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O péds-operatorio cirdrgico requer uma cicatrizacdo rapida, efetiva e de boa qualidade
do tecido cicatrizado. Dessa forma, tém-se buscado alternativas para auxiliar o reparo tecidual
e melhorar o aspecto da regido cicatrizada. Os campos magnéticos pulsados sdo uma dessas
alternativas, sendo capazes de acelerar o processo de cicatrizagdo. A exposi¢cdo a campos
magnéticos pulsados podem alterar a homeostase redox do tecido. Essa alteracdo é
dependente da intensidade, frequéncia e tempo de exposi¢cdo. Desta forma, o presente estudo
estudo teve como objetivo verificar a efetividade do campo magnético pulsado (23 mT,
frequéncia de 62Hz), 30 minutos por dia, durante 14 dias, na cicatrizacdo de pele em ratos
Wistar machos. Assim como, analisar se 0 campo magnético pulsado nos parametros
determinados pode causar alteragdes no equilibrio oxidativo. Os animais passaram por uma
cirurgia de remocdo de pele. Essa cirurgia consistiu na remocao de 1cm?2 de pele no dorso de
cada animal. Apds, os animais foram separados em grupo controle e grupo tratado com campo
magnético. Ao término do experimento, foi realizada analise histologica (regeneracao
epidérmica, regeneracdo dérmica, infiltragdo de fibroblastos, infiltrado inflamatério e
angiogénese), indice de fechamento da ferida, ensaio de tracdo, atividade da mieloperoxidase
na pele e os biomarcadores do estresse oxidativo (substdncias que reagem ao &cido
tiobarbitrico (TBARS), superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-
transferase (GST) e o contetdo dos grupos tidis ndo proteicos (NPSH) na pele e no figado, em
diferentes tempos (3, 7 e 14 dias). Esse estudo demonstrou que o tratamento com campo
magnético pulsado, nas configuracbes especificas utilizadas, aumentou o indice de
fechamento da ferida, melhorou as regeneracdes epidérmica e dérmica, aumentou a infiltracdo
de fibroblastos e angiogénese, e a resisténcia a tracdo da pele cicatrizada. Também foi
evidenciado uma reducdo da infiltracdo inflamatéria, bem como na atividade da
mieloperoxidase. Além disso, foi demonstrado que o campo magnético reduziu os niveis de
TBARS e ndo gerou estresse oxidativo nessas condi¢bes. Em conclusdo, o tratamento
proposto auxilia a cicatrizacdo de pele, melhora a condicdo do tecido cicatrizado e néo
promove danos oxidativos.

Palavras-chave: Campo magnético pulsado; cicatrizacdo de feridas; pele; antioxidantes;
estresse oxidativo.
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The surgical postoperative period requires rapid, effective and good-quality wound
repair. For a better cicatrization process alternatives have been sought to assist wound repair
and improve the appearance of scarred region. Pulsed magnetic fields are an alternative to
accelerate the healing process. Treatment with pulsed magnetic fields can change the redox
homeostasis of the tissue. Redox homeostasis variation depends on the intensity, frequency
and duration of exposure. This study aimed to verify the effectiveness of the pulsed magnetic
field (23 mT, frequency 62Hz), 30 minutes per day for 14 days, in the wound repair in male
Wistar rats. As well, analyse if pulsed magnetic field parameters used can cause alteration in
the oxidative equilibrium in those animals. The animals were submitted to a skin removal
surgery. The surgery consisted of removing 1cm? of skin located on the middle of the back of
each animal. The experiment were performed on 2 groups of animals: a control group and a
group treated with a pulsed magnetic field. After the experiment, histological parameters
(epidermal regeneration, dermal regeneration, fibroblast infiltration, inflammatory infiltrate
and angiogenesis), the wound contraction, tensile strength, myeloperoxidase activity was
analysed in the skin. Thus, biomarkers of oxidative stress (thiobarbituric reactive substances
(TBARYS), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST), and
content of non-protein thiol groups (NPSH) was analysed in the skin and liver. All those
analyses were made in different times (days 3, 7 and 14). This study demonstrated that
exposing wounds to pulsed magnetic field of specific configurations enhanced wound healing
in this animal model, as evidenced by significantly increased of the wound contraction,
improved the epidermal and dermal regeneration, increased infiltration of fibroblasts and
angiogenesis and increased wound tensile strength. It was also evidenced reduction in
inflammatory infiltration and myeloperoxidase activity. It was shown that the pulsed magnetic
field reduced the TBARS levels, and did not cause oxidative stress under these pulsed
magnetic field conditions. In conclusion, the proposed treatment assists the wound healing,
improves the condition of the scarred skin and does not promote oxidative damage.

Keywords: Pulsed magnetic field; wound healing; skin; antioxidants; oxidative stress.
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INTRODUCAO

A pele é responsavel pela protecao e revestimento externo do organismo. Dessa forma,
ela possui variadas funcbes, atuando na barreira contra agentes fisicos e quimicos, na
regulacdo térmica, contra invasdo de microrganismos estranhos, protecdo contra radiacdo
ultravioleta, e na regulacéo da pressdo sanguinea (JACOB; FRANCONE; LOSSOW, 1990).

O rompimento da continuidade normal da estrutura da pele caracteriza a lesdo
dérmica. Essa lesdo pode ocorrer por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, porém, todo
organismo conta com uma capacidade de auto-regeneracdo, atuando na cicatrizagdo desse
ferimento, fator imprescindivel para a sobrevivéncia (RUSHTON, 2007; BORGES, 2008). O
processo cicatricial envolve uma série de eventos que representam a tentativa de restabelecer
a estrutura anatémica e funcdo normal do tecido lesionado (OLSSON et al, 2008).

No processo de cicatrizacdo estdo envolvidas as fases de formacdo de coagulo e
inflamacéo, formagéo de tecido novo ou fase proliferativa e fase de remodelacéo tecidual. O
dano tecidual acarreta a formacdo do coagulo e o tampéo plaquetario, que inicialmente selam
a ferida, e em conjunto, as células inflamatdrias migram ao local da leséo e realizam a defesa
contra bactérias. A reepitelizacdo é dada a partir da proliferacdo de queratindcitos nas
extremidades da ferida juntamente com a migracdo, multiplicacdo e depoésito de fibroblastos
na matriz extracelular, constituindo a formacgdo de tecido novo. A reepitelizacdo tecidual €
concluida na fase de remodelacdo tecidual, onde o tecido de granulacdo € gradualmente
reduzido e a matriz extracelular é remodelada (SCHAFER; WERNER, 2008).

Em todas estas fases do processo de cicatrizacdo da pele, as espécies reativas de
oxigénio (ROS) podem estar envolvidas (WLASCHEK; SCHARFFETTER-KOCHANEK,
2005). Em baixas concentracdes as ROS e 0s seus subprodutos, tais como 0s metabolitos da
oxidacdo de proteinas e lipidios, estdo envolvidos nas vias de transducdo de sinal intracelular
e regulacdo de expressdo génica podendo determinar a resposta anti-inflamatoria, crescimento
celular, diferenciacdo, proliferagdo e resposta ao estresse (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999; HALLIWELL, 2001; NAKASHIMA et al, 2003; ). No entanto, quando ha um aumento
excessivo na formagdo da ROS, excedendo a capacidade das células de detoxificagdo,
favorecendo os processos prooxidantes, ocorre 0 que se denomina estresse oxidativo, sendo
este prejudicial, ocasionando danos em macromoléculas como proteinas, lipidios e DNA
(SIES , 1985). Além disso, o0 estresse oxidativo esta relacionado na patogénese de ferimentos
de dificil cicatrizacdo (SCHAFER; WERNER, 2008).



15

Para prevenir e impedir os efeitos deletérios das ROS, a pele assim como 0s outros
tecidos, desenvolveram um sistema de defesa como as enzimas antioxidantes superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST), e também, defesas
antioxidantes ndo enzimaticas como a glutationa (GSH), entre outros (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1999).

Devido a complexidade do processo cicatricial, métodos alternativos tém sido
investigados, para melhorar a efetividade de tratamentos. Entre estes, encontra-se a utilizacdo
de campos magnéticos, os quais possuem influéncia sobre varios aspectos da fisiologia. O
organismo € movido através de uma constante formacdo de energia biomagnética pelos
fatores bioquimicos, fluidos celulares, atividade fisica, mental e a prdpria atividade celular.
Assim, é compreensivel a aplicacdo de campos magnéticos no tratamento de enfermidades,
por ter como consequéncia, trocas com o potencial biomagnético do organismo. Com isso, sao
produzidos efeitos benéficos em processos fisiolégicos como o de cicatrizacdo de pele,
mediante controle do fluxo sanguineo, controle humoral e propriedades anti-inflamatdrias
(ALVARES; GARCIA; BLANCO, 2007).

Dessa forma, os campos magnéticos tém se mostrado como uma proposta potencial na
terapia de cicatrizacdo de feridas (PEREZ, 2002). Porém, sua atuacdo no balanco redox ainda
é controversa na literatura, havendo relatos de que os mesmos poderiam ocasionar danos
oxidativos (SHALABY; SHAWKI, 2006; HASHISH et al., 2008; EMRE et al., 2011).
Entretanto, ja foi abordado que baixos valores de campos magnéticos, com exposi¢do de 30
minutos, ndo causam esse prejuizo (GORAKA et al., 2010).

Tendo em vista 0 que foi exposto, o presente estudo teve como objetivo verificar a
efetividade do campo magnético pulsado (23 mT, frequéncia de 62Hz), 30 minutos por dia,
durante 14 dias, na cicatrizacdo de pele em ratos Wistar machos. Assim como, analisar se 0
campo magnético pulsado nos parametros determinados pode causar alteracdes no equilibrio

oxidativo.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo ela responsavel pela protecdo e
revestimento externo do organismo. Sua espessura varia de 0,5 a 4 mm, recobrindo uma
superficie superior a 20.000 cm? e pesando cerca de 3,6 kg (excluindo gordura) em um adulto
médio. A pele possui variadas fungdes, atuando na barreira contra agentes fisicos e quimicos,
na regulacdo térmica, contra invasao de microrganismos estranhos, protecdo contra radiacdo
ultravioleta, e na regulacdo da pressdo sanguinea (JACOB; FRANCONE; LOSSOW, 1990;).

Além disso, a pele é também um componente periférico do sistema imune, tendo a
capacidade de desencadear uma resposta imune priméria frente a um patégeno. Assim, a pele
apresenta-se como um 6rgdo complexo com diversos tipos celulares e estruturas, estando
divididos em trés camadas principais, que correspondem a epiderme mais externamente,
seguida da derme e mais profundamente a hipoderme, a qual é a camada de tecido adiposo
(SPELLBERG, 2000; DEBENEDICTIS et al., 2001; MAKRANTONAKI; ZOUBOULIS,
2007) (Figura 1).

Por ser a camada mais externa, a epiderme é a responsavel pela protecdo contra
traumas mecanicos, entrada de agentes estranhos que sejam patogénicos, e impedir a perda de
agua (DENNING, 2004; MAKRANTONAKI; ZOUBOULIS, 2007). Ela é caracterizada
como um epitélio estratificado pavimentoso que se constitui por cinco camadas: camada
basal, camada espinhosa, camada granulosa, camada Ilcida e camada cornea. As principais
células encontradas na epiderme sdo os queratindcitos, 0s quais surgem da camada basal e vado
migrando através das sucessivas camadas enquanto realizam sua diferenciacdo. Ao se
aproximarem da superficie, na camada cornea, 0s queratindcitos tém sua morfologia alterada,
ndo apresentando mais nicleo, assim morrem e descamam, sendo substituidos por novas
células que ja vinham migrando e se diferenciando, sendo esse um processo constante,
fazendo da epiderme uma estrutura dindmica (GNIADECKI, 1998; GARTNER; HIATT,
1999).

Além dos gueratindcitos, também sdo encontradas outras células como os melandcitos,

que sdo os responsaveis pela producdo do pigmento da pele, as células de Langerhans, as



17

quais sdo células apresentadoras de antigenos (DENNING, 2004) e préximo a essas alguns
linfécitos T, sendo esses, normalmente células de meméria (SPELLBERG, 2000).

A epiderme é avascular, dessa forma, encontra-se apoiada a derme através de uma
lamina basal, sendo entdo, a derme responsavel pelo aporte sanguineo da epiderme. Com isso,
dentre as fungdes da derme esta o suprimento de nutrientes necessarios para a epiderme, assim
como também, realizar a termo regulacdo. Além disso, as células presentes na derme possuem
um papel indispensdvel em processos inflamatdrios e cicatriciais (MAKRANTONAKI;
ZOUBOULIS, 2007).

A derme, por sua vez, é dividida em duas camadas. A primeira é a camada papilar,
superficial e frouxa, caracterizada por fibras colagenas e elasticas mais finas e
desorganizadas. Mais profundamente, encontra-se a camada reticular, mais densa e com fibras
elasticas mais espessas e entrelacadas com as fibras de colédgeno, que se apresentam grossas e
com boa organizacdo (GARTNER; HIATT, 1999; SORRELL; CAPLAN, 2004).

Na derme, as principais células sdo os fibroblastos, responsaveis por sintetizar
colageno, elastina, proteoglicanos, glicosaminoglicanos, fibronectina e outras proteinas que
compdem a matriz extracelular, sendo essas as responsaveis por conferir resisténcia e
elasticidade para a pele (GARTNER; HIATT, 1999; MAKRANTONAKI; ZOUBOULIS,
2007).

Além disso, entre os componentes celulares residentes na derme, encontram-se
também linfdcitos, células T de memdria em sua maioria, macr6fagos e mondcitos, sendo
essas células capazes de produzir sinais para o recrutamento de outras células inflamatorias,
como os neutréfilos, sempre quando em frente a um estimulo nocivo (SPELLBERG, 2000).

Por ser imprescindivel a integridade da pele para a manutencdo de suas funcgdes, em
condi¢Bes normais, ela possui um mecanismo de renovagdo celular constante, assegurando
sua integridade estrutural. Assim, em homeostase, sua renovagdo acontece naturalmente.
Ainda, o sistema imune de uma pele em condi¢Ges normais, age de modo a protegé-la contra
infeccbes e também, de possiveis descontroles em processos fisiologicos naturais, fazendo
também a prevencéo contra processos autoimunes. Além disso, a pele conta com uma grande
capacidade de auto-regeneracao ao sofrer algum ferimento (BENNETT et al., 2008).

Com isso, as células residentes da derme sdo especializadas em produzir substancias
desencadeadoras de uma resposta inflamatdria, as quais s@o acionadas quando necessario,
com a finalidade de restabelecer a fisiologia normal da pele frente a uma leséo tecidual
(DEBENEDICTIS et al., 2001). Apos ocorrer tal lesdo, inicia-se uma sequéncia de eventos

para o reparo tecidual, reestabelecendo assim, a estrutura e funcdo protetora da pele, sendo
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esse mecanismo denominado de processo cicatricial (FREINKEL; WOODLEY, 2001;
CALIXTO etal., 2004).

Terminagde: nemrozaz hvres Corpuzeule da Maizzner Esirato comeo
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Figura 1- Esquema de corte histoldgico da pele.
Fonte:Adaptado de COCHARD et al., 2003.

1.2 Processo de cicatrizacdo

O rompimento da continuidade normal da estrutura da pele caracteriza a leséo
dérmica. Essa lesdo pode ocorrer por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos, porém, todo

organismo, conta com uma capacidade de auto-regeneragdo, atuando na cicatrizacdo desse
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ferimento, fator imprescindivel para a sobrevivéncia. O processo de cicatrizacdo € bastante
complexo e dinamico, envolvendo fenémenos bioquimicos, os quais podem ser prolongados
ou impedidos por diversos fatores locais e sistémicos. Entre os fatores locais encontram-se
infecgBes, necrose, corpos estranhos e localizagdo do ferimento. Fatores genéticos, idade,
doencas como diabetes e uso de alguns medicamentos como corticoides caracterizam 0s
fatores sisttmicos (RUSHTON, 2007; BORGES, 2008).

Considerando o processo cicatricial como um todo, é imprescindivel ressaltar a
participagdo das ROS, principalmente na sinalizagdo celular. Além disso, as mesmas possuem
um importante papel em condicGes inflamatérias. O radical anion superéxido (O2™) tem sua
producdo aumentada, exercendo acdo antimicrobiana, facilitando assim, a morte de
microrganismos invasores. Entretanto, deve-se evitar o excesso dessas ROS, de forma que
podem ocasionar estresse oxidativo durante o processo de reparo e com isso danos celulares
(PARK; LIM, 2011).

O processo cicatricial envolve uma série de eventos que representam a tentativa de
restabelecer a estrutura anatdmica e a fungdo normal do tecido lesionado (OLSSON et al.,
2008). O processo de cicatrizacdo ocorre em 3 fases distintas, complexas e sobrepostas, que
sdo as fases de inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo tecidual (CANDIDO, 2001) (Figura
2).

1.2.1 Fase inflamatoria

A fase de inflamacéo é a primeira a ocorrer tendo duragdo média de trés dias. Apo6s o
dano tecidual, as respostas hemostaticas provocam a formacdo do coagulo e ativacdo das
plaquetas, formando uma matriz proviséria para a migracdo celular e selando a ferida. As
proprias plaquetas despertam a reacdo vasoconstritora, impedindo a perda de sangue
(SCHAFER; WERNER, 2008).

Assim, ocorre a coagulacdo do agregado plaquetario com fibrina que € depositada na
ferida apds a conversdo do fibrinogénio. As plaquetas também liberam vérios fatores
quimiotaxicos, incluindo o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de
crescimento transformante (TGF-B), que atraem leucocitos polimorfonucleares para a ferida,
sinalizando o inicio da inflamagéo e realizando a defesa contra microrganismos (ARWERT;
HOSTE; WATT, 2012; REINKE; SORG, 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arwert%20EN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22362215
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arwert%20EN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22362215
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A resposta celular é iniciada logo ap6s o ferimento, quando os leucdcitos
polimorfonucleares, entre eles os neutréfilos, comecam a invadir a periferia da injuria. Muitos
desses leucdcitos sofrem lise liberando seus granulos citoplasmaticos e assim, promovendo a
degradacdo enzimatica e preparacdo para a fagocitose feita por macréfagos. Ap6s 24 horas do
ferimento inicial, encontram-se presentes alguns mondcitos, mas com 48 horas pos-ferimento,
0 numero de macrofagos é muito mais consideravel, tornando-se a principal célula
inflamatdria. Juntos, os neutr6filos e macréfagos fazem o desbridamento da ferida, liberam
fatores de crescimento e iniciam a reorganizacdo da matriz extracelular (ROSS; ODLAND,
1968; LUNDBERG; GERDIN, 1984; BRASKEN, 1991; THORNTON; BARBUL, 1997).

Junto a fagocitose e a ativacdo de neutrdfilos é conduzida a liberacdo de espécies
reativas de oxigénio e proteases como potencial causa de lesdo. Os neutr6filos contém varias
enzimas hidroliticas e moléculas toxicas em seus granulos, podendo também gerar oxidantes
como o O™ e perdxido de hidrogénio (H202). Além disso, a mieloperoxidase, enzima presente
nos neutréfilos, pode gerar acido hipocloridrico, um agente de oxidacdo altamente reativo
(TOUMI; BEST, 2006).

Essa cascata de eventos fisiologicos € essencial para o processo de cicatrizagdo.
Porém, se nessa fase esses eventos ocorrem de forma exacerbada, ocasionardo efeitos
deletérios para o tecido. Dessa forma, um tempo menor e adequado de fase inflamatoria
implica em uma cicatrizagéo eficaz e com tempo reduzido (DE MACEDO; SANTOS, 2006;
TIAN et al., 2007).

1.2.2 Fase de proliferacéo

A segunda etapa do processo de cicatrizacdo é o periodo proliferativo, que ocorre
aproximadamente ap0s trés dias do ferimento inicial. Plaquetas e leucécitos juntos ativam
fibroblastos, estimulam a sintese de colageno, iniciam a angiogénese e ddo suporte ao
processo de reepitelizacdo (proliferacdo de queratindcitos) via fatores de crescimento e
citocinas (LUNDBERG; GERDIN, 1984; CAMPOS et al., 2007.).

A angiogénese, que é a producdo de vasos sanguineos no local da lesdo, se faz
indispensavel para manter um aporte de nutrientes e oxigénio para as células metabolicamente

ativas. Assim, a fase de proliferacdo culmina na formacéo do tecido de granulacdo, denso em
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fibroblastos, granulécitos e macrofagos, altamente vascularizado e com feixes de colageno
tipo I11 fracamente ligados (RUBIN, 2002).

Nessa fase, com o inicio da sintese de coldgeno e outras macromoléculas pelos
fibroblastos, comega a ser gradualmente aumentada a forga ténsil do ferimento, relacionada
com o acumulo desse colageno (ROSS; ODLAND, 1968; LUNDBERG; GERDIN, 1984;
BRASKEN, 1991; CAMPOS et al.,2007). Posteriormente, os fibroblastos se diferenciam em

miofibroblastos, promovendo também a contragdo da ferida (RUBIN, 2002).

1.2.3 Fase de remodelacéo tecidual

A terceira fase da cicatrizacdo é a de remodelamento. Com o decorrer do processo, a
vascularizacdo € reduzida, pois ocorre a diminuicdo capilar, muitos dos novos vasos Sao
absorvidos, cessando também a formacdo destes (KITCHEN, 1998). Além disso, a deposi¢édo
de colégeno é acentuada, evidenciando também o desaparecimento da maioria das células do
tecido de granulacdo (apoptose de fibroblastos e células endoteliais), originando assim, a
cicatriz. Essa fase é caracterizada pela retracdo na cicatriz e substituicdo do colageno tipo Ill
gerado na fase proliferativa pelo colageno tipo I, mais resistente (SCHAFER; WERNER,
2008; ARWERT; HOSTE; WATT, 2012; REINKE; SORG, 2012).

A resolucdo total de um ferimento é considerada apds concluida a maturacdo e
remodelagem da matriz extracelular, sendo que esse processo ocorre lentamente, podendo
levar meses ou por vezes anos. Embora a taxa de sintese de colageno desacelere apds cerca de
trés semanas, a reticulagdo e reorganizacdo do coldgeno ocorrem por meses ap6s a injuria na
fase de remodelacdo do reparo e mesmo com isso, uma cicatriz madura possui apenas 70% da
resisténcia de uma pele integra (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
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Figura 2- Representacdo esquematica das fases da cicatrizacdo de feridas cutaneas.
Fonte: Adaptado de BEANES et al., 2003.

Nota: (a) Logo apds a injuria, vasos sanguineos danificados extravasam elementos sanguineos e aminas
vasoativas para dentro da derme. A permeabilidade vascular é temporariamente aumentada a fim de permitir que
neutrofilos polimorfonucleares, plaquetas e proteinas plasmaticas infiltrem a ferida. A seguir ocorre
vasoconstricdo em resposta aos fatores liberados por estas células.

(b) Ocorre a coagulacdo do agregado plaquetario com fibrina, a qual é depositada na ferida ap6s a conversdo do
fibrinogénio.

(c) As plaquetas liberam vérios fatores, incluindo o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator
de crescimento transformante (TGF-B), que atraem neutréfilos para a ferida, sinalizando o inicio da inflamagéo.
(d) Apds 48 horas, macréfagos substituem os neutréfilos tornando-se a principal célula inflamatéria. Juntos,
neutrdfilos e macrofagos fazem o desbridamento da ferida, liberam fatores de crescimento e iniciam a
reorganizacdo da matriz extracelular.

(e) A fase de proliferacéo inicia por volta de 72 horas com os fibroblastos, os quais sdo recrutados para a ferida
por fatores de crescimento liberados pelas células inflamatérias, iniciando a sintese de colageno.

(f) A taxa de sintese de colageno desacelera ap0s cerca de trés semanas, entretanto a reticulagdo e reorganizacao

do colageno ocorrem por meses apo6s a injuria na fase de remodelagéo do reparo.

1.3 O balango oxidativo
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1.3.1 Espécies reativas de oxigénio

O oxigénio molecular (O.) é relativamente n&o reativo e ndo toxico, devido a estrutura
estavel dos elétrons na sua camada externa. Entretanto, alteracGes na distribuicdo dos seus
elétrons podem provocar a sua ativagdo e influenciar os sistemas biologicos causando
toxicidade. A partir de reducdes parciais do oxigénio singlete (*O2) ou de uma sucessiva
adicdo de elétrons ao oxigénio molecular, formam-se intermediarios reativos de oxigénio
(Figura 3), tais como 0 02", H20», radical hidroxil (OH"). (PAVANATO; LLESUY, 2008).

Esses intermediarios reativos sdo conhecidos como ROS, os quais sdo oriundos do
metabolismo celular normal, principalmente mitocondrial, sendo encontrados em todos 0s
sistemas biologicos. Essas moléculas sdo consideradas ativas, pois ndo necessitam da entrada

de energia para reagir com outras moléculas (CHANCE et al., 1979).

Figura 3- Formacdo das ROS a partir da reducdo parcial do oxigénio.
Fonte: PAVANATO; LLESUY (2008).

Algumas dessas espécies sdo radicas livres (RL) (CHANCE et al., 1979;
PAVANATO; LLESUY, 2008). Segundo Halliwell e Gutteridge (2007), RL é qualquer
espécie quimica capaz de existir de forma independente e que apresentem um ou mais
elétrons desemparelhados em seu orbital mais externo. Os RL sdo formados pela perda ou
ganho de um elétron de um néo radical, por meio de reacGes redox ou de 0xido-reducdo.

O 'O ¢é a forma excitada de Oz e ndo possui elétrons desemparelhados em sua ultima
camada. Seus alvos preferenciais em rea¢Ges quimicas séo as duplas ligacdes como em acidos

graxos poli-insaturados ou guanina em bases de DNA (DIPLOCK et al., 1998).
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O O™ é formado a partir do O. mais a adigdo de um elétron. Essa formagdo ocorre
continuamente, através de diversos processos celulares, incluindo os sistemas microssomal e
mitocondrial de transporte de elétrons. Outras fontes tambem sdo a xantina
desidrogenase/oxidase e outras oxidases celulares. As células mieldides contém um complexo
de transferéncia de elétrons associado a membrana plasmatica, a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, que reduz o oxigénio com a NADPH produzindo o
O2". Esse radical é considerado pouco reativo, pois ndo se difunde por distancias
consideraveis a partir do seu sitio de formacao, porém, pode se combinar com outras espéecies
como o oxido nitrico, formando uma espécie mais reativa (FANG et al., 2002).

O H0; é gerado pelas mesmas fontes que produzem o O™, pois tanto a destruicao
enziméatica como a ndo enzimatica deste produzem o H2O. Ele é uma espécie reativa ndo-
radicalar citotoxica. As enzimas peroxissomais juntamente com o metabolismo de &cidos
graxos e as enzimas citoplasmaticas responsaveis pela oxidacdo de metabdlitos celulares,
também sdo responsaveis pela sua formacdo. O H>O, é considerado pouco reativo, pois ndo
ataca diretamente os componentes celulares, entretanto, pode atravessar facilmente as
membranas bioldgicas e se difundir por maiores distancias (THOMAS, 2003). A partir desse
radical pode também ser gerado o OH" através da reacdo do H.O2 com ions de ferro ou cobre
(reacdo de Fenton) ou atraves da reacdo do H202 com o O2'- (reacdo de Haber-Weiss)
catalisada por ions metélicos (FRIDOVICH, 1974; YU, 1994). Além disso, o H>O2 em baixas
concentragdes durante o processo de cicatrizacdo atua como um sinalizador celular,
estimulando a angiogénese (ROY et al., 2006).

O OH' é considerado a espécie mais reativa, devido ao fato de ser capaz de reagir com
todas as biomoléculas, produzindo derivados que ndo podem ser regenerados pelo
metabolismo celular. A vida média deste é muito curta, reagindo no seu préprio sitio de
formacdo (DIPLOCK et al., 1998; THOMAS, 2003).

Em todas as fases do processo de cicatrizacdo da pele, as ROS podem estar envolvidas
(WLASCHEK; SCHARFFETTER-KOCHANEK, 2005). Em baixas concentragdes as ROS e
0S seus subprodutos, tais como os metabolitos da oxidacdo de proteinas e lipidios, estdo
envolvidos nas vias de transducdo de sinal intracelular e regulacdo de expressdo génica,
podendo determinar a resposta anti-inflamatoria, crescimento celular, diferenciacéo,
proliferacdo e a resposta ao estresse (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; HALLIWELL,
2001; NAKASHIMA et al, 2003).

Dessa forma, as ROS séo responsaveis por regular o processo de cicatrizagdo
(WLASCHEK; SCHARFFETTER-KOCHANEK, 2005; SCHAFER; WERNER, 2008; SEN;
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ROY, 2008). Além disso, essas espécies sdo indispensaveis na defesa contra microrganismos
invasores (CLARK, 1996; D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007).

Entretanto, segundo Sies (1991) altas concentracdes de ROS devem ser evitadas pelo
organismo, visto que a reatividade destes radicais traz consequéncias celulares deletérias.
Podem provocar a oxidacdo de biomoléculas o rompimento da homeostase celular. Assim
como, podem gerar retardos na cicatrizagdo de ferimentos (SCHAFER; WERNER, 2008).

1.3.2 Estresse oxidativo

Como visto, as ROS sdo produzidas em muitos processos fisioldgicos e exercem
funcGes importantes no organismo, como na participacdo da fagocitose, processos de
sinalizacdo celular, e estdo envolvidas na sintese e regulacdo de alguma proteinas em
condigdes fisioldgicas. Entretanto, um aumento destas excedendo a capacidade de defesa
antioxidante, vem a ocasionar danos celulares (BONDY; LE BEL, 1993).

Dessa forma, as ROS sdo necessarias para a homeostase do tecido, entretanto, ao
ocorrer um aumento de sua producdo durante uma lesdo, se constitui em um fator propagador
da resposta inflamatdria sistémica, levando a piora progressiva do estado metabolico
(BARBOSA et al., 2007).

Quando ocorre um aumento abrupto das ROS que excede a capacidade de defesa do
organismo, tem-se um quadro conhecido como estresse oxidativo (SIES, 1991). Isso se da
como resultado de um aumento na geracao das ROS, através da acumulacdo de intermediarios
reativos, ou por um prejuizo do sistema de defesa antioxidante (inibicdo de enzimas
antioxidantes, deplecdo de antioxidantes ndo enzimaticos), ou ainda por incapacidade para
reparar o0 dano oxidativo. Este estado é desencadeado por uma série de condicdes, sejam elas
ambientais ou patoldgicas (ALY et al., 2010).

O estresse oxidativo leva a varios prejuizos, entre eles a oxidacdo de biomoléculas
como lipideos e proteinas, podendo resultar em alteracdes na estrutura, permeabilidade e
funcdo secretora da membrana, gerando danos também ao DNA, mutagdes, perda funcional e
morte celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Além disso, 0 estresse oxidativo esta
relacionado na patogénese de ferimentos de dificil cicatrizacdo (SCHAFER; WERNER,

2008). O dano originado pelo estresse oxidativo pode ser avaliado a partir da atividade das
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enzimas antioxidantes e dos produtos da oxidacdo dos acidos graxos insaturados.
(GUTTERRIDGE; HALLIWELL, 1990; HALLIWELL; CHIRICO,1993).

A oxidacdo dos lipideos, ocorre atraves da interagdo entre ROS e lipideos por reacdes
em cadeia com trés etapas: iniciagdo, propagacdo e terminacdo. A lipoperoxidacdo (LPO) a
nivel celular e de membrana, desencadeia reacdes que podem culminar na morte celular. Entre
0s produtos citotoxicos finais da LPO esta o malondialdeido (MDA). Dessa forma, um
aumento nos niveis de MDA indica danos oxidativos (GUTTERRIDGE; HALLIWELL,
1990; SCHAICH, 1992; COMPORTI, 1993; HALLIWELL; CHIRICO, 1993). Assim, essas
etapas podem ser verificadas através da medida dos hidroperdxidos lipidicos (LOOH) (etapa
de propagacdo) e das substancias que reagem ao acido tiobarbitdrico (TBARS) (etapa de
terminacdo) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Durante o estresse oxidativo, além da LPO, podem ocorrer também danos as proteinas
que apresentam muitos sitios reativos que podem ser danificados. As ROS atuam sobre
grupos amino das proteinas, alterando sua estrutura e fungédo, formando grupos carbonil, os
quais se correlacionam diretamente com danos causados as proteinas. Este processo é
irreversivel e causa, além de alteragdes conformacionais, a diminuicdo da atividade catalitica
de enzimas e, finalmente, resulta em degradacdo de proteinas por proteases, devido a maior
suscetibilidade. As ROS também podem induzir mitose e ocasionar perda da integridade do
DNA (HALLIWELL, 1996).

1.3.3 Sistema de defesa antioxidante

A fim de atenuar as consequéncias da toxicidade causada pelo Oz, 0s organismos
aerobicos desenvolveram o sistema de defesa antioxidante. Os antioxidantes sdo substancias
que, presentes em pequenas concentracbes em comparacdo ao substrato passivel de oxidar,
retardam ou inibem a oxidagdo do mesmo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Os antioxidantes podem atuar removendo o O presente no meio, impedindo a
formagéo das ROS, quelando metais que catalisam a formacéo de ROS, induzindo a produgéo
de antioxidantes enddgenos e ainda, reparando os danos em biomoléculas danificadas como
no DNA e na reconstituicdo de membranas celulares (BIANCHI; ANTUNES, 1999). O

sistema de defesa antioxidante € composto por antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos,
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que atuam conjuntamente na protecdo celular mantendo a concentracdo das ROS dentro dos
limites fisiologicos (NIJVELDT et al., 2001).

A protecdo priméria e intrinseca do organismo corresponde 0 mecanismo antioxidante
enzimatico, que evita o acimulo do O2'- e do H202, atenuando assim a formacéo das demais
ROS. Esse sistema conta com enzimas como a SOD, CAT, glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR), GST, entre outras (RIBEIRO et al., 2005) (Figura 4).

O,

NAD(P)H Xanthine oxidase
NADPH oxidase

NAD(P)* Mitochondrial Electron Transport Chain

O,

H* Superoxide dismutase

H,0,

Catalase Glutathione peroxidase

H,0 N\ HO

2GSH GSSG

N/

Glutathione reductase

Figura 3- Remocao das ROS pelas enzimas antioxidantes.

Fonte: Adaptado de AITKEN; ROMAN, 2008.

A SOD, importante defesa antioxidante, estad presente tanto no citosol (CuZn-SOD)
quanto no interior da mitocéndria (Mn-SOD) e é responsavel pela dismutacdo do O2* em
H20>. O qual é convertido a O2 e H>O pela a¢do da enzima CAT. Dessa forma, os riscos para
formacdo do OH"sdo diminuidos, fato de extrema importéncia, visto que 0 OH" é um dos mais
potentes oxidantes em sistemas biologicos, uma vez que pode atravessar membranas celulares
e reagir com biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA.A CAT é encontrada
principalmente nos peroxissomos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A GPx, por sua vez, além de remover o H20., também catalisa a conversdo dos

perdxidos inorganicos e organicos (que séo efetivos formadores de ROS, com a oxidagéo de
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um doador de hidrogénio) a produtos menos reativos. Emprega a glutationa reduzida (GSH)
como substrato, formando a glutationa oxidada (GSSG) e impedindo assim, a formacéo de
OH' e o consequente dano celular. A GSSG, por sua vez, é reciclada a moléculas de GSH pela
acdo da enzima GR, utilizando a NADPH como doador de elétron (SIES, 1997). Por fim, a
GST, constitui uma familia de enzimas de detoxificacdo de fase Il, que catalisa reacfes de
conjugacédo entre GSH e moléculas oxidadas. Atua na remocdo dos xenobidticos e produtos
de LPO, transformando o composto toxico em uma forma facilmente excretavel (HABIG et
al., 1974).

O sistema de defesa ndo enzimatico corresponde a moléculas enddgenas ou exdgenas,
sintéticas ou naturais que protegem o substrato de ser oxidado. Esse sistema atua suprimindo
a geracao de RL, por quelacdo de metais ou inibicdo de enzimas que os geram, além disso,
atua também eliminando ou desativando os radicais (RIBEIRO et al., 2005).

Entre os antioxidantes exdgenos estdo o a-tocoferol, carotenoides, &cido ascoérbico,
flavonoides, entre diversos outros. O principal antioxidante ndo enzimatico enddgeno é a
glutationa. A GSH é um importante regulador da homeostase redox intracelular, atuando na
eliminacdo de ROS e também, na manutencdo de enzimas antioxidantes (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007). Esta é rapidamente oxidada em condi¢cGes nas quais ocorre um
aumento na producdo de ROS. Assim, sua capacidade antioxidante € devida ao grupo
sulfidrila do aminoéacido cisteina, o qual se oxida facilmente, atuando como um redutor
celular (OHARA, 2006).

1.4 Campos magnéticos na cicatrizacdo e no balan¢o oxidativo

O organismo é movido através de uma constante formacdo de energia biomagnética
pelos fatores bioquimicos, fluidos celulares, atividade fisica, mental e a prépria atividade
celular. Os campos magnéticos promovem trocas com o potencial biomagnético do
organismo, devido a isso, sdo benéficos em tratamentos de enfermidades. Ainda, 0s campos
magnéticos auxiliam processos fisiologicos como o de reparacdo tissular, mediante controle
do fluxo sanguineo, controle humoral e propriedades anti-inflamatérias (ALVARES;
GARCIA; BLANCO, 2007).

Em relacéo as propriedades cicatrizantes do campo magnetico, ja foi evidenciado que
que através da exposi¢do a um campo magnético pulsado de 0,1 mT, por 30 minutos diarios, €
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possivel auxiliar o processo de cicatrizagdo em ratos. O estudo citado analisa os resultados no
21° dia e 60° dia, e demonstra a melhora da forca de tracdo do tecido cicatricial, demonstrando
que foi possivel aumentar a resisténcia do tecido lesionado ja em fases iniciais do pds-
operatorio, visto no 21°dia. Sendo este um fator de alta relevancia clinica, devido a frequente
necessidade da mobilizacdo precoce de pacientes no leito de hospitais (STRAUCH et al.,
2007).

O favorecimento ao reparo tecidual induzido por campos magnéticos pode ser
fundamentado por estudos que demostraram menores quantidades de citocinas inflamatorias a
partir da exposicdo ao campo, demonstrando um efeito anti-inflamatério do mesmo
(WERNER; GROSE 2003). Também foi demostrado que a energia eletromagnética promove
aumento do fluxo sanguineo e a ativacdo de monofosfato de guanosina ciclico, resultando na
liberacéo de fatores de crescimento, entre estes, o fator de crescimento de fibroblasto-2 (FGF-
2), assim, estimulando a angiogénese. Em decorréncia, esse conjunto de fatores, aceleram a
cicatrizacao do tecido (CALLAGAN et al., 2008; CARRUTHERS; CARRUTHERS, 2012).

Demais estudos também comprovam a atuacdo de campos magnéticos na cicatrizagao.
Foi demonstrado que a exposicao de ratos em pds-cirdrgico, a um campo magnético de 160
mT, continuamente durante 15 dias, acelerou o fechamento da ferida além de ter uma atuacéo
benéfica nos parametros histolégicos, com maior infiltracdo de fibroblastos na fase
proliferativa entre estes, melhorando assim a cicatrizacdo (BERTOLINO et al., 2006). Ainda,
outro estudo demonstra que com uma exposicdo de 30 minutos por dia, a um campo
eletromagnético alternado de 30Hz e 800 mT, também foi capaz de melhorar o fechamento da
ferida nos ratos expostos (MATIC et al., 2009).

Pesquisas também investigaram os efeitos da exposicdo de queratindcitos humanos
(HaCaT) a um campo magnético sinusoidal de 2 mT (50 Hz) por 96h. Foi constatado que
exposicao de tecidos lesados a essas condi¢cdes de campo, geram um aumento na proliferacdo
celular, e também a modificagbes estruturais de queratindcitos, células do tecido epitelial,
assim, beneficiando a regeneracéo da epiderme (MANNI et al., 2002).

Segundo Yamaguchi et al. (2006) a exposicdo a esses campos tem sua importancia no
que diz respeito a pele, ndo sO a cicatrizacdo, mas também, no tratamento de melanoma,
demonstrando a partir de estudo com camundongos que uma exposi¢cdo a campo magnético de
250 mT levou a uma reducdo de 54% no tamanho do tumor.

Quanto a atuacdo dos campos magnéticos no perfil oxidativo, a literatura é bem
controversa. Diversos estudos demonstraram que exposicdo a campos magneticos geram
estresse oxidativo (SHALABY; SHAWKI, 2006; HASHISH et al., 2008; EMRE et al., 2011).
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Entretanto, foi evidenciado que a exposicdo de ratos a um campo eletromagnético pulsado de
2 mT ndo ocasionou danos oxidativos. Esses animais foram expostos ao campo
eletromagnético 8h por dia, durante 90 dias. Analises sanguineas foram realizadas nos tempos
de 45, 60 e 90 dias. Os biomarcadores oxidativos (TBARS, SOD, GPx, CAT e glicose-6-
fosfato desidrogenase) ndo demonstraram diferenca entre 0s grupos , permanecendo com 0s
parametros normais e sem danos (ERASLAN et al., 2007).

E visto que a exposicdo a campos magnéticos de baixa frequéncia atua sobre o
metabolismo celular, e pode estar relacionada a ativacéao e inibicdo de determinadas enzimas.
A exposicdo ao campo magnético de 10 mT e frequéncia de 40 Hz, por 14 dias, 30 minutos
por dia, durante o processo de cicatrizacdo, diminuiu os niveis de TBARS e aumentou a
atividade da GPx no figado de ratos apds 14 dias de tratamento. Este estudo também revelou
um aumento da atividade da GST no dia 6, demonstrando que o campo magnético promoveu
ativacdo do sistema antioxidante enzimatico e reducédo da LPO (GLINKA et al., 2013).

Em concordancia, um estudo semelhante demonstrou que campo magnético de baixa
frequéncia de 50 HZ e diferentes intensidades (1, 2 e 3 mT 4-8h) levou a um aumento nos
niveis de GSH no coracdo e uma diminuicdo na atividade da mieloperoxidase. Entretanto, na
pesquisa anteriormente citada, é demonstrado, que diferentes intensidades de campo, e o
tempo de exposicdo, podem modificar o balaco redox também de forma negativa. Os niveis
de MDA, assim como, as a¢Bes enzimaticas, apresentaram-se elevados ou diminuidos,
dependendo dos fatores de exposi¢do (CANSEVEM; COSKUN; SEYHAN, 2008).

Dessa forma, o tempo de exposi¢do ao campo magnético é determinante na atuacdo da
homeostase redox. A exposi¢do a um campo magnético de 40 Hz, 7 mT, 30 min por dia,
durante 14 dias, demonstrou ndo afetar o balanco oxidativo. Os niveis de TBARS, GSH,
H->0>, o total de grupos sulfidrila livres no coracdo, e também, a capacidade antioxidante total
do plasma, se mostraram inalterados em relacdo ao controle. Porém, a exposicdo a0 mesmo
campo durante 60min, provocou um aumento significativo nos niveis de TBARS e na
concentragdo de H>O, assim como, diminuiu a concentragdo de GSH, nos grupos sulfidrila
livres e na capacidade antioxidante no plasma, culminando no estresse oxidativo (GORAKA;
CIEJKA; PIECHOTA, 2010).

Visto que em todas as fases do processo de cicatrizagdo as ROS estdo envolvidas
(WLASCHEK; SCHARFFETTER-KOCHANEK, 2005), e também que, quando em quadro
de estresse oxidativo, estas estdo relacionadas a patogénese de ferimentos de dificil
cicatrizagdo (SCHAFER; WERNER, 2008), além de diversos outros prejuizos a

macromoléculas (SIES, 1991), é imprescindivel a determinacdo de um tratamento eficiente
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com campos magnéticos, que seja capaz de auxiliar na cicatrizacdo da pele e em conjunto ndo

ocasionar danos oxidativos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do campo magnético pulsado de 23 mT e frequéncia de 62Hz na

cicatrizacdo de pele e no balanco oxidativo em ratos Wistar.

2.2 Objetivos especificos

« Avaliar os pardmetros histologicos perante a cicatrizacdo de pele (regeneracdo dérmica,

regeneracdo epidérmica, infiltracdo de fibroblastos, infiltrado inflamatorio e angiogénese).

Avaliar o indice de fechamento da ferida;

« Auvaliar a resisténcia a tracdo do tecido cicatrizado;

Avaliar a atividade da enzima mieloperoxidase na pele;

« Determinar os niveis de LPO através da medida das substancias que reagem ao &cido

tiobarbitarico (TBARS) na pele e no figado;

 Analisar as atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST na pele e no figado;

« Auvaliar o contetudo dos grupos tidis ndo proteicos (medida indireta de GSH) na pele e no

figado.
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3 MANUSCRITO

O manuscrito estd disposto conforme as especificacdes requisitadas pela revista
PLASTIC AND RECONSTRUCTIVE SURGERY, ao qual foi submetido para publicacéo.
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ABSTRACT

Background: The surgical postoperative period requires rapid, effective and good-quality
wound repair. An alternative to aid wound repair, as well as to improve the appearance of the
scarred region, is the use of pulsed magnetic fields. During the treatment for healing, the
pulsed magnetic fields can alter the redox homeostasis of the tissue, and these effects depend
on the intensity, frequency, and duration of exposure. This study aimed to assess the
effectiveness of pulsed magnetic fields in specific configurations on skin healing in male

Wistar rats, as well as their effect on the oxidative profile.

Methods: Tissue-removal surgery (1 cm?) was performed on the back of all animals, which
were separated into two groups: control (no exposure) and the group treated with exposure to
the pulsed magnetic field (23 mT, 62 Hz), 30 minutes per day for 14 days. After 3, 7, and 14
experimental days, several analyses were performed: histology, wound contraction, tensile
testing, myeloperoxidase activity in the skin, and biomarkers of oxidative stress in the skin
and liver.

Results: The treatment with the pulsed magnetic field has increased the rate of wound
contraction, epidermal and dermal regeneration and the tensile strength of the scar. It was also
observed reduction in the inflammatory infiltration, as well as myeloperoxidase activity. In
addition, the pulsed magnetic field did not promote oxidative stress under these conditions.
Conclusions: The proposed treatment helps the healing of the skin, improves the condition of

the scar tissue and does not promote oxidative damage.

Keywords: Pulsed magnetic field; wound healing; skin; antioxidants; oxidative stress.
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INTRODUCTION

The healing of skin and the quality of the scar tissue is necessary for effective
postoperative process. Healing involves three phases: clot formation and inflammation,
proliferation and tissue remodeling®. In all these stages, reactive oxygen species (ROS) may
be involved?.

Pulsed magnetic fields have been proposed to aid in the healing process and to
improve the final appearance of the scar tissue. This is promoted by control of blood flow,
humoral control and anti-inflammatory properties®.

The effects produced by magnetic fields are dependent on the intensity, frequency, and
duration of exposure. These parameters are also critical for changes in the oxidative balance,
which can be produced by the field. According to these parameters, the magnetic fields can
cause oxidative stress or not*. When oxidative stress is triggered, it is related to pathogenesis
of poorly healing wounds?®, so it is essential to determine which magnetic fields are capable of
aiding the healing of skin without causing oxidative damage to tissue.

The present study aimed to evaluate the healing potential of a pulsed magnetic field

(23 mT, 62 Hz) and its effects on redox balance.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Wistar rats, aged 90 days, were obtained from the Central Animal Laboratory of
the Federal University of Santa Maria, and were kept in the vivarium of the Department of
Physiology in climatic and ventilated shelves, with a controlled temperature (23°C + 1°C) and
a 12-hour light/dark cycle. The diet was supplied ad libitum. The experimental protocol was
approved by the Ethics Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Maria,
registration n® 119/2013.

Pulsed Magnetic field

The pulsed magnetic field was generated by an electromagnet powered by a source of

pulsating voltage and was controlled by a microprocessor, generating electrical pulses at
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constant intervals of 1.5 s and a rectified sine wave. The wave frequency was 62 Hz and the
pulsed magnetic field value was 23 mT. Figure 1 shows a schematic diagram of the system.

The relationship between the voltage on the electromagnet coils and the pulsed
magnetic field strength was calibrated by a probe Hall (Globalmag/TMAG-01T) and a digital
multimeter (Eico/18d7).

The homogeneity of the pulsed magnetic field in the region between the poles of the
electromagnet was verified by measurements with the Hall probe, and it is represented in
Figure 2. Inside the region limited by the yellow line, it is clear that in a volume of 12 (poles
separation) x 7.5 x 10.0 cm? the magnetic field homogeneity is better than 10%.

In order to exposure to the pulsed magnetic field, the animals were restrained for a
period of 30 min in containment tubes (PVC, 5cm diameter) with perforated covers for
ventilation. During the exposure, the voltage in the electromagnet coils was continuously

monitored using a digital multimeter (Eico/18d7).

Experimental design

The pulsed magnetic field was determined by the literature®”#°, and used a field
density of 23 mT and a frequency of 62 Hz, with a 30 min exposure daily for 14 days.

At the beginning of the experimental phase, each animal was anesthetized with
ketamine hydrochloride (75 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) intraperitoneally®®, and
immobilized on a surgical table. The surgery consisted of a circular wound (1 cm?) on the
middle of the back of each animal, which was made using forceps and scissors®?.

After surgery the animals were divided into two groups (n = 24): Group 1: control —
animals without treatment during the postoperative period; Group 2: treated with pulsed
magnetic field (PMF) — animals postoperatively treated with a pulsed magnetic field (23 mT,
62 Hz). On days 3, 7, and 14 after surgery, eight animals of each experimental group were
anesthetized as described above and euthanized by exsanguination for collecting of samples
and conducting the analyses.

Histological analysis
After euthanasia, the skin samples were removed, fixed in 10% buffered formalin, and

embedded in histological paraffin for light microscopic examination. Sections (6-um thick)

were stained using the Masson—Goldner trichrome method*?. Blinded histological scoring was
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performed by two trained histologists according to the presence of the following parameters:
epidermal regeneration (0, thickness of cut edges; 1, migration of keratinocytes; 2, bridging of
the incision; 3, keratinization); dermal regeneration, inflammatory infiltration, infiltration of
fibroblasts, angiogenesis (0, absent; 1, rare; 2, mild; 3, moderate; 4, marked; 5, very

marked)31415,

Wound contraction

Photographic records were performed to measure the rate of wound contraction,
obtained from the percentage of wound regression. These records were performed shortly
after the surgical procedure and at the time of euthanasia (3, 7 and 14 days). Macroscopic

analysis was performed by software ImageJ version 1.

Tensile strength of skin

The skin samples were placed in position on the universal machine test (AME-5KN)
to measure the tensile strength, which was controlled by Dynaview Standard/F Pro software.
The test speed was 4 mm/min until a complete break occurred in the skin. The data were

expressed as kilogram-force (kgf).

Leukocyte infiltration marker (myeloperoxidase)

To estimate the inflammatory cell infiltration in the skin after injury, skin samples
were collected to evaluate the activities of myeloperoxidase (MPO) enzyme, which is a

marker of neutrophils'®’.

Biomarkers of oxidative stress

The oxidative stress biomarkers were analyzed in the skin and liver. The protein
content was measured®. The lipoperoxidation (LPO) levels were estimated using the
thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) technique®®.

Total superoxide dismutase (SOD) activity was based on the inhibition rate of

autocatalytic adenochrome generation at 480 nm?°. Catalase (CAT) activity was evaluated by
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following the decrease in the 240-nm absorption of hydrogen peroxide?'. Glutathione S-
transferase (GST) activity was measured by the rate of dinitrophenyl-S-glutathione formation
at 340 nm?%,

Non-protein thiols (NPSH) content, an indirect measure of glutathione (GSH) were
evaluated at 412 nm after reacting with 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid). Proteins were

eliminated through the addition of 0.5 M perchloric acid?.

Statistical analysis

For quantitative analysis, the homogeneity of variances between the different
concentrations tested was verified by the Levene test, followed by two-way ANOVA and the
Tukey test. For the skin tensile test, after the Levene test, one-way ANOVA was used
followed by the Tukey test. For qualitative analysis, a non-parametric Scheirer—Ray—Hare
extension of the Kruskal-Wallis test was used, followed by the Nemenyi test. The analyses
were performed using Statistica software (version 7.0) and differences were considered
significant at P <0.05.

RESULTS

Histological analysis

The photomicrograph of the skin in their respective groups and specific times was
represented in the Figure 3. The infiltration of fibroblasts increased in the PMF group on day
7 and decreased at day 14 compared to the control. Moreover, in both groups, there was an
increase on day 7 compared to the 3™ and 14" days (Table 1).

The group treated with pulsed magnetic field has shown greater epithelial regeneration
on 3 and 7" days compared to the control group. Over time the expected development of
epithelial regeneration was observed: epithelial regeneration was higher on 14" day than on
3 and 7" days, similarly this parameter was higher on the 7" day than that on the 3 day
(Table 1).

The dermal regeneration in the 7" day was increased in the PMF group compared to
the control group. Over time, both groups on the 14" day has shown an increased dermal
regeneration compared to the 3 and 7" days, as well as the 7" day increased dermal

regeneration compared to the 3™ day (Table 1).
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The inflammatory infiltrate decreased on the 3" day in the PMF group compared to
the control. Changes were also noticed over time in both, PMF and control groups, with
gradual decrease in inflammation from the 3" to the 14" day. In the PMF group the
inflammatory infiltrate was rise on the 3 day than on the 7 day. In the control group the

inflammatory infiltrate decreased on the 3™ day than on the 7" day (Table 1).

The angiogenesis in the PMF group increased on the 7" day compared to the control
group. There were also changes over time in both groups, with the 71" day values being greater
than those of the 3™ and 14" days. In the same way, there was an increase in this parameter in
the 3" day compared to the 14" day (Table 1).

Wound contraction

An increase in the wound contraction of the PMF group compared to the control group
was observed on the 7t" day (Figure 4). Furthermore, the progression of the wound contraction
over time in all groups is shown. As physiologically expected, the control and treated groups
at day 3" showed lower wound contraction than in the 7" and 14" day, and on day 7" were
lower than the 14'" day after the injury. On day 14" all animals were with the healing process

completed.

Tensile strength of skin

The tensile strength of the skin was examined on the 14" day when healing was
already effective in all groups. The PMF group has demonstrated an increasing in tensile

strength of the healed skin compared with the control group (Figure 5).

Leukocyte infiltration marker (myeloperoxidase)

In the initial phase of the healing process (3™ day), the PMF group showed a reduction
in myeloperoxidase activity compared with the control group (Figure 6). Moreover, a
reduction in myeloperoxidase activity over time was observed. The myeloperoxidase activity
was higher in the control group on day 3 compared to the days 7 and 14, and on the 7™ day,
the activity of this enzyme was higher than the control group on the 14" day. PMF group on

day 14 showed a reduction in myeloperoxidase activity compared to the 7th day.
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Biomarkers of oxidative stress on the skin

The PMF group on the 7" day showed a reduction in the levels of TBARS compared
with the control group on the 7% day. The SOD activity of the control group on the 14" day
was reduced compared with the control group on the 7" day, this reduction was not observed
in the PMF group (Table 2).

Biomarkers of oxidative stress in the liver

The protein content did not differ between experimental groups. The SOD activity
demonstrated a variation over time. Both the control and the PMF group had a higher activity
of SOD on day 7 compared to day 3 in their respective groups. The NPSH content of the PMF
group on days 7 and 14 was higher than that on the 3" day from the same group (Table 3).

DISCUSSION

The human body is moved through constant genaration of biomagnetic energy, either
by biochemical factors, cellular fluids, physical, mental, and cellular activity. As a result, the
application of magnetic fields to treat diseases is understandable since this causes biomagnetic
exchanges in the human body, and may act on wound healing by control of blood flow,
humoral control and anti-inflammatory properties®.

The beneficial role of magnetic fields has been reported previously using histological
parameters, with greater infiltration of fibroblasts in the proliferative phase, thus improving
the healing'’. In the present study, we showed that treatment with the PMF for 7 days
increased infiltration of fibroblasts, which benefited the healing process. With the
development of this wound repair, collagen deposition increases and the cells go into
apoptosis process, including fibroblasts?*. In addition, is noted a decrease of fibroblasts on the
14" day, which was higher in the group treated with the pulsed magnetic field than in the
control, leading to more advanced maturation of the scar.

The healing of the skin takes place most effectively when there is a natural
reconstruction of the epidermis and dermis leading to contraction of the wound®. In this study,

it was shown that exposure to PMF led to an improvement in the epidermal and dermal
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regeneration, accelerated wound contraction and increased the tensile strength of the skin
already healed, demonstrating the effectiveness of the healing process.

The improvement in tissue repair induced by exposure to magnetic fields can be
substantiated by studies that have shown lower amounts of inflammatory cytokines?®. The
treatment with the pulsed magnetic field in this study triggered an improvement in the
inflammatory profile by a reduction in the myeloperoxidase activity, indicating less neutrophil
infiltration at day 3 of treatment. This parameter was confirmed by the histological analysis,
that showed lower infiltration of inflammatory cells during this period, which corresponds to
the inflammatory phase of the healing process?®.

Studies have demonstrated that electromagnetic energy increases blood flow and
exerts anti-inflammatory effects. In the course of these events, there is cyclic guanosine
monophosphate activation, resulting in the release of growth factors, such as fibroblast growth
factor 2 (FGF-2)?" an stimulator of angiogenesis?.

The results this present study with PMF showed a rise in angiogenesis on the 7" day.
Angiogenesis consists in the production of blood vessels at the site of the lesion and is an
indispensable method for maintaining a supply of nutrients and oxygen to the metabolically
active cells. The formation of new blood vessels is marked in the healing process, with an
increase 2-3 days after injury?®. The increase in new vessels observed with the use of PMF
reflects on the improvement of other parameters, such as wound contraction and epidermal

and dermal regeneration.

A previous study, using a magnetic field of 160 mT with continuous exposure, has
shown accelerated wound contraction in mice in the postoperative period for 15 days'. In this
present study, animals exposed to a pulsed magnetic field also shown an increase in the
wound contraction. Moreover, it was reported that during exposure to a pulsed magnetic field
of 0.1 mT daily for 30 minutes at 21 and 60 days with an improved resistance to traction of
scar tissue on day 21, demonstrating that it was possible to increase the tensile strength of
skin already in the initial postoperative phases®. Furthermore, the increase in the tensile
strength indicates better wound healing®!. This study demonstrated an increase of skin tensile
strength, featuring a better condition of the scared tissue from the pulsed magnetic field.

Different magnetic fields can alter the existing balance between ROS and
antioxidants®. In the present study, it was observed that exposure to the pulsed magnetic field

on the 7" day reduced the TBARS levels in the skin compared with the control group.
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Moreover, exposure to the pulsed magnetic field did not alter the liver TBARS levels, or the
activity of CAT enzyme and GST in the skin and liver.

The activity of SOD in the skin showed a reduction at day 14 compared to day 7 in the
control group, however, treatment with pulsed magnetic field inhibited this reduction. This
may have been due to the SOD being consumed to restore the healing process in the control
group. Regarding the activity of SOD in the liver, this showed changes over time for the PMF
group, which was also observed in the control group, with no differences between these
groups. Thus, the pulsed magnetic field assisted in maintaining the SOD activity, as well as
the other antioxidant enzymes.

In agreement with this study, it has been shown that exposure to a pulsed
electromagnetic field of 2 mT (8 h per day for 45, 60, and 90 days) did not trigger changes in
TBARS, SOD, CAT, glutathione peroxidase, or glucose-6-phosphate dehydrogenase®.
However, other studies have shown that magnetic fields generate oxidative stress’®° and
show great disagreement about the performance of magnetic fields in redox homeostasis.

In another study with wound healing in mice, a low-frequency magnetic field acted on
cell metabolism and was related to the activation and inhibition of certain enzymes. Exposure
to a magnetic field of 10 mT and frequency of 40 Hz for 30 min a day for 14 days decreased
the liver TBARS levels and increased the activity of GPx on day 14 and GST on day 6,
indicating that the magnetic field promoted activation of the enzymatic antioxidant system
and reduced LPO®, These results are similar to those found in this study, since the proposed
therapy also reduced the TBARS levels on the 7" day in the skin.

As for the liver content of NPSH, there was an increase on the 7" and 14™ day of the
group treated with the pulsed magnetic field compared to the 3" day. Similarly, it has been
shown that a low-frequency magnetic field of 50 Hz and different intensities (1, 2, and 3 mT
4-8h) in guinea pigs led to an increase in GSH levels in the heart, as well as a reduction in the
levels of MPO*. The present study also reported a reduction in the MPO activity. Still, the
referenced study shows that different magnetic field intensities and exposure times may
modify the redox balance negatively. MDA levels, as well as enzyme activity, may be
increased or decreased depending on the exposure factors.

Thus, the exposure time to the magnetic field is crucial in the performance of redox
homeostasis. Exposure to a magnetic field of 40 Hz and 7 mT for 30 min per day during 14
days has affected the oxidative balance. However, exposure of 60 min (durante qual periodo?)
has promoted stress®. The present study also shown that exposure for 30 min (durante qual

periodo?) did not cause oxidative damage.
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CONCLUSION

This study has demonstrated that a pulsed magnetic field of 23 mT and 62 Hz for 30
min was effective in wound healing, has reduced the infiltration of inflammatory cells in the
early stages, helped the remodeling and increased tensile strength of the healed skin.
Furthermore, this study has shown that pulsed magnetic field with specific configurations of
intensity, frequency and duration maintains the redox homeostasis and does not cause

oxidative stress.
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Figure captions

Figure 1- Schematic diagram of the pulsed magnetic field application system, composed by
the electromagnet (pair of solenoids wound on a silicon-iron core) and the source of pulsed
voltage. Region “A” indicates where the animals were confined under the action of the pulsed

magnetic field.

Figure 2- Magnetic field intensity map between the poles of the electromagnet. Inside the
region limited by the yellow line, the variation of the magnetic field intensity was not greater

than 10%. This was the region where the animals were exposed to the magnetic field.
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Figure 3- Photomicrograph of damaged skin.
The arrow indicates the presence of epithelium, "C" corresponds to crust, "f" fibrin and "d"
dermis (Goldner X40).

Figure 4- Wound contraction.
Values are represented as the man £ SEM. * Indicates significant differences from the control
group at the same time (P < 0.05). Different lowercase letters indicate significant differences

between times at the same treatment (P< 0.05).

Figure 5- Tensile strength of skin.
Values are represented as the man = SEM. * Indicates significant differences from the control
group (P < 0.05).

Figure 6- Myeloperoxidase activity.
Values are represented as the man = SEM. * Indicates significant differences from the control
group at the same time (P < 0.05). Different lowercase letters indicate significant differences

between times at the same treatment (P< 0.05).



Table 1- Histoloaical parameters in the skin.
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Time Treatments Infiltration Epidermal Dermal Inflammatory  Angiogenesis
of fibroblast ~ regeneration  regeneration infiltration
Control
250+0.382 0.00£0.00*0 0.63+£0.18 4.38+0.18? 2.63 £ 0.652
3 day
Pulsed
L 225+0.25 0.63x0.26* 0.75+£0.16* 3.63+£0.18* 2,75+ 0.59?
magnetic field
Control 357+0.20° 0.86+0.26° 1.29+0.18> 4.00+0.38° 3.43+0.37°
7" day Pulsed 413+
- 1.75+0.25* 2.38+0.18*° 4.25+0.16° 4.25+0.25*"
magnetic field 0.23*° 5+0.25 38+0.18 5+016 5+025
Control 257+£0.208 2.86+0.14° 4.00+0.00° 1.57 £ 0.43° 1.57 £ 0.37¢
th
147 day Pulsed 186+034* 286+014° 457+020° 1.14+0.14° 157 +043°

magnetic field

Values are represented as the man £ SEM. * Represents differences from the control at the same time. Lowercase
letters represent differences in the same group at different times. (P < 0.05).



Table 2- Biomarkers of oxidative stress in the skin.
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Time Treatments TBARS CAT SOD GST NPSH
16.61 +
Control 8.53 +0.97° 1.65 +0.262 Lo 0.36 +0.04® 99.71 +9.052
3 day Pulsed
) 129.23 +
magnetic 8.20 £ 1.492 1.96 +0.408 18.47+2.38% 0.31+0.18% 0770
field '
129.60 +
Control 1094 +1.18 1.94+0.33* 1853+2.20® 0.58+0.052 9958
Pulsed
7" day ]
magnetic 6.48 +1.44* 129+0.15% 13.15+1.72®8 0.41+0.11* 99.66 + 9.642
field
98.42 +
Control 9.04 £0.81? 152+0.38 10.92+1.13* 0.77+0.132
10.512
Pulsed
14" day i 116.17 +
magnetic 7.50 £1.382 144 +044* 1470+173* 0.62+0.112 11.53¢
field '

TBARS - Thiobarbituric acid reactive substances (umol/g tissue). SOD - Superoxide dismutase (SOD units/g

tissue), CAT - Catalase (pmol/g tissue), GST - Glutathione S-transferase (pmol/min/g tissue), NPSH- Non-

protein thiols (nmol/g tissue). Values are represented as the man + SEM. * Represents differences from the

control at the same time. Lowercase letters represent differences in the same group at different times.



Table 3- Biomarkers of oxidative stress in the liver.
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Time Treatments Protein TBARS CAT SOD GST NPSH
7.88 + 1.28 + 9.34 + 10.30 £ 5.59 + 8.37 +
Control
0.392 0.08? 0.50? 0.822 0.512 0.53%
3 day Pulsed
] 8.81 + 133+ 10.00 + 11.80 + 4.60 + 7.23+
magnetic
) 0.182 0.112 1.332 1.042 0.472 0.492
field
6.68 + 1.73 + 12.73 + 17.45 + 5.15+ 9.70 +
Control
0.33? 0.212 1.642 1.20P 1.132 0.612
Pulsed
7" day ) 6.50 + 175+ 13.04 + 16.34 + 4.72 + 10.93 +
magnetic
0.272 0.142 1.462 0.79b 0.972 0.49°
field
7.94 + 1.50 + 9.85 + 14.63 + 3.69 + 8.24 +
Control
0.28? 0.072 1.592 1.15% 0.642 0.342
Pulsed
14" day ) 7.34 + 153+ 9.22 + 14.14 + 479 + 10.29 +
magnetic
field 0.452 0.192 1.078 0.86% 0.86? 0.49°
ie

TBARS - Thiobarbituric acid reactive substances (umol/g protein). SOD - Superoxide dismutase (SOD units/g

protein), CAT - Catalase (pmol/g protein), GST- Glutathione S-transferase (pmol/min/g protein), NPSH- Non-

protein thiols (nmol/g protein). Values are represented as the man + SEM. * Represents differences from the

control group at the same time. Lowercase letters represent differences in the same group at different times.
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Fig. 3.
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Fig. 4.
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Fig. 5.

Tensile strength of skin (kgf)

1000 -

800 +

600

400 +

200 +

Tensile strength of skin

H Control
I Pulsed magnetic field

14" day

55



Fig. 6.
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4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e nas condicBes experimentais do presente
trabalho, podemos concluir que o campo magnético pulsado de 23 mT, 62Hz, por 30 minutos
ao dia, durante 14 dias, foi efetivo na cicatrizagdo de feridas cuténeas, diminuiu a infiltragéo
de células inflamatdrias na fase inicial, auxiliou a remodelagem e aumentou a forca de tracdo
da pele cicatrizada. Além disso, essa intensidade, frequéncia e duracdo de exposicéo,
mostram-se seguras para a manutencdo da homeostase redox, ndo ocasionando estresse

oxidativo.
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