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Soares TB. Comparagao do efeito de emdogain™ e peréxido de hidrogénio na
cicatrizacdo de feridas cirirgicas em ratos: avaliacdo macroscopica,
morfométrica, histolégica e imuno-histoquimica Dissertacdo de Mestrado.
Curitiba: Universidade Positivo, 2022.

RESUMO

O processo para a regeneracao tecidual demanda um conjunto de elementos
envolvendo diferentes tipos de células, biomateriais, bem como fatores de
crescimento. Com isso, estudos quanto ao desenvolvimento desse processo sé&o
de suma importancia, principalmente em relacao a atuacao da medicacéo topica.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a resposta histoldégica a aplicacéo
topica de proteinas do esmalte ou peroxido de hidrogénio em feridas cirargicas
de ratos. Foi utilizada uma amostra com 45 ratos machos provenientes do
Biotério da Universidade Positivo. Os animais foram alocados em 3 grupos
distintos, com eutanasia em 10, 14 e 21 dias (n = 5): grupo controle (C), grupo
proteina do esmalte (Emdogain™)(PE) e grupo peroxido de hidrogénio (1%) em
gel de carbamida (PH); sendo que os grupos PE e PH receberam aplicacéo
semanal de proteinas do esmalte e gel de peroxido de hidrogénio,
respectivamente, enquanto o Grupo C ndo recebeu aplicacdo topica de nenhum
medicamento. A observacdo macroscopica dos resultadosfoi avaliada quanto a
reducdo da area cruenta da leséo, e a avaliacdo microscopica proporcionou a
andlise da atividade celular durante o processo decicatrizacdo. Sendo assim,
dados estatisticamente significativos foram obtidos na comparacao entre grupos
(C x PH e C x PE), com diferenca positiva paraPE na reducdo macroscopica
da area cruenta entre PE x PH. De acordo comos resultados obtidos, sugere-
se que tanto o Emdogain™ quanto o peréxido de hidrogénio (1%) em gel,
apresentaram eficiéncia no processo de cicatrizacdo em lesdes cutaneas de
ratos.

Palavras- chave: Proteina do esmalte; Perdxido de Hidrogénio; Cicatrizagéo de

Feridas; Imunohistoquimica.



Soares TB. Comparison of the effect of Emdogain™ and hydrogen peroxide on
surgical wound healing in rats: macroscopic, morphometric, histological and
immunohistochemical evaluation. Masters dissertation. Curitiba: Universidade
Positivo, 2022.
ABSTRACT

The process for tissue regeneration demands a set of elements involving different
types of cells, biomaterials, as well as growth factors. Therefore, studies
regarding the development of this process are of great importance, especially in
relation to the performance of topical medication. The aim of the present study
was to evaluate the histological response to topical application of enamel proteins
or hydrogen peroxide in surgical wounds in rats. A sample of45 male rats from
the Universidade Positivo Bioterium was used. The animals were allocated into
3 distinct groups, with euthanasia at 10, 14 and 21 days (n =5): control group (C),
enamel protein group (Emdogain™)(PE) and hydrogen peroxide group (1%) on
carbamide gel (PH); and the PE and PH groups received weekly application of
enamel proteins and hydrogen peroxide gel, respectively, while Group C did not
receive topical application of any medication. The macroscopic observation of
the results was evaluated regarding the reduction of the bloody area of the lesion,
and the microscopic evaluation provided the analysis of cellular activity during the
healing process. Thus, statistically significant data were obtained in the
comparison between groups (C x PH and C x PE), with a positive difference for
PE in the macroscopic reduction of the bloody area between PE x PH. According
to the results obtained, it was suggested that both Emdogain™ and hydrogen

peroxide (1%) in gel were efficient in the healing process of skin lesions in rats.

KEYWORDS: Enamel protein; Hydrogen peroxide; Wound healing;

Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O processo para a regeneracdo tecidual demanda um conjunto de
fatores que envolvem diferentes tipos de células e fatores de crescimento
(Ferreira et al. 2014). A cicatrizacdo comum de feridas € marcada pelas fases de
inflamacao, proliferacdo, formacéo de tecido de granulacdo e remodelacdo dos
tecidos, de modo que ha o desenvolvimento de coagulos apds a lesdo, em que
as plaquetas iniciam a cascata de coagulacdo, além de liberar fatores de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fatores de crescimento
transformadores beta (TGF-beta) para recrutar mais plaguetas, células

inflamatorias e fibroblastos (Rodrigues et al., 2008).

1.1. Cicatrizacao

A cicatrizagdo em primeira intengdo de feridas é marcada pelas fases de
inflamacéo, proliferacdo, formacao de tecido de granulacdo e remodelacdo dos
tecidos. Nesse processo ocorre a substituicdo de um tecido lesionado por tecido
conjuntivo vascularizado, independentemente de a lesdo ser traumatica ou por
necrose. O processo de cicatrizagcao possui varias etapas, envolvendo diversos
tipos de células, proteinas, fator de crescimento e também componentes de
matriz extracelular (MEC). Sendo assim, as principais fases responsaveis pela
cicatrizacdo séo: fase hemostatica, inflamatoria, proliferativa e de remodelacéo
(Cavalcante et al., 2012; Panobianco et al., 2012).

A fase de hemostasia depende da atividade das plaquetas e da cascata
de coagulacédo, iniciando com o surgimento da lesdo. Quando uma leséo
acontece, concomitante a ela acontecem alteracfes nas células endoteliais, a
ruptura de vasos sanguineos e a promocdo da vasoconstricdo imediata,
diminuindo a perda sanguinea. A formacéo de coagulo, que nada mais € que
uma cobertura primaria composta por fibrina, restabelece a hemostasia,
favorecendo secrecao de fatores de crescimento executados pelas plaguetas,
além de citocinas e matriz extracelular (Kumar et al., 2005; Dério, 2008). Sendo
assim, o coagulo é responsavel pela coaptacao das bordas da ferida, reduzindo,

a perda de sangue e fluido, protegendo o organismo contra a
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insercao de agentes exdgenos e gerando uma matriz provisoria para o inicio da
organizacéao da ferida (Barbul, 2006).

Os mediadores do processo inflamatério recrutam macréfagos e
neutrofilos, que secretam diversos fatores especificos, que regem as fases
seguintes do processo de reparacao tecidual. Ou seja, a lesdo faz com que
haja a exposicdo das plaquetas intravasculares ao colageno sob o endotélio,
gerando a formacao de trombina. Todavia, as plaquetas ativadas pela trombina
estimulam a liberacdo de fatores de crescimento, de modo que tais fatores se
difundem nos tecidos adjacentes, atraindo de forma quimiotatica neutrofilos e
monaocitos para a lesdo. As etapas inflamatérias sdo controladas pelo aumento
do suprimento de sangue e aumento da permeabilidade capilar e vasodilatacéo,
apresentando como principais componentes os leucécitos polimorfonucleares
(PMN), que possuem fungao de fagocitose, aparecendo durante o dano tissular.
Durante esse periodo, os macrofagos também estdo presentes, auxiliando na
fagocitose, atuando também na apresentacao de antigenos, fonte de fatores de
crescimento e mediadores bioquimicos. O processo inflamatdério agudo dura de
1 a 2 dias (Irion, 2005; Santoro & Gaudino, 2005; Neto, 2003).

Apds o processo inflamatério ocorre a formacao de tecido de granulacéo
e inicio de angiogénese, é a chamada fase de proliferacdo. Esse tecido é
composto por fibroblastos e macréfagos, em uma matriz frouxa de colageno,
acido hialurénico e fibronectina, que eventualmente preenchem toda a extensao
da ferida. Nessa fase, ha a diminuicdo de células inflamatoérias o que gera um
aumento de fatores de crescimento, como PDGF e TGF-beta. Os responsaveis
pela fonte de fatores de crescimento sdo os macréfagos, o fornecimento
acontece de forma continua, incluindo os fatores de crescimento de fibroblastos,
que por sua vez induzem a ativacdo e proliferacdo de fibroblastos que
posteriormente produzem a MEC. A fase proliferativa ocorre de2 a 3 dias ap0s a
lesédo (Park et. al, 2017). Os fibroblastos liberam colageno e glicosaminoglicanos,
formando um gel, depositando e agregando fibras colagenas. A proliferacéo de
fibroblastos ocorre junto com a angiogénese, permitindo que os nutrientes e
outros fatores de cicatrizacdo entrem na area delesé@o. Os principais fatores de

crescimento reguladores da angiogénese,
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incluem o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que é liberado por
macrofagos e queratindcitos. Essa fase é finalizada pela epitelizacdo, que por
sua vez proporciona o fechamento da lesdo, iniciada pela migracdo de
queratindcitos a partir das margens da ferida. De modo que, a epitelizagéo ocorre
devido ao aumento de tamanho, bem como divisdo e migracdo celularda
camada basal da epiderme sobre a area de reparacdo do tecido conjuntivo
circundante (Carvalho, 2002; Mandelbaum et al., 2003).

A Ultima fase da cicatrizacdo é a remodelacao que ocorre durante meses,
sendo ainda, responsavel pela reducdo de &rea total de cicatriz, alémdo
aumento da tensdo e reducdo de eritema. E nesse momento que ocorre a
substituicdo de caracteristicas de reparacdo da cicatrizacdo para tecidos
maduros. Esse processo é gerado pela diminuicdo gradativa da atividade celular
e quantidade de vasos sanguineos, os fibroblastos também perdem seus
respectivos nucleos. Sendo assim, a producdo de colageno tipo | aumenta,
proporcionalmente a diminuicdo do namero de células. Os feixes de fibras
coldgenas ficam mais espessos, fazendo com que a configuracao tecidual seja
mais regular. Todavia, ao passo que a lesdo se torna mais resistente, ha a
intensificacdo da deposicdo de colageno, suscitando a apoptose de fibroblastos
e células endoteliais (Neto, 2003; Vieira et al., 2002; Oliveira, 2008; Balbino et
al., 2005).

1.2. Proteinas da matriz do Esmalte

As proteinas da matriz do esmalte (PE) sdo secretadas durante a
odontegénese pelos ameloblastos. No periodo pés-natal, as PE instigam a
osteogénese e a cementogénese nos periodos de regeneracdo do tecido do
periodonto. Uma das principais proteinas do esmalte € a amelogenina. Ha
também proteinas com propriedades bioativas com compativeis as proteinas
morfogénicas ésseas (BMP) e fator de crescimento transformador 31 (TGF-
betal). As PE auxiliam na cicatrizacdo de feridas na mucosa oral, alémde
estimular a producéo de fibras de colageno e vasos sanguineos, (Wyganowska-
Swigtkowska , et al. 2015).

As proteinas da matriz do esmalte sdo provenientes de dentes fetais

suinos, destinados para a utilizagdo em boca e pele humanas. Além disso as
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amelogeninas séo capazes de sintetizar moléculas da matriz extracelular, como
as osteopontina, osteocalcina, acido hialurénico e colageno tipo I, o estimulo de
expressado de citocinas e regular segundos mensageiros e a fosfatase alcalina.
Logo, as amelogeninas parecem afetar as células do tecido conjuntivo e epitelial
de formas distintas (Qu e Haitina et al. 2015; Romanelli et al. 2008; Kasuya e
Tokura, 2014).

A utilizacdo de PE tem uma maior recorréncia para a cicatrizacdo de
feridas periodontais. Contudo, essa forma de aplicagc&o resultou na curiosidade
quanto a sua aplicabilidade na reparacéo cutanea. Alguns estudos demonstram
que a aplicacdo de PE em feridas é capaz de promover a formacdo de tecido
granulacdo, uma maior quantidade de tecido conjuntivo e colageno com melhor
forma (Mirastschijski et al. 2004; Al-Hezaimi, et al. 2012).

1.3. Per6xido de Hidrogénio

O Peréxido de Hidrogénio (H:0.) pode se apresentar em diversas formas,
de modo que a forma diluida consiste em um liquido solivel em agua incolor e
inodoro composto por hidrogénio e agua, com férmula molecular H:0..Ainda
possui varios nomes como: acido perhidroxico, dioxidano e oxidanil. Essa
solucédo é comumente encontrada em cosméticos, agentes clareadores, cremes
dentais, detergentes e algumas solu¢cbes medicamentosas (Urban, Rath e
Radtke, C. 2017).

O H:0:. apresenta funcdes distintas, uma delas € a acdo antisséptica e

antibacteriana, fornecendo eficacia de amplo espectro contra bactériasgram-
positivas e gram-negativas, esporos bacterianos e leveduras. Contudo, a maior
atividade antibacteriana é observada contra bactérias gram-positivas em
comparacao as gram-negativas. Todavia, o efeito antisséptico € principalmente
determinado pela concentracdo de H:0O. visto que uma menor concentracao
pode ser considerada bactericida, enquanto uma concentracdo maior resulta
em esporicida mais rapido. O mecanismo responsavel pela atividade
antimicrobiana € a quebra da fita de DNA bacteriano, pela oxidagdo de DNA por
espécies reativas de oxigénio (EROs) que sao liberadas pela dissociacdodo
HP. Além disso, pode ser utilizado como agente de hemostasia quimica, para

controle hemorragico.
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Quando ocorre uma lesao cutanea, a concentracdo de H:0: no tecido

circundante aumenta imediatamente e logo em seguida desaparece. Existem
varias espécies de EROs, o peréxido de hidrogénio € relativamente pouco
reativo, permitindo que ele migre ainda mais para o local de geracéo, servindo
de molécula sinalizadora ou segundo mensageiro, realizando a entrega de uma

mensagem de dano e estimulando as células efetoras.

1.4. Via de sinalizagao IHH

A via de sinalizacdo IHH é composta por moléculas sinalizadoras da A
familia Hh (Hedgehog). Essas moléculas abrangem uma cascata de proteinas,
capazes de realizar a regulacdo de uma larga gama de processos bioldgicos,
como o desenvolvimento biol6gico, homeostético, tumoral e reparagéo tecidual.
(Nybakken e Perrimon, 2002).

A sinalizacdo, além de ser uma via de conservacdo evolutiva de
transmissao de sinal da membrana celular ao ndcleo, também desempenha um
papel de grande significancia no desenvolvimento embrionério de vertebrados
e invertebrados, bem como para diversos tecidos e érgaos. Principalmente se
considerarmos que o ligante Hh pode ser capaz de regular a angiogénese, fato
gue pode causar interferéncia direta na remodelacao tecidual Também € muito
consistente quanto a manutencdo de células-tronco somaticas e pluripotentes
que sao de suma importancia para o reparo de tecidos, até mesmo cutaneas,
estando presente principalmente nos cilios primarios, organelas que consistem
em microtibulos, que recebem sinais quimicos, térmicos e mecanicos

(Plotnikova, Golemis e Pugacheva, 2008).

1.5. TGF-beta

O fator de transformacéo do crescimento beta (TGF-beta), € uma proteina
capaz de controlar ndo so a proliferacdo, como também a diferenciacao celular,
além de outras funcdes das células. Possui uma funcdo imunoldgica, dificultando
a proliferacédo de células epiteliais normais e em estagio de oncogénese inicial.
Esse fator de crescimento exprime diversas fungcdes homeostaticas quanto a
regulacdo da inflamacéo, proliferacdo, diferenciacdo e cicatrizacdo tecidual.
Alguns estudos apontam que o TGF-beta
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fomenta a ativacdo e proliferacdo de fibroblastos, tendo como consequéncia
principal a deposicdo de MEC. Contudo, o excesso de TGF pode ser uma
demonstracao de patologias fibréticas e a quantidade estar relacionada com o
nivel de gravidade da doenca (Ong et al., 2021).

Parte das células responsaveis por secretar TGF-3 também contém
seus respectivos receptores, essa atuacdo é conhecida como sinalizacéo
autocrina. Todavia, o aumento dessas células pode ser ocasionado pela
presenca de células cancerosas. Existem trés formas isomorfas da proteina
TGF- 3: TGF-B1, TGF-B2 e TGF-R3. Entretanto, o grupo que as acomoda é
chamado de superfamilia TGF- 3 e dentro dele h& outros componentes como
as inibinas, ativina, horménio anti-mulleriano, proteina morfogenética déssea,

decapentaplégico (dpp) e VG-1.

1.6. Vimentina

A vimentina desempenha o papel de integracdo de sinal durante o
processo de cicatrizacdo de lesdes, atuando tanto nas células que secretam
guanto nas células que séo receptoras dessa sinalizacdo. No reparo tecidual, a
vimentina pode ser encontrada em células mesenquimais de reparo, regulando
o epitélio do cristalino em resposta a uma lesdo. Além disso, a vimentina é de
extrema importancia para a migracao de células inflamatdrias. Ainda, as feridas
observadas em estagio tardio da reparacdo tecidual, pode-se identificar a
reducdo significativa de fibroblastos em situacdo proliferativa a presenca

acentuada de vimentina (Menko et al. 2014; Cheng, Fang et al. 2016).
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral
O objetivo do presente trabalho foi comparar o efeito da aplicacdo tépica
de proteinas do esmalte e de perdxido de hidrogénio na cicatrizacéo de feridas

cirargicas de ratos.

2.2. Objetivos especificos
Foram objetivos especificos deste trabalho comparar o efeito da
aplicacao toépica de proteinas do esmalte e de peréxido de hidrogénio na
cicatrizacao de feridas cirargicas de ratos por meio de:
¢ Avaliacdo macroscopica,;
¢ Avaliacdo morfométrica;
¢ Avaliagdo histologica;
o Avaliagdo imuno-histoquimica dos marcadores IHH, TGF-beta e

vimentina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Aspectos éticos
Este estudo foi submetido a aprovacio da Comisséo de Etica em Pesquisa
no Uso de Animais (CEUA, 409/2020) da Universidade Positivo (Apéndice 1), de
acordo com os principios éticos do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA, 2008).

3.2.Protocolo experimental

3.2.1. Desenho de estudo

O presente trabalho apresentou um estudo in vivo controlado. A amostra
consistiu em 45 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com média
de idade de 5 meses e peso variando entre 290 e 480g, provenientes do biotério
da Universidade Positivo. Os animais receberam racdo comercial (Nuvital,
Colombo, PR, Brasil) e 4gua mineral ad libitum. Durante todo o periodo
experimental as condi¢cdes ambientais de luz, temperatura e umidade das salas
foram controladas em painel digital de maneira a manutencédo de fotoperiodo de
12/12h de ciclo claro e escuro, com temperatura variando de 18 a 22°C e
umidade de 65%.

Os animais foram alocados em 3 grupos distintos: grupo controle (C, n=15),
grupo proteina do esmalte (PE n=15) e grupo peréxido de hidrogénio (H,O,,
n=15), sendo que os grupos PE e PH receberam aplicacdo semanal de proteinas
do esmalte (Emdogain™) e gel de perdxido de hidrogénio (1%),
respectivamente, enquanto o Grupo C ndo recebeu aplicacao topica de nenhum
medicamento. Cada grupo foi subdividido em trés (n=5), de acordocom o
momento de realizacdo da eutanasia, sendo 10, 14 e 21 dias apdés o

procedimento cirdrgico inicial conforme a Figura 1.
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Figura 1 Desenho de estudo: grupo Controle (C), grupo Proteinas do Esmalte (PE), grupo Peroxido de
Hidrogénio (PH) em 10, 14 e 21 dias.

45 animais
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3.1.2. Procedimento cirurgico

Para a realizacdo dos procedimentos cirirgicos experimentais, 0s animais
foram posicionados dentro da campanula individualmente (Figura 2A) e
induzidos a anestesia inalatéria com oxigénio e isoflurano 3 L/min (Cristalia,
Itapira, SP, Brasil); posteriormente, foram anestesiados por injecao
intramuscular na parte posterior da coxa com xilazina (12mg/ kg) (Vertbrands,
Paulinia, SP, Brasil) e quetamina (90 mg/KG) (Vertbrands, Paulinia, SP, Brasil).
A anestesia foi mantida por vaporizacao de isoflurano (Cristalia) por mascara
facial, quando necessario. Todos os animais receberam morfina (0,1 ml) () via
subcutédnea antes de iniciar o procedimento cirargico. O procedimento foi
executado por um unico operador. Apos a indugcdo do plano anestésico os
animais receberam tricotomia (Figura 2B) das areas a serem operadas (regiao
cervical). Essas regifes e todos os equipamentos receberam antissepsia com

polivinilpirrolidona iodo tépico (PVPI) a 10% de iodo ativo. Na regido cervical de



todos os animais, houve a delimitacdo de um quadrado de 2cmz?, por intermédio

de um mapa confeccionado a partir de filme radiografico (figura 2C).

FIGURA 2 - Processo anestésico em campanula (A),area tricotomizada (B), guia cirargico (C).

=
v

Apés a delimitacdo, a excisao de pele e tecido subcutaneo foi realizada

com o bisturi com lamina n.15 e com ajuda de pin¢a Dietrich para manter o
retalho posicionado. Apos a criacdo do defeito cirargico, a aplicagdo de
Emdogain™ (gel derivado de matriz enamel. Fabricado por Institut Strauman
NAG) e gel de peréxido de hidrogénio foram realizadas com a ajuda de uma
seringa e agulha de insulina, nos grupos PE e PH, uma vez por semana,

enquanto o grupo C néo recebeu aplicagéo topica de nenhum medicamento.

3.2.3. Medicacgéo pos-operatoria
Cada animal recebeu como medicacdo pdés-operatéria de 10mg/kg,
durante 07 dias, injecao intramuscular de Enrofloxacina (Baytril injetavel 5%,
Bayer S.A., Sdo Paulo, SP) e tramadol 5 mg/kg, via subcutanea, 2 vezes ao dia
por 3 dias.
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3.2.4. Eutanasias
As eutanasias foram realizadas por meio de sobredose de isoflurano,
de acordo com o protocolo preconizado pelo biotério da Universidade Positivo,
gque segue o preceito de ética animal de acordo com a Declaracdo de
Helsinque. Assim, foram realizadas as eutanasias de 10, 14 e 21 dias, ap0s 0

procedimento cirdrgico inicial.

3.2.5. Remocao dos tecidos avaliados e dimensionamento das
lesdes
Para a regido de dorso foi realizada a remocao da regido cirargica com
auxilio de lamina de bisturi n° 15 e pinc¢a Dietrich. As areas de lesdes cutaneas
foram fotografadas na cirurgia inicial e nos tempos de eutanasia. De modo que

foram mensuradas no software ImageJ.

3.2.6. Processamento histolégico das pecas e analises

imuno-histoquimicas

As amostras passaram pelo processamento histolégico convencional para
a confecgao de laminas: fixagdo em formol 10% por 24 h, emblocagem em
parafina, cortes seriados de 4-6 micrdmetros, coloracdo das laminas em
tricromico de Masson (TM) e reagentes imunolégicos, sendo eles: TGF,
Vimentina e IHH. As imagens foram coletadas em fotomicroscopio. Todas as
amostras foram fotografadas para analise histolégica em 40 e 200 x. As
mensuracdes das imagens foram realizadas no ImageJ (dominio publico). A area

do epitélio neoformado foi medida em pixels.

3.2.7. Andlise macroscoépica
A analise macroscopica da leséo foi realizada a partir de imagens iniciais
e finais com auxilio do Image J. Houve a mensuracao do diametro da lesdo em

pixels e a média foi calculada em cada subgrupo.
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3.2.8. Anélise morfométrica
A avaliacao da area das lesdes foi realizada com a utilizacdo do sotware
Image J (1.50b, National Institutes of Health, EUA, 64-bit: hitp://imagej.nih.qov/).

Foram obtidas as areas totais em pixels das lesbes de cada amostra. A média
dessas areas foi calculada nos diferentes grupos e tempos experimentais.

3.2.9. Analise imuno-histoquimica
Foram selecionados 5 campos da regido da leséo para cada amostra, 0s
quais foram avaliados em aumento de 1000x. Estes campos foram fotografados
e avaliados utilizando-se o software Image J (Apéndice 2).

Para cada amostra foram obtidos 5 valores de porcentagem de area com
marcacgao imuno-histoquimica e a média dos 5 valores foi calculada. Os valores
de cada amostra foram utilizados para calcular a média do percentual da area
com marcacao imuno-histoquimica para cada marcador avaliado, nos diferentes

grupos e tempos experimentais.

3.2.10. Anélise estatistica
Os dados foram submetidos a analise estatistica, utilizando-se o software
GraphPad (teste de normalidade de Shapiro-Wilk, ANOVA on ranks e teste de

Tukey). Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise macroscoépica

Nas amostras que receberam aplicagdo de Emdogain™ notou-se um
processo de cicatrizacdo homogéneo, ou seja, sem a formacdo de um tecido
granuloso extenso, bem como um fechamento de ferida mais acelerado,
visualmente. Essa diferenca, péde ser observada principalmente nos tempos
mais precoces da cicatrizacdo (10 dias). Ja nas amostras de peroxido de
hidrogénio, notou-se uma formacdo acentuada de tecido de granulacao,
aparentando uma ferida mais aberta ainda no tempo de 10 dias. O grupo controle
apresentou tecido granuloso moderado (Figura 3).

FIGURA 3 - Lesfes para o grupo de eutanasias de 10 dias: Controle (A), Proteinas do Esmalte
(B), Peréxido de Hidrogénio (C).

4.2. Andlise morfométrica

Na analise das dimensfes das lesdes mensuradas pelo imageJ para a
eutanasia de 10 dias, as amostras apresentaram diferenca estatistica
significativa nas comparacdes entre PE x C e PH x C (p = 0,0083 e p = 0,0225,
respectivamente). A comparacédo entre grupo PE x PH n&o apresentou diferenca
significativa (p = 0,142). No tempo de 14 dias, as amostras ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa para nenhuma comparacdo. Ja para as
eutanasias no tempo de 21 dias, as amostras apresentaram diferenca estatistica
significativa nas comparacdes entre C x PH e PE x PH (p = 0,0070 ep = 0,0398,

respectivamente). A comparagao entre grupo C x grupo PE néo
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apresentou diferenca significativa (p = 0,173). Os resultados sao apresentados

na Tabela 1.

TABELA 1 - Comparagdo dos valores de p entre as médias de dimensdo das lesdes nos
diferentes grupos. C = Controle; PE = Proteinas do Esmalte; PH = Peréxido de Hidrogénio.

Comparacgao 10 dias 14 dias 21 dias
PExC 0,008* 0,780 0,173
PHxC 0,022* 0,252 0,007*

PH x PE 0,142 0,159 0,039%

4.2. Imuno-histoquimica

4.2.1. Andlise histolégica - IHH

A identificacdo de IHH foi mensurada pela observacdo da quantidade de
pigmento acastanhado (Figura 3). No grupo controle de 10 dias houve uma
deteccdo acentuada de IHH, principalmente no tecido de granulagdo. Nos
periodos de 14 e 21 dias a deteccado de IHH ocorreu de forma mais moderada.

Para o grupo PE, a deteccdo de IHH ocorreu de forma similar nos tempos
de 10, 14 e 21 dias, o pigmento acastanhado foi identificado de forma moderada.

Para o grupo PH a identificagdo de IHH ocorreu de forma moderada nos
periodos de 10, 14 e 21 dias.

FIGURA 3 - Imuno-histoquimica do IHH: Controle (C) 10 dias (Al), C 14 dias (A2), C 21 dias
(A3), Proteinas do Esmalte (PE) 10 dias (B1), PE 14 dias (B2), PE 21 dias (B3), Perdxido de
Hidrogénio (PH) 10 dias (C1), PH 14 dias (C2), PH 21 dias (C3).
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4.2.2. TGF-beta

Para o grupo controle a observacdo de pigmento acastanhado, que
caracteriza a presenca de fator de crescimento-beta, pode ser considerada
acentuada para os periodos de 10 e 14 dias e de forma mais amena para 21
dias.

Ainda que o TGF-beta tenha se apresentado de forma mais equilibrada
nos cortes do grupo PE, foi possivel observar a presenca do mesmo nos 3
periodos experimentais, sendo para os periodos de 10 e 14 dias mais acentuado.

Todavia, para o grupo Perdxido de hidrogénio pode-se observar uma
maior quantidade de TGF-beta no periodo de 14 dias, sendo que nos periodos

de 10 e 21 dias essa detecgédo foi mais moderada (Figura 4).

FIGURA 4 - Imuno-histoquimica do TGF-beta: Controle (C) 10 dias (A1), C 14 dias (A2), C 21
dias (A3), Proteinas do Esmalte (PE) 10 dias (B1), PE 14 dias (B2), PE 21 dias (B3), Peroxido
de Hidrogénio (PH) 10 dias (C1), PH 14 dias (C2), PH 21 dias (C3).
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4.2.3. Vimentina

Para o grupo controle a observagdo de pigmento acastanhado, que
caracteriza a presenga de fator de Vimentina, pode ser considerada acentuada
para as eutanasias de 10, 14 e 21 dias. Ainda, para a eutanasia de 21 dias o
pigmento acastanhado foi observado em quase toda a extensao do corte. As
pecas analisadas sdo oriundas de um mesmo grupo de blocos, logo, sdo
morfologicamente idénticas dentre os reagentes observados (Figura 5).

O grupo PE teve uma maior prevaléncia de vimentina no periodo de 14
dias, para o periodo de 10 dias a presenca do pigmento acastanhado ficou
concentrado principalmente no tecido granuloso. Contudo, para a eutanasia de
21 dias a presencga de vimentina nao foi significativa.

A observacdo de vimentina para o grupo peréxido de hidrogénio se
apresentou de forma mais acentuada para a eutanasia de 10 dias, sendo ainda

mais concentrada no tecido de granulacao.

FIGURA 5- Imuno-histoquimica da Vimentina: Controle (C) 10 dias (Al), C 14 dias (A2), C 21
dias (A3), Proteinas do Esmalte (PE) 10 dias (B1), PE 14 dias (B2), PE 21 dias (B3), Peroxido
de Hidrogénio (PH) 10 dias (C1), PH 14 dias (C2), PH 21 dias (C3).
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4.2.4. Comparagdes entre 0s grupos

Para a eutanasia de 10 dias, a comparacéo foi realizada com as médias
da mensuracao de pixels das amostras (C = 24.778, PE = 28.326, PH = 29.241)
de IHH. Apresentaram diferenca estatistica significativa nas comparacdes entre
Grupo C x grupo H,O, (p = 0,0394). As comparagdes PE x PH e C x PE néo
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05). Para a eutanasia de 14 dias
(médias: C = 10.873, PE = 18.687, PH = 12.809) as amostras apresentaram
diferenca significativa entre PE x PH (p = 0,005). Para as comparacoes C x PE
e C x PH nado houve diferenca significativa. Para a eutanasia de 21 dias
(médias: C = 9.321, PE = 10.309, PH = 10.289), néo

‘houve diferenca significativa para as comparacdes realizadas, conforme Tabela
3.

Para as comparacfes realizadas para a eutanasia de 10 dias do
TGF-beta (médias: C = 37.734, PE = 26.790, PH = 25.689), com relacédo a
observancia de fator de crescimento TGF-beta, houve diferenca significativa
apenas para a comparacado do grupo PE x C (p = 0,0435). Contudo, para as
eutanasias de 14 dias (médias: C = 17.860, PE = 19.791, PH = 19.363), néo foi
observado diferenca estatistica significativa para nenhuma das comparacoes, o
mesmo ocorreu para as eutanasias de 21 dias (médias: C =21.703, PE =19.443,
PH = 18.150), conforme Tabela 5.

Com relacdo a observancia de vimentina, houve a identificacdo de
coeficientes significativos para a comparacdo entre grupos PH x C para a
eutanasia de 10 dias (médias: C = 34.695, PE = 23.927, PH = 23.988). Para os
tempos de eutanasia de 14 e 21 dias (médias 14 dias: C = 25.856, PE = 23.927,
H,O, = 23.988; médias 21 dias: C = 34.359, PE = 31.428, PH =

33.672) nao houve coeficientes significativos, conforme Tabela 7.

TABELA 2 - Comparagédo entre grupos para imuno-histoguimica. C = Controle; PE = Proteinas

do Esmalte; PH = Perdxido de Hidrogénio.
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Comparacéo entre Monitoramento (dias) [HH TGF-beta Vimentina
as médias

PEx C 10 0,331 0,043* 0,733
14 0,14 04 > 0,999
21 0,072 0,687 0,551

PHx C 10 0,039* 0,347 0,031*
14 0,789 0,98 0,471
21 0,461 0,086 0,192

PH x PE 10 > 0,999 0,545 0,486
14 0,005* 0,309 0,293
21 > 0,999 0,385 > 0,999

4.2.5. Comparacao entre os tempos de eutanasia

Os dados estatisticos, referente ao IHH, com a comparacdo do grupo
controle, apontaram que apenas a comparacao entre as eutanasias de 10 dias
x 21 dias ndo apresentou diferenca significativa. Para as comparacgdes entre 10
dias x 14 dias e 14 dias x 21 dias, p = 0,0006 e p = 0,0365, respectivamente.Os
dados estatisticos com a comparagdo do grupo Proteinas do Esmalte,
apontaram que apenas a comparacao entre as eutanasias de 10 dias x 14 dias
apresentou diferenca significativa, com p = 0,0210. Ja os dados estatisticos com
a comparacao do grupo Peroxido de Hidrogénio, apontaram que nenhumadas
comparacdes realizadas apresentou diferenca estatistica significativa.

Os dados estatisticos, para o TGF-beta, com a comparacao do tanto
grupo controle, quanto para os grupos Proteinas do Esmalte e Perdxido de
Hidrogénio ndo apresentaram diferenca significativa para nenhuma das
comparacdes.

As comparacdes realizadas para a observancia de area percentual de
vimentina, apresentaram dados estatisticos significativos para o grupo controle
na comparacao entre 10 x 14 dias, com p = 0,04381 e para o grupo H,0,, na
comparacao entre 14 x 21 dias, sendo p = 0,0264. Para o grupo PE nao houve

diferenca significativa entre as comparacdes (conforme Tabela 4).
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TABELA 3 - Comparagao entre tempos de eutanasia para.

Comparacao Imunomarcadores IHH TGF-beta Vimentina
entre os tempos
(dias)
10x 14 IHH 0,000* 0,021* > 0,9999
TGF- beta 0,515 0,998 0,923
Vimentina 0,048* 0,830 0,136
10x 21 IHH 0,677 0,667 > 0,9999
TGF- beta 0,995 0,139 0,752
Vimentina 0,438 0,417 >0,999
14 x 21 IHH 0,036* 0,430 > 0,9999
TGF- beta 0,458 0,152 0,516
Vimentina >0,999 >0,999 0,026*
5. DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado o processo de cicatrizagdo em ambitos
macro e microscopicos, além da influéncia da intervencao tépica no processo
cicatricial, sendo que os resultados demonstraram que o0 uso de concentrado
de proteinas do esmalte e peréxido de hidrogénio pode auxiliar na recuperacao
de lesbes cutaneas em ratos.

E sabido que o processo que engloba o reparo tecidual é multifatorial, com
uma alta gama de células envolvidas, assim como fatores de crescimento
(Ferreira et al. 2014). Entretanto, ha disponivel no mercado atual produtos que
prometem melhorar e auxiliar na cicatrizacdo de lesbées, como € o caso do
Emdogain™, um concentrado de proteinas de esmalte comumente utilizado para
a terapia de tecidos periodontais (Rodrigues et al., 2008). O peroxido de
hidrogénio, por sua vez, também é utilizado para terapia de lesbes, tal que,
promove a erradicacdo de microrganismos, além da sinalizagdo ou segundo
mensageiro de dano, estimulando as células responsoriais. Os efeitos bioldgicos
do peroxido de hidrogénio dependem da dose e periodicidade utilizadas durante
a cicatrizagao.

Nos animais que receberam aplicacdo topica de proteinas do esmalte

sobre a ferida pode-se observar uma evolucao da cicatrizagdo com menos tecido
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de granulacédo. Além disso, o aspecto visual apresentou um fechamento
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mais rapido da lesdo, quando comparado ao peroxido de hidrogénio e grupo
controle. Essa diferenca, pode ser observada principalmente nos tempos mais
precoces da cicatrizacdo (10 dias). Isto pode ser explicado pelo fato de que o
PE, por possuir como principal constituinte proteico a amelogenina, que auxilia
no processo de biomineralizacdo, também pode promover uma reepitelizacédo
mais rapida, bem como a reducdo de inflamacdo e potencializacdo da
angiogénese (Brookes et al. 1995; Villa et al, 2015).

A aplicacdo do peroxido de hidrogénio apresentou uma formacao
acentuada de tecido de granulacao, apresentando uma ferida mais aberta ainda
no tempo de 10 dias, quando comparado ao grupo Controle e PE. OH20:2
quando utilizado em baixa concentracdo, além de atuar como agente
antimicrobiano, pode ainda exercer a funcéo de debridamento da &rea afetada,
0 que corrobora com o aspecto de ferida aberta por um periodo mais extenso
(Murphy e Friedman 2019).

A cicatrizacdo precoce € 0 estagio mais acentuado de todo o plexo de
cicatrizacdo, ou seja, € durante esse periodo que ocorre a fase mais agressiva
como por exemplo, a fase inflamatéria. Alguns estudos apontam que a utilizacao
de terapia medicamentosa apresenta uma desenvoltura mais evidente durante
0 estagio precoce de cicatrizacdo, fato esse que pode ser observado no presente
trabalho, tendo em vista que a diferenca significativa foi observada
principalmente durante a primeira eutanasia (10 dias)(Kawase et al, 2001).

A observacdo das pecas da eutanasia de 14 dias ndo apresentou
diferenca estatistica significativa, ou seja, a cicatrizacdo obtida nesse periodo
apresentou caracteristica similar para todos os grupos analisados. J4 para a
cicatrizacdo tardia (21 dias), a comparacdo entre grupos, na perspectiva
macroscopica (diametro da leséo), apresentou coeficiente significativo entre C
x PH e entre PE x PH. Tal fato pode ser explicado pela presenca de tecido de
granulacdo nos animais que receberam a aplicacao de peroxido de hidrogénio,
0 que reitera que apesar de auxiliar no periodo precoce de cicatrizagdo, o H,O,
gera um fechamento tardio de ferida. Uma vez que, o mesmo faz com que a
neoformacéo tecidual ocorra de forma mais desordenada pela a¢cao do oxigénio
reativo (Urban, Rath e Radtke, 2017).
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Quanto a analise imuno-histoquimica, o IHH pode ser observado de forma
mais acentuada na eutanasia de 10 dias, sendo ainda majoritariamente no tecido
de granulacdo. Tal fato se da pela forma de acédo dos ligantes Hh, queatuam
diretamente nos colangiocitos, gerando a transi¢édo epitelial mesenquimal, além
de ocasionar a formagédo de micro-fibroblastos (Omenetti etal. 2008; Goetz e
Anderson, 2010).

Na analise estatistica, juntamente com a observacao histologica, o grupo
PH demonstrou a presenca de IHH de forma sutil, gerando discrepancia quando
comparado aos demais grupos, ou seja, a utilizacdo de perdxido de hidrogénio
em lesBes cutaneas amenizou a acao do IHH no processo inflamatério, ou ainda,
a acao de oxigénio reativo interferiu no metabolismo do IHH (Murphy e Friedman,
2019).

Todavia, a quantidade de IHH para os animais que receberam a aplicagéo
topica de proteina do esmalte ocorreu de forma continua, logo, com
imunomarcacédo de forma similar nos tempos de eutanasia de 10, 14 e 21 dias.
Alguns estudos demonstram que o uso tépico de proteina do esmalte pode
amenizar a liberacdo exacerbada de sinalizadores inflamatérios, além de
proporcionar a sintese de uma maior quantidade de tecido conjuntivo e colageno
(Chano et al. 2003; Craig et al. 2004).

Quanto ao TGF-beta, o grupo PE apresentou uma quantidade equilibrada
dessa proteina, de forma mais evidente em tecido de granulagéo para 10 e 14
dias, e mais espalhado no tecido conjuntivo no periodo de 2ldias. Logo,
pode-se considerar que a proteina do esmalte auxiliou no equilibrio de
remodelacéo tecidual, acelerando o processo de cicatrizagdo, sem gerar uma
neoformacéo de tecido epitelial prejudicada (Hoang, Oates e Cochran, 2000;
Haase e Bartold, 2001; Occleston et al. 2011; So, 2011;).

J& para o grupo peroxido de hidrogénio pode-se observar uma maior
quantidade de TGF-beta no periodo de 14 dias, sendo que nos periodos de 10
e 21 dias essa deteccao foi moderada. A presenca do perédxido tem efeito de
debridacéo, e o processo inicial de cicatrizacéo pode ocorrer de forma mais lenta
(Zhu, Guanya et al. 2017), como os resultados apresentados no desenho de

estudo do presente trabalho.

32



Quanto a vimentina, na aplicacdo de proteina do esmalte e periodo de
10 dias, foi observada em tecido granuloso, o que reitera a presenca acentuada
de fibroblastos. Em 14 dias, houve um aumento da sua expressao e aspecto
mais espalhado. O mesmo ocorreu para o grupo PH. Contudo, ndo houve
diferenca significativa quanto a comparacéo entre grupos, logo, para ambos 0s
grupos a observacéo de vimentina foi similar. E sabido que o uso de H ,0 , faz
com que o processo inflamatorio primario seja mais longo, o que explica as
diferencas significativas para este grupo, uma vez que o processo de formacao
de tecido ocorre de forma mais desordenada, até que seja estabilizado.
Entretanto, a utilizacdo de PE gerou uma cicatrizagcdo mais harmoniosa,
apresentando uma melhor neoformacao de tecido, bem como a proliferacdo de
fibroblastos, sendo ainda uma cicatrizacdo com fibras mais organizadas, o que
gerou uma cicatriz com aspectos estéticos mais adequados. Todavia, como
houve dados significativos nas comparacbes C x PH e C x PE, e sem
significAncia entre PE x PH, pode-se afirmar que tanto a proteina do esmalte
guanto o peroéxido de hidrogénio podem ser utilizados como aliados no processo
de cicatrizacao (Abbas et al, 2019; Montanari, 2016; Santos, 2020; Chano et al.
2003; Zhu, Shuliang e Niu, 2017).
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, sugere-se que tanto as proteinas
do esmalte (Emdogain™) quanto o peroxido de hidrogénio (1%, em gel),
apresentaram eficiéncia no processo de cicatrizacdo em lesGes cutaneas

cirdrgicas de ratos.
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l. Aumento do nimero de animais:

O estudo, permanece 0 mesmo, ou seja, avaliar o efeito local da liberacédo lenta de
oxigénio na cicatrizacao de tecidos moles, usando o gel de oxigénio BlueM®. Na regido
toraco-lombar dorsal de todos os animais a forma de tratamento muda, o Gel contendo
Oxigénio (BlueM® - Blue®M Brasil S.A.) serd comparado com um gel de Proteina
Derivada da Matriz do Esmalte (Emdogain™ - Straumann, AG, Basel, Switzerland)
GRUPO EMD e com Perdxido de Hidrogénio 1% BlueM® (Blue®M Brasil S.A.) GRUPO
PER1, aplicados topicamente com o auxilio de uma seringa e agulha de insulina, sobre a
regido da ferida cutédnea. N&o ocorrerd, nesta proposta, envolvimento de pesquisa em
tecidos 0sseos. As eutanasias ocorrerao

nos seguintes tempos: 5, 10, 15 e 30 dias, sendo suprimidos os periodos
de eutanésia dos dias 1 e 20 do pds-operatorio. Sendo assim, este
ADENDO pede a inclusdo de mais 40 animais (Mais dois grupos com 4

tempos de eutanasia n = 5).

ll.  Mudanca de procedimento experimental: |

No projeto aprovado sob numero 409, foram realizadas além das lesdes
cutaneas na regido téraco-lombar dorsal lesbes em calvaria e n

periodonto. Neste ADENDO faremos apenas as lesfes cutaneas;

ll.  Inclusdo/excluséo de experimentadores;

NUMERO DE AIMAIS APROVADO PELA CEUA

40 animais.

COMENTARIOS DO COLEGIADO

As solicitacdes foram corrigidas e justificado para a utilizacdo de animais.
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Outrossim, o0 projeto apresenta o ponto humanitario devidamente
descrito, 0 que demonstra a preocupacédo com o bem-estar do animal, dentro

das limitacOes existentes para a execucao da aula pratica.

Por tudo isso, o Comité de Etica do Uso de Animais recomenda a

aprovacao do projeto

PARECER FINAL

Recomenda a APROVACAO.

Thais Andrade Costa Casagrande

Coordenadora — CEUA-UP

D
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APENDICE 2
e Passo a passo para a utilizacdo do software ImageJ

As imagens obtidas em aumento de 400 x foram abertas no software ImageJ.
Selecionar File> Open> Escolher a imagem.

No menu Image Selecionar>Properties.

Selecionar unidade de medida, no presente estudo a medida da area se deu

em pixels.

Selecionar a opcdo GLOBAL, para que esta unidade de medida seja utilizada
em todas as imagens abertas.

No menu Analyze selecionar > Set measurements.
Selecionar as opcbes: AREA, AREA FRACTION e LIMIT TO THRESHOLD

No menu de Plugins, selecionar o plugin COLOR DECONVOLUTION, este plugin
ndo vem instalado junto com o software e foi obtido através do
site:http://fiji.sc/Colour_Deconvolution.

A instalacdo do plugin se faz necessaria para separacdo e quantificacdo dos
pigmentos em andlises de laminas de imunohistoquimica. (Ruifrok & Johnston,
2001)

No menu COLOR DECONVOLUTION selecionar > HDAB

A imagem serd desmembrada em trés imagens de acordo com a coloragéo dos
pigmentos, para mensuragao das areas marcadas foi utilizada a imagem com
pigmentacéo castanha.

No menu IMAGE> selecionar ADJUST > selecionar > THRESHOLD

A seguir no menu Analize > selecionar MEASURE.
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O valor percentual da area marcada foi obtido para cada campo fotografado, a

meédia dos 5 campos por amostra foi calculada.

Os dados foram copiados para uma planilha (Windows Excel, Microsoft,
Redmond, WA, Estados Unidos).
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