> °
/\ XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
L V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior

¥

AVALIACAO HISTOLOGICA DA DEPOSICAO DE COLAGENO PELA TECNICA
DE POLARIZACAO COM PICROSIRIUS EM FERIDAS CUTANEAS DE RATAS
OOFORECTOMIZADAS TRATADAS COM OXIDO DE ZINCO
NANOENCAPSULADO

Joaldo Alves Teixeira (PIBIC/CNPqg/FA/UEPG), Adriana Yuriko Koga, Bruna Carletto,
Vivian Missima Jecohti, Keizi Dayane de Lima, Aryadyne Bueno Rocha Szesz,
Leandro Cavalcante Lipinski (Orientador), e-mail: leandrolipinski@yahoo.com.br

Universidade Estadual de Ponta Grossa/Departamento de Medicina.
Ciéncias da Saude/Cirurgia Experimental.
Palavras-chave: Cicatrizacdo, Nanoparticulas, Ooforectomia.
Resumo

O processo de cicatrizacdo possui etapas de grande complexidade e que podem ser
alteradas por inimeras circunstancias. Uma delas, que afeta mulheres pés
menopausa, € a deficiéncia de estrégeno. O presente estudo tem como objetivo
especifico a avaliagdo da deposicdo de fibras colageno tipo | e tipo Ill em feridas
cutaneas de ratas ooforectomizadas tratadas com 6xido de zinco nanoencapsulado
por meio do método da polarizacdo com picrosirius. Foram utilizados 45 ratos Wistar
fémea ooforectomizadas, nas quais foram realizadas feridas cutaneas na regido
cervico-lombar, na sequéncia, foram separados em 3 grupos: GO sem tratamento,
G1 e G2 tratados por 7 dias, com oOxido zinco ndo nanoencapsulado e com Oxido
zinco nanoencapsulado, respectivamente. Foram fotografadas as les6es no dia de
suas realizacdes e nos dias 7, 14 e 21 apos as suas confecc¢des, quando os animais
foram eutanasiados e as lesGes biopsiadas. Na retracdo macroscoépica, o 0xido de
zinco nanoencapsulado se demonstrou toxico devido alta biodisponibilidade. A
pesquisa encontra-se sem resultados quanto a deposicdo de colageno, estando
ainda na fase de coloracgéao e leitura das laminas a partir do material das biépsias.

Introducéo

A cicatrizacdo de feridas € um fenbmeno que se inicia a partir da perda da
integridade da pele, gerando uma solucdo de continuidade que atinge os planos
subjacentes em diversos graus e depende de uma série de rea¢des quimicas. O
processo de reparacdo € dividido em trés fases: inflamacdo, proliferacdo e
remodelacéo (BALBINO et al, 2005).

A cicatrizacdo € um processo muito complexo, importante e que envolve
varios fatores, estudos demonstram que a deficiéncia de estrogeno é uma das
principais causas de retardo desse processo. O principal local de sintese de
estrogeno nas mulheres pré-menopausa sao os ovarios (BRUFANI et al, 2017). No
estudo em ratas ooforectomizadas, foi observado que os baixos niveis de estrégeno
levam a um atraso na cicatrizacado e sua reposicéo sistémica, além de melhorar a
cicatrizacdo, aumenta a sintese, maturagdo e renovacdo de colageno,
principalmente colageno tipo Il (NICOLAU et al, 2014).
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O oxido de zinco (ZnO), muito utilizado topicamente no tratamento de feridas,
melhora a reepitelizagdo, reduz a inflamagéo e o crescimento bacteriano. O uso de
uma tecnologia com capacidade de entrega aumentada pode contribuir no processo
cicatricial, otimizando a resposta no tratamento topico de feridas. As nanoparticulas
oferecem essa tecnologia, dessa forma as nanoparticulas de 6xido de 6xido de zinco
podem ser uma alternativa viavel para o tratamento de feridas complexas
(MEHNERT & MADER et al, 2001).

Clinicamente a fase mais importe da cicatrizacdo € a de remodelacdo. Nela
ocorre a substituicdo do colageno imaturo (colageno tipo Ill), por um mais espesso
(colageno tipo 1). A avaliacdo da deposicdo de colageno € importante em estudos
que avaliem meios para melhorar a cicatrizacdo em populacbes que possuam
deficiéncia nesse processo. Devido a disposicdo das fibras de coldgenos ser em
paralelo e possuirem alta reatividade com corantes acidos, a utilizacdo do corante
acido picrosirius red permite 0 aumento da birrefringéncia dessas fibras, o que torna
possivel serem distinguidas as fibras de colageno tipo | e tipo Ill pela técnica de
polarizagdo com picrosirius, pois diferentes tipos de fibras emitem diferentes cores
(JUNQUEIRA et al, 1982).

Material e Métodos

Foram utilizados 45 ratos Wistar fémeas com idade superior a quatro meses e
peso de aproximadamente 350g, que serdo distribuidos em 3 grupos (n=15): GO
(grupo controle ndo tratado — n=15); G1 (tratado com 6éxido de zinco nao
nanoparticulado — n=15); e G2 (tratado com nanoparticulas de 6xido de zinco -
n=15).

Os animais, apos jejum hidrico e alimentar de 2 horas, foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (40mg/kg) e cloridrato de xilazina (5mg/kg) por via
intraperitoneal. As retiradas das gonadas foram feitas seguindo técnica padrdo de
ooforectomizacdo. Para analgesia no pds-operatério imediato, 0s animais receberam
citrato de fentanila (2 mg/kg) logo apds o procedimento e retorno anestésico; 40 dias
ap6s a ooforectomia os animais foram novamente anestesiados e, em seguida, foi
produzida uma leséo na pele da regido cervico-lombar, medindo aproximadamente 4
cm?, em cada animal. Apés a producdo da lesdo os animais de todos 0s grupos
receberam analgesia. Os animais dos grupos tratados receberam diariamente por 7
dias 1mL cada de solucdo tdpica de ZnO ndo nanoparticulado (G1) e de Zno
nanoparticulado (G2). Todas as lesbes foram fotografadas no dia da confeccédo da
lesdo, nos dias 7, 14 e 21, com mesma luminosidade e a uma distancia padrao
(utilizando-se suporte de distancia fixa para a camera), as areas foram calculadas
utilizando o programa ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, Maryland,
EUA). Para o célculo da retragcdo macroscopica, primeiro foi feita a diferenca entre a
area da ferida no dia em que a lesao foi realizada e a area no dia da eutanasia, a
razdo entre essa diferenca e a area da ferida no dia da lesdo gerou a porcentagem
de quanto as feridas retrairam por periodo de 7, 14 e 21 dias.

Foram realizadas as eutanasias e biopsias das areas das feridas nos dias 7, 14 e 21
apos a realizagdo da lesdo. Cada biopsia foi acomodada em cassete histologico e
fixada em paraformaldeido a 10% para processamento rotineiro para microscopia de
luz. Ap6s a fixacdo, foi iniciado o preparo das laminas: desidratacdo em
concentracbes crescentes de etanol, inclusdo em parafina, cortes com 5um de
espessura e coloragcdo com picrosirius red para analise histolégica de colageno tipo |
e Ill do material coletado; as imagens serdo obtidas com uso de camera acoplada a
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microscopiode polarizacdo Olympus LG-PS2 e para evitar variacdes relacionadas ao
processo de captura, as configuragbes da camera e intensidade de Iluz
serdoidénticas para todas as amostras; as imagens serdo analisadas utilizando o
programa ImageJ que reconhece as regibes coradasem vermelho (tipo I) e verde
(tipo 1ll) calculando a concentragcdo destes subtipos de colageno; serdo analisados 4
campos por lamina para ampliar a fidelidade do resultado.

Todas as etapas foram realizadas com técnicas padronizadas, e seguindo
métodos que protegem a integridade dos animais, protocolados e autorizados pela
Comissdo de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, cujo numero de processo CEUA é 038/2017 e de protocolo UPEG é
12393/2017.

Resultados e Discussao

Todo o cronograma da pesquisa transcorreu, apesar de imprevistos, de acordo
com o cronograma até a fase de realizacdo das bidpsias. A partir dessa fase, néo foi
mais possivel segui-lo devido uma sucessao de imprevistos que culminaram no
atraso da fase final do experimento: o preparo, coloracdo e leitura das laminas.
Desta forma a presente pesquisa tem apenas resultados de caracterizacdo das
nanoparticulas e retracdo macroscépica das lesoes.

O tamanho médio das nanoparticulas, a polidispersidade e o potencial zeta foram
medidos a 25°C usando um aparelho Zetasizer Nanoseries ZS903600. A andlise
morfologica foi realizada por microscopia eletrénica de varredura em campo (FEG-
SEM) (MIRA3 LM, Tescan Orsay Holding, Republica Tcheca) a uma voltagem de
aceleracdo de 5,0 kV, e as imagens mostraram que as hanoesferas nao
apresentaram poros, tendo aspecto esférico com uma superficie lisa e regular.

Nos 7 primeiros dias, as retracdes macroscopicas das feridas do grupo G1 foram
significativamente mais que o grupo GO, nesse mesmo periodo ndo houve
diferencas significativas entre os demais grupos. Entre os 7° e 14° dias, o grupo G2
retraiu significativamente mais que 0s outros; para os grupos GO e G2 esse foi 0
periodo em que ocorreu a maior retracéo, ja para para o grupo G1, a maior retracao
ocorreu entre o dia de confeccdo da lesédo e o 7° dia. No 21° dia, ndo houve
diferencas significativas entre os grupos, todos exceto o grupo GO tiveram retracao
maior ou igual a 90% da area original.

A cicatrizacdo de feridas cutaneas tem grandes vantagens para 0 uso de
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPs), pois requererem entrega tépica e o
agente terapéutico é usado por tempo limitado até a cura da regido lesada,
minimizando assim o0s possiveis efeitos toxicos delas. Quando comparadas com
materiais micrométricos, as nanoparticulas (NPs) sdo detentoras de maior potencial
para atravessar barreiras bioldgicas e podem ser biologicamente mais ativas, devido
sua grande area de superficie quando comparadas com as particulas em tamanho
de microns (ZHOU et al, 2014). Devido a isso, tais nanoparticulas podem apresentar
efeitos toxicos, que ocorrem possivelmente devido a producdo de espécies reativas
ao oxigénio (EROs), que causam inflamacdo com suas consequéncias sobre as
proteinas, membranas e DNA. Como consequéncia dessa toxicidade pode ocorrer a
morte celular, provocada pela alteracdo de processos celulares (SHARMA et al,
2009). Isso explica, congruente congruentemente a literatura, os resultados piores,
na retracdo macroscopica das feridas dos animais do grupo G2 nos primeiros 7 dias
quando comparado ao do grupo G1. Pois ocorreu contragao significativamente
maior, no mesmo periodo, no grupo tratado com ZnO nao nanoparticulado que no
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grupo sem tratamento, dessa forma fica evidenciado que Oxido de zinco acelera o
processo cicatricial.

Conclusao/bes

A pesquisa permanece sem conclusdo quanto a deposicéo de colageno, devido a
atrasos ocorridos durante a sua realizacdo. Encontrando-se na fase de preparacéo,
coloracdo e leitura das laminas a partir do material das biopsias feitas nas ratas
ooforectomizadas.

Macroscopicamente, notou-se que as nanoparticulas de O6xido de zinco
apresentaram, possivelmente, efeitos toxicos decorrentes das altas concentracdes de
nanoparticulas de oOxido de zinco no intracelular, pois as nanoparticulas possuem
melhor potencial de atravessar membranas bioldégicas quando comparadas as
particulas micrométricas, como 6xido de zinco ndo nanoparticulado.
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