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RESUMO

Esse trabalho investiga o efeito do Complexo Ternario de Cobre (1) com Hidrazida de Acido
4-Fluorofenoxiacético (DRI-12) na cicatrizacdo de feridas experimentais em ratos. Ele foi
dividido em trés capitulos principais. No primeiro capitulo, h& uma revisdo da literatura sobre
0S avangos no tratamento de feridas, explorando terapias ndo convencionais e 0s principios
basicos da cicatrizacdo. Diferentes métodos, como laserterapia, uso de células-tronco, e
membranas bioldgicas, sdo discutidos detalhadamente, destacando suas aplicaces,
mecanismos de acdo e eficacia comprovada através de estudos experimentais e clinicos. O
segundo capitulo continua com a revisao de literatura, abordando tratamentos inovadores para
feridas utilizando nanoparticulas, terapia hiperbarica, oz6nio e ultrassom. As propriedades
Unicas das nanoparticulas sdo destacadas, bem como os beneficios da terapia hiperbéarica na
melhoria da perfusdo tecidual e da cicatrizacdo. A ozonioterapia e o ultrassom terapéutico sao
examinados por suas a¢fes antimicrobianas e anti-inflamatdrias. O terceiro capitulo apresenta
a pesquisa experimental realizada, onde 48 ratos Wistar foram divididos em grupos controle e
tratado com DRI-12. Avaliag6es macrocépica, histoldgicas, pontecial de contracdo, expressao
génica e testes mecanicos de tragdo foram realizados para comparar a eficicia do tratamento
nas feridas dos ratos. Os resultados indicam que o DRI-12 melhora significativamente a
cicatrizacdo, com aumento da epitelizacdo, aumento do potencial de contracédo ja observado nos
primeiros dias, além de uma maior deposicdo de colageno. Além de estimular a expressao dos
transcritos génicos EGF, VEGF, FGF2 e Collal a partir do sétimo dia. A dissertacdo apresenta
um estudo abrangente sobre o potencial dos tratamentos avancados de feridas, com foco
especial na eficacia do DRI-12 na cicatrizacdo de feridas em modelos animais, sugerindo que

essa abordagem pode ser promissora para aplicagdes clinicas futuras.

Palavras-chave: terapias ndo convencionais, nanoparticulas, repagéo tecidual, pel
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ABSTRACT

This work investigates the effect of the Copper (II) Ternary Complex with 4-
Fluorophenoxyacetic Acid Hydrazide (DRI-12) on the healing of experimental wounds in rats.
It is divided into three main chapters. The first chapter includes a literature review on advances
in wound treatment, exploring unconventional therapies and the basic principles of healing.
Different methods, such as laser therapy, the use of stem cells, and biological membranes, are
discussed in detail, highlighting their applications, mechanisms of action, and proven efficacy
through experimental and clinical studies. The second chapter continues the literature review,
addressing innovative wound treatments using nanoparticles, hyperbaric therapy, ozone, and
ultrasound. The unique properties of nanoparticles are highlighted, as well as the benefits of
hyperbaric therapy in improving tissue perfusion and healing. Ozone therapy and therapeutic
ultrasound are examined for their antimicrobial and anti-inflammatory actions. The third
chapter presents the experimental research conducted, where 48 Wistar rats were divided into
control and DRI-12 treated groups. Macroscopic and histological evaluations, contraction
potential, gene expression, and mechanical tensile tests were performed to compare the
effectiveness of the treatment on the rats' wounds. The results indicate that DRI-12 significantly
improves healing, with increased epithelialization, enhanced contraction potential observed
from the early days, and greater collagen deposition. Additionally, it stimulates the expression
of EGF, VEGF, FGF2, and Collal gene transcripts from the seventh day. The dissertation
presents a comprehensive study on the potential of advanced wound treatments, with a special
focus on the efficacy of DRI-12 in wound healing in animal models, suggesting that this

approach may be promising for future clinical applications.

Keywords: unconventional therapies, nanoparticles, tissue repair, skin
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RESUMO

Este trabalho de revisdo de literatura apresenta uma analise abrangente sobre os principais tipos de terapias ndo
convencionais utilizadas no manejo de feridas, além de explorar os principios basicos da cicatrizagdo de feridas.
Destaca-se a importéncia crucial da limpeza e desbridamento adequados das feridas para uma cicatrizacdo eficaz,
juntamente com diferentes abordagens terapéuticas, como tratamento por primeira, segunda e terceira inteng&o.
O estudo também investiga terapias ndo convencionais, como laserterapia, uso de células-tronco e membranas
bioldgicas, fornecendo detalhes sobre seus mecanismos de acdo e evidéncias de eficacia em estudos experimentais
e clinicos. Ao concluir, ressalta-se a necessidade continua de avancos na area e a importancia de pesquisas
adicionais para avaliar a eficicia e seguranca dessas terapias alternativas. Em sintese, este trabalho oferece uma
visdo atualizada e abrangente sobre a cicatrizacdo de feridas, fornecendo insights valiosos sobre as opcdes
terapéuticas disponiveis para promover a recuperacao dos tecidos lesionados.

Palavras-chave: Laserterapia; Células tronco; Membranas bioldgicas; Celulose bacteriana; Reparacéo tecidual.

ABSTRACT

This literature review provides a comprehensive analysis of the main types of non-conventional therapies used in
wound management, along with an exploration of the basic principles of wound healing. It highlights the crucial
importance of proper wound cleansing and debridement for effective healing, alongside different therapeutic
approaches such as first, second, and third intention treatments. The study also delves into non-conventional
therapies like laser therapy, the use of stem cells, and biological membranes, providing details on their
mechanisms of action and evidence of efficacy from experimental and clinical studies. In conclusion, it
emphasizes the ongoing need for advancements in the field and the importance of further research to assess the
effectiveness and safety of these alternative therapies. In summary, this work offers an updated and comprehensive
view of wound healing, providing valuable insights into the available therapeutic options for promoting the
recovery of injured tissues.

Keywords: Laser therapy; Stem cells; Biological membranes; Bacterial cellulose; Tissue repair.

INTRODUCAO

A cicatrizacdo de uma ferida é um processo fisiopatoldgico, em que inimeros eventos celulares
e bioguimicos ocorrem simultaneamente. O manejo terapéutico adequado da injdria tecidual é muito
importante para o sucesso da regressdo da ferida. Dessa forma, o tratamento deve ser escolhido
mediante avaliacdo da extensdo da lesdo, tipo de ferimento, grau de contaminacéo, presenca ou nao de
outras patologias (BIZINOTO et al., 2022a).

O tratamento de feridas cutaneas pode ser realizado de forma clinica ou cirdrgica. O primeiro
passo a ser realizado ap6s uma lesdo é o cobrimento da feriada para reduzir a contaminagdo e evitar
traumas e em seguida realizar a avalicdo da injuria tecidual para instituir o melhor manejo. A etapa de
lavagem da ferida com solugéo cristaloide isotonica para remoc¢do mecénica das sujidades, células
mortas, tecidos necrosados e microrganismos deve ser realizada independente da conduta terapéutica
instituida (BIZINOTO et al., 2022b).

A utilizacdo de terapias ndo convencionais para 0 manejo de feridas agudas ou crénicas vem
crescendo. A composicao desses métodos é diversa, podendo ser de origem animal, vegetal, luminosa
ou até mesmo com gases. Os tratamentos alternativos ndo tem a fungéo de substituir os convencionais
mais sim de suplementa-los otimizando o processo de cicatrizacdo tecidual, garantindo conforto e
controle de dor aos pacientes (MALAQUIAS, 2015).
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Portanto, o conhecimento sobre as terapias ndo convencionais € crucial para otimizar a
cicatrizacdo de feridas e encurtar o tempo de reparacdo tecidual. Compreender as propriedades e
mecanismos de acdo de cada terapia € essencial para selecionar o método mais eficaz para cada caso
especifico. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho é revisar de forma sistematica e atualizada os
principios fundamentais da reparagdo cutanea, além de apresentar uma andlise dos tratamentos nao
convencionais descritos nos Gltimos anos. Ao fornecer uma visdo organizada e abrangente das opcGes
terapéuticas disponiveis, este estudo busca contribuir para o avanco da pratica clinica, oferecendo
insights valiosos para a promocdo da cicatrizacdo de feridas e, consequentemente, melhorando os
resultados para 0s pacientes.

ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PELE

A pele, o maior 6rgdo dos mamiferos, € composta por duas camadas principais: a epiderme, a
camada externa, e a derme, localizada abaixo da epiderme. Subjacente a essas camadas, encontra-se a
hipoderme, também conhecida como tecido subcutaneo. Devido a sua extensdo e complexidade, a pele
pode ser classificada em quatro padrdes distintos com base em sua espessura: pele com pelos, pele
escrotal, coxins e plano nasal (BERNARDO; SANTOS; SILVA, 2019).

A epiderme é a camada mais superficial da pele, caracterizada pela auséncia de vascularizagéo.
Sua principal funcéo é servir como uma barreira de prote¢do contra agentes externos. A derme encontra-
se entre a epiderme e a hipoderme, desempenhando um papel fundamental nos processos fisiolégicos e
patoldgicos da pele. Por fim, o tecido subcutaneo é composto por adipécitos e desempenha diversas
fungdes, como armazenamento de energia, absorcdo de choques e regulacdo térmica (BERNARDO;
SANTOS; SILVA, 2019).

CICATRIZACAO DE FERIDAS

A pele, sendo um dos maiores 6rgdos do corpo humano e animal, esta constantemente sujeita a
diversos tipos de danos, tanto externos, como cortes ou abrasdes, quanto internos, como infec¢des ou
condigdes patoldgicas. Essas agressdes podem resultar na formacdo de feridas, que sdo areas de
comprometimento da integridade da pele. Quando isso ocorre, 0 organismo inicia uma série de
processos complexos para reparar o tecido danificado e restaurar a barreira cutanea. Este processo de
cicatrizacdo pode ser dividido em trés fases distintas, porém interligadas. A primeira fase é a
inflamatoria, que se inicia imediatamente apés a lesdo. Nesta fase, ocorre a vasoconstri¢cdo para conter
0 sangramento, seguida pela vasodilatacdo, que facilita a chegada de células de defesa, como o0s
leucocitos, ao local da leséo. Além disso, ocorre a liberagdo de mediadores inflamatorios, que estimulam
a migracdo celular e promovem a remogdo de detritos e microrganismos presentes na ferida. A segunda
fase, denominada proliferativa, é marcada pela intensa atividade celular. Durante esta fase, células
especializadas chamadas fibroblastos migram para o local da ferida e comegam a produzir colageno,
uma proteina fundamental na formacéo do tecido de granulagéo, que serve como uma matriz para a
regeneracao da pele. Além disso, ocorre angiogénese, ou seja, formagdo de novos vasos sanguineos,
que sdo essenciais para fornecer nutrientes e oxigénio as células em crescimento. A reepitelizacao,
processo pelo qual células da borda da ferida se proliferam e migram para cobrir a superficie exposta,
também ocorre nesta fase. Por fim, a fase de remodelacéo é responséavel pela organizacdo e maturacao
do tecido de granulacdo. Durante esta fase, os fibroblastos continuam a depositar colageno, que é
gradualmente remodelado e reorganizado para formar uma matriz mais resistente e similar ao tecido
original. O objetivo final deste processo é restaurar a integridade da pele, conferindo-Ihe resisténcia e
funcdo adequadas (CAPELLA et al., 2020; BIZINOTO et al., 2022;).
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TRATAMENTO DE FERIDAS

Para determinar o tratamento mais apropriado para uma ferida, é essencial realizar uma
avaliacdo cuidadosa de sua extensdo, grau de contaminagdo e tempo de evolucdo. Com base nessas
informac0es, diferentes abordagens terapéuticas podem ser consideradas. Uma op¢éo é o tratamento
por primeira intencdo, também conhecido como tratamento primario, no qual a ferida é fechada
imediatamente ap0s sua ocorréncia. Isso é indicado em feridas recentes, com baixo grau de
contaminacao e que apresentam bordas bem definidas, visando promover uma cicatrizagdo rapida e com
minima formacéo de tecido de granulagé&o. Por outro lado, o tratamento por segunda intengéo envolve
manter a ferida aberta, permitindo que a cicatrizacdo ocorra de dentro para fora, com a formacéo gradual
de tecido de granulagdo. Essa abordagem é adequada para feridas extensas, contaminadas ou com
bordas irregulares, onde é necessario um processo de limpeza e desbridamento mais extenso. Uma
terceira opcao é o tratamento por terceira intencdo, que combina elementos do tratamento por segunda
intencdo com o fechamento cirdrgico posterior da ferida. Esse método é utilizado em casos onde
inicialmente é necessario promover a formagdo de tecido de granulacdo, seguido pela sutura ou
fechamento da ferida para otimizar o resultado estético e funcional. A escolha entre essas abordagens
dependera das caracteristicas individuais da ferida, bem como da avaliacdo clinica e preferéncias do
paciente (BIZINOTO et al., 2022a).

A adequada gestdo inicial das feridas é crucial, independentemente de sua gravidade, para o
sucesso de qualquer tratamento subsequente. Inicialmente, é fundamental realizar a limpeza da area
afetada, preferencialmente utilizando uma solucgdo cristaloide isotonica. Se ndo for possivel, dgua
corrente pode ser empregada. Esse procedimento permite a remocao de contaminantes presentes na
lesdo. Em ambientes hospitalares, é essencial realizar uma tricotomia abrangente na regido afetada antes
da lavagem, especialmente em pacientes estaveis. Apds a limpeza, o proximo passo é o desbridamento
da ferida, que visa a remocao de exsudatos, tecidos necréticos, detritos celulares e corpos estranhos,
além de auxiliar na reducgdo da carga microbiana. Durante esta fase inicial, também é sugerida a coleta
de material para realizagdo de testes de sensibilidade a antimicrobianos ap6s a lavagem,
independentemente da classificacdo da ferida. Essas etapas iniciais sdo fundamentais para preparar a
ferida para a cicatrizacdo adequada e prevenir complicacfes como infecgdes e retardo na recuperagédo
(BIZINOTO et al., 2022b).

Para determinar o tratamento mais adequado para uma lesdo tecidual, é imprescindivel
considerar uma série de fatores intrinsecos e extrinsecos que tém impacto direto no processo de
cicatrizacdo. Os fatores intrinsecos referem-se & eventos que estdo relacionados as caracteristicas do
préprio organismo. Isso pode incluir alteragdes vasculares, como comprometimento da circulagao
sanguinea, doencas concomitantes que afetam o sistema imunoldgico ou metabdlico, idade do paciente,
estado nutricional e condigBes médicas pré-existentes, entre outros aspectos. Por outro lado, os fatores
extrinsecos sdo influéncias externas que podem prejudicar a cicatrizacdo da ferida. Isso pode ocorrer
devido ao uso de certos medicamentos, como farmacos glicocorticoides, quimioterapicos e
radioterapicos, que podem afetar negativamente a capacidade do organismo de se recuperar
adequadamente. Portanto, a avaliacdo criteriosa desses fatores é essencial para selecionar o tratamento
mais eficaz e personalizado para cada paciente, levando em consideracdo suas caracteristicas
individuais e potenciais influéncias externas que possam impactar 0 processo de cicatrizacao
(STANLEY; CORNELL, 2018). Outro fator que vem sendo avaliado é a presenca de bactérias que tem
desenvolvido mecanismos de resisténcia aos farmacos convencionais que sdo utilizados para o
tratamento de feridas, devido a alta carga bacteriana dos locais lesionados e devido as falhas no
mecanismo de reparacéo tecidual (OLIVEIRA et al., 2021).
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No mercado, hd uma variedade de produtos disponiveis para auxiliar na realizagdo de curativos,
cada um com funcionalidades especificas. Esses produtos sdo formulados para desempenhar diversas
acOes, tais como limpeza da ferida, remocéo de tecido morto (desbridamento), efeitos bactericidas ou
bacteriostaticos, controle do liquido exsudato e estimulo a formacdo de novo tecido (tecido de
granulacdo) ou a remodelacéo da pele danificada. Além disso, j& foram estudadas técnicas avancadas
e/ou alternativas para o tratamento de feridas, visando potencializar ou otimizar o processo de
cicatrizacdo. Entre essas técnicas, destacam-se o uso de fitoterapicos, ozonioterapia, laserterapia, terapia
com células-tronco, xenoenxerto e celulose bacteriana (COTRIM, 2017). Essas abordagens serdo
detalhadas a seguir.

LASERTERAPIA

A sigla LASER, que significa "amplificacdo de luz por emissdo estimulada de radiacdo",
representa dispositivos nos quais particulas de luz (fétons), monocromaticas, sdo direcionadas em uma
Unica direcdo para formar um feixe. Esses dispositivos foram desenvolvidos ha cerca de 60 anos e desde
entdo tém sido objeto de estudo em diversos campos, especialmente em relacdo ao seu efeito
terapéutico. Os lasers podem ser classificados como de alta ou baixa poténcia. Os lasers de alta poténcia
sdo usados para procedimentos como corte ou coagulacao de tecidos, enquanto os de baixa poténcia séo
empregados no tratamento de feridas e controle da dor (BAVARESCO et al., 2019). A terapia com laser
de baixa energia, também conhecida como "laser frio", utiliza uma intensidade de irradiacdo baixa para
promover efeitos bioldgicos nos tecidos, sem a intencdo de gerar calor localmente. Os tipos mais
comuns de lasers utilizados sdo o hélioneon (HeNe), galio-aluminio-arsénio (GaAlAs), arsénio-galio
(AsGa) e indio-galiumaluminio-fosfeto (InGaAlIP) (ANDRADE; CLARK; FERREIRA, 2014).

Existem diversos parametros a serem considerados, incluindo comprimento de onda (nm),
densidade de energia (J/cm2), intensidade (W/cm2), frequéncia (Hz) e duracdo do pulso (ms), bem
como tempo de exposicdo e duracdo do tratamento. A variagdo desses parametros entre o0s estudos
dificulta a avaliacdo precisa da eficacia dos tratamentos (WOODRUFF et al., 2004; POSTEN et al.,
2006; SILVA et al., 2010).

Os lasers mais comumente utilizados em terapia emitem comprimentos de onda na faixa do
vermelho (620 nm a 750 nm) ou infravermelho (750 nm a 950 nm). No entanto, os comprimentos de
onda azul (450 nm a 495 nm) estdo sendo investigados devido ao seu possivel efeito antimicrobiano
(ANDRADE; CLARK; FERREIRA, 2014).

Os parametros frequentemente recomendados incluem uma intensidade entre 10 a 100 W/cm,
poténcia de 0,5W, frequéncia de 5.000 Hz e duragdo entre 1 a 500 milissegundos, com densidade entre
1 a 6 J/cm2. Densidades acima de 10 J/cm2 tém sido associadas a inibicdo da proliferacdo celular e a
lesdes deletérias (SAMANEH et al., 2015).

O mecanismo de acdo se baseia no efeito fotoquimico, no qual a energia emitida em baixa
intensidade através de fotons é absorvida pelas mitocdndrias, promovendo maior excitacdo molecular
e facilitando reacGes de transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria. 1sso leva a uma maior producéo
de ATP e a geracdo em niveis baixos de espécies reativas de oxigénio (EROS), que por sua vez induzem
a producdo de fatores de transcricdo que estimulam a angiogénese, proliferacdo de fibroblastos,
formacdo de tecido de granulacéo, sintese de colageno, controle da dor e acdo anti-inflamatéria (SILVA
etal., 2010; FARIVAR; MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014; SAMANEH et al., 2015).

O potencial antimicrobiano do laser de baixa energia estd em estudo, com avaliacGes
preliminares mostrando resultados como desnaturacdo proteica e degradacdo da parede celular de
bactérias devido a liberagdo de EROs, além de efeitos indiretos na melhoria da fungdo de macrofagos e
na modulacdo da resposta imune (FARIVAR, MALEKSHAHABI, SHIARI, 2014).
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A fototerapia com lasers de baixa energia apresenta baixo risco de efeitos colaterais e poucas
contraindicagdes. Estudos tém demonstrado resultados promissores em feridas cirurgicas, feridas
contaminadas e cronicas, embora ndo seja indicada para feridas neoplésicas devido ao potencial de
estimular o crescimento tumoral. No entanto, a falta de padronizacdo nos estudos dificulta analises
abrangentes e estudos de grande escala ainda ndo estdo disponiveis na medicina veterinaria. Portanto,
0 uso dessa terapia como alternativa deve ser considerado com cautela, e mais pesquisas sdo necessarias
para determinar protocolos eficazes de tratamento (WOODRUFF et al., 2004; POSTEN et al., 2006;
SILVA et al., 2010).

Um estudo experimental envolvendo feridas cirdrgicas em ratos tratados com laser de baixa
poténcia (LBP), utilizando doses de 4 J/cm?2 e 8 J/cm?, evidenciou uma reepitelizacdo mais eficiente em
comparagdo com o grupo controle. Esse tratamento demonstrou eficacia em acelerar as fases iniciais do
processo de cicatrizagdo, resultando na reducéo da area da ferida pela metade na maioria dos animais
tratados jA no sétimo dia pds-operatorio. Além disso, observou-se um aumento significativo na
producdo de coladgeno no 14° dia nos ratos tratados com LBP (ABREU et al., 2011). Outras pesquisas
destacaram a melhoria da estimulacdo da formagdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) em
pacientes com feridas tratadas com terapia a laser de baixa intensidade (LIB). Um estudo envolvendo
pacientes diabéticos submetidos a tratamento com laser do tipo HeNe mostrou uma maior
neovascularizagcdo em comparagao com pacientes do grupo controle. Observou-se que o0 grupo tratado
apresentou o dobro do volume capilar até o décimo quinto dia de aplicacdo (SCHINDL et al., 1998).

CELULAS TRONCO

Uma outra abordagem amplamente estudada e aplicada no tratamento de feridas é o uso de
células-tronco. Essa tecnologia biomédica tem demonstrado capacidade de acelerar o processo de
cicatrizacdo em todas as trés fases envolvidas nesse processo (HOCKING, 2012). As células-tronco
podem ser administradas diretamente na area da lesdo ou ao redor dela, onde elas se diferenciam em
diversos tipos celulares que desempenham papel na regeneracdo dos tecidos (BEHEREGARAY et al.,
2017).

As células-tronco sdo caracterizadas por sua capacidade Unica de proliferacdo e
autorrenovacdo. Elas séo classificadas em células-tronco embrionérias, obtidas de embrifes por volta
do quinto dia de desenvolvimento, e células-tronco adultas, que sdo derivadas de tecidos de organismos
adultos. Devido a preocupacBes éticas e questdes politicas, 0 uso de células-tronco embrionérias
enfrenta obstaculos significativos (ZORZANELLI, 2017).

As células-tronco adultas, também conhecidas como células-tronco mesenquimais (CTM), ndo
levantam preocupac0es éticas, pois podem ser isoladas dos tecidos do prdprio individuo. O isolamento
de CTM foi descrito em varios tecidos, como sistema nervoso central, pele, sangue periférico, figado,
trato gastrointestinal, sistema nervoso periférico, pancreas, vasos sanguineos, coragdo, cornea, retina,
musculo esquelético, membrana sinovial, periésteo, pulméo, liquido amnidtico, sangue do cordao
umbilical e placenta. No entanto, a medula 6ssea e o tecido adiposo sdo considerados os principais
locais de obtencéo de CTM, devido a sua abundancia e facilidade de acesso (ALVES et al., 2017).

Estudos tém evidenciado que as células-tronco mesenquimais desempenham um papel
importante na regulagdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, como interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 1 (IL-1), a0 mesmo tempo em que estimulam a produc¢do de citocinas anti-inflamatorias,
como interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL10). Essa acdo contribui diretamente para modular a
resposta inflamatoria durante o processo de cicatrizacdo. Além disso, as células-tronco mesenquimais
promovem a proliferacdo dos fibroblastos, a formacéo de novo tecido fibroso (fibroplasia) e a formacéo
de novos vasos sanguineos (neovascularizacdo), regulando esses processos através da expressdo de



22

varios fatores, incluindo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Devido a sua capacidade
reguladora do sistema imunoldgico, essas células também contribuem para o controle de infecgdes na
area da ferida (LI; FU, 2012; HOCKING 2012; BAI et al., 2023).

Em apoio aos efeitos da aplicagdo de células-tronco mesenquimais em lesdes teciduais, um
estudo com feridas cirrgicas em ratos revelou que os animais tratados no primeiro, terceiro e quinto
dia apds a operacdo, com a inoculacéo ao redor da ferida, apresentaram efeitos positivos na proliferagédo
celular e vascularizacdo da lesdo em comparagdo com o grupo controle. No entanto, neste experimento,
as cCélulas-tronco de tecido adiposo ndo demonstraram influéncia na fase inflamatoria
(BEHEREGARAY et al., 2017).

MEMBRANAS BIOLOGICAS

O uso de membranas como adjuvante no tratamento de feridas é bem estabelecido em diversos
contextos. Bancos de pele humana e materiais sintéticos ou de origem animal sdo areas de pesquisa em
crescimento, embora muitos desses biomateriais tenham um custo elevado, o que limita sua
acessibilidade (LIMA-JUNIOR et al., 2020).

Diversas membranas bioldgicas tém sido estudadas para uso como curativos, incluindo tecidos
de diferentes espécies. Por exemplo, pele de suinos, anfibios, cdes e pericardio bovino tém sido
investigados (MILAGRE et al., 2022). Recentemente, no Brasil, a pele de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) emergiu como um biomaterial promissor para tratamento de feridas, oferecendo uma
alternativa de baixo custo (LIMAJUNIOR et al., 2020).

A pele da tilapia apresenta uma estrutura histolégica semelhante a da pele humana, com uma
camada densa de colageno tipo | e alta resisténcia (ALVES et al., 2015). Estudos microbiol6gicos
demonstraram que ndo ha sinais de infec¢do nas amostras de pele de tilapia, apenas microbiota normal
(LIMA-JUNIOR et al., 2016). Testes em ratos confirmaram a eficacia e seguranca da pele de tilapia no
tratamento de queimaduras (LIMA-JUNIOR et al., 2017), levando a estudos clinicos em humanos, onde
foi observada reducéo da dor e desconforto durante o tratamento (MIRANDA; BRANDT, 2019; LIMA-
JUNIOR et al., 2020; RODRIGUEZ et al., 2020).

A avaliagdo histolégica da pele de tilapia revela uma epiderme revestida por um epitélio
pavimentoso estratificado rico em colageno, principalmente do tipo I, com organiza¢do notavel do
colageno, facilitando sua manipulacgdo e sutura em grandes areas de feridas e apresentando similaridades
com a pele humana (FILHO et al., 2015).

A pele de tilapia contém peptideos como piscidina, defensina e hepcidina, que promovem a
proliferacdo celular, liberacdo de citocinas e estimulacgéo de fatores como o VEGF, contribuindo para o
processo de cicatrizacdo, além de possuir acdes antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas
(MILAGRES et al., 2022).

Na medicina veterindria, a pele de tilapia tem sido usada com sucesso no tratamento de feridas
crénicas em equinos, melhorando 0 manejo e permitindo maior espacamento entre curativos (COSTA
et al., 2020; SILVA et al., 2020).

Estudos em modelos experimentais com ratos mostram que o0 suporte da matriz de microfibra
de colageno presente na pele de tilapia pode acelerar a cicatrizacdo de feridas cutaneas, promovendo a
proliferacdo de fibroblastos e angiogénese (ELBIALY et al., 2020).

Em um estudo realizado no Hospital S&o Marcos de Recife, pacientes com queimaduras
tratados com pele de tildpia mostraram uma cicatrizacdo sem necessidade de trocas de curativos durante
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o0 periodo de cicatrizacdo e uma reducdo significativa na dor relatada em comparagao com outro método
de tratamento (MIRANDA; BRANDT, 2019).

Curativos oclusivos feitos com pele de tilapia tém sido aplicados com sucesso em varias
espécies animais, incluindo equinos, para tratamento de feridas traumaticas, demonstrando eficacia na
cicatrizacdo e sendo uma opgéo de baixo custo (COSTA et al., 2020).

O Brasil desenvolveu o primeiro banco de pele animal, focado na producéo de pele de tilapia
para tratamento de feridas e queimaduras. Espera-se que, devido ao baixo custo de producdo e grande
potencial de uso, esse material se torne cada vez mais acessivel para tratamento em humanos e na
medicina veterinaria. No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para avaliar completamente essa nova
técnica (LIMAJUNIOR et al., 2020).

CELULOSE BACTERIANA

A celulose bacteriana é um biopolimero produzido extracelularmente por varias culturas de
bactérias gram-negativas. Suas principais caracteristicas incluem biocompatibilidade, resisténcia
mecanica, elasticidade e durabilidade (AMORIM, 2020). Por conta dessas propriedades, essa tecnologia
ganhou destaque na medicina, especialmente no tratamento de feridas, onde sua utilizagdo como
curativos é vantajosa.

Alem das propriedades mencionadas anteriormente, a celulose bacteriana possui a capacidade
de manter a area lesionada imida e absorver exsudatos inflamatérios (FORESTI; VAZQUEZ; BOURY,
2017).

A biocelulose é uma membrana composta por uma estrutura tridimensional de microfibras de
celulose alinhadas em paralelo. Para sua fabricacdo como curativos, o processo de desfibrilagdo é
realizado e essas fibras ou nanofibras sdo incorporadas a um hidrogel, sendo este 0 veiculo mais comum
(PICHETH et al., 2017). Esses curativos sdo de fécil aplicacdo, podendo ser utilizados em éreas
extensas ou regides irregulares, e ndo requerem trocas diarias. Além disso, permitem a oxigenacao da
pele, sdo permeéveis a gases, promovem hemostasia e proporcionam alivio imediato da dor apos a
aplicagdo (CZAJA et al., 2006; SULAEVA et al., 2015). Uma desvantagem desse tipo de material é a
auséncia de acdo antimicrobiana (ALVES, 2019), mas outros compostos podem ser incorporados a
membrana adicionando a fungdo antimicrobiana.

De acordo com as vantagens mencionadas anteriormente, um estudo foi conduzido utilizando
hidrogel a base de biocelulose a 1% no tratamento de feridas cirlirgicas experimentais em equinos. Os
resultados demonstraram que o grupo tratado apresentou um aspecto superior do novo tecido formado
e uma melhor acdo antiinflamatéria em comparacédo com o grupo controle, que recebeu apenas solucdo
fisioldgica. No entanto, a avaliacdo molecular dos dois grupos nao revelou diferenca significativa na
expressao de citocinas envolvidas no processo de cicatrizagdo e nos tipos | e 11 de coldgeno (ALVES,
2019).

Além disso, em outro estudo realizado com pacientes com feridas isquémicas devido a Doenca
Obstrutiva Arterial Periférica em membros inferiores, foi observada uma maior redugdo na area da
ferida apds 30 dias e uma taxa de cicatrizagdo mais rapida em 90 dias nos pacientes tratados com um
curativo na forma de filme contendo gel de biopolimero de celulose bacteriana em comparacdo com 0s
pacientes que ndo receberam esse tratamento (MAIA, 2019).

CONSIDERACOES FINAIS
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A alta incidéncia de feridas na medicina humana e veterinaria destaca a relevancia do tema da
cicatrizacdo. Diversos tratamentos estdo sendo estudados para otimizar esse processo. Atualmente, ha
um foco em utilizar materiais ou tecnologias que sejam biocompativeis, eficientes em todas as fases de
reparacdo da lesdo e que possuam propriedades antimicrobianas, visando controlar o crescente
problema de resisténcia antimicrobiana associado aos fArmacos convencionais.

As novas biotecnologias desenvolvidas para acelerar a reparacdo tecidual tém demonstrado
eficacia. E de extrema importancia aprofundar o entendimento sobre seus efeitos e propriedades para
uma compreensdo completa de seu papel no processo de cicatrizacao. Isso € especialmente relevante no
caso de feridas complexas, onde a recuperagdo do tecido lesionado é mais desafiadora
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RESUMO

Os tratamentos de feridas utilizando nanoparticulas, terapia hiperbérica, 0z6nio e ultrassom sdo avangos marcantes
na medicina contemporanea, oferecendo solugdes inovadoras para pacientes com feridas de dificil cicatrizacao.
As nanoparticulas, devido as suas propriedades Unicas, sdo amplamente investigadas na dermatologia, destacando-
se por suas capacidades terapéuticas promissoras. A terapia hiperbarica, por sua vez, tem demonstrado eficécia
no tratamento de feridas crbnicas, agindo diretamente na melhoria da perfusdo tecidual e na promocdo da
cicatrizacdo. Em contrapartida, a ozonioterapia e o ultrassom se destacam pela sua acdo antimicrobiana e anti-
inflamatoéria, respectivamente, oferecendo potenciais beneficios para a salde dos pacientes com feridas. Apesar
dos desafios e da necessidade de mais pesquisas para compreender totalmente o alcance terapéutico dessas
modalidades, é inegavel que representam avancos significativos na busca por tratamentos mais eficazes para
feridas, com potencial para transformar os cuidados médicos nessa &rea e melhorar a qualidade de vida dos
pacientes.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Terapia hiperbérica; Ozonioterapia; Ultrasson terapéutico; Reparacao tecidual.

ABSTRACT

Wound treatments using nanoparticles, hyperbaric therapy, ozone, and ultrasound are significant advancements
in contemporary medicine, providing innovative solutions for patients with difficult-to-heal wounds.
Nanoparticles, owing to their unique properties, are extensively investigated in dermatology, standing out for their
promising therapeutic capabilities. Hyperbaric therapy, in turn, has demonstrated efficacy in treating chronic
wounds by directly improving tissue perfusion and promoting healing. Conversely, ozone therapy and ultrasound
are notable for their antimicrobial and anti-inflammatory actions, respectively, offering potential health benefits
for patients with wounds. Despite the challenges and the need for further research to fully comprehend the
therapeutic scope of these modalities, they undeniably represent significant advances in the pursuit of more
effective wound treatments, with the potential to transform medical care in this area and enhance patients' quality
of life.

Keywords: Nanoparticles; Hyperbaric Therapy; Ozonotherapy; Therapeutic Ultrasound; Tissue Repair.

INTRODUCAO

A importancia das inovagdes no tratamento de feridas € indiscutivel no contexto da saide
contemporanea. A medida que a ciéncia avanca, novas abordagens e tecnologias emergem,
proporcionando opgdes mais eficazes e eficientes para promover a cicatrizagdo e o bem-estar dos
pacientes. Entre as diversas modalidades de tratamento, destacam-se aqueles que incorporam
nanoparticulas, terapia hiperbarica, ozonioterapia, fitoterapia e ultrassom terapéutico. As
nanoparticulas, por exemplo, oferecem uma abordagem inovadora, permitindo a administracdo
controlada de medicamentos diretamente na &rea afetada, resultando em uma liberagdo gradual e
prolongada do principio ativo, o que pode acelerar a cicatrizagdo e reduzir complicacdes (DeLOUISE
et al., 2012). A terapia hiperbarica, por sua vez, utiliza oxigénio puro em alta pressao para aumentar a
quantidade de oxigénio nos tecidos, promovendo a regeneracao celular e melhorando a vascularizagéo,
0 que contribui para uma recuperacdo mais rapida e eficaz (EGGLETON; BISHOP; SMERDON.,
2015). A ozonioterapia, outra inovacdo promissora, envolve a aplicagdo de uma mistura de oxigénio e
ozonio na &rea afetada, o que pode estimular a circulagdo sanguinea, combater infec¢des e acelerar a
cicatrizacdo (MARCHESINI; RIBEIRO, 2020). Por fim, o ultrassom terapéutico tem sido amplamente
utilizado para promover a cicatrizacdo de feridas, através da aplicacdo de ondas sonoras de alta
frequéncia que podem estimular o processo de reparo tecidual, reduzir a dor e a inflamacdo (CHANG,;
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PERRY; CROSS, 2017). Em suma, as inovac@es no tratamento de feridas ndo apenas ampliam o arsenal
terapéutico a disposicao dos profissionais de salde, mas também representam uma esperanca renovada
para pacientes que enfrentam desafios na cicatrizacdo de suas lesdes. Esse trabalho tem o objetivo de
tecnicas inovadoras para o tratamento de feridas.

NANOPARTICULAS

Nanoparticulas sdo definidas como qualquer material com dimens6es menores que 100 nm até
0,2 nm. Elas podem variar em tamanho, textura, solubilidade e origem, incluindo fontes naturais e
artificiais, bem como particulas produzidas inadvertidamente, como as provenientes da poluicdo
(DOWLING et al., 2004). Entre os diversos tipos de nanoparticulas, as mais comumente utilizadas hoje
incluem nanotubos de carbono, fulerenos, pontos quanticos, metais como prata (Ag) e ouro (Au), 6xidos
metalicos como titanio e 6xido de ferro, perdxido de zinco, diéxido de silicio e nanoparticulas lipofilicas
(DeLOUISE, 2012).

Nesse contexto, é fundamental compreender os conceitos de nanociéncia e nanotecnologia. A
nanociéncia envolve o estudo da manipulacdo de materiais em escalas atdbmicas, moleculares e
macromoleculares, onde as propriedades diferem significativamente daquelas em escalas maiores. Ja a
nanotecnologia envolve o projeto, caracterizacdo e aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas
controlando forma e tamanho em escalas de nanémetros (DOWLING et al., 2004).

O estudo das nanoparticulas tem impulsionado o desenvolvimento de farmacos e tecnologias
para aprimorar diagnosticos, tratamentos e prognosticos de diversas doencas.

Um exemplo é a aplicacdo de prata nanocristalizada, que tem sido usada para reduzir a carga microbiana
no organismo (GRASSI; GRASSI, 2021; WALLI et al., 2022).

A dermatologia também se beneficia das nanotecnologias, compreendendo os efeitos das
nanoparticulas na satde da pele e em diversas doengas. Os nanomateriais sdo utilizados em terapéuticas,
como protetores solares com protecdo UVB, e seus efeitos na penetracdo da pele e reagdes adversas
estdo sendo melhor compreendidos. O mecanismo de penetracdo de nanoparticulas na pele ainda nao é
totalmente compreendido (DeLOUISE, 2014). A pele intacta apresenta desafios para a absorcdo de
farmacos devido a varios fatores, como espessura, temperatura, pH, grau de hidratagdo, vascularizacao,
higienizagdo local, camada lipidica, quantidade de foliculos pilosos e raga, entre outros (WOKOVICH
et al., 2006).

Teorias tém sido propostas sobre a absorcao de nanoparticulas pela pele. Uma sugere que a pele
intacta ndo permite a passagem desses materiais, enquanto outra indica que os foliculos capilares
contém receptores para nanoparticulas, especialmente quando estimulados por massagem ou friccao
(DeLOUISE, 2014). Uma terceira linha de estudo avalia a interacdo direta de particulas neutras com a
pele e seus efeitos toxicos. Um estudo quantificou a penetracdo de polietilenoglicol neutro revestido em
fragmentos de pontos quanticos em camundongos sem pelos, mostrando um acumulo de
aproximadamente 2% da droga no figado ap6s 48 horas de aplicacdo (GOPPE et al., 2009).

Embora a epiderme seja naturalmente impermeéavel a particulas e microrganismos devido a sua
composicdo de células mortas e uma camada hidrofébica, ela pode ser facilmente lesionada (por
exemplo, por cortes e abrasdes) ou perfurada (por insetos especializados ou inje¢des terapéuticas). Além
disso, varias doencas de pele, como alergias, podem comprometer sua capacidade de resistir a agentes
toxicos (DOWLING et al., 2004).
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Nanoparticulas tém sido estudadas para o tratamento de feridas, especialmente em pacientes
com comorbidades que podem dificultar a cicatrizagdo, como diabetes, obesidade e dermatites atopicas
(SILVA et al., 2018; GRASSI; GRASSI 2021). Entre as nanoparticulas, as de metais tém sido
amplamente testadas para otimizar esse tratamento, apresentando diferentes propriedades que
influenciam nas interagdes moleculares e reagfes quimicas (GRASSESCHI; SANTOS, 2020).

A prata é um exemplo de nanoparticula amplamente utilizada para tratamento de feridas,
demonstrando propriedades anti-inflamatorias, bactericidas e ndo tdxicas ao corpo humano (GRASSI;
GRASSI, 2021). Comparada a sulfadiazina de prata, estudos mostraram que a nanoparticula de prata
tem menor toxicidade para fibroblastos e promove uma resposta inflamatéria mais rapida, acelerando a
cicatrizacdo (MOHSENI et al., 2019).

A associacdo de nanoparticulas de prata com fotossensibilizadores em curativos de feridas
infectadas demonstrou eficacia antimicrobiana, principalmente quando combinada com exposicéo a luz
(CHEN et al., 2019). Em queimaduras, curativos contendo nanoparticulas de prata, colistina e
membrana amniotica humana descelularizada aceleraram a cicatrizagdo e eliminaram o crescimento
bacteriano (WALI et al., 2022).

Nanoparticulas de oOxido de zinco extraido da planta Rubia cordifolia apresentaram
propriedades antimicrobianas e antioxidantes superiores a formula¢fes convencionais, demonstrando
potencial para o tratamento de feridas (KAUR et al., 2022). Além disso, hidrogéis contendo
nanoparticulas de dissulfeto de molibdénio e ouro promoveram a cicatrizacao de feridas em pacientes
diabéticos, eliminando bactérias e acelerando a regeneracdo tecidual (LI et al., 2022).

Os complexos de cobre sdo uma alternativa promissora no controle do crescimento bacteriano.
Essas moléculas podem matar bactérias por interagir com componentes vitais, perturbando processos
celulares cruciais. Eles geram espécies reativas de oxigénio que danificam as membranas celulares e o
material genético das bactérias. Além disso, podem inibir enzimas essenciais para o metabolismo
bacteriano (NG et al., 2013). Outros autores j& monstraram a capacidade dos compostos de cobre para
reduzir as populacdes microbianas (CHEN et al., 2009).

As nanoparticulas de cobre tém sido exploradas devido a suas propriedades antimicrobianas,
anti-inflamatdrias, antioxidantes e de estimulo a renovacao celular. Estudos mostraram que o tamanho
das nanoparticulas e sua estabilizacdo influenciam em seu potencial terapéutico, com resultados
promissores no tratamento de feridas em modelos animais (DIN; REHAN, 2016; TAO et al., 2019).

TERAPIA HIPERBARICA

A terapia hiperbéarica € uma modalidade terapéutica que envolve a administracdo de oxigénio
puro em um ambiente pressurizado, geralmente duas a trés vezes acima da pressao atmosférica ao nivel
do mar (1 atm). Na medicina humana, seu uso abrange uma ampla gama de condigdes, incluindo o
tratamento de feridas cronicas, feridas complexas, traumaticas, com necrose, infectadas, queimaduras,
entre outras. No entanto, na medicina veterindria, apesar de estudos promissores, sua aplicacdo ainda é
limitada devido a falta de familiaridade dos profissionais com sua eficacia, ao alto custo inicial de
investimento em equipamentos, a escassez de treinamento da equipe e a auséncia de protocolos
terapéuticos bem definidos para cada doenca e adaptados para diferentes espécies (LEVITAN et al.,
2021).

A terapia hiperbéarica ndo é indicada para o tratamento de tecidos saudaveis ou em processo
normal de cicatrizagdo. Seu uso € mais eficaz em situac6es onde a cura da ferida é comprometida devido
a inflamacéo excessiva, infeccao, formacéo de fibrose e necrose, resultando em deficiéncia cronica de
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oxigénio (NIINIKOSKI, 2004). Na medicina veterinaria, possiveis aplicages incluem lesdes
relacionadas a sindrome de reperfusdo tecidual, feridas por mordedura, envenenamento, necrose, pos-
operatorio de enxertos e retalhos, queimaduras, feridas 6sseas e choque hemorréagico (LEVITAN et al.,
2021).

Durante o tratamento hiperbérico, o0 aumento da pressdo atmosférica resulta em uma maior
densidade do gas oxigénio devido a reducdo de seu volume, o que, por sua vez, aumenta sua
concentracdo e facilita sua absorgdo nos alvéolos pulmonares. O uso de oxigénio puro altera a maneira
como ele se difunde nos tecidos. A inalacdo de oxigénio sob pressdo elevada aumenta ainda mais a
pressdo do oxigénio disponivel, promovendo uma maior difusdo no sangue. Além disso, 0 aumento da
pressdo parcial do oxigénio também aumenta sua capacidade de solubilidade, resultando em uma
concentragdo maior nos tecidos (HARDY; THOM; NEUMANN, 2008).

A fisiopatogenia do tratamento de feridas esta em constante estudo. Um dos efeitos observados
do ambiente de hiperoxia é a vasoconstricdo generalizada, que reduz o edema e melhora a perfusdo,
resultando na diminuicdo da dor. Além disso, ocorre um aumento dos fatores estimulantes da
proliferacdo de fibroblastos, angiogénese e deposicao de colageno. O aumento na producao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) pode ser benéfico em niveis moderados, agindo como mensageiro no
processo de transcricdo e estimulando a produgédo de fatores que modulam a inflamagdo. Em alta
concentracdo, o oxigénio possui efeitos bacteriostaticos, bactericidas e antifingicos, agindo diretamente
sobre microrganismos anaerdbios e aumentando a capacidade de acdo dos leucécitos, além de modular
0 processo imunologico (AL-WAILI; BUTLER, 2006; THACKHAM; MCELWAIN; LONG, 2008;
EGGLETON; BISHOP; SMERDON, 2015;

SUREDA etal., 2016; LEVITAN et al., 2021).

Contudo, é fundamental enfatizar que o uso indiscriminado da terapia hiperbarica pode
acarretar em riscos, como barotraumas que resultam em lesdes nos timpanos e pulmdes, além de
toxicidade ap6s exposicao prolongada a altas concentragdes de oxigénio. E relevante salientar que, na
medicina veterinaria, ainda ndo ha consenso sobre protocolos terapéuticos estabelecidos, destacando a
necessidade de novos estudos para sua padronizacdo (AMARAL et al., 2021).

OZONIOTERAPIA

O géas ozbnio (O3) é uma molécula instavel com alto poder oxidativo, incolor e com odor
caracteristico. Sua formacao ocorre através de descargas elétricas que quebram uma molécula comum
de O2, liberando um &tomo de O para se ligar formando O3. Devido as suas propriedades
antimicrobianas, cicatrizantes e imunoestimulantes, a ozonioterapia é utilizada em muitos campos,
como no tratamento de agua, higienizacdo de alimentos, antissepsia em hospitais e como tratamento
adjuvante em diversas enfermidades. Na medicina humana e animal, a ozonioterapia tem sido estudada
para o tratamento de feridas, lesGes dermatoldgicas, distirbios musculares, doengas do trato urinario,
infeccdes, doencas inflamatdrias, odontologia e como adjuvante no tratamento de pacientes oncolégicos
(HAYASHI; FRIOLANI, 2018; GAYON-AMARO; FLORES-

COLIN, 2019; PETEOACA et al., 2020).

Para a producdo do gas, sdo utilizados aparelhos ozonizadores feitos com materiais resistentes
a degradacdo pelo 0z6nio, como polietileno, polipropileno, teflon, aluminio anodizado, aco inoxidavel,
ceramica e vidro. Além disso, materiais adjuvantes aos tratamentos, como seringas e bolsas, também
devem ser feitos de materiais resistentes ao 0z6nio. O gas deve ser utilizado imediatamente, pois é
muito reativo e instavel, sendo rapidamente transformado em O2, com uma meia-vida de cerca de 40
minutos em temperatura ambiente (HAYASHI; FRIOLANI, 2018).
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As vias de administracdo da ozonioterapia sdo variadas, podendo ser subcutanea, intramuscular,
intravenosa, intra-articular, retal, intra-vaginal, auto-hemoterapia ozonizada e topica. A auto-
hemoterapia busca os efeitos sistémicos da ozonioterapia e consiste na ozonizagdo de uma quantidade
de sangue venoso retirado do paciente, seguido da sua reintroducdo intravenosa ou intramuscular,
utilizando técnicas assépticas adequadas. O gas ozdnio também pode ser administrado diretamente nas
vias intramuscular e intra-articular ou por insuflago via retal e intra-vaginal (PETEOACA et al., 2020).

No tratamento topico de feridas, o 0zdnio pode ser aplicado utilizando veiculos como solugédo
de 4gua ou 6leo ozonizado, ou aplicando o gas diretamente sobre a lesdo com o uso de uma bolsa. O
6leo ozonizado é produzido através do borbulhamento continuo do géas. Quando o 6leo entra em contato
com a pele, o 0z6nio € liberado, e seus efeitos terapéuticos ocorrem, atuando na desinfeccao da ferida
e acelerando o processo de cicatrizagcdo. Armazenado sem contato com a luz e em local refrigerado,
possui validade de até um ano (FERREIRA et al., 2013; MARCHESINI; RIBEIRO, 2020).

Ao entrar em contato com o tecido, 0 0zénio oxida diversas substancias, produzindo espécies
reativas de oxigénio (ERO) e produtos oxidantes lipidicos (POL), que sdo responsaveis pelas acGes
bioquimicas do O3. As EROs atuam de forma imediata e desaparecem rapidamente, enquanto os POLs
sdo distribuidos, atuando de forma mais sistémica. O perdxido de hidrogénio é a principal ERO
produzida, desempenhando diversos efeitos celulares, atuando como sinalizador intracelular e
interagindo com diversas células do sangue. Ele atua na glicolise, aumentando a formacéo de ATP, e
no transporte de oxigénio para dentro das células, aumentando a atividade de plaguetas e liberando
autacoides e fatores de crescimento, favorecendo o reparo tecidual. Atua em neutréfilos e leucécitos,
estimulando a sintese de interleucinas e citocinas, favorecendo a modulagéo do sistema imune. J& 0s
POLs atuam estimulando a sinalizacdo de mecanismos antioxidativos, podendo aumentar a liberacdo
de células-tronco, favorecendo a cicatrizagdo de tecidos (HAYASHI; FRIOLANI, 2018).

A acdo antimicrobiana do ozbnio tem potencial microbicida, bactericida, vermicida, fungicida
e parasiticida. Sua acdo ocorre pela oxidacao e degradacao da parede celular, alterando a permeabilidade
e levando a lise. Ao adentrar na célula, também atua na oxidacdo de aminoacidos e &cidos nucleicos. A
acdo cicatrizante ocorre pela migracdo de fibroblastos e aumento da sintese de colageno. A acdo
imunoestimulante ocorre pelo estimulo a sintese de anticorpos, ativacdo de macrofagos e linfécitos T.
O ozdnio tem papel direto na mediacdo da inflamacéo, atuando na producéo de citocinas e inibindo a
formacdo do &cido araquidonico e a sintese de prostaglandinas, bloqueando a inflamacédo e promovendo
analgesia e reducéo da inflamacéo desde a primeira aplicacdo em feridas agudas e crbnicas (KOZAT;
OKMAN, 2019).

O tratamento com 0zénio possui baixos riscos quando realizado corretamente. Existem algumas
preocupacgdes ao se utilizar a técnica, como evitar concentracdes elevadas e tempo de exposicdo
excessiva. N&o € indicado manter em contato com as superficies em tratamento por mais de 30 minutos,
nem realizar a inalacdo direta do gas, pois possui efeito toxico no trato respiratorio, podendo levar a
irritacdo de mucosas, dores de cabega, nauseas e colapso pulmonar. O uso excessivo da técnica no
tratamento de feridas pode levar a lesdo do epitélio, retardando a cicatrizagdo. Algumas
contraindicagdes também incluem pacientes com hipertireoidismo, uma vez que o o0zbnio pode
estimular a producdo de hormdnios tireoidianos, e ndo é indicado para pacientes diabéticos, com
distirbios de coagulacdo, anemias severas e hemorragias ativas, pois a acdo rapida do processo
oxidativo favorece a ocorréncia de distirbios de coagulagdo (MARCHESINI; RIBEIRO, 2020).

Embora existam respostas clinicas positivas para diversas condi¢fes, a ozonioterapia ainda
levanta muitos questionamentos. A maioria dos estudos sugere sua utilizacdo como alternativa de
abordagem para patologias especificas ou como uso coadjuvante terapéutico. Realizada de forma
criteriosa, ha baixos riscos em sua aplicacdo, mas ainda carecem de estudos mais amplos e especificos,
principalmente na 4rea veterinaria (PETEOACA et al., 2020).
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Nos ultimos anos, a ozonioterapia tem sido amplamente aplicada no tratamento de feridas, com
resultados eficazes. Embora sua origem remonte & Primeira Guerra Mundial, sua popularizagao ocorreu
recentemente. Consiste na aplicacdo de gas 0z6nio (O3), que age por oxidacao, resultando em efeitos
imunomoduladores, anti-inflamatérios, analgésicos e antissépticos em dosagens terapéuticas (LIMA;
FELIX; CARDOSO, 2021).

Observa-se que o 0zbnio pode aumentar os niveis de varios fatores de crescimento, como o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformador-f§ (TGF-p),
interleucina-8 (IL-8), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), otimizando o processo de reparagdo tecidual. Além disso, minimiza os efeitos do
processo inflamatdrio ao melhorar a perfusdo tecidual da regido. Outro efeito positivo para o tratamento
de feridas é sua acdo antibacteriana e antiflngica pelo estresse oxidativo causado nesses
microrganismos. Pesquisas indicaram que a aplicagdo direta de 0z6nio na pele por até 20 minutos, com
uma concentracdo aproximada de 0,90 pg mL-1 em uma cdmara, ndo resulta em efeitos prejudiciais.
No entanto, ndo é recomendado o uso do 0z6nio na regido da cabeca e do pescoco (ZHANG et al.,
2014).

Para o tratamento de feridas, as vias tdpica e subcutanea sdo as mais utilizadas, onde o gas é
aplicado ao redor da area afetada. Estudos sobre a terapia com 0z06nio para o tratamento de feridas tém
mostrado beneficios em diversas espécies, incluindo aves, répteis, equinos, cdes, gatos e pequenos
mamiferos silvestres, além de humanos (JARAMILLO et al., 2020; TEODORO et al., 2023).

TERAPIA COM ULTRASSOM

O ultrassom consiste em ondas sonoras com frequéncia acima da capacidade de audicdo
humana (20 kHz), geradas pela passagem de corrente alternada por um transdutor com efeito
piezoelétrico. Quando aplicado ao tecido, o ultrassom desencadeia forgas micromecénicas em nivel
celular e molecular, resultando em uma variedade de efeitos terapéuticos que contribuem para a
cicatrizacdo de feridas. Essa terapia é utilizada ha muitos anos com resultados positivos no tratamento
de feridas, destacando-se pela capacidade de penetracdo profunda no leito da ferida e direcionamento
altamente preciso, sem evidéncias de efeitos adversos significativos (HART, 1998;
YADOLLAHPOUR et al., 2014).

O ultrassom requer um meio de transmissdo, como agua, solucédo salina, gel ou plastico filme,
para garantir o contato entre a cabeca do transdutor e a ferida, uma vez que ndo se propaga no ar.
Durante a aplicacdo, é essencial movimentar continuamente o transdutor em movimentos circulares
sobre a lesdo para evitar a formacdo de ondas estacionéarias, que podem aumentar a intensidade total e
resultar em danos nos tecidos circundantes (HART, 1998).

Os parametros do ultrassom terapéutico, como frequéncia da onda (Hz), intensidade (W/cm?),
tipo de pulso (continuo ou intermitente), duracédo e frequéncia dos tratamentos, variam de acordo com
a aplicagdo clinica. Embora ndo haja protocolos padronizados, resultados terapéuticos positivos tém
sido observados com intensidades entre 0,5 e 3 W/cm? e frequéncias entre 1 a 3.3 MHz, dependendo
das caracteristicas do tecido e da profundidade de penetracdo necessaria (HART, 1998; HESS;
HOWARD; ATTINGER, 2003; YADOLLAHPOUR et al., 2014).

Os efeitos terapéuticos do ultrassom podem ser térmicos ou ndo térmicos, dependendo da
intensidade aplicada. Intensidades mais altas resultam em efeitos térmicos, como aumento do fluxo
sanguineo e extensibilidade do coldgeno, enquanto intensidades mais baixas produzem efeitos néo
térmicos, que incluem a cavitacdo e o microstreaming (HESS; HOWARD; ATTINGER, 2003;
ALKAHTANI et al., 2017).
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A cavitacdo e 0 microstreaming sdo dois mecanismos fundamentais do ultrassom ndo térmico.
Na cavitacdo, ocorre a formagéo de bolhas microscopicas nos tecidos, que se expandem e comprimem
devido a variacdo de presséo, gerando um fluido circundante estavel. Ja no microstreaming, a variagcao
de presséo distorce a membrana celular, aumentando sua permeabilidade e influenciando na atividade
intracelular (HANKS; SPODNICK, 2005; ALKAHTANI et al., 2017; CHANG; PERRY; CROSS,
2017; KOTRONIS; PRASHANTH, 2020).

A terapia com ultrassom no tratamento de feridas apresenta resultados promissores na medicina
humana, porém ha escassez de estudos na medicina veterindria, dificultando a defini¢do de protocolos
de tratamento. Embora os mecanismos de ac¢ao do ultrassom ainda necessitem de melhor compreenséo,
seu uso adequado, seguindo as recomendacOes, é considerado seguro e pode ser benéfico para o
tratamento de feridas.

CONSIDERACOES FINAIS

Os tratamentos de feridas com nanoparticulas, terapia hiperbarica, ozénio e ultrassom sdo
abordagens promissoras na medicina contemporanea. As nanoparticulas oferecem novas perspectivas
na dermatologia, proporcionando solugdes inovadoras para pacientes com feridas de dificil cicatrizacéo.
A terapia hiperbarica demonstra eficicia no tratamento de feridas crénicas, oferecendo beneficios
significativos devido a sua capacidade de aumentar a perfusdo tecidual e promover a cicatriza¢do. Por
sua vez, a ozonioterapia e 0 ultrassom se destacam pela acdo antimicrobiana e anti-inflamatoria,
respectivamente, mostrando-se terapias promissoras para melhorar a qualidade de vida dos pacientes
com feridas. Apesar dos desafios e da necessidade de mais estudos para compreender completamente
seu potencial terapéutico, essas modalidades terapéuticas representam avangos importantes na busca
por melhores tratamentos para feridas.
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CAPITULO 3: Efeito do Complexo de (DRI1-12) na Cicatrizagio de Feridas Experimentais
em Ratos (Rattus Novergicus)

RESUMO

Os avancos no tratamento de feridas sdo indiscutiveis no contexto atual de salde. As
nanoparticulas possibilitam a administragdo controlada diretamente na area afetada, resultando
em uma liberacdo gradual e prolongada do principio ativo, o que pode acelerar a cicatrizagdo e
reduzir complicacdes. Nanoparticulas de complexo ternario de cobre (DRI-12) apresentam
propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e antioxidantes que podem auxiliar o processo
cicatricial. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do complexo de cobre na cicatrizacdo de
lesBes cutaneas experimentais em ratos. O mesmo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) com protocolo de n° 010/2022. Para tal, realizou-se a
avaliacdo macroscépica da ferida (AMF), potencial de contracdo (PC), avalicdo histoldgica
(AH), expressdo génica (EG) e teste mecanico de tragdo (TMT). Foram utilizados 48 Rattus
norvegicus divididos em dois grupos experimentais: grupo controle (n=24) (tratado com solucao
fisiologica); € grupo DRI-12 (n=24) - animais tratados com nanoparticulas de complexo ternario
de cobre (1) com hidrazida de &cido 4-fluorofenoxiacetico (DRI-12). Todos os animais foram
submetidos a resseccao cirargica de dois segmentos completos de pele no formato circular, um
realizado na regiao dorsal interescapular e o outro 30 mm caudal ao primeiro. Nos animais do
grupo controle foi feito aplicagdo de solucdo fisioldgica. No grupo DRI-12, foi realizado o
gotejamento de 0,5 mL de uma solug@o aquosa de DRI-12 na concentracdo de 5S0umol/L. As
amostras foram coletadas aos trés, sete, 14 e 21 dias ap6s o procedimento de indugao das feridas,
em 6 animais de cada grupo. Foi observado na AMF diferenca significativa na coloragdo do
leito nos terceiro, 14° e 21° dia, em relacdo as crostas contatou-se escores maiores no grupo
DRI-12 no 3° dia, aumento significativo da epitelizacdo no 21° dia no grupo DRI-12 em
comparagdo com o grupo controle. O PC do grupo DRI-12 teve diminuicdo significativa nos
dias trés e sete, quando comparado com o controle. Na AH houve aumento significativo da area
de colageno nos dias trés e sete e maior quantidade de colageno tipo I (diferenca significativa)
no dia sete do grupo DRI-12 em relacdo ao grupo controle. Houve aumento significativo da
expressdo de EGF e FGF2 no sétimo e 14° dias. No TMT, notou-se maior tenséo das peles com
lesdo do grupo DRI-12. Conclui-se que o complexo de cobre (DRI-12) demonstra um potencial

positivo na cicatrizacdo de feridas cirurgicas.
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tecidual.



41

ABSTRACT

The advancements in wound treatment are undeniable in the current health context.
Nanoparticles enable controlled administration directly to the affected area, resulting in gradual
and prolonged release of the active principle, which can accelerate healing and reduce
complications. Copper ternary complex nanoparticles (DRI-12) exhibit anti-inflammatory,
antimicrobial, and antioxidant properties that can assist the healing process. The objective of
this study was to evaluate the effect of the copper complex on the healing of skin lesions. The
study was approved by the Animal Experimentation Ethics Committee (CEEA) with protocol
number 010/2022. For this purpose, macroscopic wound evaluation (AMF), contraction
potential (PC), histological evaluation (AH), gene expression (EG), and mechanical tensile test
(TMT) were performed. Forty-eight Rattus norvegicus were used, divided into two
experimental groups: control group (n=24) (treated with saline solution); and the DRI-12 group
(n=24) - animals treated with copper (IlI) ternary complex nanoparticles with 4-
fluorophenoxyacetic acid hydrazide (DRI-12). All animals underwent surgical resection of two
complete skin segments in a circular shape, one in the interscapular dorsal region and the other
30 mm caudal to the first. No medication was applied to the animals in the control group. In the
DRI-12 group, 0.5 mL of an aqueous solution of DRI-12 at a concentration of 50pumol/L was
dripped. Samples were collected on the third, seventh, 14th, and 21st days after wound
induction, from 6 animals in each group. Significant differences in the color of the wound bed
were observed on the 3rd, 14th, and 21st days in the AMF. Higher scab scores were noted in
the DRI-12 group on the 3rd day, with a significant increase in epithelialization on the 21st day
in the DRI-12 group compared to the control group. The PC of the DRI-12 group significantly
increased on days 3 and 7 compared to the control group. In the AH, there was a significant
increase in collagen area on days 3 and 7 and a higher amount of type | collagen (significant
difference) on the 7th day in the DRI-12 group compared to the control group. There was a
significant increase in the expression of EGF, VEGF, FGF2 on the 7th and 14th days when
comparing the DRI-12 group with the control group. In the TMT, greater tension was observed
in the wounded skin of the DRI-12 group. It is concluded that the copper complex (DRI-12)

shows positive potential in the healing of surgical wounds.

Keywords: angiogenesis, collagen, metallic nanoparticles, skin lesions, tissue repair.
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INTRODUCAO

A nanociéncia tem avangado nas Ultimas décadas e sua aplicabilidade se estende para
diversas areas do conhecimento. Caracteriza-se pelo estudo de estruturas que apresentam
diametro entre 1 a 100 nm (SOUSA et al., 2022). E fundamental a aplicacéo de estudos a cerca
desses nanomateriais para compreensdo de quais sé@o suas empregabilidades e como eles
atuam. Nesse contexto, a utilizacdo de nanoparticulas (NPs) na medicina humana e veterinaria
é muito promissora (ANANDHI; RAJESHKUMAR, 2023).

Os nanocompostos apresentam propriedades diferentes de sua forma de maior escala,
sendo elas suas caracteristicas fisico-quimicas, resisténcia mecéanica e comportamento com a
luz. Além disso, suas caracteristicas ndo estdo associadas apenas com o tamanho, mas também
com sua composicdo, forma, cristalidade e estrutura. Variaveis que dependem muito do
método e das condicdes do experimento empregados para a sua producdo (FERREIRA, 2010).

As nanoparticulas metélicas veem sendo amplamente utilizadas para o tratamento de
feridas, dentre elas as nanoparticulas de ouro e de prata sdo as mais aplicadas. Porém a sua
obtenc¢do tem um alto custo de producdo (SILVA et al., 2018; ANANDHI; RAJESHKUMAR,
2023). Visto isso, os compostos de cobre (NPs Cu) tém recebido atencdo devido aos resultados
promissores como agentes antibacterianos, além disso, a liberacdo controlada de
medicamentos diretamente no local afetado, proporcionando uma liberacdo continua e
prolongada do principio ativo. Isso pode acelerar o processo de cicatrizacdo e minimizar o
risco de complicacBes. (PAIXAO et al., 2017; TAO et al., 2019; MONTEIRO et al., 2022).

Os metais criam redes cristalinas de energia, ja as nanoparticulas metélicas tém a
capacidade de manter suas bandas energéticas continuas. Essa mudanca de padréo energético
também altera as propriedades Opticas das NPs, assim elas apresentam maior potencial de
absorcdo e menor espalhamento em relagdo a sua forma original (FEREIRRA; RANGEL,
2009). Com isso, essas estruturas menores sdo capazes de gerar um ambiente mais propicio
para melhor absorcéo e interagcdo com tecidos bioldgicos (GUPTA et al., 2022).

As NPs Cu foram testadas in vitro com excelentes resultados contra Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, microrganismos comumente
encontrados em lesfes cutaneas (ARIAS et al., 2008; MONTERO et al., 2019). Inclusive
atuando contra bactérias resistentes e potencializando a acéo de antibioticos (PAIXAO et al.,
2017). A atividade antibacteriana dos compostos de cobre é atribuida a liberacdo de ions que
interagem e afetam a integridade da membrana e parede bacteriana e provoca estresse

oxidativo resultando em morte desses microrganismos. Outra vantagem do produto é que eles
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possuem baixo potencial para gerar resisténcia bacteriana (MONTERO et al., 2019). Além
disso, estudos recentes demonstraram que complexos de cobre podem induzir macréfagos a
se diferenciarem no fendtipo M2 (fenétipo anti-inflamatorio), ou seja, estes compostos podem
ter acdo imunomoduladora, o que os tornam ainda mais interessantes para utilizacdo em
cicatrizacdo de feridas (DIEZ-TERCERO et al., 2021).

As NPs Cu tém demonstrado potencial para otimizar o processo de cicatrizagdo de
feridas devido ao seu alto potencial de oxireducdo. Além disso, em estudos in vitro esses
nanocompostos estimularam a proliferacao celular e a angiogénese, promovendo a reparacdo
tecidual por meio da regulacdo da expressdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (TAO et al., 2019).

A nanoparticula de Complexo Ternério de Cobre (1) com Hidrazida de Acido 4-
Fluorofenoxiacetico (Dri-12) [Cu(4 — FH)(fen)(ClO4)2] foi desenvolvida por Paix&o et al.
(2017) e apresenta facilidade de interagir com o DNA, por possuir estruturas majoritariamente
aromaticas. E as hidrazidas alifaticas de sua composi¢do garantem relagdes entre a estrutura e
funcdo desse composto sintetizado (ALVES, 2022). Com base nesse estudo e nos mencionados
anteriormente, o complexo de cobre DRI-12 tem potencial farmacologico para a produgédo de

novos metalofarmacos no tratamento de feridas.

OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do complexo de cobre DRI-12

na cicatrizagao de feridas cutaneas experimentais em ratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se o complexo de cobre DRI-12 favorece a reparagdo tecidual encurtando o

tempo da cicatrizagdo por meio de avaliagdo macrocopica.

Avaliar se 0 complexo de cobre DRI-12 favorece a reparagédo tecidual por meio de
analise histoldgica (histomorfometria) de células inflamatorias, angiogénese, tecido de

granulacdo, deposicao de colageno, fibroplasia e area do colageno.

Avaliar se o complexo de cobre DRI-12 favorece a angiogénese por meio da

histomorfometria e de expressdo génica de VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular).
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Avaliar se complexo de cobre DRI-12 favorece a epitelizagdo por meio das avaliacdes:
potencial de contracdo, histomorfometria, de expressdo de génica de EGF (Fator de

Crescimento Epidérmico).

Avaliar se o complexo de cobre DRI-12 favorece a fibroplasia por meio das avaliaces:
macroscopica (formacéo de tecido de granulagéo), histologica (histomorfometria), de expressédo

génica de FGF (Fator de Crescimento Fibroblastico).

Avaliar se o complexo de cobre DRI-12 favorece a producdo e deposicdo de colageno

tipo I e 111 por meio da expressdo génica de COLal, sua diferenciacéo pela analise histoldgica.

Avaliar a qualidade do tecido reparado por meio do teste mecanico de tracéo.

MATERIAL E METODOS

Normas éticas
O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade de Uberaba (010/2022). O estudo foi conduzido seguindo as normas do Colégio
Brasileiro para Experimentacdo Animal (COBEA). Parte do projeto foi realizado no biotério da
Universidade de Uberaba, onde foram realizadas as intervengdes cirlrgicas, avaliacdo
macroscopica, eutanasias e coleta das amostras. As avaliacfes histologicas e de expressao
génica ocorreram na Universidade Federal de Minas Gerais. O teste mecanico de tragdo foi
dirigido no Laboratorio de Anélises Mecanicas da Universidade de Uberaba.

Animais

Foram utilizados 48 Rattus norvegicus de linhagem Wistar, machos, com trés meses
de idade e peso médio de 300g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Uberlandia com certificacdo de auséncia de ectoparasitas e endoparasitas. Os animais foram
mantidos no Biotério Experimental da Universidade de Uberaba, alojados em caixas com seis
animais cada, sob condicdes de umidade e temperatura controladas, fotoperiodo de 12 horas,
recebendo ragdo comercial para roedores (Nuvilab CR-1®, Nuvital Nutrientes S/A, Brasil) e
agua ad libitum.
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Grupos experimentais
Os ratos foram aleatoriamente divididos em dois grupos experimentais: grupo controle,

animais submetidos a confeccdo da ferida cirargica e tratada com solucéo fisioldgica sobre a
ferida (Na CI 0,9%) (n = 24 animais); grupo DRI-12, animais submetidos a confeccdo da ferida
cirirgica com o tratamento topico com solucdo aquosa de complexo de cobre DRI-12 na
concentracdo de 50 mmol/L (n = 24 animais). Ambos os grupos foram divididos em 4
subgrupos contendo 6 animais cada de acordo com os tempos de avaliacdo: terceiro, sétimo,
14° e 21° (D3, D7, D14 e D21) dias apds o procedimento cirurgico, sendo considerado como 0
o0 dia da inducdo das lesdes. Um terceiro grupo foi criado, o grupo Sham, a pele integra dos

animais coletas nos mesmo tempos de avaliagdo descritos acima.

Inducéo da lesdo
As intervencg0es cirurgicas para confec¢do da ferida foram realizadas na sala de cirurgia

do biotério da Universidade de Uberaba. Foram administrados o cloridrato de cetamina
(Cetamin® 10%, Syntec, Brasil) na dose de 4 mg/kg e morfina (Dimorf® 10mg/mL, Cristalia,
Itapira, SP, Brasil) na dose de 2 mg/kg, ambos por via intramuscular (IM) na mesma seringa.
Ap0s isso, os animais foram induzidos e mantidos sob anestesia geral pela inalagcdo espontanea
de isoflurano (Isoforine® 100%, Cristalia, Brasil), diluido em oxigénio puro, ambos fornecidos
por mascara facial. Com os animais anestesiados, foi realizada a tricotomia dorsal estendendo-
se da regido cervical até a lombosacral. Os animais foram posicionados em decubito ventral e a
antissepsia do campo operatorio foi preparada com solugdes a base de clorexidina degermante
a 2% (Rioher® 2%, Rioquimica, Brasil) e alcodlica a 0,5% (Riohex® 0,5%, Rioquimica,
Brasil). Em seguida realizou-se a ressecc¢do de dois segmentos completos de pele de formato
circular com 12 mm de didmetro com o auxilio de um punch para marcagdo e em seguida foi
resseccionada com um bisturi nimero 24, sendo um realizado na regido dorsal interescapular e
0 outro 30 mm caudal ao primeiro (Figura 1). Ap0s a cirurgia, 0s animais receberam tramadol
(Tramadon®, Cristalia, Brasil) na dose de 10mg/kg via subcutanea (SC), aplicacdo Unica. No
grupo controle, as feridas cirdrgicas foram limpas somente com solucéo fisiolégica e auxilio de
uma gaze uma vez ao dia até os tempos de avaliacdo. Nos animais do grupo complexo de cobre
(DRI-12), além da limpeza com solucéo fisioldgica e gaze, foi depositado 0,5mL de solucédo
aquosa de complexo de cobre DRI-12 na concentragdo de 50 mmol/L sobre as feridas cirdrgicas
a cada 24 horas até os tempos de avalia¢do. O dia do procedimento cirdrgico foi considerado

com o dia zero (D0) do experimento.
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Figura 1- Fotografia ap6s procedimento cirdrgico (D0) de resseccdo de dois segmentos completos de
pele de formato circular com 12 mm de diametro, sendo um realizado na regido dorsal interescapular
(seta vermelha) e o outro 30 mm caudal ao primeiro (seta preta) em ratos (Rattus norvegicus)
pertencentes ao grupo controle (A) e grupo DRI-12, tratado com complexo de cobre DRI-12 na
concentracdo de 50 mmol/L (B).

Tratamento

O complexo de cobre [Cu(4-fh)(phen)(ClO4)2] (4-fh = 4-fluorophenoxyacetic acid
hydrazide and phen = 1,10-phenanthroline) foi preprado através de reacBes entre
Cu(NO3)2.3H20 (0,125 mmol) dissolvidos em 1,0 mL de metanol com os respectivos ligante
hidrazida e 1,10 — fenantrolina (0,125 mmol) adicionados no estado sélido sobre a solugdo de
ion metalico. Posteriormente, foram adicionados 1,0 mL de metanol e a reagcdo prosseguiu em
agitacdo por 15 minutos (Figura 2). Ao término da sintese a solugéo foi colocada em repouso
para cristalizacdo. A producéo e analise elementar foi realizado por espectofotometria UV-vis

para verificar a pureza e composi¢cdo com complexo, de acordo com Paix&o et al. (2017).
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Figura 2- Formula quimica do complexo de cobre [Cu(4-fh)(phen)(CIO4)2] (4-th = 4-
fluorophenoxyacetic acid hydrazideand phen = 1,10-phenanthroline) desenvolvido por Paix&o et al.
(2017).

Avaliacdo macroscoépica da ferida

Foi realizada a avaliacdo macroscopica das feridas no terceiro, sétimo, 14° e 21° dias
apos o procedimento cirdrgico. Foram avaliados por meio de escores a presenca de secrecao,
prurido (a presenga de escoria¢des e/ou arranhaduras mostram que os animais cogaram o local

com 0s membros pélvicos), coloragédo do leito e epitelizacdo (Tabela 1).

Tabela 1-Classificacdo utilizada para avaliagdo macroscopica durante a andlise clinica de feridas
experimentais em ratos ndo tratados (controle) e tratados com complexo de cobre (DRI-12) aos 3, 7, 14
e 21 dias apos a lesdo.

Parametros 0 1 2 3

Secrecao Ausente Discreto Moderado Acentuado
Prurido Ausente Discreto Moderado Acentuado
Coloracéo do leito Rdéseo Avermelhado Amarelado Enegrecido
Crostas Ausente Discreto Moderado Acentuado
Epitelizacao Sem Epitelizacdo de Epitelizacdo de Epitelizacdo

epitelizagdo  1/3 da ferida 2/3 da ferida completa

Fonte: Elaborado pelos autores com base em Greca et al. (2020).

Potencial de contragdo
As medidas da area da ferida foram mensuradas no dia do procedimento de confeccao

das mesmas, denominado como 0, e no terceiro, sétimo, 14° e 21° dia de pos-operatério. As
feridas foram fotografadas com maquina fotografica digital (Canon EOS 550D), mantida a uma
distancia constante (30 cm) da area cirdrgica. As imagens foram transferidas para um
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computador e analisadas através do software ImageJ® (National Institutes of Health, EUA) para
a mensuracao da area da ferida cutanea através da ferramenta do poligono, tendo o paquimetro
como referéncia para calibrar a imagem, e transformadas em medida decimal. Apos a
mensuracdo da area, foi calculado o potencialde contracdo (PC) das feridas pela férmula
PC=[(AF-Al) x 100]J/Al, onde Al é a érea inicial da ferida e AF a &rea final da ferida
(REZENDE et al., 2020).

Coleta das amostras
Imediatamente antes da coleta das amostras foi realizada eutanasia por aprofundamento

anestésico com isoflurano até parada cardiorrespiratdria e morte.

As amostras cutaneas colhidas no terceiro, sétimo e 14° dias se constituiram da cicatriz
ou lesdo cutanea, com margem de 2 mm de pele em torno da lesdo, com profundidade até a
musculatura dorsal. A ferida cranial foi utilizada para a avaliacdo histologica e a ferida caudal
foi utilizada para a expressdo génica. As amostras para a realizacdo histoldgica foram
armazenadas em formol e as amostras para a expressao génica foram congeladas em nitrogénio

liquido e mantidas em freezer a -80°C.

No 21° dia foram colhidas trés amostras de cada animal. A ferida cranial, com margem
de 2 mm de pele em torno da lesdo, foi utilizada para as avaliagcdes histoldgicas. As duas outras
amostras foram retiradas para o teste mecanico de tracdo com formato retangular, de 70 mm de
comprimento por 20 mm de largura, da regido dorsal no sentido transversal do eixo longitudinal
do animal. Uma delas foi centralizada na lesdo/cicatriz caudal e uma na pele integra
imediatamente caudal a primeira. Essas amostras foram mantidas congeladas a -20°C até o dia

da realizacdo do teste mecénico de tragéo.

Avaliacéo histologica
As avaliagdes histoldgicas foram realizadas no terceiro, sétimo, 14° e 21° dia de pos-

cirargico. As amostras de pele foram fixadas em formaldeido 10%, e em seguida desidratadas
em banhos de alcool nas concentragdes crescentes, comecando em 50% até chegar em 100%.
Apds a desidratacdo, foram diafanizadas com o tratamento em xilol, seguidas da inclusdo em
blocos de parafina e terminando com a obtengao dos cortes histologicos de 4pum de cada bloco
através do micrétomo (Micron® HM315, Swerdlick Medical Systems, EUA). Os cortes foram

corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE), tricromico de masson (TM), picrosiruis red
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(PR) e avaliados descritivamente por microscopia Optica. A avaliacdo histolégica com a
coloragdo HE foi feita nos aumentos de 2, 4, 10 e 20x, observando células inflamatorias,
angiogénese e tecido de granulagdo. A avaliacdo histologica com a coloracdo TM foi feita no
aumento de 4x observando fibroplasia e area de colageno. A avaliacdo histologica com a
coloracdo PR foi feita no aumento de 4x quantificando o colageno tipo | e o tipo I11. A leitura
foi as cegas, sendo descrita a distribuicdo e a intensidade de cada ldmina e depois gerado um
escore, que se baseou multiplicando a distribuicao (focal [1]; multifocal [2]; difuso [3]) pela
intensidade (ausente [0]; discreto [1]; moderado [2]; acentuado [3]) para células inflamatorias,
angiogénese, tecido de granulacéo e fibroplasia (Tabela 2). Ainda na avaliag&o histoldgica com
as coloracdes TM e PR, as laminas foram fotografadas e analisadas pelo software de analise de
imagem ImageJ® (National Institutes opf Health, EUA), sendo que para cada imagem
quantificada, a porcentagem da area do colageno foi subtraida do background. A coloracdo com
TM a porcentagem da area foi obtida atrds da quantificacdo da area azul e a coloragdo com PR,
o coléageno tipo | foi mensurado a partir da area vermelha e o colageno tipo Il através da area

verde, ap0s padronizacdo da escala de cinza no software utilizado.
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Tabela 2- Classificagdo utilizada para a analise histoldgica de feridas experimentais em ratos nao
tratados (controle) e tratados com nanoparticulas de Complexo Ternario do Cobre (1) com Hidrazida de
Acido 4-Fluorofenoxiacético (Dri-12) (DRI-12) aos 3, 7, 14 e 21 dias apds a lesdo.

Categoria Escore Especificacdes
Células inflamatorias 3 Acentuado Intensa proliferagdo de células
polimorfonucleares e mononucleares
> Moderado Moderada proliferacéo de células
polimorfonucleares e mononucleares
Discreta proliferagdo de células
1 Discreto polimorfonucleares e/ ou mononucleares
Auséncia de proliferacdo de células
0  Ausente polimorfonucleares e mononucleares
Angiogénese 3 Acentuado  Acentuada presenca de neovascularizacdo
2 Moderado  Moderada presenca de neovascularizagdo
1 Discreto Discreta presenca de neovascularizacdo
0 Ausente Auséncia de neovascularizacdo
Tecido de granulacao 3 Acentuado  Acentuado tecido de granulacdo
2 Moderado  Moderado tecido de granulacdo
1 Discreto Discreto tecido de granulagio
0 Ausente Auséncia de tecido de granulacéo
Fibroplasia 3 Acentuado  Acentuada deposicdo de colageno
2 Moderada Moderada deposicédo de colageno
1 Discreta Discreta deposi¢do de colageno
0 Ausente Auséncia de deposicdo de colageno

Fonte: Adaptado de Santos et al. (2002).
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Expresséo génica

As expressdes dos transcritos génicos que codificam o colageno tipos | (Collal), Fator
de Crescimento Epidérmico (EGF), Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e Fator
de Crescimento Fibroblastico (FGF2) foram avaliados no terceiro, sétimo e 14° dia por RT-
PCR em tempo real. Para a avaliacdo foi utilizada a segunda metade das amostras colhidas das
feridas caudais que foram acondicionadas em criotubos, congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas em freezer a -80°C até o dia do processamento. Para extracdo do RNA do tecido
cutaneo, o mesmo foi macerado com auxilio de pistilo e nitrogénio liquido, transferido para
tubo eppendorf adicionado 1 mL Trizol (Invitrogen®). Amostras de RNA foram tratadas com
DNase I livre de RNase e posteriormente purificadas por precipitacdo em phenolcloroformio,
para eliminar a contaminacdo com DNA. A integridade do RNA total isolado foi verificada
apos eletroferese em agarose 1 % e as amostras foram quantificadas em espectrofotémetro da
marca NanoDrop® ND- 1000 and ND-8000 8- Sample Spectrophotometers. A partir do RNA
extraido, entdo cerca de 1 ug de RNA total foram convertidos em cDNA seguindo as instrucfes
do Kit Revert Aid H. Minus First Stand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific). A sintese
do cDNA foi confirmada por PCR utilizando-se os primers desenhados para amplificar um
fragmento de GAPDH. As condig¢des 6timas para a reacdo de PCR, para cada um dos cDNAs
que foram amplificados, foram determinadas em experimentos preliminares. Foram delineados
iniciadores com base nas sequéncias do CoL1al, EGF, VEGF e FGF2 (Tabela 3).

Os niveis de expressdo dos transcritos Collal, EGF, VEGF e FGF2 nas amostras de
pele foram determinados por RT-PCRq, usando-se o nivel de expressdo de GAPDH como

normalizador da quantidade de cDNA em cada uma das amostras.
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Tabela 3- Sequéncias, temperatura de anelamento e amplicon esperado dos primers utilizados neste
estudo.

PRIMER Sequéncia Ta (°C) Amplicon
GAPDH
) ) CCTGTTCTAGAGACAGCCGC
(Gliceraldeido-3-
60 255
fosfato ACCAGCTTCCCATTCTCAGC
desidrogenase)
Collal GCCATGTACGTAGCCATCCA
60 184
(Coléageno do tipo I) ATGTCACGCACGATTTCCCT
EGF
TCGAGTCAACAAAGGGCCTC
(Fator de 60 322
Crescimento GTTCCAGCCTTTCCGTGAGA
Epidérmico)
VEGF
GACCCTGGCTTTACTGCTGT
(Fator de 60 195
Crescimento CAGGGCTTCATCATTGCAGC
Endotelial \VVascular)
FGF2
TGTGGCACTGAAACGAACTG
(Fator de 60 218
Crescimento ACACAGGGAAGGGTTTGACA

Fibroblastico)

As reacGes de PCR quantitativa em Tempo Real (RT-PCRq) foram realizadas
utilizando-se em 1 pL. de de cDNA (diluido 1:10), 0,4 uLL de cada um dos primers (a 10 uM
cada) e 5 uL de SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher), para um volume final da reacao
de 10 pL. O procedimento de amplificagdo ocorreu no termociclador Rotor-Gene (Qiagen). As

condicdes de ciclagem utilizadas foram de 95°C por 2 min (ativacdo enzimatica), seguida de 40
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ciclos a 95°C por 15 seg (desnaturacdo), 60°C por 15 seg (anelamento) e 30 seg a 72°C
(extenséo).

Teste mecanico de tracao

A avaliacdo mecanica foi realizada no 21° dia de pdés-operatorio, e para isso foram
colhidas duas amostras de pele de cada animal. As amostras foram mantidas congeladas a -20°C
até o dia da realizacdo dos testes, acondicionadas em sacos plasticos individuais e imersas em
solucdo fisioldgica. Os ensaios de tracdo foram realizados na maquina universal de ensaios
(EMIC®, DL- 3000) com célula de carga de 2000 N e velocidade de deslocamento de 0,3mm/s.
Para confeccao dos corpos de prova, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente
e recortadas a fim de proporcionar-lhes uma conformacdo de ampulheta, cujo centro
apresentasse 2 mm de largura. No momento do teste, a espessura de cada corpo de prova foi
aferida, sendo a medida tomada no centro da ampulheta utilizando-se um paquimetro. Em cada
ensaio, um corpo de prova foi posicionado entre as garras €, com 0 uso do software, foram

mensuradas a forca méxima observada (N) e o esfor¢o a tensdo (MPa) (Figura 3).
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Figura 3 -Fotografia das amostras de pele coletadas no 21° dia ap6s a lesdo, de formato retangular,com 70
mm de comprimento por 20 mm de largura colhidas da regido dorsal no sentido transversal do eixo
longitudinal do animal, sendo que uma delas foi centralizada na lesdo/cicatriz (A) e uma na pele integra.
Antes do inicio do teste mecanico, foram recortadas a fim de proporcionar-lhes uma conformagéo de
ampulheta, cujo centro apresentasse 10 mm de largura (B). Amostras posicionadas na maquina universal
de ensaios, inicio do teste (C), durante o teste (D), final do teste (E) com a pele rompida.

Anélise estatistica
O delineamento foi inteiramente casualizado, fatorial 2 x 4 para as avaliacGes clinicas e

histolégicas, com dois grupos experimentais (controle e DRI-12) e quatro tempos de avaliagdo
(trés, sete, 14 e 21 dias pds-operatdrio). Os dados paramétricos referentes ao potencial de
contracdo, area do colageno, deposicdo de colageno tipo I e tipo 11 e teste mecanico de tracéo
foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk. Foram calculadas as médias e desvios
padrdo dos dois grupos em cada tempo de avaliagdo estabelecido para cada teste. As médias
foram comparadas pelo teste T de Student. Os dados da expressao génica obtidos nas RT-PCRq
foram compilados em tabelas para a analise da expressao relativa dos mesmos, calculando a
média dos Cts (nimero de ciclos), desvio padrdo, ACT, AACT e 2-AACT (PFAFFL et al., 2001).

Para os dados ndo paramétricos referentes aos escores de avaliagdo macroscopica e histologica,
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foram gerados gréficos e calculadas as medianas e as distancias interquartilicas. As medianas
dos grupos foram comparadas em cada tempo de avaliacdo pelos testes de Mann Whitney
(macroscopica) e Wilcoxon (histologica). A maioria das analises estatisticas foram realizadas
no GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) adotando um nivel de 95%
de confianca (SAMPAIO, 1998), exceto a expressdo génica, que foi avaliada pelo software
REST20009.

RESULTADOS

N&o houve intercorréncias no pés-operatério ou complicacdes que pudessem interferir

nos resultados da pesquisa.

Avaliacdo macroscépica

No terceiro dia de pos-operatorio foi observado auséncia de secrecdo, prurido e
epitelizacdo e coloracdo avermelhada do leito em ambos 0s grupos, controle e DRI-12. Apenas
um animal do grupo DRI-12 apresentou 1/3 de epitelizacédo da ferida.

Aos 7 dias, dois animais do grupo DRI-12 apresentaram prurido. Ambos os grupos,
mostraram a ferida coberta por crostas e 1/3 de epitelizacéo, exceto 1 animal do grupo DRI-12
com 2/3 de epitelizacdo (Figura 4).

No 14° dia, os animais do grupo DRI-12 apresentaram coloracao rosea do leito e 2/3 de
epitelizacdo, em apenas dois animais notou-se coloragdo avermelhada. J& os animais do grupo

controlem apresentaram coloragdo avermelhada e 1/3 de epitelizag&o.

Ao 21° dia de avaliagéo, foi observado prurido em um animal do grupo controle,
coloragéo rosea do leito e completa epitelizagdo em todos os animais do grupo DRI-12 (Figura
4).
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Figura 4- Fotografias obtidas durante a andlise clinica das feridas cutaneas experimentais em ratos do
grupo controle (A, B, C, D, E) e grupo DRI-12 (F, G, H, I, J) aos 0, 3, 7, 14 e 21 dias apo6s a lesdo.
Observar presenca de crostas no 3° e 7° dia (B, C e G); presenca de tecido de granulacéo (D, E, H e I);
epitelizagdo completa (J).

Na avaliagdo macroscopica, notou-se escores maiores na coloracdo do leito nos 3°, e
escores menores 14° e 21° dia de pds-operatorio no grupo DRI-12 quando comparado com
grupo controle (p<0,05). Ao analisar a presenca de crostas contatou-se escores maiores no grupo
DRI-12 no D3 em relacdo ao grupo controle do D3 (p<0,05). E observou-se diferenca

significativa na avaliacdo da epitelizacdo no 21° dia com escores maiores no grupo DRI-12 em
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comparagdo com o grupo controle (p<0,05) (Tabela 4 e Figura 5). N&o houve diferenca

significativa entre 0s outros escores e tempos de avalicéo.

Tabela 4- - Média e desvio padrdo dos escores obtidos na avaliacdo clinica de feridas experimentais em

ratos do grupo controle e grupo DRI-12 aos 3, 7, 14 e 21 dias apds a lesdo

Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Controle DRI-12 | Controle DRI-12| Controle DRI-12| Controle DRI-12
PR 0,0° 0,0° 0,0° 0,16° 0,0° 0,0° 0,08 0,0°
0) 0) (0) (0,57) (0) (0) (0,28) (0)
CL 1,00? 2,0° 1,00? 1,00? 1,00* 0,5° 1,00? 0P
(0,28) (0,52) (0,28) (0,49) 0) (0,52) (0,49) (0,0)
b
R 1,0° 2,0 2,00 2,007 0,16 1,0° 0 0,33
(0,64) (0) (0,67) (1,36) 0,4) (0,4) 0) (0,6)
op 0,0 0,08 1,00 1,12 2,00 2,332 2,08 3,0
0) 0,2) (0,28) (0,28) 0) (0,49) (0,79) 0)

* Nas linhas — medianas com letra minuscula diferentes diferem pelo teste ndo paramétrico Mann-
Whitney (p<0,05). Comparagao entre animais tratados com solugdo fisioldgica (controle) e tratados com
nanoparticulas de Complexo Ternario de Cobre (II) com Hidrazida de &cido 4-Fluorofenoxiacetico
(DRI-12) para cada tempo de avaliagdo. PR: prurido; CL: coloragdo do leito; CR: crosta; EP:

epitelizagdo.
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Figura 5- Media e desvio padrdo dos escores obtidos na avaliacdo clinica de feridas experimentais em
ratos do grupo controle e grupo DRI-12 aos trés, sete, 14 e 21 dias ap0s a lesdo. * Diferem pelo teste ndo
paramétrico Mann-Whitney (p<0,05).

Potencial de contracéo
Grupo DRI-12 apresentou menor potencial de contracdo no 3° e 7° dia de mensuracéo

(diferenca significativa) quando comparado com o grupo controle. Entretanto, no restante dos
tempos, ndo houve diferenca entre 0s grupos quanto ao potencial de contracdo (Tabela 5 e
Figura 6).
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Tabela 5- Média e desvio padrdo do potencial de contracdo (%) das feridas experimentais em ratos do
grupo controle e do grupo DRI-12 aos trés, sete, 14 e 21 dias ap6s a lesdo.

Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Controle DRI-12|Controle DRI-12| Controle DRI-12|Controle DRI-12

Meédia | -6,80% -46,57" -39,612  -58,74° -89,728  -90,89? -89,27¢  -98,972
+ (desvio | (4,55) (17,2) (17,99) (22,79) (9,09) (5,95) (27,03)  (1,73)
padréo)

®Nas linhas — médias com letra minuscula diferentes diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparagdo entre animais tratados com solugdo fisioldgica (controle) e tratados com nanoparticulas de
Complexo Ternario do Cobre (II) com Hidrazida de Acido 4-Fluorofenoxiacético (DRI-12) para cada
tempo de avaliagéo.

Potencial de contragao

D3 D3 D7 D7 D14 D14 D21 D21

0 = T T T
-50-2 =
-1 00'- = L
] ook kok *
150- [ controle

B DRI12

Figura 6- Média e desvio padrdo do potencial de contracdo (%) das feridas experimentais em ratos do
grupo controle e do grupo DRI-12 aos 3, 7, 14 e 21 dias apds a lesdo. * Diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05).

Avaliacao histoldgica
Na avaliacdo histologica (Hematoxilina e Eosina), quanto a presenca de células

inflamatdrias, ao longo do experimento, observou-se que ambos 0s grupos houve diminuicédo

destas entre o terceiro e 21° dias. (Tabela 6, Figuras 7).
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Em todos os tempos estudados, tanto o grupo controle quanto o grupo DRI-12
apresentaram angiogénese. Aos 3 dias a angiogénese foi observada em grau de moderado em
ambos os grupos. Aos 7 dias moderado a discreto no controle e moderado no grupo DRI-12.
Aos 14 dias, apresentou de moderado a discreto em ambos 0s grupos. Aos 21 dias, moderado a

discreto no grupo controle e discreto no grupo DRI-12 (Tabela 6 e Figura 7).

Aos 3 e 7 dias, 0 grupo controle e o grupo tratado apresentavam moderada a intensa
presenca de tecido de granulacdo. No 14° e 21° dias ap6s a lesdo o grupo controle apresentava
presen¢a moderada tecido de granulacéo, enquanto o grupo DRI-12 apresentava de moderada a

discreta quantidade de tecido de granulacédo (Tabela 6 e Figura 7).
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Figura 7- Fotomicrografia de cortes histologicos obtidos ap6s realizacdo de feridas experimentais em
ratos do grupo controle e grupo DRI-12. A, B, C, e D grupo controle. A’, B’, C’, e D’grupo DRI-12.
Hematoxilina e eosina. Aumento de 10x.

Né&o houve diferenca significativa entre os escores de avaliagdo histologica em todos
os tempos de avalicdo das caracteristicas analisadas (Tabela 6 e Figura 8).
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Tabela 6- Média e desvio padrdo dos escores obtidos na avaliagdo histolégica com hematoxilina-eosina
das feridas experimentais em ratos do grupo controle do grupo DRI-12 aos trés, sete, 14 e 21 dias ap6s

a lesdo.
Dia7 Dia 14 Dia 21
Controle DRI-12 | Controle DRI-12 Controle DRI-12| Controle DRI-12
6,002 4,00 4,002 4,008 2 002 2 00? 2008 1,000
cl 0) (1,50) (L22)  (L78) | (081  (1,36) | (081)  (051)
4,008 352 252 4002 | 2,0° 2002 | 2,002 1,08
AN (0,82) (0,81) (0,98) (0,83) | (0,81) (1,22) | (0,83)  (0,51)
4008 4,00 4008 4008 358 2 58 38 2 002
TG (0,80) (1,03) (126)  (1,03) | (0,98)  (0,98) | (1,50)  (1,03)

2 Nas linhas — médias com letra minuscula diferentes diferem pelo teste ndo paramétrico Wilcoxon
(p<0,05). Comparagdo entre animais tratados com solucdo fisiologica (controle) e tratados com
nanoparticulas de complexo ternario de cobre (I1) com hidrazida de acido 4-fluorofenoxiacetico (Dri-
12) para cada tempo de avaliagdo. CI.: células inflamatorias; AN: Angiogénese; TG: tecido de

granulacdo.
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Figura 8- Média e desvio padrdo dos escores obtidos na avaliagdo histol6gica com hematoxilina-eosina
de feridas experimentais em ratos do grupo controle e grupo DRI-12 aos trés, sete, 14 e 21 dias apés a
lesdo. * Diferem pelo teste ndo paramétrico Wilcoxon (p<0,05).

Aos trés dias apos a lesdo (D3), avaliacdo histologica com o tricrdmico de masson,
observou-se discreta fibroplasia em ambos os grupos, controle e cobre. Aos sete dias, tanto grupo
tratado, quanto grupo controle, apresentaram predominancia moderada de fibroplasia. No 14° e
21° dia apds a lesdo, o grupo controle apresentou predominancia intensa de fibroplasia,
enquanto o grupo tratado apresentou predominéncia moderada (Figura 9). N&o houve diferenca
significativa entre os grupos em todos os tempos de avaliagdo quanto ao escore de fibroplasia
(Tabela 7 e Figura 10).
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Control

DRI-12

Figura 9- Fotomicrografia de cortes histologicos obtidos apds realizacdo de feridas experimentais em
ratos do grupo controle grupo DRI-12 aos trés, sete, 14 e 21 dias apés a lesdo. Tricrdbmico de masson.
Aumento de 10x. Observar deposicao de colageno (area azul claro)em B, B’, C,C’, D e D’.

Tabela 7- Média e desvio padrdo dos escores obtidos na avaliagdo histolégica com o tricrémico de
masson das feridas experimentais em ratos do grupo controle e do grupo DRI_12a0s 3, 7, 14 e 21 dias
apos a lesdo.

Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Controle DRI-12|Controle DRI-12 |Controle DRI-12 | Controle DRI-12

FB

2,008 2,008 4,00°  400* | 500°  4,00° 6,002 5,008
(0.52) (0.40) | (084) (122) | (176)  (219) (1.3) (1,76)

®Nas linhas — médias com letra mindscula diferentes diferem pelo teste ndo paramétrico Wilcoxon
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratados com solugdo fisioldgica (controle) e tratados com
nanoparticulas Complexo Ternario de Cobre (II) com Hidrazida de &cido 4-Fluorofenoxiacetico (Dri-
12) para cada tempo de avaliac@o. FB: fibroplasia.
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Figura 10- Média e desvio padrdo dos escores obtidos na avaliagdo histoldgica com tricromico de
masson de feridas experimentais em ratos do grupo controle e grupo DRI-12 aos trés, sete, 14 e 21 dias
apos a lesdo. *Diferem pelo teste ndo paramétrico Wilcoxon (p<0,05).

Na avaliacéo da &rea do colageno, foi observada maior porcentagem no grupo DRI-12

no terceiro e sétimo dias quando comparado ao grupo controle nos mesmos tempos de avaliacéo

(p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os outros tempos de avaliacdo (Tabela 8 e

Figura 11).

Tabela 8- Média e desvio padrdo da area do colageno (%) das feridas experimentais em ratos do grupo
controle e do grupo DRI-12 aos 3, 7, 14 e 21 dias apés a lesdo. Tricrémico de masson.

Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21
Controle DRI-12 (Controle DRI-12 |Controle DRI-12 |Controle DRI-12
Média , . . . ) i ] a
+ (desvio 078 63650 | 4636°  71,18" | 64,84 7297 | 7614 71,52
_padréo) (0,07) (0,09) (0,01) (0,07) (0,04) (0,03) (0,11) 0,12)

2 Nas linhas — médias com letra minuscula diferentes diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparagdo entre animais tratados com solugdo fisiologica (controle) e tratados com nanoparticulas
Complexo Ternério de Cobre (I1) com Hidrazida de acido 4-Fluorofenoxiacetico (DRI-12) para cada

tempo de avaliagdo.
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Figura 11- Média e desvio padrdo da area do colageno (%) das feridas experimentais em ratos do grupo
controle e grupo DRI-12 aos trés, sete, 14 e 21 dias apés a lesdo. * Diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05).

Na avaliacdo histologica com PR, foi observado maior porcentagem de colageno tipo |
nos animais do grupo DRI-12 em relacdo ao grupo controle no sétimo dia de avaliagdo (p<0,05).
N&o houve diferencga significativa entre os outros tempos de avaliagdo (Tabela 9, Figura 12 e
Figura 13).
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Figura 12- Fotomicrografia de cortes histologicos obtidos ap0s realizacdo de feridas experimentais em
ratos ndo tratados (controle) e tratados com nanoparticulas de complexo ternério de cobre (I1) com
hidrazida de &cido 4-fluorofenoxiacetico (DRI-12) aos 3, 7, 14 e 21 dias apds a lesdo. Picrosirus Red.
Aumento de 10x. Observar predominancia colageno tipo Il correspondente com a cor verde (A, B, C e
E) e predominancia de colageno tipo | correspondente com a cor vermelha (D, F, G e H).
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Tabela 9- Média e desvio padrdo da area do colageno (%) das feridas experimentais em ratos do grupo
controle e do grupo DRI-12 aos 3, 7, 14 e 21 dias apds a leséo.

Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21
Controle DRI-12 [Controle DRI- |Controle DRI- [Controle DRI-12
12 12
Col. | 1,632 0,882 2,262 5,21P 3,332 6,108 3,732 5,78
' (x0,30) (x0,54) (*1,72) (x2,41) (x1,29) (x2,42) (£0,98) (x1,97)
comnASL o 418 239 371 2,35° 2,5° 1,610 2,08
' (x1,21) (+1,88) (£0,02) (x1,78) (x0,62) (x0,92) (x0,54) (x0,83)

@ Nas linhas — médias com letra mintuscula diferentes diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparag¢do entre animais tratados com solugio fisiologica (controle) e tratados com hanoparticulas
Complexo Ternéario de Cobre (Il) com Hidrazida de acido 4-Fluorofenoxiacetico (Dri-12) para cada
tempo de avaliagdo. Col. I: colageno do tipo I; Col. III: colageno do tipo III.

Area de colageno l e lll

Col | (Controle)

B Col I (DRI-12)
[ Col Il (Controle)

[ cCollli (DRI-12)

Figura 13- Média e desvio padrdo da area do colageno tipo | e do colageno tipo Il (%) das feridas
experimentais em ratos do grupo controle e grupo DRI-12 aos trés, sete, 14 e 21 dias apos a lesdo. *
Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05). Col I: colageno do tipo I; Col I11: Colageno do tipo I1I.

Expresséo génica

Foi possivel extrair RNA total a partir de todas as amostras utilizadas neste trabalho.

Todos os RNA totais apresentaram, apos eletroforese em gel de agarose, a presenca das 3 bandas
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caracteristicas dos RNA ribossomais (28S, 18S e 5S), que sdo as visiveis por serem as mais

abundantes nas amostras (Figura 14).

- i“ e e be

i -
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17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figura 14- Eletroforese em gel de agarose 1% para verificar a integridade do RNA total extraido. 1,2 e
3 =grupo Sham 3 dias; 4, 5 e 6 = grupo Sham 7 dias; 7, 8 € 9 = grupo Sham 14 dias; 10, 11 e 12 = Grupo
controle 3 dias; 13, 14 e 15 = Grupo controle 7 dias; 16, 17 e 18 = Grupo controle 14 dias; 19, 20 e 21
= Grupo DRI-12 3 dias; 22, 23 e 24 = Grupo DRI-12 7 dias; 25, 26, 27 e 28 = Grupo DRI-12 14 dias.

Ao terceiro dia de avaliacdo, o grupo controle teve aumento significativo da expressao
dos transcritos génicos Collal e diminui¢do do FGF2 em comparagdo com o grupo DRI-12. O
grupo Sham apresentou diminuicao significativo da expressdo do transcrito génico Collal, e
aumentos significativos de VEGF e FGF2 em comparagdo com o grupo controle. Também
houve aumento significativo da expressédo do transcrito génico VEGF no grupo Sham em

comparagdo com o grupo DRI-12 (Tabela 10, Figura 15).
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Tabela 10- Expressao e erro padréo dos transcritos génicos Collal, EGF, VEGF, FGF2 pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR) das feridas experimentais em
ratos do grupo controle, grupo DRI-12 e pele intregra (Sham), no terceiro dia de avalicdo.

Controle vs DRI-12

Gene Expressado Erro padréo Resultado
GAPDH 1
Collal 1,576 1,096 UP
EGF 0,918 0,789
VEGF 1,142 0,627
FGF2 0,776 0,655 DOWN
Controle vs Sham
Gene Expressao Erro padrao Resultado
GAPDH 1
Collal 0,753 0,629 DOWN
EGF 0,982 0,855
VEGF 3,227 2,664 UP
FGF2 1,305 1,152 UP
DRI-12 vs Sham
Gene Expressdo Erro padréo Resultado
GAPDH 1
Collal 1,187 0,883
EGF 0,901 0,814
VEGF 3,684 2,135 UP
FGF2 1,013 0,859

GAPDH foi utilizado com gene referéncia. Analise realizada pelo REST2009. *p<0.05.
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Figura 15- Expressdo de transcritos génicos Collal, EGF, VEGF, FGF2 pela técnica de reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) das feridas experimentais em ratos do grupo
controle, grupo DRI-12 e pele intregra (Sham), no terceiro dia de avalicdo. GAPDH foi utilizado com
gene referéncia. Analise realizada pelo REST2009. *p<0.05.

Na avaliacdo da expressao dos transcritos génicos no sétimo dia de avalia¢éo, observou-
se aumento significativo do EGF e FGF2 e diminuigéo significativa de VEGF no grupo DRI-
12, quando comparado ao grupo controle. Houve diminuicdo significativo de Collal, EGF,
VEGF e FGF2 no grupo controle, quando comparado com o grupo Sham. Além disso, houve
diminuicdo significativo de Collal, VEGF e FGF2 no grupo DRI-12, quando comparado com
0 grupo Sham (Tabela 11, Figura 16).
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Tabela 11- Expressao e erro padrdo dos transcritos génicos Collal, EGF, VEGF, FGF2 pela técnica
de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qgPCR) das feridas experimentais em

ratos do grupo controle, grupo DRI-12 e pele intregra (Sham), no sétimo dia de avalicéo.

DRI-12 vs Controle

Gene Expressdo Erro padréo Resultado
GAPDH 1
Collal 1,28 0,336
EGF 1,664 1,223 UP
VEGF 0,318 0,088 DOWN
FGF2 1,749 1,368 UP
Controle vs Sham
Gene Expressao Erro padrao Resultado
GAPDH 1
Collal 0,115 0,0,57 DOWN
EGF 0,576 0,301 DOWN
VEGF 0,073 0,020 DOWN
FGF2 0,08 0,061 DOWN
DRI-12 vs Sham
Gene Expressao Erro padrado Resultado
GAPDH 1
Collal 1,187 0,883 DOWN
EGF 0,901 0,814
VEGF 3,684 2,135 DOWN
FGF2 1,013 0,859 DOWN

GAPDH foi utilizado com gene referéncia. Analise realizada pelo REST2009. *p<0.05.



73

DRI-12 vs Controle Controle vs Sham
D7 D7
61 0.8+ *
5_
] O 0.6
2 4- =4
w [1+]
% £
S 3- . . § 0.4- *
LE 2 LE *
* 0.2 *
1-
0_ 00'

Col1a1 EGF VEGF FGF2 Col1a1 EGF VEGF FGF2

DRI-12 vs Sham
D7

1.5+

1.0+

Foldchange

*

Col1a1 EGF VEGF FGF2

Figura 16- Expressdo de transcritos génicos Collal, EGF, VEGF, FGF2 pela técnica de reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) das feridas experimentais em ratos do grupo
controle, grupo DRI-12) e pele intregra (Sham), no sétimio dia de avalicdo. GAPDH foi utilizado com

gene referéncia. Analise realizada pelo REST2009. *p<0.05.

No 14° dia de avaliagéo, o grupo DRI-12 apresentou aumento significativo da expresséo
dos transcritos génicos EGF e FGF2, e diminuicdo significativa de Collal e VEGF. Houve
aumentos significativos na expressdo de Collal e diminuicdo significativa de todos os
transcritos estudados no grupo controle, quando comparado com o grupo Sham. Também foi

notado no grupo DRI-12 diminuicgéo significativo de Collal, VEGF e FGF2 (Tabela 12, Figura
17).
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Tabela 12- Expressdo de transcritos génicos Collal, EGF, VEGF, FGF2 pela técnica de reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR) das feridas experimentais em ratos do
grupo controle, grupo DRI-12 e pele intregra (Sham), no 14° dia de avalico.

DRI-12 vs Controle

Gene Expressao Erro padrao Resultado
GAPDH 1
Collal 1,134 0,034 DOWN
EGF 1,728 0,914 UP
VEGF 0,474 0,231 DOWN
FGF2 1,686 0,861 UP
Controle vs Sham
Gene Expressao Erro padrdo Resultado
GAPDH 1
Collal 1,517 1,215 UP
EGF 0,572 0,372 DOWN
VEGF 0,041 0,034 DOWN
FGF2 0,079 0,064 DOWN
DRI-12 vs Sham
Gene Expressdo Erro padréo Resultado
GAPDH 1
Collal 0,08 0,014 DOWN
EGF 0,841 0,627
VEGF 0,006 0,004 DOWN
FGF2 0,274 0,245 DOWN

GAPDH foi utilizado com gene referéncia. Analise realizada pelo REST2009. *p<0.05.
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Figura 17- Expressdo de transcritos génicos Collal, EGF, VEGF, FGF2 pela técnica de reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) das feridas experimentais em ratos do grupo
controle, grupo DRI-12 e pele intregra (Sham), no 14° dia de avalicdo. GAPDH foi utilizado com gene
referéncia. Analise realizada pelo REST2009. *p<0.05.

Teste mecanico de tracdo
Durante o teste mecénico, a tensdo das peles com lesdo do grupo DRI-12 foi maior

guando comparada com as peles com lesdo do grupo controle no mesmo tempo de avaliacao
(p<0,05). Também foi obtida maior tensdo das peles integras em ambos 0s grupos, controle e
DRI-12, quando comparou-se com a tensdo das peles com lesdo dentro do mesmo grupo no

tempo de avaliagédo (p<0,05) (Tabela 13 e Figura 18).
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Tabela 13- Média e desvio padrdo da tensdo (MPa) das peles integras e com lesdo em amostras cutaneas
apos reparacado das feridas experimentais em ratos do grupo controle e grupo DRI-12 no 21° dia ap6s a
lesdo através do teste mecanico de tracao.

Controle DRI-12
Com lesdo 0,428A 2, 49PA

(+0,12) (+0,71)
Pele integra 7,46% 12,79%

(+0,91) (+1,78)

#Nas linhas — médias com letra minGscula diferentes diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparagdo entre animais tratados com solugdo fisioldgica (controle) e tratados (DRI-12) com
nanoparticulas de Complexo Ternario do Cobre (1) com Hidrazida de Acido 4-Fluorofenoxiacético
(DRI-12) no 21° de avaliagdo.

ANas colunas- médias com letras maitsculas diferentes diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparagdo dentro do mesmo grupo (controle) e tratados (DRI-12) nanoparticulas de Complexo
Ternario do Cobre (1) com Hidrazida de Acido 4-Fluorofenoxiacético (DRI-12) no 21° dia de avalicao.

Teste mecanico de tragao

*
% Ak %k %k k¥kkk
15- ——
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T. integro T.Lesdo T.integro T.Lesdo

Figura 18- Média e desvio padrdo da tensdo (MPa) das peles integras (T. integro) e com leséo (T. lesdo)
em amostras cutaneas apos reparacgao de feridas experimentais em ratosdo grupo controle e grupo DRI-
12 no 21° dia apds a lesdo atraves do teste mecénico de tracdo. * Diferem pelo teste T pareado e
nédo pareado (p<0,05).
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DISCUSSAO

N&o foram observados sinais clinicos de infeccdo e ou contaminagdo no presente
estudo. O complexo de cobre (DRI-12) apresenta propriedades que reduzem a proliferagéo de
microrganismos que podem levar & infeccéo local e posteriormente sistémica (PAIXAO et al.,
2017). Outro estudo com nanoparticulas de cobre em feridas experimentais em ratos, com
formulagdo quimica diferente desse estudo, mostrou a a¢do antimicrobioana dessas NPs ap0s
a reducéo significativa de unidades de coldnias de Staphylococcus aureus, inoculadas na ferida
do dia de sua confeccdo (TAO et al., 2019).

Os escores em relacdo a presenca de crostas foram maiores no terceiro, 14° e 21°
avaliacdo no grupo DRI-12 em relagdo ao grupo controle, podendo estar relacionado com a
osmolaridade desse farmaco. De forma fisiol6gica, um meio hipertonico faz com que a agua
saia das células por osmose (QUELEMENTE; MORITA; BALBI, 2009), podendo sugerir que
a solucdo hipertdnica desse estudo tenha favorecido a persisténcia das crostas.

Andrade et al. (2020), notou presenca de crostas durante 21 dias no leito da ferida em
tratamento com solucdo aquosa de sulfato de cobre em dois equinos com feridas lacerantes
traumaticas. O que ja ndo foi observado em tratamentos com veiculos oleosos a base de 6leo
de semente de uva em feridas experimentais em rato, no qual pdde-se visualizar presenca de
crostas apenas nos primeiros dias apés inducao de feridas cirdrgicas em ratos (BIZINOTO,
2023). Um estudo com feridas experimentais em coelhos utilizando gel a base de
nanoparticulas de prata mostrou que o grupo tratado com essa nanoparticula teve modera
formagéo de crostas quando comparado com o grupo tratado (GUEDES, 2020), 0 mesmo néo
foi observado no presente estudo.

As crostas sdo compostas por células leucocitarias, debris celulares e fluidos, sendo
sua formacao essencial nos primeiros dias do processo de cicatrizacdo para evitar a perda de
agua pelo leito da ferida e a contaminagdo por possiveis agentes infeciosos oportunistas.
Entretanto, a persisténcia da presenca de crostas em fases mais avangadas da cicatrizacdo pode
prejudicar a migracdo celular atrasando a reparacgéo da pele (VIEIRA et al., 2022). No presente
trabalho, a permanéncia de crostas ndo foi fator prejudicial para a completa epitelizacdo do
tecido quando comparado o grupo DRI-12 com o grupo controle.

Os escores de coloracdo do leito e epitelizacdo estdo associados. A coloragédo
avermelhada das feridas do terceiro e sétimo dia estavam correlacionadas a presenca de crostas
e posteriormente, ao tecido de granulacéo. E a coloracdo rosada presente a partir do 14° dia

estava associada com formacdo do tecido cicatricial e consequentemente um novo epitélio.
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O aumento significativo da expressdo do transcrito génico EGF no sétimo dia de
avalicdo esté associado com aumento significativo do escore de epitelizagdo no 21° dia, no
grupo DRI-12 guando comparado com o grupo controle. O fator de crescimento epidérmico
se liga a um receptor especifico da membrana celular (EGFR/ErbB-1) e assim promove efeitos
mitogénicos em fibroblastos, células mesenquimais e endoteliais durante o reparo tecidual e
sua acdo é mais intensa na fase proliferativa, levando a reepitelizacdo da ferida conforme
ocorreu no presente estudo (COSTA et al., 2020).

Observou-se em um estudo com feridas experimentais em ratos tratados com hidrogel
dopado com outra nanoparticula de cobre (Gel-MA/BACA-Cu NPs) maior epitelizagdo
quando comparado com o grupo controle, a partir do 4° ao 8° dia (TAO et al., 2019). Outros
estudos apontam que o cobre diminui consideravelmente a expressdo de marcadores
relacionados com a linhagem de macréfagos pro-inflamatérios (M1) e estimulam o fendtipo
de macrdfagos anti-inflamatorios (M2), com diminuicdo de interleucina 1 (IL-1B) e
receptores de quimiocinas (CCR7), aumento de Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF- a),
receptor de manose (CD206) e regulam a interleucina 10 (IL-10) (DIEZ-TERCERO et al.,
2021). Essa imunomodulagéo, contribui positivamente com a producdo de fibroblastos e
consequentemente a proliferacdo de um novo epitélio.

A fase proliferativa tende-se a iniciar no 4° dia ap6s a lesdo tecidual, podendo
prolongar-se até 0 14° e esta associada com o0 aumento da expressao do FGF2 (BIZINOTO et
al., 2022a). O maior potencial de contracdo, no terceiro dia de avaliagdo, (com diferenca
significativa) e o aumento da expressdo do transcrito génico FGF2 em todos os tempos de
avaliacdo, do grupo DRI-12 comparado o grupo controle, aponta que a nanoparticula de cobre
desse estudo potencializou a regulacdo da fase inflamatoria, otimizando a fase proliferativa.
Resultados esses que corroboram com os efeitos encontrados na nanoparticula de cobre (Gel-
MA/BACA-Cu NPs) estuda por Tao et al. (2019) e da NPs Cu biossintetizadas avaliados por
Tiwari et al. (2014).

O cobre com sua acdo imunomoduladora auxiliou os macrofagos a sintetizarem fator
de necrose tumoral beta (TNF-p), fator transformador de fibroblastos e microfibroblastos, que
realizam a contragdo da ferida (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

Em condicdes desfavoraveis para 0 organismo, como em uma injdria tecidual, o
processo inflamatorio induz a maior producéo de radicais livres. Esse estresse oxidativo gera
varios danos aos componentes celulares (MARTELLI; NUNES, 2014). De forma fisiologica
0 cobre participa ativamente dos processos de oxi-reducdo, como um cofator enzimatico,

favorecendo a diminuigédo da formacdo de radicais livres. Quando o cobre liga-se as proteinas
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como a ceruloplasmina ocorre a prevencdo ou diminuicdo dos efeitos deletérios causados pela
reacdo da formagé&o dos radicais livres (BARBOSA et al., 2010).

Mesmo que ndo houve diferenca significativa na avalicdo histoldgica das células
inflamatdrias, p6de-se observar aumento da expressdo de EGF e FGF2 que sdo produzidos por
macrofagos, ou seja, 0 complexo de cobre desse estudo também pode ter apresentado acdo
imunomoduladora e anti-inflamatéria. J& em um estudo que utilizaram nanoparticula de ouro
com feridas cronicas induzidas observaram diminuicéo significativa das células inflamatdrias,
além do seu efeito in vitro de induzir ou inibir a resposta inflamatéria (MENDES, 2023). Tao
et al. (20219) constatou que a (Gel-MA/BACA-Cu NPs) desempenhou um importante papel
na regulacdo do estresse oxidativo, confirmando sua a¢do anti-inflamatoria e antioxidante. Os
nanocompostos de cobre tém a capacidade de inibir os lisossomos neutrofilicos, que podem
potencializar a inflamacéo e causar mais danos ao tecido endotelial, como foi descrito por
Anandhi; Rajeshkumar (2023). Entretanto, outros estudos apontam que outros tipos de
complexos metalicos com cobre tem a capacidade de aumentar a producdo de radicais livres e
gerar a apoptose celular (QIN et al., 2015; LOW et al., 2017).

Os escores de tecido de granulagdo, fibroplasia e area de coladgeno estdo associadas.
Nesse estudo ndo houve diferenca significativa para a avalicdo do tecido de granulagéo e
fibroplasia, porém pdde-se notar aumento significativo do aumento da porcentagem da area
de colageno do grupo DRI-12 quando comparado com o grupo controle nos terceiro e sétimo
dias de avalicdo. Dessa maneira, pode-se sugerir que o complexo de cobre DRI-12 otimizou a
fase proliferativa, na qual caracteriza-se pela multiplicacdo dos fibroblastos e producéo do
tecido de granulacdo (BIZINOTO et al., 2022a).

A fase de remodelamento caracteriza pela reorganizacdo da deposicdo de colageno, no
qual o colageno do tipo 111 é substituido pelo colageno do tipo I, ocorrendo a substituicdo do
tecido de granulagdo por um tecido mais resistente (KONDO; ISHIDA, 2010). Esse evento €
regulado pelo aumento da expressdo de TGF-beta, que pode ser potencializado pela acao
imunomoduladora do cobre (DIEZ-TERCERO et al., 2021).

A formacdo de novos vasos também ocorre na fase proliferativa da cicatrizacéo
principalmente pelo estimulo do VEGF, expressado pelos macréfagos, plaquetas,
queratindcitos e fibroblastos (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009; BIZINOTO et al.,
2022a).

A utilizacdo de nanocompostos de cobre tem mostrado que essas nanoparticulas
aumentam a estimulacdo da expressdao de VEGF. Em estudos in vitro demonstraram que a

regulacdo desse fator estd diretamente associada com o aumento da proliferacdo celular,
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estimuladas pelas (Gel-MA/BACA-Cu NPs) (TAO et al., 2019). Outro estudo com feridas
experimentais em ratos diabéticos tratados com um composto biossintetisado adicionado a
nanoparticulas de cobre (SA-DFO/Cu) ressaltou a estimulacdo da angiogénese (LI et al.,
2022). O mesmo foi confirmado nos resultados desse trabalho, no qual houve aumento da
expresséo dos transcritos génicos de VEGF nos dias sete e 14 de avaliagdo, no grupo DRI-12
comparado com o grupo controle e com o grupo Sham.

A fase de fibroplasia caracteriza-se pela migracédo dos fibroblastos da borda da ferida
para o sitio da lesdo, no qual se multiplicam e produzem colageno através da estimulacdo de
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF) e
do fator de crescimento fibroblastico (FGF), liberado pelos macrofagos e plaquetas
(BIZINOTO et al., 2022).

A estabilizacdo da matriz extracelular ocorre através da enzima lisil oxidase (LOL). De
forma fisiologica, ela é ativada pela presenca do cobre, e como consequéncia, catalisa as
mudancas pds-traducionais que possibilitam a ligacdo covalente cruzada (cross-link) entre as
cadeias laterais do colageno e da elastina (RIBEIRO, 2015; BAIRELE et al., 2010). Dessa
maneira pode sugerir que o complexo de cobre DRI-12 favoreceu esse evento fisioldgico e
otimizou a formacgdo da matriz extracelular e a estabilizacdo do coldgeno, uma vez que houve
aumento significativo de EGF ja nos primeiros dias de avaliacdo, aumento significativo da
area de colageno nos dias trés e sete e aumento significativo do colageno tipo | no dia sete, no
grupo DRI-12 quando comparado com o grupo controle.

De acordo com MacPhail (2015), o ganho de forca de uma ferida no seu processo de
cicatrizacdo corresponde a apenas 20% durante os primeiros 21 dias, 0 que pode explicar a
maior tensao das peles integras do grupo controle e tratado com complexo de cobre DRI-12,
guando comparado com os tecidos lesionados.

A maior tensdo das peles com lesdo do grupo DRI-12 quando comparado com o grupo
controle durante o teste mecénico (diferenca significativa), pode ser atribuido a otimizacéo da
acao fisioldgica do cobre como coenzima metalina sobre a enzima LOL, estabilizando as fibras
colageno e elastina, ja descrito por Bairele et al. (2010) e Ribeiro (2015), proporcionando as
feridas uma maior capacidade de resisténcia durante o teste. A formacgdo dos cross-link em
qualquer tecido bioldgico proporciona maior forca e resisténcia em situacdes de degradacédo
(SHAVANDI et al., 2008). A fase de remodelamento caracteriza-se pelo aumento da
resisténcia do colageno, em que o colageno tipo Il caracterizado por pequenos feixes paralelos
é substituido lentamente pelo colageno tipo I que tem uma estrutura mais forte (BIZINOTO et

al., 2022a). O aumento significativo do colageno tipo | no sétimo dia de avaliacdo no grupo
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DRI-12 também justifica a maior tensdo das peles no grupo DRI-12, isso significa que o
complexo de cobre DRI-12 favorece a fase de remodelamento.

Estudos referentes a suplementacdo de cobre na alimentacdo mostraram resultados
positivos na otimizacdo da cicatrizacdo de feridas (BECHARA et al., 2021), sendo possivel

sugerir o mesmo efeito na utilizacéo topica das NPs Cu.

CONCLUSAO

O Complexo Ternério de Cobre (1) com Hidrazida de Acido 4-Fluorofenoxiacético
(DRI-12) otimiza o processo de cicatrizagéo de feridas cutaneas em ratos. O DRI-12 promove
a epitelizacdo no leito da ferida. Este complexo intensifica significativamente o potencial de
contracdo, aumenta significativamente o colageno tipo | e reforca a resisténcia a tensdo do

tecido. Além de estimular a expressdo dos transcritos génicos EGF, VEGF, FGF2 e CoLal.
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Anexo 11

Protocolo de Histologia

Desparafinizacao:

Laminas imersas em xilol 3x por 5 minutos;
Hidratacéo:

Laminas imersas em alcool 100% 3x por 5 minutos;
Laminas imersas em alcool 95% 1x por 5 minutos;
Lavar em agua corrente por 5 minutos;

Coloracao:

Imersdo em hematoxilina por 50 segundos;

Lavar em agua corrente por 5 minutos;

Imersdo em eosina por 50 segundos;

Desidratagéo:

Laminas imersas em alcool 100% 3x por 5 minutos;
Laminas imersas em xilol 3x por 5 minutos;

Montagem:

Montar as laminas com laminulas usando resina sintética.
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Anexo 111

Protocolo de Preparacéo de PBS

PBS 1,5 Molar (10x):

Dissolver em 4gua ULTRAPURA aquecida e com agitaco:

80g de NaCl (cloreto de sddio).

2g de KCI (cloreto de potéassio).

11,5g de Na2HPO4 (fosfato de sddio anidro).

2,0g de K H2 PO4 (fosfato de potassio).

Conferir o pH que deve ser de 7,2 (acertar com NaOH s6lido).

Armazenar a 4°C.

Completar o volume para 1 litro.

Transferir para frasco ambar de 1L enchendo-0 no maximo com 500mL de solugéo.

Armazenar a 4°C.

IMPORTANTE: com o tempo a solucédo pode apresentar a formacdo de cristais no fundo
da garrafa. Caso isso ocorra, cologque o frasco em banho-maria até que 0s cristais

solubilizem. Assim vocé pode utilizar a solu¢cdo normalmente.

PBS 0,15 Molar (1x)(para uso):

e 100 mL de PBS 1,5 molar em 900 mL de agua ULTRAPURA

e Dentro do fluxo laminar, fazer a filtragem em bomba a vacuo com membrana de 0,22 pm
ou colocar em frasco de 1L enchendo no maximo com 500mL de solugdo. Tampar com
papel craft e autoclavar.

e Armazenar a 4°C.



Anexo IV

Protoloco de Extracdo de RNA

Tecido deve estar armazenado a -80°C no Trizol (amostra em eppendorf);
Adicionar 20pul de cloroférmio;

Homogenizar virogorosamente de forma manual por 15 vezes;

Deixar em temperatura ambiente por 5 minutos;

Centrifugar a 13000 rpm por 15 minutos:

- Centrifuga refrigerada ou em camara fria;

- Colocar os tubos em lados opostos para equilobrar o peso;

——  ENA (transparente) = fasze aguosa

——  Proteina (brance)

—  Fenol

Remover fase aquosa quase totalmente (+ 400pL);

- OBS: ponteira ndo pode encostas nas outras fases.

Adicionar 500 pL de isopropanol para cada 1 mL de Trizol (Precipitagdo do RNA);
Sacudir o eppendorf com as maos;

Incubar em temperatura ambiente por 10 minutos;

Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos (sob refrigeracéo)

- Formacéo do pellet

Descartar o liquido sobrenadante;

Adicionar 1 mL de etanol 75% no eppendorf com o pellet;

Soltar o pellet manualmente do fundo do eppendorf;

- Pode-se armazenar a solucgdo no freezer por até 1 ano (-20°C).
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Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos;
- Manter a amostra sempre no gelo.
Descartar o etanol 75%, mantendo o pellet no fundo do eppendorf;

Levar o eppendorf para a placa aquecedora a 34°Cpara a evaporacéao do etanol (com a

tampa aberta) por cerca de 10 minutos;
Para ressuspender o RNA, pipetar 20 pL de agua nucleasse free;

Homogenizar com a pipeta por varias vezes;



Anexo V

Protocolo de Sintese de cDNA

iScript cDNA Synthsis Kit BIO-RAD

Apos a quantificacdo da concentracdo no RNA no Nanodrop 2000:

5x iScript Reaction Mix - 4uL

iScript Reverse Transcriptase—> 1L

H20 DePC-> variavel } 15uL
RNA template (100rg — 1 pg total)-> variavel

Valor total: 20 pL
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Anexo VI

Protoloco para Gel de Agarose 1%

e Para extracdo de RNA, tratar a cuba com agua oxigenada 30% por 15 minutos para
inibir acdo da RNAse.;

e Pesaem um ellernmmeyer 1g de agarose para cuba grande

e Adicionar 100 mL de TAE 1x

TAE 1%
-Diluir 2 mL de TAE 50x DEPC em 100 mL de agua (destilada para PCR e DPEC para RNA)

- Dissolver a agarose completamente no micro-ondas por 1 min (caso ndo dissolva

completamente, adicionar mais 30 minutos no micro-ondas apos misturas)

e Montar a cuba no sentido contrario e derrubar a mistura de agarose e TAE 1x com 0s
pentes

e Esperar até que o gel esteja completamente sélido

e Retirar os pentes e virar o gel

e Cubrir o gel completamente com TAE 1x até a marca presente na cuba (cerca de 400
mL)

e Pegar as amostras + BF (freezer -20°C) + gel read

e Fazer gotas de BF e gel read - 2 L para cada amostra

e Misturar as gotas com 1 pL de RNA

e Ap0s distribuir todas as amostras, fechar a cuba

e Garantir que as amostras estdo no polo negativo

e Ligas os polos na maquina

e Correr por 40 minutos



