimento de fibroblastos 2 (FCF2) e
transformador beta (FCT-B) (HE e MARNEROS, 2013; GONZALEZ et al., 2016;
SINGH et al.,, 2017; RODRIGUES et al., 2019). Por sua vez, os fatores de
crescimento coordenam a formacao do tecido de granulacdo, angiogénese,
fibroplasia e sintese de matriz extracelular, dando inicio a fase proliferativa
(YANEZ et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019).

A fase proliferativa inicia-se entre o quarto e quinto dia apds o estimulo
traumatico, podendo perdurar por até 15 dias. Ela é caracterizada por quatro
etapas fundamentais: epitelizacdo, angiogénese, formacdo de tecido de
granulacao e fibroplasia (OLIVEIRA e DIAS, 2012; GONZALEZ et al., 2016).

Na epitelizacdo ocorre a migracdo das células epiteliais da margem
para o centro da ferida (SINGH et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019). Durante
a angiogénese, os componentes da matriz extracelular sdo organizados de
forma que ocorra a migracdo de células endoteliais e formacdo de novos
capilares, por meio do estimulo presencial do FNT-a e do fator de crescimento
endotelial vascular (FCEV), e pela baixa tenséo de oxigénio (SINGH et al., 2017;
RODRIGUES et al., 2019).

A neovascularizacao €é responsavel pelo inicio da formacao do tecido
de granulagéo, sendo este composto por células endoteliais e fibroblastos que
produzem a fibronectina e o colageno (HE e MARNEROS, 2013; SINGH et al.,
2017). A fibroplasia ocorre por meio da ativacdo dos fibroblastos pelo fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), levando a inducao da contracdo da
ferida, dando inicio a fase remodelativa (SINGH et al., 2017; RODRIGUES et al.,
2019).

A fase de remodelac&o ou de maturacéo finaliza o processo cicatricial
(OLIVEIRA e DIAS, 2012; GONZALEZ et al.,, 2016; SINGH et al.,, 2017;
RODRIGUES et al., 2019). Esta fase pode prolongar-se por até 12 meses, e nela
ocorre a degradacdo do colageno tipo Il (fino), presente em maior quantidade
no tecido de granulacdo, para dar origem ao colageno tipo | (espesso);

reorganizacao das fibras coladgenas e regressao endotelial (VELNAR et al., 2009;



SINGH et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019). Doze meses apos a lesao, é
identificada a presenca de colageno menos organizado em relacdo a pele
integra, e a diminuicdo da quantidade dos fibroblastos e tecido conjuntivo
(SINGH et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019).

2.2. Biomateriais

Os biomateriais sdo todas as substancias naturais ou sintéticas
consideradas biocompativeis, e que podem ser utilizadas para tratar e/ou
substituir totalmente ou parcialmente tecidos vivos (Di CIO e GAUTROT, 2016;
MIR et al, 2018).

A biocompatibilidade € um processo de extrema importancia quando
se faz o uso de biomateriais, visto que a existéncia da interacdo entre o
biomaterial e o tecido circundante faz com que esses materiais nhdo sejam
rejeitados pelo organismo sob a forma de inflamacdo, reacdo alérgica ou
mutagénicas ou reacado de citotoxicidade (TZEKAO et al., 2007; MIR et al, 2018).
Desse modo, a engenharia de tecidos tem desenvolvido materiais hibridos
contendo substancias bioativas e células que promovem uma estrutura de
suporte inicial para a organizagcdo celular, e que se agrupam em um tecido
funcional (NAVARRO, 2008; Di CIO e GAUTROT, 2016).

De acordo com a resposta tecidual que os biomateriais induzem nos
tecidos, sdo classificados em: biomateriais biologicamente inertes e o0s
absorviveis (TZEKAO et al.,, 2007; MIR et al, 2018). Os biomateriais
biologicamente inertes (ex. alumina, zirconia e platina), quando implantados no
organismo, podem ser envolvidos por tecido fibroso ndo aderente, ou formar
ligagOes interfaciais com o tecido vivo circundante (ex. vidros bioativos)
(TZEKAO et al., 2007; MIR et al, 2018). Os biomateriais absorviveis (ex.
materiais a base de polidioxanona) sdo degradados pelos fluidos corporais e/ou
digeridos pelas células, criando produtos que sao facilmente eliminados pelo
organismo (NAVARRO, 2008; MIR et al, 2018).

A primeira geracdo de biomateriais implantaveis foi desenvolvida na
década de 1960, com o intuito de ser usado na substituicdo tecidual, com o
minimo de citotoxicidade (HENCH e POLAK, 2002). Contudo, o aumento das
taxas de rejeicdo aos biomateriais e toxicidade de seus subprodutos durante a

sua degradacdo induziu estudos de substancias bioceramicas (HENCH e



POLAK, 2002; HENCH, 2006). Os materiais vitroceramicos ou produtos
bioceramicos, sdo produzidos a partir da cristalizacdo controlada do vidro
(ZHANG et al., 2010; SIQUEIRA e ZANOTTO, 2011; JONES, 2013; HUANG,
2017). Esses produtos garantem melhor resposta biolégica na interface produto-
tecido (HENCH e POLAK, 2002; HENCH, 2006; RAHAMAN e tal., 2011), e assim
€ usado na regeneracdo de diferentes tipos de tecidos e no tratamento de
neoplasia em pacientes humanos (JO et al. 2009; QUINTERO et al. 2009;
KULKARNI et al., 2015; SHANKHWAR et al., 2016; NASERI et al., 2017).

2.3. Vidro bioativo ou biovidro

Pesquisas relacionados com o biovidro, ou vidro bioativo, surgiram a
partir do desenvolvimento de material com composi¢cdo quimica semelhante ao
osso (hidroxiapatita de calcio), e considerado um material que forma ligacdes
quimicas com tecidos vivos, e desse modo, é utilizado para fins biomédicos
(VARGAS et al., 2013; BENETTI et al., 2020). O biovidro deve seguir quatro pré-
requisitos: biocompatibilidade; biofuncionalidade, que est4 associada a agao do
sistema imunoldgico sobre o material sem que ocorra perda da sua estrutura
quimica, fisica e biologica; capacidade de ser esterilizado; e a manufatura, que
€ a capacidade de poder ser produzido e moldado conforme desejado
(BOCCACCINI e GOUGH, 2007; SOUZA, 2017a).

Durante a sua degradacdo pelo organismo, ocorre a liberacdo de
calcio, saodio, silicio e de fosfato, garantindo efeitos benéficos na regeneracéo de
tecidos 6sseos (BOCCACCINI e GOUGH, 2007). Entretanto, diversos autores
descreveram o biovidro como uma substancia com propriedades mecanicas,
osteoindutoras, angiogénicas, anti-inflamatorias e antibacterianas (ALLAN et al.,
2001; RECTENWALD et al.,, 2002; THOMAS et al.,, 2005; HENCH, 2006;
BOCCACCINI e GOUGH, 2007; RIVADENEIRA et al., 2013; VARGAS et al.,
2013; MOURA et al., 2017; SOUZA et al., 2017a; BENETTI et al., 2020).
Segundo Hoppe et al. (2011), Zhao et al. (2018), Zhu et al. (2020) e Zheng et al.
(2021), o biovidro induz a estimulacéo direta em células-alvo (ex. células-tronco,
osteoblastos, fibroblastos, células endoteliais). Outra propriedade desse produto
€ a modulacéo celular por meio do estimulo as células imunes na producao de

moléculas de sinalizagcéo (ex. citocinas inflamatorias e fatores de crescimento)



(ANDERSON et al., 2008; FRANZ et al., 2011; ZETAO et al., 2018; WILLIAMS,
2019; SADOWSKA e GINEBRA, 2020; ZHENG et al., 2021).

Wilson et al. (1981) identificaram a imobilidade da interface material-
tecido utilizando o vidro bioativo Bioglass 45S5®, bem como demonstraram a sua
capacidade de ligacéo aos tecidos moles.

A partir da composicdo do Bioglass 45S5®, diversos estudos foram
iniciados para o desenvolvimento de novos biovidros, inclusive para a
cicatrizacdo de feridas crbnicas (ex. ulceras) (SIQUEIRA e ZANOTTO, 2011;
SOUZA, 2016). Ross et al. (2003) utilizaram tubos de silicone revestidos com o
biovidro Bioglass 45S5® e implantaram no tecido subcutaneo de ratos. Foi
observado que os tubos que néo revestidos com o biovidro foram envolvidos por
uma capsula fibrosa, ao passo que os tubos revestidos com o material aderiram
ao tecido vizinho, apresentando neovascularizagcdo e proliferacdo de
fibroblastos.

No estudo realizado por Day (2005) foi identificado a capacidade do
biovidro estimular a secrecao de fatores de crescimento angiogénicos de células
estromais humanas, e subsequente angiogénese. Lin et al. (2012) relataram
processo de cicatrizacdo mais rapida (16 dias) em feridas cutaneas de ratos
saudaveis e diabéticos, por meio de uso de pomada com particulas de vidro
bioativo 45S5.

Para elucidar os mecanismos pelos quais o vidro bioativo atua na
cicatrizacdo de feridas, Li et al. (2016), identificara, in vitro, que os extratos de
fons do Bioglass 45S5® preveniram a morte de células endoteliais da veia
umbilical humana, ap6s a hipdxia dose-dependente. Esse fenbmeno foi
associado a modulacdo dos hemicanais de conexina, considerado benéficas
para a vascularizacéo, na expressao de fator de crescimento endotelial vascular
e fator de crescimento de fibroblastos (LI et al., 2016). No mesmo estudo, ocorreu
a reducédo da inflamacéo nos estagios iniciais da cicatrizacdo, e a estimulacao
da angiogénese durante a fase proliferativa (LI et al., 2016).

Entretanto, diversos vidros bioativos desenvolvidos ainda apresentam
propriedades mecanicas frageis e alta tendéncia a cristalizacdo, impedindo o

processo de manipulagdo (SOUZA et al., 2017a).



2.3.1. Vidro bioativo ou biovidro F18®

Segundo Souza et al. (2017a), o biovidro F18® é um biomaterial a
base de dioxido de silicio (SiOz2), dioxido de sédio (Na20), didxido de potassio
(K20), 6xido de magnésio (MgO), oxido de célcio (CaO) e pentoxido de fésforo
(P20s) - SiO2-Na20-K20-CaO-MgO-P20s. Esse biovidro possui elevada
bioatividade e reatividade, além de baixa resisténcia quimica, conferindo
caracteristicas para a confeccado de fibras, pdés e scaffolds. Paralelamente,
possui atividade anti-biofime e bactericida elevada, quer em tecido 6ésseo ou na
pele; além de possuir acdo angiogénica e vasodilatadora (SOUZA et al., 2017b;
OISHI et al., 2019; ARAUJO LOPES et al., 2020; MARQUES et al., 2020;
PASSOS et al., 2021).

Estudos prévios demonstraram a biocompatibilidade, in vitro e in vivo,
do biovidro F18® e sua capacidade em estimular a formacéo de tecido 6sseo
(GABBAI-ARMELIN et al., 2015; PITALUGA et al., 2018; ARAUJO LOPES et al.,
2020), dessensibilizacdo de dentina (REIS et al., 2021) e remineralizagéo de
esmalte (RASTELLI et al.,, 2018). Gabbai-Armelin et al. (2015) avaliaram a
biocompatibilidade in vivo das fibras do biovidro F18®, por meio de implantacéo
subcutanea em ratos Wistar, e os resultados demostraram efeitos benéficos na
espessura e qualidade da capsula fibrosa e qualidade da interface tecido-
biovidro. Os autores, também, identificaram auséncia de rejeicdo do material e
bioabsorcao apds 60 dias de implantacao.

No contexto do sistema articular, Souza et al. (2017c) identificaram
que a incorporacéo do biovidro F18® em polimeros elastoméricos regeneradores
de cartilagem a base de poli (glicerol sebacato) dobrou a resisténcia a tracao;
adequou a degradabilidade do polimero, evitando a citotoxidade dos
subprodutos de sua degradacéo; e melhorou a bioatividade do scaffold.

Em relacéo ao uso do biovidro F18® na regeneracéo de tecidos moles,
Souza et al. (2017a) realizaram um estudo piloto em ratos Wistar submetidos a
gueimaduras de terceiro grau, e as fibras do biovidro foram implantadas na
regido acometida. Sete dias ap0s a implantagéo, foi observada uma cicatrizacédo
mais rapida e auséncia de necrose nos animais tratados com o biovidro. O
exame histoldgico, demonstrou maior presenca de fibroblastos, queratindcitos e
tecido conjuntivo, quando comparada com o grupo nao submetido ao tratamento

com o biovidro F18®. No mesmo estudo, os autores observaram maior



intensidade do fator de crescimento endotelial (VEGF) nas feridas tratadas como
biovidro, pelo exame imunoistoquimico.

Entretanto, até o momento, estudos relacionados com o uso do
biovidro F18® na cicatrizacdo de feridas cutaneas ndo contaminadas estdo

ausentes na literatura.
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TRABALHO CIENTIFICO 1

Artigo cientifico a ser enviado para Research in Veterinary Science
(https:/lwww.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/623070?gen
e ratepdf=true). Contudo, o trabalho cientifico sera traduzido para a lingua
inglesa para submissao. O corpo do texto foi formatado de acordo com as
normas de submissao da revista, com excecao das figuras e legendas que

foram inseridas no texto.

Avaliacgdo clinica, termografica e tensiométrica de feridas cutaneas de ratos
Wistar tratadas com gel de colageno associado ao Biovidro F18®

Resumo

O biovidro F18® é um biomaterial que possui propriedades anti-biofime; angiogénica,
vasodilatadora e osteocondutora. Objetiva-se com o estudo avaliar os efeitos da
associacdo do gel de colageno com o biovidro F18® na cicatrizaco de feridas cutaneas
ndo contaminadas de ratos Wistar convencional, por meio das avaliacGes clinica,
termogréfica e tensiométrica. Foram utilizados 112 ratos Wistar convencional higidos,
machos adultos. Apos a anestesia geral, em cada animal foi efetuada uma ferida de 3 cm
de diametro na regido dorsal. Os ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos
de 28 animais, de acordo com o tratamento: G1 - solucdo salina (0,9%); G2 - pomada
cicatrizante (Alantoina: 3 g; 6xido de zinco: 3 g); G3 - gel de colageno; G4 — mistura do
po de biovidro F18® e gel de colageno. A avaliagéo clinica incluiu a mensuracéo da massa
corpérea, temperatura corpérea (TC) e a avaliacdo macroscopica da ferida. A avaliacéo
da temperatura superficial das feridas foi realizada pela tomografia infravermelha, a na
avaliacdo tensiométrica foi avaliada a forga de tensdo e deformidade maxima. As feridas
tratadas com solucdo salina (0,9%) e pomada cicatrizante apresentaram reducédo
significativa da intensidade da crosta ao longo dos momentos. O tecido de granulagéo
apresentou variacdes significativas entre e intragrupos. A temperatura superficial das
feridas tratadas com a solucdo salina (0,9%) apresentou aumento significativo ao longo
dos momentos e entre os grupos. Concluiu-se que o gel de colageno associado ao biovidro
F18® possui efeitos benéficos na cicatrizacdo de feridas cutaneas que inclui inducéo de
maior perfusdo sanguinea devido ao aumento da temperatura superficial do leito da ferida,
e aumento da forca de tenséo.

Palavras chaves: bioceramica, biomaterial, biocompatibilidade, epitelizacéo, pele.

Introducéo

As feridas cuténeas de diferentes etiologias séo as afec¢Ges de maior incidéncia
na rotina clinico-cirurgica de pequenos animais (DEVRIENDT & ROOSTER, 2017;
RISSELADA, 2017). O uso de produtos que garantam menor tempo de cicatrizagdo e
tecido cicatricial mais resistente sdo constantemente pesquisados nas areas afins, 0s quais
devem ser economicamente viaveis, com efeitos colaterais minimos e auséncia de
residuos contaminantes ao meio ambiente (OLIVEIRA & DIAS 2012; MACIEL et al.,
2020; GUSHIKEN et al.; 2021).
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Os biovidros sdo substancias sintéticas biologicamente inertes, que formam
ligacGes interfaciais com o tecido vivo circundante, determinando uma estrutura de
suporte inicial para a organizacao celular ou estimulo celular no processo de cicatrizacao,
e como resultado da sua degradacdo, ocorre a liberacdo de célcio, sodio, silicio e de
fosfato, que garantem efeitos benéficos na regeneracdo tecidual (BOCCACCINI &
GOUGH, 2007; KULKARNI et al., 2015; Di CIO e GAUTROT, 2016; SHANKHWAR
et al., 2016;MIR et al, 2018; BENETTI et al., 2020). Outras propriedades dos biovidros
incluem a osteoinducdo, angiogénese, acdo anti-inflamatoria e antibacteriana, modulacao
celular, entre outras (FRANZ e al., 2011; MOURA et al., 2017; SOUZA et al., 2017a;
ZETAO et al., 2018; ZHAO et al., 2018; BENETTI et al., 2020; SADOWSKA e
GINEBRA, 2020; ZHU et al., 2020; ZHENG et al., 2021). Entre os diversos biovidros, o
biovidro F18® demonstrou ter biocompatibilidade e biofuncionalidade, além da
capacidade de ser produzido em diferentes formas (fibras, pds e scaffolds) (SOUZA,
2017a).

O biovidro F18® é um biomaterial constituido por dioxido de silicio (SiO2),
dioxido de sddio (Na20), dioxido de potéssio (K20), oxido de magnésio (MgO), éxido de
calcio (CaO) e pentdxido de fosforo (P2Os), e garante cristalizacdo controlada durante
tratamentos térmicos prolongados ou repetitivos, diferentemente de outros biovidros
(SOUZA et al., 2017a). O biovidro F18® possui atividade anti-biofime, bem como agéo
angiogénica, vasodilatadora e osteocondutora (GABBAI-ARMELIN et al., 2015;
SOUZA et al., 2017b; PITALUGA et al., 2018; OISHI et al., 2019; ARAUJO LOPES et
al., 2020; ARAUJO LOPES et al., 2020; MARQUES et al., 2020; PASSOS et al., 2021).
Pesquisas relativas ao uso do biovidro F18® em lesdes cutaneas sdo escassas na literatura
(SOUZA et al., 2017a). Estudo piloto realizado por Souza et al. (2017a), com feridas por
queimaduras em ratos, demonstrou efeitos benéficos do biovidro F18®, que incluiram
cicatrizacdo em menor tempo; estimulo na producéo de fibroblastos e queratinécitos e
tecido conjuntivo; e aumento do fator de crescimento endotelial (VEGF).

Nesse contexto, objetiva-se com o estudo avaliar os efeitos do gel de colageno
associado ao biovidro F18® na cicatrizacio de feridas cutaneas nio contaminadas de ratos
Wistar convencional, por meio das avaliacdes clinica, termografica e tensiométrica. A
hipdtese é que o biovidro F18® demonstre efeitos benéficos na cicatrizacdo de feridas
cuténeas.

Material e métodos

Animais e ambiente de experimentacao

A metodologia do presente estudo foi analisada e aprovada pela Comisso de Etica
no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria (FMVZ) da Universidade
Estadual Paulista (Unesp) — Botucatu, Sdo Paulo (SP) (CEUA — n°0074/2021).

O estudo foi realizado entre 0s meses de agosto e setembro, na cidade de Botucatu,
Sao Paulo (Coordenadas geogréficas: Latitude: 22°53'08” S; Longitude: 48°26'42" O;
Altitude do nivel do mar: 837 metros).

O tamanho amostral foi estimado utilizando a fung@o “power.t.test” do pacote
“stats”, utilizando o software R no ambiente de desenvolvimento integrado RStudio
(Version 1.0.143 — © 2009-2016, RStudio, Inc.). Foi estabelecido poder e nivel de
significancia para teste de hipotese de duas amostras e bicaudal respectivamente de 0,80
e 0,05, e de acordo com o maior tamanho amostral apresentado pela analise, levando em
conta os limites estabelecidos, estimou-se que o tamanho da amostra seria de quatro
grupos de 28 animais. Assim, foram utilizados 112 Rattus novergicus (ratos Wistar),
convencional, machos higidos, com idade entre oito a 10 semanas, com massa corpérea
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entre 365 e 370 g, provenientes do Biotério Central da Unesp, Botucatu. Estes foram
previamente submetidos a vermifugacdo com ivermectina (1%), e diluicdo de 0,1 mL
diluida em 100 mL de &gua potavel, fornecido em bebedouro coletivo, a cada sete dias,
durante 14 dias (LIMA et al., 2019).

A ambientalizacéo de 10 dias foi realizada no biotério da FMVZ, Unesp, Botucatu
(SP) e, neste periodo os animais permaneceram em grupos de quatro ratos em caixas
plasticas de polisulfona (dimensdes: 497 mm de comprimento, 341 mm de largura e 265
mm de altura). Apos a ambientalizacdo, os ratos foram alocados individualmente em
caixas de polisulfona (dimensfes: 385 mm de comprimento, 251 mm de largura e 240
mm de altura) com papeis sulfite amassados como enriquecimento ambiental. As caixas
foram higienizadas com agua e sabdo neutro a cada 48 horas. O local experimental
manteve-se climatizado, com controle de temperatura (23 + 2° C) e umidade variando
entre 40 e 60%, e ciclos de 12 horas claro/escuro, durante todo o periodo do estudo. Na
fase de ambientalizacdo e experimental, os ratos receberam &gua filtrada e ragédo
comercial especifica para ratos ad libitum.

Inducéo das feridas cutaneas

Para a realizacdo das feridas cutaneas, os animais foram submetidos a pre-
medicacdo anestésica prévia com sulfato de morfina (2 mg/kg, SC) e submetidos a
anestesia com associacdo de xilazina 2% (10 mg/kg) e cloridrato de cetamina 1% (75
mg/Kkg), por via intraperitoneal. A regido dorsal entre a atlanto-occipital e a base da cauda,
foi submetida a epilacéo, e em seguida, desinfectada com clorexidina alcoodlica (0,5%).

Todos os animais foram submetidos a confeccéo cirdrgica de feridas de 3 cm de
didametro, com auxilio de um punch metéalico estéril, no terco médio entre a distancia da
regido atlanto-occipital e base da cauda. A pele e a gordura subcutanea foram removidas
com auxilio de tesoura Metzembaum e pinga anatdmica estéreis, preservando a fascia
muscular.

Para o controle da dor pds-operatoria foi administrado o cloridrato de tramadol
(10 mg/kg, SC) a cada 12 horas, durante 48 horas. As feridas permaneceram sem curativo,
e 0s animais sem colar elisabetano. Durante todo o periodo de estudo, ndo foi
administrado antibidtico ou anti-inflamatorio.

Procedimento experimental

Os ratos foram divididos aleatoriamente, usando o programa Randomizer®
(versdo 2021), em quatro grupos de 28 animais, de acordo com o tratamento: G1 - solucéo
salina (0,9%); G2 - pomada cicatrizante (alantoina: 3 g; éxido de zinco: 3 g); G3 - gel de
colageno; G4 — mistura do p6é de biovidro F18® e gel de colageno. Os tratamentos
iniciaram imediatamente a confeccdo das feridas, e teve duracao de 21 dias.

Previamente aos tratamentos, as feridas foram limpas superficialmente, por meio
de gaze estéril umedecida em solucdo salina (0,9%) sem a remoc&o da crosta. A solucéo
salina (0,9%) (0,1 mL) (G1) e 0,1 g da pomada cicatrizante (G2) foram aplicadas a cada
24 horas, utilizando uma seringa de 1 mL e espatula estéril, respectivamente. O gel de
colageno (2 mL) (G3) e a uma mistura de 200 mg de p6 de biovidro F18® e 2 mL de gel
de colageno (proporcdo de 1:10) (G4), foram aplicadas utilizando seringas de 3 mL
estéreis, a cada 72 horas (SOUZA et al., 2017a) (Figura 1). A ingestdo de alimento e 4gua
foi avaliada a cada 24 horas, por meio da quantidade de racdo e agua fornecidas no dia
anterior
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‘ N2 total = 112 ratos ‘
I
| Confecgdo das feridas l
cutaneas

G1: solugdo salina (0,9%) G1: Pomada cicatrizante G3: Gel de colageno

G4: Mistura de gel de colageno e p6 do
biovidro F18® 2ml a para cada 200 mg, a

0,5 ml, a cada 24 horas 0,1 g, a cada 24 horas 2,0 ml, a cada 72 horas cada 72 horas
‘[ M3d — 12 Eutanésia (n=7) “
% M7d — 22 Eutandsia (n=7) }
l |
‘l M14d - 32 Eutanésia (n=7) }
[ [
‘[ M21d - 42 Eutandsia (n=7) “

Figura 1. Modelo esqueméatico do procedimento experimental.
Legenda: G1 — Grupo 1; G2 — Grupo 2, G3 — Grupo 3, G4 — Grupo 4;
M3d — trés dias apds o inicio dos tratamentos; M7d - sete dias apds o
inicio dos tratamentos; M14d - 14 dias apds o inicio dos tratamentos;
M21d - 21 dias ap06s o inicio dos tratamentos.

Aquisicdo do gel de colageno e o p6 do vidro bioativo F18®

O gel de colageno e o biovidro na F18® na forma de p6, foram disponibilizados
pelo Laboratério de Materiais Vitreos, Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar)
(SP).

O gel de colageno (Figura 2A) foi produzido por meio da mistura de glicerina e
agua com colageno (1:5), com proporcdao em volume de glicerina e dgua de 4:3. A
composicdo do biovidro F18® incluiu os seguintes compostos: SiOz-Na,0-K.0-MgO-
Ca0-P,0s (patente BR10 INPI 20130209619). A preparacao do biovidro na forma de p6
foi de acordo com Souza et al. (2017a), utilizando uma granulometria de 49 um de
didmetro (Figura 2B). As mudancas do pH ao longo do tempo foram verificadas usando
solucdo salina tampéo fosfato com relacdo peso/volume de 50 mg/mL (SOUZA et al.,
2017a).

Figura 2. Gel de colageno
(A) e biovidro F18® em
forma de po.

Avaliacéo clinica

As variaveis clinicas avaliadas incluiram a mensuragao da massa corporea (MC),
afericdo da temperatura corpérea (TC) e a avaliacdo macroscopica da ferida.

Para a mensuracdo da MC foi utilizada uma balanca digital de bancada com
divisdo entre 2,0 g e 6,0 kg (Toledo Prix3 FIT®).



168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185

186
187

188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209

25

A TC aferida na regido da caruncula lacrimal direita, por meio da termografia
infravermelha (Figura 3). A avaliacdo termografica foi realizada no biotério experimental
(FMVZ, Unesp, Botucatu), com o mesmo padréo de temperatura e umidade, auséncia de
janelas e iluminacdo com lampada de led. Para a afericdo da temperatura superficial da
regido da caruncula lacrimal, os ratos foram retirados da caixa, e colocados dentro de um
recipiente de plastico (20 x 20 cm), durante 20 minutos, com o objetivo de
ambientalizacdo. As aferigcdes foram realizadas no mesmo horario (07:00 horas), e pelo
mesmo avaliador com experiéncia em exames termograficos. Para tal, os animais foram
contidos fisicamente, e numa distancia de 1 metro da cartncula lacrimal (angulo de 90°),
foram realizadas duas imagens com recurso do foco automatico da cdmera de termografia
infravermelha (FLIR Model E4®), com sistema dptico padrdo. Para calibrar a cdmera com
a temperatura de refletividade, as imagens foram realizadas com a emissividade de 0,97.
Apenas a melhor imagem nitida foi usada para a afericdo da temperatura superficial da
regido. Utilizou-se software especifico (Flir Systems® v.1.2 software) para analise das
imagens termogréficas, calculando-se a temperatura maxima e média dentro de uma area
retangular tracada ao redor do olho, incluindo o globo ocular, e aproximadamente 1 cm
ao redor das péalpebras.

Wistar (A), e a respectiva imagem termografica, ilustrando a
regido da carlncula lacrimal direita (ponto vermelho)
submetida & aferi¢do da temperatura superficial usada como
TC por meio da termografia infravermelha (FLIR Model
E4®)

As variaveis MC e TC foram analisadas nos seguintes momentos: 10 minutos
antes da inducdo anestésica e confeccédo das feridas (Mo), trés dias (Mag), sete dias (M7a),
14 dias (Ma4g) € 21 dias (M21q) ap0s a inducéo das feridas.

A avaliacéo macroscopica foi realizada pelo mesmo avaliador e no mesmo horario
(07:30 horas). As feridas foram avaliadas macroscopicamente pela presencga ou auséncia
de crosta, tecido de granulagéo e contaminagao ou infecgéo.

Para a realizacdo da analise estatistica, as varidveis crosta e tecido de granulacao
foram classificadas com um escore semiquantitativo, de acordo com a sua intensidade
em: ausente (grau 1), leve (grau 2), moderada (grau 3) e intensa (grau 4). A contaminacgéo
ou infecgéo foi classificada com ausente (grau 1) e presente (grau 2). A avaliagOes foram
realizadas nos momentos: Mag, M7d, M14d € M214.

Avaliacgéo termograéfica infravermelha da ferida cutanea

A avaliacdo da temperatura superficial das feridas cutneas seguiu a mesma
metodologia da avaliacdo termografica infravermelha da regido da cardncula lacrimal
direita. Entretanto, os ratos contidos fisicamente em decubito ventral, e as imagens
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termograficas realizadas a uma distancia de 1 metro e perpendicularmente a area da ferida
(Figura 4).

As avaliagdes realizadas nos momentos: 15 minutos apos a inducéo das feridas
(M15min), M3ad, M7d, M144 € M214. As aferi¢cGes foram realizadas no mesmo horario (08:00
horas), e pelo mesmo avaliador com experiéncia em exames termograficos.

Figura 4. Imagem digitalizada da regido dorsal da ferida cutanea
no rato Wistar (A), e a respectiva imagem termografica
ilustrando a ferida submetida a afericdo da temperatura
superficial (retangulo preto) pela termografia infravermelha
(FLIR® Model E4)

Avaliacdo tensiométrica

Cada grupo foi dividido aleatoriamente, usando o programa Randomizer® (versio
2021), em quatro subgrupos de sete ratos, e submetidos a eutanasia com tiopental sodico
(120 mg/kg) por via intraperitoneal (HORN et al. 2013), nos seguintes momentos: Magq,
Mg7d, M14d € M214. ApOS as eutanasias, foram realizadas biopsias excisionais das feridas,
com margem de 3 cm de pele integra em torno da lesdo, e profundidade até a fascia
muscular. Em seguida, para a avaliacdo da forca tensil maxima ou for¢a de ruptura (FTM)
e da deformidade méxima (DM), foram confeccionados espécimes contendo a ferida, e
pelo menos 2 cm de tecido higido em cada extremidade (Figura 5A).

As amostras foram fixadas numa maquina de teste mecénico universal (EMiC®)
por meio de prensas, e com distancia de 1,0 cm de cada lado da extremidade da amostra,
deixando uma area livre de 1,0 cm da ferida. O ensaio mecénico foi realizado no sentido
vertical, onde a porc¢éo inferior do equipamento era imdvel e a porcdo superior movel
(Figura 5B). Foi utilizada uma velocidade de tracdo constante de 20 mm/segundo e célula
de carga na faixa de 1 a 50 N com uma resolucdo de leitura 0,01 N, e os valores da FTM
e DM foram avaliados no software especifico (Mtest®). As avaliagcbes tensiométricas
foram realizadas por um profissional experiente em testes mecanicos para biomateriais, e
nos seguintes momentos: Mad, M7d € Muag.
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Figura 5. Imagem ilustrando a espécime da ferida para a avaliacao tensiométrica fixada
na maquina de teste mecanico universal (EMiC®) (seta branca) por meio de prensas, e
com distancia de 1,0 cm de cada lado da extremidade da amostra, deixando uma area
livre de 1,0 cm da ferida .

Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software R (Version 4.2.0 (2022-04-
22). A normalidade das variaveis registradas em cada momento e grupo foi avaliada pelo
teste Shapiro-Wilk e, também, por meio dos boxplot. Para todas as analises foi
considerada diferenca significativa quando o p-valor foi menor que 0,05.

Para comparagdo entre os grupos em cada momento, e para comparagao de
momentos por grupo utilizou-se a andlise de varidncia para amostras independentes
(ANOVA One way) para dados normais, e teste de Kruskal-Wallis (fungao “kruskal” do
pacote “car”) para variaveis fora das condi¢des da normalidade. Diferencas foram
consideradas significativas com p < 0,05.

Para comparagdo da massa corpGrea no momento de inducdo entre 0S momentos
da eutanésia para cada grupo utilizou-se teste de Friedmann (pacote "PMCMRplus").
Diferencas consideradas significativas com p < 0,05.

Resultados

Avaliacao clinica geral
Né&o foi identificada reducdo da ingestdo de alimentos e agua, diarreia ou 0bitos,
e nem variacao significativa com relagdo a MC e TC (Tabela 1 e 2).

Avaliacao macroscopica

Variavel pus: ndo foram identificadas diferencas significativas em relacdo a presenca ou
auséncia de pus (Tabela 3).

Variavel crosta: as feridas tratadas com solucdo salina (0,9%) e com a pomada
cicatrizante apresentaram diminuicdo significativa (p < 0,05) da intensidade da crosta
entre 0s momentos: Mag VS M21q € M7q VS M21q (Tabela 3). Na avaliacdo intergrupo, as
feridas tratadas com a solugcdo salina (0,9%) demonstraram intensidade de crosta
significativamente maiores (p < 0,05) em relagcdo as feridas tratadas com o gel de
colageno) e com a sua mistura com o p6 do biovidro F18®, em todos momentos, exceto
21 dias ap0s o inicio do tratamento (Tabela 3).
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Variavel tecido de granulacéo: foi identificado aumento significativo (p < 0,05) (ausente
— moderado) nas feridas tratadas com a pomada cicatrizante, entre Mzg VS M14d, M3q VS
M21d, M74 VS M1ad € M74 VS M214. As feridas tratadas com o gel de coldgeno demonstraram
diminuigéo significativa (p < 0,05) (intenso — leve ou ausente), entre Mzq € 0s demais
momentos avaliados (Tabela 3). No grupo tratado com a mistura do gel de colageno e o
po6 do biovidro F18®, foi identificado aumento estatisticamente significativo (p < 0,05)
(ausente — moderado) entre 0s momentos Msg Vs M7q, € diminuicéo significativa (p <
0,05) (moderado — ausente) entre M7q vs M21q4 (Tabela 3). Na avaliacdo intergrupo, as
feridas cutaneas tratadas com solucéo salina (0,9%) e com gel de colédgeno apresentaram
intensidade de tecido de granulacéo significativamente maiores (p < 0,05) em relagéo as
feridas tratadas com a pomada cicatrizante e a mistura de gel de colageno e biovidro F18®,
trés dias apds inicio dos tratamentos. As feridas tratadas com solugéo salina (0,9%). Apos
sete dias de avaliacdo, as lesdes tratadas com solucdo salina (0,9%) e mistura do gel de
colageno e biovidro F18® apresentaram intensidade de tecido de granulacio
significativamente maiores (p < 0,05) que as lesdes tratadas com a pomada cicatrizante
(Tabela 3). Finalizando, as feridas cutaneas tratadas com solucdo salina (0,9%) e pomada
cicatrizante apresentaram intensidade do tecido de granulacdo estatisticamente maiores
(p < 0,05) (leve ou moderado) em relacdo aos grupos tratados com o gel de colageno e
sua mistura com biovidro F18®, que ndo demonstraram tecido de granulagio (Tabela 3).
A evolucdo do processo cicatricial etd apresentada na tabela 4.

Avaliacdo termografica infravermelha e tensiométrica das feridas cutaneas

Em relacdo aos valores da temperatura superficial do leito das feridas cutaneas,
aferidas pela termografia infravermelha, foi identificado aumento significativo (p < 0,05)
nas feridas tratadas com a solucdo salina (0,9%) entre 0s momentos: Mzqvs Mg (Tabela
5). Na avaliagdo intergrupos, foi identificado que trés dias apds inicio dos tratamentos, as
temperaturas foram significativamente menores (p < 0,05) nas feridas tratadas com a
solugéo salina (0,9%) quando comparadas com 0s demais grupos (Tabela 5). Na avaliacédo
tensiométrica ndo foram identificadas variagdes significativas na avaliacdo inter e
intragrupo referente a FTM e a DM (Tabela 6).
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Tabela 1. Média (Média) e desvio-padrdo (DP) da massa corpérea (MC) (gramas) de ratos Wistar com as feridas tratadas com solugéo salina (0,9%)
(G1), pomada cicatrizante de Alantoina (G2), gel de colageno (G3) e mistura do pé de biovidro F18® e gel de colageno (G4), e mensurados nos
momentos: 10 minutos antes da inducdo anestésica e confec¢do das feridas (MO), trés dias (M3d), sete dias (M7d), 14 dias (M14d) e 21 dias (M21d)
apos a inducdo das feridas.

Grupos Mo  Mag My Mg Mg
(Média + DP) (Média £+ DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP)
Gl 410,30 £ 52,15" 408,57 + 41,994 405,57 + 68,001 425,29 + 48,52" 435,29 + 41,50
G2 409,36 + 41,84"2 374,00 + 32,294 361,71 + 19,56" 381,57 + 37,03 411,29 + 31,73
G3 397,54 + 41,35% 399,14 + 31,93% 429,71 + 29,73" 391,38 + 32,23 397,33 + 26,142
G4 367,96 + 37,41"¢ 368,43 + 43,95% 361,86 + 21,41"° 373,14 + 40,189*° 380,86 + 34,41"°

Médias seguidas por letras maitsculas diferentes na mesma coluna foram significativamente diferentes pelo teste de ANOVA (p < 0,05). Médias seguidas por letras
minusculas diferentes na mesma linha a foram significativamente diferentes pelo teste ANOVA (p < 0,05).

Tabela 2. Média (Média) e desvio-padrdo (DP) dos valores da temperatura corporal (TC) (° C), aferida na regido da caruncula lacrimal direita, por
meio da termografia infravermelha, de ratos Wistar com as feridas tratadas com solugéo salina (0,9%) (G1), pomada cicatrizante de Alantoina (G2),
gel de colageno (G3) e mistura do p6 de biovidro F18® e gel de colageno (G4), e mensurados nos momentos: 10 minutos antes da indugdo anestésica
e confeccdo das feridas (M0), trés dias (M3d), sete dias (M7d), 14 dias (M14d) e 21 dias (M21d) ap6s a inducdo das feridas.

Grupos Mo Mag Mzq Mg Ma1q
(Média £ DP) (Média £ DP) (Média £ DP) (Média £ DP) (Média £ DP)
G1 33,54 £ 0,814 33,30 £ 0,954 33,16 + 0,36"° 33,16 £ 0,36" 33,54 £ 0,814
G2 33,54 + 0,54 32,81+ 0,614 32,91+1,217 32,64 +1,35% 33,54 + 0,54%
G3 33,91+ 1,424 29,44 +1,30% 28,51 + 1,26% 28,59 +1,26" 33,92 + 1,427
G4 33,57 £ 0,80" 34,09 + 0,994 34,20 + 0,78 33,20 £ 0,43* 33,57 £ 0,80%

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma coluna foram significativamente diferentes pelo teste de ANOVA (p <0,05). Médias seguidas por letras
minusculas diferentes na mesma linha a foram significativamente diferentes pelo teste ANOVA (p < 0,05).
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Tabela 3. Variaveis macroscopicas (crosta, tecido de granulacédo e pus) das feridas tratadas com
solucdo salina (0,9%) (G1), pomada cicatrizante de Alantoina, gel de colageno (G3) e mistura do
po de biovidro F18® e gel de coladgeno (G4), e mensurados trés dias (M3d), sete dias (M7d), 14
dias (M14d) e 21 dias (M21d) apds a inducdo das feridas.

Varidveis/Grupos Mg Mg Mg Mg
Crosta
G1 3ABa 3Aa 2ABab 1Ab
G2 4Aa 4Aa 3Bab 2Ab
G 3 2 Ba 1 Ba 1Aa 1Aa
G4 3ABa 3Aa 1Ab 1Ab
Tecido de granulacdo
Gl 3Aa 3Aa 2Aa 2ABa
G2 1Ba 1Ba 3Ab 3Aab
G3 4Aa 2ABb 2Ab ZBb
G4 1Bb 3Aa 2Aab 1Bb
Fc):)uf 2Aa 1Aa 1Aa 1Aa
G2 2Aa 1Aa 1Aa 1Aa
G3 2Aa 1Aa 1Aa 1Aa
G4 1Aa 1Aa 1Aa 1Aa

Classificages seguidas por diferentes letras mailsculas na mesma coluna foram significativamente
diferentes pelo teste de ANOVA (p < 0,05). Médias seguidas por diferentes letras mindsculas ha mesma

linha foram significativamente diferentes pelo teste ANOVA (p < 0,05).

Classificacdo das variaveis crosta e tecido de granulagdo: ausente (grau 1), leve (grau 2), moderada (grau

3) e intensa (grau 4). Classificacdo da variavel pus: ausente e presente.

Tabela 4. Figura 6. Evolucdo cicatricial macroscopica das feridas ao longo do

Detalhes das imagens digitalizadas: A

periodo do estudo.

{ 3 4 4
Itura = 1600 pixels; Largura = 1200 pixels; Resolugdo horizontal e

vertical = 96 dpi; Intensidade de bits = 24) (Sony®, modelo Cyber-shot DSC-WX50, resolugdo de 16,2
megapixels, imagem formato JPEG®). Legenda: G1 — feridas tratadas com solucgdo salina (0,9%); G2 —
feridas tratadas com pomada cicatrizante; G3 — feridas tratadas com gel de colageno; G4 — feridas tratadas
a mistura do gel de colageno e pé de biovidro F18®; Mismin - 15 minutos ap6s confecgdo das feridas; Msq -
trés dias apos inicio dos tratamentos; Mzq - sete dias apds inicio dos tratamentos; Miaq — 14 dias ap0s inicio

dos tratamentos; M2iq - 21 dias apds inicio dos tratamentos.



351 Tabela 4. Média (Média) e desvio-padréo (DP) dos valores da temperatura superficial do leito da ferida cutanea (° C), aferida por meio da termografia

352 infravermelha, de ratos com as feridas tratadas com solucdo salina (0,9%) (G1), pomada cicatrizante de Alantoina (G2), gel de colageno (G3) e
353 mistura do pé de biovidro F18® e gel de colageno (G4), e mensurados nos momentos: 15 minutos (M15min), trés dias (M3d), sete dias (M7d), 14
354 dias (M14d) e 21 dias (M21d) apés a inducdo das feridas.
Grupos Misin , Msd , Mz Mg Ma
(Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP)
Gl 30,51 £ 0,317 30,66 + 0,36" 33,10 + 0,694 32,00 + 0,104 32,00 + 0,144
G2 33,24 + 0,247 33,47 +0,1752 32,07 £ 0,174 32,56 + 0,56 32,94 +£ 0,797
G3 33,11+ 0,417 33,38 + 0,465 29,10 £ 0,124 28,61 +0,12% 28,23 + 0,25%
G4 33,57 £ 0,80"° 34,40 + 0,665 34,11 £ 0,117 34,60 £ 0,12% 33,07 £0,14"
355 Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma coluna foram significativamente diferentes pelo teste de ANOVA (p <0,05). Médias seguidas por
356 letras mindsculas diferentes na mesma linha a foram significativamente diferentes pelo teste ANOVA (p <0,05
357
358 Tabela 6. Média (Média) e desvio-padréo (DP) da forca tensil méxima (FTM) e deformacdo méaxima (DM) de feridas cutaneas de ratos Wistar,
359 tratadas com solugdo salina (0,9%) (G1), pomada cicatrizante de Alantoina (G2), gel de colédgeno (G3) e mistura do p6 de biovidro F18® e gel de
360 colageno (G4), e mensurados nos momentos: trés dias (M3d), sete dias (M7d), 14 dias (M14d) e 21 dias (M21d) ap6ds a inducdo das feridas.
o Maq Mzq Mg
Grupos/Variaveis/ (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP)
FTM (N)
Gl 0,29 + 0,214 0,22 +0,19% 0,19 + 0,15%
G2 0,17 £0,14% 0,10 £ 0,094 0,17 £ 0,08
G3 0,19 + 0,182 0,22 £ 0,244 0,17 £0,117¢
G4 0,12 + 0,144 0,17 +£ 0,094 0,50 + 0,144
DM (mm)
Gl 23,93 +£18,66" 23,19 + 21,66 38,40 + 31,90"
G2 20,66 + 14,56 22,30 + 18,417 24,69 + 17,197
G3 31,81 + 22,32”¢ 46,80 + 18,08 27,68 + 16,14*¢
G4 33,85 + 25,23 32,01 + 26,15%° 16,70 + 21,87
361 Meédias seguidas por letras maiusculas diferentes na mesma coluna foram significativamente diferentes pelo teste de ANOVA (p <0,05). Médias seguidas por

362 letras mindsculas diferentes na mesma linha a foram significativamente diferentes pelo teste ANOVA (p <0,05).
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Discussao

O estudo teve por objetivo avaliar a agdo cicatrizante do gel de colageno associado
ao vidro bioativo F18® em feridas cutineas ndo contaminadas e induzidas cirurgicamente
em ratos Wistar, visto que estudos com relacao ao uso desse biovidro em feridas cutaneas
séo escassos na literatura (SOUZA et al., 2017a). De acordo com os autores do presente
estudo, até 0 momento, ndo se tem conhecimento de estudos relacionados com o uso do
biovidro F18® em feridas cutineas ndo contaminadas, comprovando o ineditismo do
presente estudo. Contudo, Souza et al. (2017b), Souza et al. (2017c), Oishi et al. (2019),
Araljo Lopes et al. (2020), Marques et al. (2020), Passos et al. (2021), demonstraram a
acdo anti-biofime, bactericida, angiogénica e vasodilatadora do biovidro F18®.
Paralelamente, a biocompatibilidade in vitro e in vivo, e capacidade em estimular a
formacéo de tecido dsseo e regeneracdo articular foram comprovados em diversos estudo
(GABBAI-ARMELIN et al., 2015; PITALUGA et al., 2018; ARAUJO LOPES et al.,
2020).

Estudos utilizando biovidros a base de hidroxiapatita ou calcio na cicatriza¢do de
feridas, foram realizados por diferentes autores, e foi identificado inducgéo e proliferacéo
mais rapidas do tecido conjuntivo em feridas de origem diabética em ratos (MAJEED &
AL NAIMI, 2012); e o calcio foi associado com a estimulacdo da captacdo dos
fibroblastos e, consequentemente, induzindo a contratura do tecido colagenoso em feridas
cutaneas de camundongos (KAWAI et al., 2011). Em estudo piloto realizado por Souza
et al. (20017a), com ratos Wistar submetidos a lesdo cutanea do tipo queimaduras de
terceiro grau e tratadas com o biovidro F18®, foi evidenciado tudo que precisa para uma
reparacdo tecidual mais rapida e com maior producédo de fibroblastos, queratindcitos e
tecido conjuntivo; e aumento do VEGF.

A hipotese inicial foi alcangada, visto que as feridas tratadas com o biovidro F18®
demonstraram valores maiores da sua temperatura superficial, significando presenca de
vasodilatagdo induzida pelo biovidro F18%; e aumento na resisténcia a ruptura, atingindo
valores maiores em relacdo aos demais grupos.

A evidéncia que o biovidro F18® poderia agir de forma benéfica na cicatrizacio
de feridas cutaneas foi associada a sua composicao (SiO>—Na,0-K,0-MgO-Ca0O-P,0s);
alta reatividade tecidual; e melhora da biointeracéo, estimulando a proliferacao celular e
a regeneracdo tecidual de tecidos duros e moles (GABBAI-ARMELIN et al., 2015;
SOUZA et al., 2017a). A biocompatibilidade o biovidro F18® foi avaliada in vivo por
meio de implantacdo subcutdnea em ratos, e posterior avaliacdo durante 60 dias
(GABBAI-ARMELIN et al., 2015). Histologicamente, o biovidro F18® demonstrou
efeitos benéficos teciduais, com relacdo a espessura e qualidade da capsula, e qualidade
da interface biovidro-tecido; e ndo foi identificada reacdo de rejeicdo, sendo que o
material degradado foi bioabsorvido (GABBAI-ARMELIN et al., 2015).

No presente estudo, ndo foi criado nenhum grupo experimental que seria usado
somente o p6 do bioativo F18® nas feridas, visto que devido & sua composi¢do quimica
ocorre sensacao de ardéncia durante o contato entre o biovidro e a mucosa (SOUZA et
al., 2017a).

A escolha da epilacdo para a remocdo dos pélos foi devido a indu¢do minima de
lesdo cutanea quando comparada ao uso de aparelhos laminados (GARROS & ARRUDA,
2006). As feridas permaneceram sem curativo, e 0s animais sem colar elisabetano, para
evitar possivel condicdo de estresse e, consequente, liberacao de cortisol. A interferéncia
negativa do cortisol na cicatrizago estd associada com a persisténcia da fase inflamatoria,
visto que o cortisol induz a vasoconstricdo periférica, prejudicando a perfusdo dos
tecidos; diminui a acdo leucocitéria e a producdo de coldgeno; e inibe a producédo de
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queratinocitos, prejudicando a epitelizacdo das bordas da ferida (GUO & DIPIETRO,
2010).

A mistura do gel de colageno e pé biovidro F18® demonstrou ser de facil aplicacéo
e evitou o desperdicio, sendo associado ao seu aspecto viscoso, ao contrario da pomada
cicatrizante, que foi de dificil aplicacdo devido ao seu aspecto pastoso, e causando maior
estresse aos animais quando tratados.

A auséncia de variacdo significativa da massa corporea diferiu com estudo
relacionado com a avaliacdo da cicatrizacdo em feridas cutaneas ndo contaminadas em
ratos Wistar (MACIEL et al., 2020). Segundo Finnerty et al. (2013), o estresse do
procedimento cirdrgico € caracterizado por um processo catabolico transitorio que
induzem a diminuicdo de massa corpérea.

A temperatura corporal aferida pela termografia infravermelha na cartuncula
lacrimal, ndo demonstrou variagdo significativa, e foi associado com a auséncia de
infeccdo das feridas (ROTH et al., 2006). A afericdo da temperatura corporal na regiao
da cartncula lacrimal, por meio da termografia infravermelha, foi associada com a
concentracdo elevada de capilares na regido, que sdo controladas pelo sistema nervoso
autdbnomo na dissipacdo de calor corporal (YARNELL et al., 2013). Esse método de
afericdo garante uma avaliagdo sem contato com o animal, diminuindo a probabilidade
de inducdo de estresse (ZANGHI, 2016). Zanghi (2016) correlacionou a temperatura da
regido da cardncula lacrimal e da orelha, por meio da termografia infravermelha, com a
temperatura retal, como método de referéncia e alternativa para aferi¢cdo da TC. O autor
identificou que a temperatura superficial da carancula lacrimal, aferida pela termografia
infravermelha, teve uma correlacdo positiva com a temperatura aferida por via retal.

No inicio do tratamento, foi identificado presenca de pus em todos 0s grupos
excetuando o grupo tratado com a mistura do gel de colageno e o biovidro F18®, e apds
trés dias de tratamento ndo foi identificado quaisquer sinais de contaminagdo. Essa
contaminacdo inicial foi associada com a proliferagio da microbiota cutanea,
anteriormente em simbiose. Salientou-se que o biovidro F18® possui acdo bactericida,
associada a ao aumento do pH local, alteracdo da pressao osmotica e forgas eletrostaticas
(SOUZA et al., 2017a; SOUZA et al., 2017b; ARAUJO LOPES et al., 2020; MARQUES
et al., 2020; PASSOS et al., 2021).

As feridas tratadas com a solucdo salina (0,9%) demonstraram intensidade de
crosta significativamente maiores em relagdo as feridas tratadas com o gel de colageno e
sua mistura com o p6 do biovidro F18%, em todos momentos, exceto 21 dias apds o inicio
do tratamento. Para além da crosta ser formada por restos celulares, ela garante protecédo
a ferida, e foi postulada que o processo de fibroplasia pode ser estimulado pela presenca
da crosta (GONZALEZ et al., 2016; SINGH et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019).

A auséncia de tecido de granulacdo no grupo tratado com a mistura do gel de
colageno e o biovidro F18®, identificada 21 dias apds os tratamentos, foi relacionada com
as propriedades cicatrizantes do biovidro F18®, que inclui o aumento dos fatores de
crescimento responsaveis pela proliferacao celular e vasodilatacdo (SOUZA et al., 2017a;
OISHI et al., 2019). Esse fato determinou um efeito benéfico do biovidro F18® na
cicatrizagdo das feridas cutaneas.

A avaliacdo da temperatura superficial do leito da ferida tem por objetivo
identificar alteracbes vasculares e respostas inflamatdrias, visto que temperaturas
elevadas podem significar presenca de vasodilatacdo e maior perfusdo sanguinea
(FITZGERALD & BERENTSONSHAW, 2012; GUIMARAES et al., 2020), podendo
ser uma alternativa para o laser Doppler. No presente estudo, os valores
significativamente menores da temperatura superficial do leito das feridas tratadas com a
solucéo salina (0,9%) quando comparadas com os demais grupos, trés dias ap6s a indugéo
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das feridas, indicou a menor perfusdo sanguinea nas feridas. Salientou-se que esse periodo
correspondeu com a fase inflamatoria, que é caracterizada pela vasodilatacdo e maior
perfusdo sanguinea (OLIVEIRA e DIAS, 201; GONZALEZ et al., 2016; SINGH et al.,
2017; RODRIGUES et al., 2019). Entretanto, as feridas tratadas com a mistura do gel de
colageno e o biovidro F18®, demonstraram valores maiores de sua temperatura
superficial, porém, sem diferenca significativa, provavelmente devido ao estimulo na
liberagdo de dxido nitrico (NO) (vasodilatador endégeno) induzido pelo biovidro F18®
(OISHI et al., 2019). Diferentemente, Gillette et al. (2001), avaliaram a perfusdo
sanguinea de feridas ndo contaminadas em cdes submetidas ao tratamento com
biomaterial cerdmico, por meio do laser Doppler, e ndo identificaram diferencas
significativas entre as perfusdes sanguineas do grupo experimental e controle, trés e cinco
dias apds a inducdo das feridas.

A auséncia de variacdo significativa com relacdo a tensiometria foi coerente com
a literatura (GILLETTE et al., 2001). Embora nenhuma diferenca significativa tenha sido
identificada nos valores da forca de tensdo e deformidade méxima, ocorreu um aumento
na resisténcia a ruptura nas feridas tratadas com o biovidro F18®, atingindo valores
maiores em relacdo aos demais grupos, € uma diminui¢do na deformidade maxima. A
autora acredita que a mistura do gel de colageno e o p6 do biovidro F18®, pode influenciar
de forma benéfica no aumento da forga de tensao.

Conclusdes

De acordo com a metodologia usada no presente estudo, conclui-se que o biovidro
F18® possui efeitos benéficos na cicatrizagdo de feridas cutdneas ndo contaminadas
induzidas cirurgicamente em ratos Wistar, que inclui inducdo de maior perfuséo
sanguinea devido ao aumento da temperatura superficial do leito da ferida, e aumento da
forca de tensdo.
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TRABALHO CIENTIFICO 2

Artigo cientifico a ser enviado para Pesquisa Veterinaria (https://
http:// http://www.pvb.com.br/portal/normas). Contudo, o trabalho cientifico sera
traduzido para a lingua inglesa para submissao. O corpo do texto foi formatado
de acordo com as normas de submissao da revista, com excec¢ao das figuras e

legendas que foram inseridas no texto.

AVALIACAO MORFOMETRICA, HISTOLOGICA E IMUNOFENOTIPAGEM DE FERIDAS CUTANEAS
DE RATOS WISTAR SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM ASSOCIACAO DO GEL DE COLAGENO
E BIOVIDRO F18®

Resumo: O biovidro F18®, biomaterial ceramico de elevada bioatividade e reatividade, atividade
anti-biofime, bactericida, angiogénica e vasodilatadora. Até o momento, estudos relacionados com o
uso do biovidro F18® na cicatrizacio de feridas cutianeas estdo ausentes na literatura. Nesse contexto,
objetiva-se realizar uma avaliacdo morfométrica, histoldgica e imunoistoquimica de feridas cutaneas
de ratos tratadas com gel de colageno associado ao biovidro F18®. Foram utilizados 112 ratos Wistar
convencional, machos higidos, adultos e massa corpdrea entre 365 e 370 g. Feridas de 3 cm de
diametro foram realizadas no dorso dos ratos sob anestesia. Foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos de 28 animais: G1 -solugdo salina 0,9%; G2 - pomada cicatrizante; G3 - gel de colageno;
G4 -mistura do p6 de biovidro F18 e gel de colageno. Cada grupo foi dividido aleatoriamente em
quatro grupos de sete ratos, e submetidos a avaliacdo morfométrica, histolégica e imunoistoquimica.
As eutanasias foram realizadas apds inducdo anestésica, e bidpsias excisionais foram realizadas em
torno dalesdo. Os valores das areas e contragao das feridas dos demonstraram uma diminuicdo e, em
seguida, aumento significativo, respectivamente, ao longo dos momentos. Foi identificado um
aumento significativo no niimero de células totais e aumento significativo para colageno tipo I na
ferida tratado com biovidro F18®. Concluiu-se que o biovidro F18® demonstrou efeitos benéficos na
cicatrizacdo de feridas cutaneas, destacando sua a¢do em diminuir a area da ferida e aumentar a taxa
de oclusdo, diminuir a quantidade de células de reacdo inflamatéria e estimular a produgio de
colageno tipo 1.

Palavra- Chaves: cicatrizacio, pele, reparacao tecidual, trauma, vidro bioativo.
Introducao

A descoberta dos vidros bioativos ou biovidros foi um grande avango para a area de
biomateriais, devido a sua capacidade de promover ligagdes quimicas com os tecidos vivos
(HENCH,2006). Tais materiais sdo capazes de ativar varias respostas biolégicas, proporcionando
outros beneficios além de apenas a regeneracdo dssea. Além disso, os vidros bioativos possuem
propriedades bactericidas que os tornam importantes na area de regeneracdo tecidual ou da
biomedicina (ZHANG et al., 2010; MOURA et al,, 2017), sendo uma tecnologia promissora com um
grande potencial de aplicagdo em pacientes humanos e na Medicina Veterinaria (OBATA et al., 2022).

Os biovidros podem ser fabricados de forma que sejam compativeis com diferentes tipos de
tecidos, por meio da selecdo dos seus componentes, sendo que os vidros a base de silicato de sédio e
de calcio sdo compativeis com o tecido ésseo (SIQUEIRA E ZANOTTO, 2011; HUANG, 2017).
Recentemente, o uso dos biovidros expandiu-se para regeneracdo de tecidos moles e ulceras
cutaneas; lesdes de pele causada por doengas cronicas, como a diabetes; e na regeneracio tecidual
em tratamentos pds-operatérios de neoplasias em pacientes humanos (SOUZA et al., 2017a; WHEN
etal, 2021). Em relacdo a cicatrizac¢do, os biovidros possuem a¢do angiogénica, alta permeabilidade
aos fluidos corporais, facil manuseio e formato flexivel (DAY 2005; JO et al., 2009; QUINTERO et al,,
2009; ZHENG et al, 2021). Contudo, segundo Siqueira e Zanotto (2011), diversos biovidros
apresentam propriedades mecanicas frageis e alta tendéncia a cristalizagdo, impedindo o processo
de manipulacdo de diversas formas.

0 biovidro F18®, é um biomaterial ceramico a base de diéxido de silicio (Si02), diéxido de
s6dio (Na20), diéxido de potassio (K20), 6xido de magnésio (Mg0), 6xido de calcio (Ca0) e pentéxido
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de fésforo (P205) (SiO2-Na20-K20-Ca0-Mg0-P20s, conferindo trabalhabilidade de amplo espectro
sem cristalizacdo (SOUZA et al, 2017a). Segundo os mesmos autores, esse biovidro permite
solucionar algumas dificuldades identificadas em outros vidros bioativos, que inclui a cristalizagao
incontrolavel durante tratamentos térmicos prolongados ou repeticdes (Souza et al, 2017a). O
biovidro F18® possui elevada bioatividade e reatividade, além de baixa resisténcia quimica.,
conferindo caracteristicas para a confeccdo de fibras, p6s e scaffolds (SOUZA et al.,, 2017a), e possui
atividade anti-biofime e bactericida elevada, quer em tecido 6sseo ou na pele; e acdo angiogénica e
vasodilatadora (SOUZA et al., 2017b; OISHI et al., 2019; ARA(J]O LOPES et al.,, 2020; MARQUES et al.,
2020; PASSOS et al., 2021). Estudos prévios demonstraram a biocompatibilidade in vitro e in vivo do
biovidro F18®, bem como sua capacidade em estimular a formagio de tecido 6sseo (GABBAI-
ARMELIN et al., 2015; PITALUGA et al., 2018; ARAU]O LOPES et al., 2020). No contexto do sistema
articular, Souza et al. (2017d), identificaram que a incorporacdo do biovidro F18® em polimeros
elastoméricos regeneradores de cartilagem a base de poli (glicerol sebacato) dobrou a resisténcia a
tracdo; adequou a degradabilidade do polimero, evitando a citotoxidade dos subprodutos de sua
degradacao.

Em relacdo ao uso do biovidro F18® na regeneracio de tecidos moles, Souza et al. (2017a),
realizaram um estudo piloto em ratos Wistar submetidos a queimaduras de terceiro grau. Os autores
implantaram as fibras do biovidro na regido acometida, e sete dias apés foi observada uma
cicatrizacdo mais rapida e auséncia de necrose nos animais tratados com o biovidro. No mesmo
estudo, também foi identificada, pelo exame histolégico e imunoistoquimico, maior presenca de
fibroblastos, queratinécitos e tecido conjuntivo; e maior intensidade do fator de crescimento
endotelial (VEGF) (SOUZA et al,, 2017a). Entretanto, até o momento, estudos relacionados com o uso
do biovidro F18@® na cicatrizacido de feridas cutineas nio contaminadas estdo ausentes na literatura.
Nesse contexto, objetiva-se com o presente estudo realizar uma avaliacdo morfométrica, histoldgica
e imunoistoquimica de feridas cutaneas tratadas com gel de coldgeno associado ao biovidro F189®,
utilizando o rato Wistar “in vivo” como modelo experimental de curta duragdo. A hipdtese é que o
biovidro F18® misturado com o gel de colageno induza efeitos benéficos na cicatrizagio. A relevancia
clinico-cirurgica estd associada com uso dos resultados do presente estudo como base para o uso na
cicatrizacdo de feridas de cdes e gatos, acelerando a cicatriza¢do e formando um tecido cicatricial
mais resistente.

Material e Métodos

Animais

0 estudo foi submetido e logo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria (FMVZ), Universidade Estadual Paulista (Unesp), campus de
Botucatu, Sao Paulo (SP) (Atestado n? 0074/2021).

Apdés a realizacido do Poder de Teste (fun¢do “power.t.test” do pacote “stats”), utilizando o
software R no ambiente de desenvolvimento integrado RStudio (Version 1.0.143 - © 2009-2016,
RStudio, Inc.), foi determinado a amostra experimental de quatro grupos de 28 animais, totalizando
112 ratos. Os ratos Wistar convencional (Rattus novergicus) machos higidos, com idade entre oito e
10 semanas e massa corpérea entre 365 e 370 g, provenientes do Biotério Central da Unesp,
Botucatu, SP, foram encaminhados ao biotério da FMVZ, Unesp, Botucatu, SP, para aclimatizag¢ao ao
ambiente experimental, por um periodo de 14 dias. Nesse periodo foi realizada a vermifuga¢do com
ivermectina (1%) (0,1mL diluida em 100mL de dgua potavel em bebedouro individual), a cada sete
dias, durante duas semanas, sendo que os ratos permaneceram em gaiolas coletivas. Apds a
aclimatizacio, os ratos foram separados aleatoriamente, e colocados em caixas de acrilico (49 x 34 x
16 cm) com enriquecimento ambiental por meio de folhas sulfite amassadas. As caixas foram limpas
a cada 48 horas, e 0o ambiente manteve-se com umidade e temperatura controlada e constante
(temperatura de 22 + 1 °C e umidade entre 30 e 40%), e o ciclo de luz e escuro de 12 horas. Durante
todo o periodo do estudo, os ratos receberam agua e racdo comercial para ratos ad libitum.

Modelo Experimental

0 delineamento do modelo experimental foi apresentado na figura 1. Todos os ratos foram
submetidos a pré-medicacdo anestésica com sulfato de morfina (2 mg/kg, SC) e anestesia com
associac¢ao de xilazina (10 mg/kg) e cloridrato de cetamina (75 mg/kg), por via intraperitoneal.
Seguido a anestesia, os animais tiveram a regido dorsal epilados, e a regido foi submetida a
antissepsia com clorexidina 0,5%.
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Para a realizacao das feridas cutaneas no ter¢o médio entre a regido atlanto-occipital e base
da cauda, foi utilizado um punch circular de 3 cm de didmetro, e finalizando com auxilio de uma pin¢a
e tesoura Metzembaum. Todo o procedimento cirurgico foi realizado seguindo os padrdes de
assepsia e pelo mesmo operador e horario pré-determinado fixo.

Os 112 ratos foram divididos aleatoriamente, usando o programa Randomizer® (versao
2021), em quatro grupos de 28 animais: G1 - feridas tratadas com solucdo salina 0,9% (0,1 mL); G2
- feridas tratadas com pomada cicatrizante a base de alantoina (3 g) e 6xido de zinco (3 g) (0,1 g); G3
- feridas tratadas com gel de colageno (2 mL - previamente padronizado); G4 - feridas tratadas com
mistura do p6 de biovidro F18 e gel de colageno (200 mg de p6 de biovidro F18® e 2 mL de gel de
colageno- proporcio de 1:10) (SOUZA et al. 2017a). As feridas dos grupos G1 e G2 foram tratadas a
cada 24 horas e os demais grupos a cada 72 horas (SOUZA et al. 2017a). O tratamento iniciou-se apds
o término da confeccdo das feridas e teve duracdo de 21 dias. A limpeza das feridas com gaze
umedecida em solugdo salina (0,9%) foi realizada antes da aplicagdo dos produtos, porém, sem
remocao das crostas, de modo a ndo afetar o processo de cicatrizagio.

A analgesia pos-operatoria foi realizada com cloridrato de tramadol (10 mg/kg, via
subcutanea), a cada 12 horas, durante 48 horas. Para que ndo ocorresse interferéncia no processo de
cicatrizacdo, as feridas permaneceram sem curativo, e os animais sem colar elisabetano, e nio foi
administrado antibiético ou anti-inflamatoério.

Cada grupo foi dividido aleatoriamente em quatro grupos de sete ratos, e submetidos a
avaliagdo morfométrica (4rea, contracio e profundidade das feridas), histolégica e
imunoistoquimica, nos seguintes momentos: trés dias (M1), sete dias (M2), 14 dias (M3) e 21 dias
(M4) ap6s a confecgdo das feridas (TZIOTZIOS et al., 2012). As eutanasias com tiopental s6dico (120
mg/kg), por via intraperitoneal, foram realizadas apds inducdo anestésica, utilizando o protocolo
acima citado. As bidpsias excisionais das lesdes cutdneas foram realizadas com margem de no
minimo 2 cm de pele integra em torno da lesdo, e em profundidade até a fascia muscular.

MO

(n=7)

Procadimento anastésico

{n=112)

Calnran 2=lia= /O OO0
) - Solugzo szlina (0.9%)

Pomadz N
) - Gzl de colzzeno
) - Biovidro F18* +Gel da colzgeno

M2 M3 M4

(n=7). (n=7) (n=7)

Eutanasiz (Histologiz + Imuniistoguimics) + Mormsatriz

Figura 1: Desenho esquematico do delineamento do modelo experimental. Legenda: G1 - feridas
tratadas com solugdo salina 0,9%; G2 - feridas tratadas com pomada cicatrizante; G3 - feridas
tratadas com gel de colageno; G4 - feridas tratadas com mistura do p6 de biovidro F18 e gel de
colageno; MO - momento do procedimento anestésico; M1 - trés dias apds inducdo das feridas; M2 -
sete dias ap6s inducdo das feridas; M3 - 14 dias apds indugdo das feridas; M4 - 21 dias (M4) apos a

inducdo das feridas.

0 gel de colageno e o biovidro em pé F18® foram fornecidos pelo Laboratério de Materiais
Vitreos (LaMaV) da Universidade Federal de Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil. O gel de colageno foi
fabricado por meio da combinacdo de glicerina e 4gua com coladgeno (1:5), e em seguida na proporg¢ao
de 4:3 para obtencdo do produto final. A composi¢do do biovidro F18® incluiu os seguintes
compostos: Si02-Naz0-K20-Mg0-Ca0-P20s (patente BR10 INPI 20130209619). Sua preparagio na
forma de p6 foi de acordo com a metodologia usada por Souza et al, (2017a), sendo que o tamanho
da particula foi de 49 pum. A variacao do pH ao longo do tempo foi verificada por meio de solugao
salina tamponada com fosfato com relagdo peso/volume de 50 mg/mL (SOUZA et al., 2017a).

Avaliagdo morfométrica

Para a avaliagio morfométrica, todos os animais foram anestesiados e tiveram as suas
feridas fotografadas por camera digital (Sony®, modelo Cyber-shot DSC-WX50, resolucdo de 16,2
megapixels, imagem formato JPEG®). Para a iluminacdo durante a confec¢do das imagens digitais foi
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utilizada um anel de luz led. A camera foi fixada perpendicularmente as feridas, por meio de um
suporte especifico, com o objetivo de reduzir as distor¢ées produzidas pela inclinagdo da cimera,
numa altura padréo de 25 cm das feridas. Fita métrica (100 cm de comprimento e 1 mm de precisido)
foi colocada ao lado do animal com a finalidade de servir de referéncia métrica para o calculo das
areas. O software Image ]J® (National Institutes of Health, NIH) foi usado para mensurar a area das
feridas, e o grau de contragdo foi determinado utilizando a seguinte férmula:

Porcentagem de contracéio = (drea inicial - drea do dia da mensuracéo) X 100%
drea inicial

As mensuragdes das profundidades foram realizadas por meio de exames tomograficos apos
a eutanasia, utilizando o tomoégrafo helicoidal modelo SCT 7800 de 1 canal (Shimadzu®, Shimadzu
Corp., Kyoto, Japdo), com os fatores de exposicdo de 120 kV e 80 mA. Para tal, os ratos foram fixados
na calha de espuma em decubito ventral (Figura 2), e foram obtidas sec¢des transversais com 2 mm
de espessura e de incremento (FOV 10 cm).

A reconstrucdo das imagens foi realizada pela Reformatacdo Multi-planar (MPR) e, em
seguida, foi utilizado o software especifico (RadiAnt DICOM Viewe® Medixant, Poznan, Poldnia) para
mensurar a profundidade da lesdo, pelo didmetro dorsoventral obtido no corte transversal. A
mensuracdo da profundidade foi calcula pela diferenca entre a distancia da regido intercostal até a
regido integra da pele e a distancia regido intercostal até a regido do defeito cutaneo (Figura 3A e 3B).

Figura 2: Imagem digitalizada do rato eutanasiado e fixado na calha
de espuma em decubito ventral durante a realizacdo do exame
tomografico (Shimadzu®, Shimadzu Corp., Kyoto, Japao).

Figura 3: Imagem tomografica de sec¢des transversais (2 mm de
espessura e incremento FOV 10 cm) da regido da ferida cutdnea. A.
Distancia da regido intercostal até a regido integra da pele (seta
vermelha). B. distancia regido intercostal até a regido do defeito cutaneo
(seta verde).
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Avaliagdo histoldgica e imunoistoquimica

Os espécimes destinados para o exame histolégico foram colocados em frascos de
formaldeido 10% tamponado por 24 horas, e posteriormente, mantidos em alcool 70% até a inclusdo
em parafina. Cortes de 5 um foram obtidos dos espécimes, e os fragmentos foram corados pelos
métodos de hematoxilina-eosina (HE) para avaliacdo geral do tecido.

Foram observadas 15 fotomicrografias de cada espécime, utilizou-se o microscopio 6tico
(Zeiss®, Axio Lab A 1, Alemanha), com objetiva 40x, no sistema de andlise de imagens CellSens
Standard (Olympus®, EUA), sendo cinco areas na borda da ferida. A mensura¢do da camada da
epiderme também foi realizada pelo software acima citado. Foi realizada a quantificacdo do nimero
total de células de reagdo inflamatéria presentes nas areas, por meio da contagem de drea marcada,
totalizando uma area de 100,000 pm?2/lamina, utilizando o programa analisador de imagem
(AVSoftBioView Spectra®).

Para a avaliacdo imunoistoquimica, foi realizada a fixacdo e inclusio das amostras em
paraplast, em laminas de 5 pm de espessura. Para tal, utilizou-se os anticorpos colageno tipo 1 (1/100
um) e coladgeno tipo III (1/100 pL). As ldminas foram submetidas a recuperagdo antigénica por
pressdo (20psi/125° C) e a reagdo imunoistoquimica foi realizada com kit de polimeros, e foram
analisadas as mesmas regides do exame histolégico. Foram analisadas cinco fotomicrografias de cada
amostra sob aumento de 400 vezes na regido da borda da ferida. A area que apresentou
imunomarcagdo foi quantificada, totalizando uma area de 100,000 um?/lamina. As fotomicrografias
foram obtidas com o auxilio de software de captura de imagens e as medi¢des foram feitas por meio
do software AVSoftBioView®.

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software R (Version 4.2.0 (2022-04-22). Para
comparacdo entre os grupos, em cada momento avaliado, empregou-se a analise de variancia para
amostras independentes (ANOVA One way) para dados normais, e teste de Kruskal-Wallis (fun¢do
“kruskal” do pacote “agricolae”) e, também, por meio dos boxplot, para variaveis fora das condi¢des
da normalidade, diferencas foram consideradas significativas com p < 0,05.

Resultados

Os valores das areas das feridas demonstraram uma diminui¢ao significativa (p < 0,05) no
grupo tratado com a pomada cicatrizante, entre os momentos: M3d vs M14d; M3d vs M21d, M7d vs
M14d; M7d vs M21d; no grupo tratado com gel de colageno: M3d vs M14d; M3d vs M21d; M7d vs
M21d; e nas feridas tratadas com a mistura do p6 de biovidro F18®, entre M3d e demais momentos,
e entre M7d vs M14d (Tabela 1). Paralelamente, foi identificada variacio significativa (p < 0,05) entre
grupos por momento avaliado: M7d: G2 > G1 e G2 > G3; M14d e M21d: G2 > G1, G3 e G4 (Tabela 1).

Os valores das contragdes das feridas apresentaram diferencas significativas (p < 0,05)
somente na avalia¢do intergrupos: M7d: G1 > G2, G3 > G2 e G4 > G2; M21d: G1 > G2 e G4 > G2 (Tabela
1). Em relacdo as profundidades das feridas, foi identificado valores estatisticamente maiores (p <
0,05) no grupo tratado com solucdo salina (0,9%) quando comparado com o grupo tratado com a
pomada cicatrizante, sete dias apds a inducdo das feridas (Tabela 1).

No exame histolégico foi identificado um aumento significativo (p < 0,05) no nimero de
células totais de reacdo inflamatdria no grupo tratado com solugcdo de salina (0,9%) quando
comparado com as feridas tratadas com a mistura do pé de biovidro F18® e o gel de colageno, sete
dias apés o inicio dos tratamentos (Tabela 2). Nao foram observadas variagdes significativas com
relacdo a espessura da epiderme (Tabela 2). As fotomicrografias da avaliacdo histoldgica foram
apresentadas nas figuras 4A e 4B.

Na andlise imunoistoquimica foi observado um aumento significativo (p < 0,05) na area
marcada para colageno tipo [ naregido da borda da ferida do grupo tratado com a mistura do biovidro
F18® e gel de colageno quando comparado com o grupo tratado com solucdo de salina 0,9%, 14 dias
ap6s inicio dos tratamentos (Tabela 3). As fotomicrografias da avaliagdo imunoistoquimica para
marcacdo do anticorpo colageno I foram apresentadas nas figuras 5A e 5B.
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Tabela 1. Média (Média) e desvio-padrdo (DP) da 4rea, contracdo e profundidade das feridas cutaneas de ratos Wistar, tratadas com solugdo salina
(0,9%) (G1), pomada cicatrizante de Alantoina (G2), gel de colageno (G3) e mistura do p6 de biovidro F18® e gel de colageno (G4), e mensurados nos
momentos: 15 minutos (M15min), trés dias (M3d), sete dias (M7d), 14 dias (M14d) e 21 dias (M21d) apés a indugio das feridas.

MO M1 M2 M3 M4
(Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP)

Grupos/Variaveis/

Area (cm?)

G1 11,21 £ 0,9642 11,58 £ 1,574 9,38 £ 0,304 3,34 £ 0,854 2,05 £ 0,634
G2 12,21 + 1,984 11,73 £ 1,024 13,57 + 1,308 7,14 + 1,928 4,23 + 11,3280
G3 10,09 + 1,524a 14,83 + 1,224a 9,63 + 1,084Bb 3,70 + 0,644b 1,69 £ 0,534b
G4 13,31+ 1,734a 10,63 + 1,4642 7,52 £ 1,074ab 2,71 £ 1,7240c 1,25 + 0,73Ac

Contracio (%)

G1 0,004 22,31 +9,974 16,20 + 9,234 70,12 + 7,294a 81,61 + 5,834
G2 0,004 2,22 + 7,054 -14,034 + 7,508 40,33 + 5,084 64,40 + 5,958
G3 0,004 -14,11 + 5,694 22,23 +9,034 62,69 + 9,624 75,05 + 6,394Ba
G4 0,004 -11,56 + 8,794 27,55+ 3,194 71,63 + 7,334 86,85 + 5,784
Profundidade (mm)
G1 - 1,58 £ 0,184 2,00 £ 0,114 NM NM
G2 - 2,02 £ 0,264 0,78 + 0,568 NM NM
G3 - 1,67 + 0,284 1,07 + 0,664Ba NM NM
G4 - 1,94 + 0,954 1,50 + 0,82ABa NM NM

*NM - Ndo mensuravel.
Médias seguidas por letras maitisculas diferentes na mesma coluna foram significamente diferentes pelo teste de ANOVA (p <0,05). Médias seguidas por letras minusculas
diferentes na mesma linha a foram significamente diferentes pelo teste ANOVA (p <0,05).
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Tabela 2 - Mediana (Med) e amplitude [primeiro (Q1) e Terceiro quartil (Q3)] do nimero de células de reagéo inflamatoérias totais (um?) e espessura (um) das feridas
cutdneas de ratos Wistar, tratadas com solugdo salina (0,9%) (G1), pomada cicatrizante de Alantoina (G2), gel de colageno (G3) e mistura do pd de biovidro F18® e
gel de colageno (G4), e mensurados nos momentos: 15 minutos (M15min), trés dias (M3d), sete dias (M7d), 14 dias (M14d) e 21 dias (M21d) apds a indugdo das

feridas.
Variaveis M1 M2 M3 M4
Med (Q1-Q3) Med (Q1-Q3) Med (Q1-Q3) Med (Q1-Q3)
Células Totais
(um?)

G1 2840,11 (2135,70 - 5074,62) 4737,96 (1302,86 - 7107,05)4 3064,35 (2565,0 - 5826,8) 2447,92 (2025,32 - 3788,16)
G2 1858,51 (856,30 - 3349,87) 3212,68 (2057,31 -5405,83)48 3117,72 (1655,51 - 6051,83) 4033,69 (3,648,81 - 644,49)
G3 952,12 (570,78 - 1451,2) 3148,16 (1984,22 - 3951,95)A8 3043,85(1465,37 - 5565,61) 1561,53 (1391,23 - 1974,07)
G4 1728,17 (973,66 - 1865,87) 1877,19(1341,6 - 2369,49)B 2651,4 (1893,52 - 4593,39) 1730,48 (1174,15 - 3583,13)

Espessura da

Epiderme (um)
G1 52,84 (43,94 - 62,64) 53,76 (38,91 -91,89) 70,07 (45,45 - 89,45) 76925(64,466 - 99,274)
G2 56,61 (47,29 - 71,79) 106,32 (84,19 -121,14) 123,96 (100,88 - 136,89) 109,604 (90,659 - 54,15)
G3 74,95 (55,20 - 107,16) 41,60 (37,09 - 61,84) 81,05 (55,20 - 138,40) 140,83(102,95-177,39)
G4 68,008 (58,04 - 99,25) 95,36 (76,88 - 146,90) 93,87 (55,43 - 134,19) 114,94 (63,95 - 161,76)

Medianas seguidas de letras maitisculas diferentes na mesma coluna representam diferencas entre os grupos) pelo teste de ANOVA (p <0,05).
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Figura 4: Fotomicrografias da regido da borda da ferida cutdnea em area de 100,000 pm2/lamina. A
- Feridas tratadas com solugdo salina (0,9%), e feridas tratadas com mistura do p6 de biovidro F18®
e gel de colageno (B), sete dias ap6s o inicio dos tratamentos. Observa-se maior quantidade de
numero total de células de reagdo inflamatéria no grupo tratado com solugdo de salina (0,9%) (A)
em relacdo as feridas tratadas com mistura do p6 de biovidro F18® e o gel de colageno, e auséncia de
variacgoes significativas com relagio a espessura da epiderme (H.E - barra da escala = 20 pm)
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Tabela 3 - Mediana (Med) e amplitude [primeiro (Q1) e Terceiro quartil (Q3)] da marca¢do imunoistoquimica dos anticorpos colageno tipo I e colageno tipo 111, das
feridas cutaneas de ratos Wistar, tratadas com solugdo salina (0,9%) (G1), pomada cicatrizante de Alantoina (G2), gel de colageno (G3) e mistura do p6 de biovidro
F18® e gel de colageno (G4), e mensurados nos momentos: 15 minutos (M15min), trés dias (M3d), sete dias (M7d), 14 dias (M14d) e 21 dias (M21d) ap6s a inducdo
das feridas.

Imunoistoquimica M1 M2 M3 M4
Med (Q1-Q3) Med (Q1-Q3) Med (Q1-Q3) Med (Q1-Q3)
Colageno I (um?)
G1 77,60 (38,80 - 116,40)) 222,9 (47,98 - 722,97) 1095,39 (410,21-1452,31)A 1644,94 (1546,47 -1743,41)
G2 1121,62 (977,87 - 1445,16) 653,87(174,86 - 2475,30) 2324,84 (1441,88-2849,05) AB 1707,26 (853,60 - 2087,57)
G3 4192, 68 (3213,18 -6059,35 733,59 (325,66-2663,30 1790,72 (339,87-3496,11)48 2502,54 (1846,89 - 3865,54
G4 3845,9 (2,086,97 - 5359,68) 882,81(341,26-2863,73) 2772,85(812,67-7129,15)" 1561,43 (260,95 - 2909,47)
Colageno 111 (um?) )
G1 1169,58 (896,20 - 2741,44) 2547,79 (1362,93 - 3455,90) 3059,03 (1775,32 - 3467,10) 2607,91 (241,57 - 1023,18)
G2 1616,17 (1288,90 - 2001,95) 690,39 (541,42 - 2536,30) 1935,44 (765,26 - 3021,85) 1641,77 (1234,20- 442,73)
G3 2786,45 (1997,76 - 3430,14) 1438,71 (592,96 - 2693,16) 1787,79 (1347,67-2399,51) 1882,24 (767,87 - 520,42)
G4 1352,84 (903,40-1716,64) 2225,14 (872,112-3,496,540) 606,230(405,210-1,128,380) 2795,71 (1379,22 - 4047,36)

Medianas seguidas de letras maiusculas diferentes na mesma coluna representam diferencas entre os grupos) pelo teste de ANOVA (p <0,05).
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Figura 5: Fotomicrografia de imunomarcagio para anticorpo coldgeno tipo 1 na regido da borda da
ferida cutanea em area de 100,000 pm2/lamina. A - Feridas tratadas com solucdo salina (0,9%), e
feridas tratadas com mistura do p6 de biovidro F18® e gel de coldgeno (B), 14 dias apds o inicio dos
tratamentos. Observa-se aumento significativo para o colageno tipo I na ferida tratado com a mistura
do biovidro F18® e gel de colageno quando comparado com o a ferida tratada com solugio de salina
(0,9%), 14 dias ap6s inicio dos tratamentos (H.E - barra da escala = 50 um)

Discussao

0 objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do gel de colageno associado ao biovidro
F18® na cicatriza¢do de feridas cutdneas induzidas cirurgicamente em ratos Wistar, por meio da
avaliagdo morfométrica, histoldgica e imunoistoquimica, visto que, até o momento, nio existe estudo
relacionado com o uso desse biovidro na cicatrizacdo de feridas cutaneas. Desse modo, o estudo
demonstrou o seu ineditismo. A hipé6tese foi confirmada visto que o biovidro F18® demonstrou
efeitos benéficos na drea da ferida e taxa de oclusdo, na quantidade de células de reacdo inflamatéria
e produgdo de colageno tipo I.

0 estudo dos efeitos do biovidro F18® em feridas cutineas é de extrema importancia porque
pode induzir menor tempo de cicatrizacdo e formagdo de tecido cicatricial mais resistente. Por outro
lado, existe a necessidade de uso de materiais biocompativeis e que induzam efeitos colaterais
minimos ou ausentes. Diversos estudos comprovaram que o biovidro F18® possui elevada
bioatividade e reatividade, acdo angiogénica e vasodilatadora, pelo estimulo na liberacdo de 6xido
nitrito (vasodilatador) (GABBAI-ARMELIN et al., 2015; SOUZA et al., 2016; SOUZA et al., 2017a; OISHI
et al.,, 2019), fatores que podem determinar a eficicia do biovidro no processo de cicatrizagdo. O
efeito bactericida do biovidro F18® (SOUZA et al., 2017a; SOUZA et al,, 2017b; ARAI'J]O LOPES et al.,
2020; MARQUES et al., 2020; PASSOS et al., 2021) também tem um papel importante na cicatriza¢do
de feridas, visto que feridas contaminadas induzem prolongam o tempo do processo de cicatrizacdo
devido a intensa vasodilatacdo e presenca exacerbada de células de reagio inflamatéria (SU et al,,
2015; GONZALEZ et al,, 2016; SINGH et al,, 2017; YANEZ et al., 2017)

A cicatrizacdo é um processo dindmico que envolve cascatas de eventos fisicos, quimicos e
biolégicos, pela fase inflamatéria, proliferativa e fase de remodelagdo (GONZALEZ et al., 2016; SINGH
et al, 2017). Os momentos avaliados no presente estudo foram de acordo com a literatura
(TZIOTZIOS et al, 2012), visto que trés dias apdés a confeccdo da lesdo é possivel observar as
caracteristicas da fase inflamatéria da cicatrizagcdo, que inclui as células de reagdo inflamatdéria
(GONZALEZ et al,, 2016). Os restantes momentos também sdo considerados significantes para o
estudo da cicatrizacdo tecidual da pele, porque englobam o inicio e final da fase inflamatoria e de
remodelagdo (SIMOES et al., 1996).

Em relagdes as avaliagdes morfométricas, foi identificada uma diminuicao significativa das
areas das feridas em todos os grupos ao longo dos momentos, excetuando o grupo tratado com a
solugdo salina (0,9%). Entretanto, as feridas tratadas com a mistura do p6 de biovidro F18® e gel de
coldgeno apresentaram menores areas em todos os momentos avaliados, como também, maior
contracio da ferida. Esse evento, evidenciou que o biovidro F18® foi benéfico na cicatrizagdo das
feridas. A cicatrizagdo mais rapida das feridas tratadas com o biovidro foi provavelmente a agdo do
biovidro F18® na liberagdo ions silicio, calcio e fésforo sobre a superficie da lesdo (SOUZA et al,,
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2017a). Segundo Rosa et al. (2020) e Renck, et al. (2022), os fons de calcio promovem o
desbridamento autolitico; e os ions de silicio ativam a biossintese de colageno, protegendo a ferida
contra os radicais livres e glicacdo do colageno. Paralelamente, esses ions induzem a angiogénese e
aumento da secrecdo de fatores de crescimento de fibroblastos e endotelial vascular (OBATA et al.,
2022), contudo, estes fatores ndo foram avaliados no presente estudo. Segundo
Poologasundarampillai et al. (2014), ZHAO et al. (2015) e OBATA et al. (2022), é dificil determinar a
concentragdo de fons liberados pelos biovidros na superficie da ferida, pois o organismo possui um
sistema dindmico durante a cicatriza¢do, induzindo uma absorgio rapida, ou a liberacdo desses ions
pode acontecer de forma lenta.

A mensuragio da profundidade das feridas foi realizada por meio de exames tomograficos
visto ser mais objetivo em relacdo ao paquimetro. A pesquisa bibliografica realizada pela autora nao
identificou o uso da tomografia computadorizada na avaliacdo da profundidade de feridas cutaneas,
tornando o método inovador e inédito para o campo de pesquisa sobre a cicatrizagdo. Apds sete dias
da indugao das feridas, correspondendo com a fase proliferativa, foi observada maior profundidade
nas lesdes tratadas com solucio salina seguida das tratadas com a mistura do pd mistura do p6 de
biovidro F18® e gel de colageno, sem variacdo significativa. Este fato foi associado com os efeitos
benéficos do biovidro no controle de produgio do tecido de granulagio, evitando, assim, a presenca
de tecido de granulagao exacerbado que poderd impedir a oclusdo da ferida (SOUZA et a., 2017a).

No presente estudo, foi identificado pelo exame histolégico uma diminuigao significativa do
total de células inflamatoérias nas feridas tratadas com a mistura do pdé de biovidro F18® e gel de
colageno em relacdo ao grupo tratado com solucdo salina (0,9%), sete dias apds inducao das feridas,
corroborando com Li et al. (2016). Fisiologicamente, durante este periodo, espera-se que ocorra uma
diminuicdo do niimero de células inflamatérias (SU et al., 2015; GONZALEZ et al., 2016; SINGH et al,,
2017; YANEZ et al., 2017). Li et al. (2016), identificaram reducdo significativa do total dessas células
em feridas cutaneas de ratos tratadas com o biovidro Bioglass®, e foi associada com a capacidade que
os biovidros tem em reduzir a inflamagdo na fase inicial da cicatriza¢do e, consequentemente,
acelerando a transi¢do para a fase proliferativa (LI et al, 2016). Entretanto, 14 dias apds a indug¢io
das lesoes, as feridas tratadas com a mistura do p6 de biovidro F18® e gel de colageno demonstraram
um aumento significativo do colageno tipo I, na avaliacdo imunoistoquimica, quando comparadas
com as feridas tratadas com solugdo salina (0,9%). Ambos os eventos, determinaram a agido benéfica
do biovidro F18® no processo de cicatriza¢do, induzindo a formag¢do de um tecido cicatricial mais
resistente devido a presenca do colageno tipo I (REINKE e SORG, 2012; GUSHIKEN et al., 2021).
Segundo Gilliver et al. (2011), Reinke e Sorg (2012), e Gushiken et al. (2021), o colageno tipo III esta
presente em concentracdes altas na fase proliferativa, devido o processo de fibroplasia, e
posteriormente, na fase de remodelagdo, ocorre a degradacao das fibras colagenas do tipo Ill e a
transformacdo para o coladgeno tipo I, principal fibra coldgena da pele, e que apresenta maior
resisténcia a tracao mecanica (REINKE e SORG, 2012; GUSHIKEN et al., 2021). No presente estudo, a
fase de remodelagdo correspondeu com o 142 dia apés inducdo das feridas.

Os mediadores responsaveis pela a degradacao do colageno tipo 1l sdo as metaloproteinases
1 e 8 (GUSHIKEN et al.,, 2021), e a sintese de colageno tipo I ocorre a partir do estimulo de diferentes
fatores de crescimento (REINKE e SORG, 2012). Desse modo, postulou-se que o aumento de fibras
colagenas tipo [ nas feridas tratadas com o biovidro F18® foi associado com a capacidade dos
biovidros em ativar a expressdo génica especificos na cicatrizacdo e, assim, estimular fator de
crescimento endotelial vascular, fator de crescimento de fibroblasto, entre outros; elevando assim a
concentragdo do fibroblasto, e aumento da producdo do colageno tipo 11l e, consequente, aumento do
colageno tipo I (NASERI et al., 2017; SOUZA et al., 2017a). Estudo realizado por Souza et al. (2017a),
demonstrou maior concentracdo de fibroblastos, queratinécitos, tecido conjuntivo e fator de
crescimento endotelial vascular nas queimaduras de terceiro grau de ratos tratadas com o biovidro
F18®.

A principal limitacao do estudo foi a auséncia de avaliacdo imunoistoquimica para fator de
crescimento endotelial vascular e fator de crescimento de fibroblasto-2. Futuros estudos devem ser
realizados para determinar o efeito do biovidro F18® sobre os fatores de crescimento acima citados.

Conclusao

Conclui-se que a mistura do p6 de biovidro F18® e gel de coldgeno demonstra efeitos
benéficos na cicatrizacdo de feridas cutaneas, destacando sua acdo em diminuir a area da ferida e
aumentar a taxa de oclusdo, diminuir a quantidade de células de reagio inflamatoéria e estimular a
producdo de colageno tipo 1.
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Peso médio de animais sexo 0
indefinido
ldade 0 anoiz] e 4 mesies) e 0dials).
Procedéncia Biotério Central, Unesp.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em Z2/06/2021

JOSE MICOLAU PROSPERD PUGLI FILHO
Prasidernts da CELA da FMYZ, UNESP - Campus de Batucatu

Faruicheris O Healch Vel s Jooksenin
Seio [ denios SeaSimies
o Mol L. Wmlier Manekm Corde, 2
LINESN.- Camps dv SolecwfirDl” - Cap THE R-2501
{14 30027 18 - pefrirssiryr cormog. B - s T ormepbr
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