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RESUMO

Efeitos do D-limoneno incorporado em membranas bioativas de colageno sobre a cicatrizagao
de feridas cutaneas. Débora Silva Aratjo Mota. 2019.

As feridas crdnicas sdo responsaveis por impactar significativamente a satde e a qualidade de
vida dos pacientes portadores em todo mundo. O tratamento destas ¢ considerado caro e de
dificil acesso. Sabendo da necessidade de novas propostas para seu tratamento, objetivou-se
avaliar o efeito do D-limoneno incorporado a membranas bioativas de coldgeno sobre a
cicatrizagdo de feridas cutaneas. A analise do efeito do D-limoneno incorporado em membranas
bioativas de coldgeno foi realizada por meio de excisdo cutanea em ratos Wistar, fémeas, 250
—300 g, divididos em trés grupos e submetidos cada uma a tratamento com controle COL/HP
— membrana bioativa de colageno contendo hidroxipropil-f—ciclodextrina (HP-B-CD);
COL/HPLim - membrana bioativa de coldgeno contendo D-limoneno complexado em
hidroxipropil- B —ciclodextrina; LP (Limpo) — solugdo salina a 0,9%. As feridas foram avaliadas
no periodo de 7 e 14 dias. Para a avaliacao da area final da ferida, as mesmas foram mensuradas
e fotografadas no dia da confec¢@o e no dia da retirada da lesdo. Para a avaliagdo do indice de
reepitelizagdo da superficie da ferida observou-se a formacdo de epitélio pavimentoso
estratificado na regido correspondente a superficie da ferida cirurgica. Para a avaliacao
morfologica e histopatologica do tecido de cicatrizagao, laminas foram confeccionadas através
de técnicas histoquimicas (coradas pelo método HE- Hematoxilina — Eosina). Para a avaliagao
do imunoconteido de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e NFkB (Nuclear
Transcription Factor kappa b) foi utilizado a técnica de Western Blot. Observou-se na avaliagdao
da ferida de 7 dias que a membrana bioativa contendo D-limoneno complexado em HP-B-CD
(COL/HPLim) reduziu a area final das feridas. O indice de reepitelizacao no grupo COL/HPLim
demonstrou-se maior quando comparado aos outros grupos. A resposta inflamatoria foi
considerada severa em todos os grupos e o infiltrado leucocitario foi predominantemente
subagudo nos grupos LP ¢ COL/HP e predominantemente cronico inespecifico no grupo
COL/HPLim. Observou-se também que o grupo COL/HPLim elevou a quantidade de
imunoconteudo de VEGF e diminuiu o imunoconteido de NFkB, favorecendo o processo de
cicatriza¢do induzindo a formagdo de novos vasos e, consequentemente a nutri¢ao tecidual,
além provar sua acao anti-inflamatoria neste modelo de cicatrizagdo. Na avaliacao de 14 dias
as feridas apresentaram-se praticamente epitelizadas, evidenciado pelo aspecto histologico com
presenca de lifocitos e rudimentos de apéndeces cutaneos como presenca de foliculos pilosos
em formacdo e glandulas e uma diminui¢do substancial do aumento da vascularizacio,
indicando possivelmente uma rapida superacdo da fase inflamatoria e antecipacao da fase de
remodelacdo. Sendo assim este estudo mostrou que o D-limoneno complexado em HP-B-CD
incorporado em membrana bioativa de colageno promoveu a aceleragdo no processo de
cicatrizacdo neste modelo animal tornando-se um produto com potencial para ser avaliado
quanto a cicatrizacdo de feridas cutaneas.

Descritores: D-limoneno; Monoterpenos; Colageno; Cicatrizacao de feridas.



ABSTRACT

Effects of D-limonene incorporated into bioactive collagen membranes on the healing of
cutaneous wounds. Débora Silva Araujo Mota. 2019.

Chronic wounds are responsible for significantly impacting the health and quality of life of
patients worldwide. Treatment of these is considered expensive and difficult to access.
Knowing the need for new proposals for its treatment, the objective was to evaluate the effect
of D-limonene incorporated into bioactive collagen membranes on the healing of cutaneous
wounds. Analysis of the effect of D-limonene incorporated into bioactive collagen membranes
was performed by skin excision in female Wistar rats, 250-300 g, divided into three groups and
each submitted to treatment with COL / HP-bioactive membrane control collagen containing
hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HP-B-CD); COL / HPLim - bioactive collagen membrane
containing D-limonene complexed to hydroxypropyl-p-cyclodextrin; LP (Clean) - 0.9% saline
solution. The wounds were evaluated in the period of 7 and 14 days. In order to evaluate the
final area of the wound, they were measured and photographed on the day of preparation and
on the day of removal of the lesion. For the evaluation of the reepithelialization index of the
wound surface, the formation of stratified squamous epithelium in the region corresponding to
the surface of the surgical wound was observed. For the morphological and histopathological
evaluation of the healing tissue, slides were made by histochemical techniques (stained by the
HE-Hematoxylin-Eosin method). The Western Blot technique was used to evaluate the
immunocontent of VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) and NFxB (Nuclear
Transcription Factor kappa b). It was observed in the 7-day wound evaluation that the bioactive
membrane containing D-limonene complexed to HP-B-CD (COL / HPLim) reduced the final
area of the wounds. The rate of re-epithelialization in the COL / HPLim group was greater when
compared to the other groups. The inflammatory response was considered severe in all groups
and the leukocyte infiltrate was predominantly subacute in the LP and COL / HP groups and
predominantly non-specific chronic in the COL / HPLim group. It was also observed that the
COL / HPLim group increased the levels of VEGF concentration and decreased the
concentration of NFkB, favoring the cicatrization process, inducing the formation of new
vessels and, consequently, tissue nutrition, besides proving its anti- inflammatory in this model
of healing. In the evaluation of 14 days the wounds were practically epithelialized, evidenced
by the histological aspect with presence of lymphocytes and rudiments of cutaneous appendages
such as the presence of hair follicles in formation and glands and a substantial decrease in the
increase of vascularization, possibly indicating a rapid overcoming of the inflammatory phase
and anticipation of the remodeling phase. Thus, this work showed that D-limonene complexed
with HP-B-CD incorporated in bioactive membrane of collagen promoted the acceleration in
the healing process in this animal model, becoming a product with potential to be evaluated for
the healing of cutaneous wounds.

Descritpors: D-limonene; Monoterpenes; Collagen; Wound healing.
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1 INTRODUCAO

A cicatrizacao de feridas € um processo complexo e requer uma sequéncia ordenada e
coordenada dos passos que envolvem a produgdo e a participacdo de varios fatores de
crescimento, componente da matriz extracelular, e varios tipos de células (SUREDA et al.,
2016). E regulada por um padrio de eventos, incluindo coagulacio, inflamagdo, formacio de
tecido de granulagdo, epitelizagcdo e remodelagao do tecido (CROVETTI et al., 2004).

As feridas cronicas t€ém um impacto significativo sobre a saude e a qualidade de vida
dos pacientes e suas familias, causando dor, perda da fung¢ao e mobilidade, depressdo, angustia,
ansiedade, vergonha, isolamento social, encargos financeiros, hospitaliza¢cdes prolongadas,
morbidade crénica ou at¢ mesmo a morte (MACDONALD, 2009). Muitas vezes disfar¢ada
como uma comorbidade, feridas cronicas representam uma epidemia silenciosa que afeta uma
grande parcela da populagio mundial (JARBRINK et al., 2016).

Estudos demonstram que as feridas abertas formam crosta e epitelizam mais
lentamente. Iniimeros curativos sao entdo utilizados para produzir umidade local, melhorando
de 35% a 45% a taxa de reepitelizacdo de feridas profundas (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003a). H4 no mercado mundial diversos materiais de curativo que podem
ser utilizados nas diferentes etapas de tratamento das feridas, como: higienizagao,
desbridamento, diminuicdo da populagdo bacteriana, controle do exsudato, estimulo a
granulacdo e protecao da reepitelizacdo (SMANIOTTO, et al., 2012).

Nesse sentido produtos a base de coldgeno sdo altamente absorventes € mantem um
ambiente imido, que promove o desbridamento autolitico e reducdo da dor (KIRK, J. F. et al.,
2013). O colageno ¢ um polimero natural biodegradavel, que pode ser aplicado como um
produto de engenharia tecidual quando o objetivo € reparo ou remodelamento de diferentes
tecidos, como pele, cartilagem e ossos, mas nao quando a estabilidade do material € necessaria
por longos periodos, devido justamente a sua caracteristica de biodegrada¢ao (PACHENCE, et
al., 2000).

E um componente natural do tecido conjuntivo e a maior proteina estrutural de qualquer
orgdo. Sua estrutura, fisico, quimica, propriedades bioldgicas e imunologicas tém sido
amplamente discutidas na literatura (BOATENG et al., 2008). Conhecido por desempenhar um
papel vital no processo natural de cura de feridas de inducdo de coagulagdo para a formacao e
aparéncia da cicatriz final, o coldgeno estimula a formagao de fibroblastos e acelera a migragao

de células endoteliais em contato com o tecido danificado (BOATENG et al., 2008),
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desempenha um papel dominante na manuten¢ao da integridade bioldgica e estrutural da matriz
extracelular e ¢ altamente dindmico, passando por remodelagdo constante para as fungdes
fisiologicas adequadas (CEN et al., 2008).

Alguns estudos tém investigado a eficiéncia de incorporacao de compostos bioativos,
tanto fArmacos sintéticos quanto produtos naturais, em biomateriais (HELARY et al., 2006).
Dentre os varios compostos de origem natural, o D-limoneno ¢ o monoterpeno monociclico
mais abundante na natureza e representa mais de 90% do 6leo da casca de laranja. A sua
estrutura quimica ¢ semelhante a muitos monoterpendides oxigenados com fragrancia
agradavel e, por conseguinte, D-limoneno pode ser utilizado na industria de sabor como um
precursor na sintese desses compostos (BICAS; PASTORE, 2007).

Além disso, pode-se afirmar também que o limoneno apresenta propriedades
antiinflamatoérias, antidiabético, antioxidante, anticancerigeno, antialérgico, antinociceptivo, €
atividades anti-estresse, além de efeitos positivos no tratamento de ulcera gastrica, colite, asma
e inflamagdo das vias aéreas (VIEIRA et al., 2018) além da inibi¢do da angiogenese, que
também pode ajudar a reduzir a inflamacao (D'ALESSIO et al., 2014).

Nos dias atuais, tornou-se promissor investir em pesquisas com produtos naturais devido
a facil aquisigdo, eficédcia, seguranca e baixo custo. Levando em cosideragdo o alto custo do
tratamento de feridas cronicas ofertado no mercado atual, faz-se necessario a criagdo de novos
produtos acessiveis a populacdo portadora. Para tanto, o D-limoneno juntamente com o
colageno, torna-se uma alternativa promissora quando comparado aos métodos terapéuticos
convencionais pela alta disponibilidade na natureza, perfil de seguranca e amplo mecanismo de
acdo ja comprovado. Diante do exposto, buscou-se avaliar o efeito do D-limoneno incorporado
em membranas bioativas de coldgeno sobre a cicatrizagdo de feridas cutaneas em modelo

animal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estrutura da pele

A pele ¢ 0 maior 6rgdo do corpo humano com inimeras fungdes complexas essenciais
para a nossa sobrevivéncia. Pode proteger contra produtos quimicos nocivos, radiacio
ultravioleta, e organismos patogénicos € a0 mesmo tempo pode produzir vitamina D e regular
a temperatura do corpo e a perda de humidade (SOOD, 2014). Possui sua especificidade
demonstrada pelos estimulos tateis, pressoricos, vibratorios, dolorosos, térmicos e pela resposta
galvanica da pele. A func¢do secretora engloba as glandulas sudoriparas e sebaceas, importantes

para a manutengao tissular (com preservagao da camada cornea) (ABOU NEEL et al., 2013).
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Figura 1: Esquema anatomico da pele. Fonte: Disponivel em <http://www.anatomiadocorpo.com/sistema-
tegumentar-epiderme/> Acessado em 18/09/2018.

E constituida por uma porgdo epitelial de origem ectodérmica, a epiderme, ¢ uma
por¢do conjuntiva de origem mesodérmica, a derme (Figura 1) (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013). A principal célula componente da epiderme ¢ o queratindcito enquamto o da derme, € o
fibroblasto (ISAAC et al., 2010).

A epiderme apresenta ainda trés tipos de células: os queratinocitos, os melanocitos,
as células de Langerhans e as de Merlcel. A espessura e a estrutura da epiderme variam com a
sua localizacdo, sendo mais espessa e complexa na palma das maos, na planta dos pés e em

algumas articulagdes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O aporte de oxigénio e nutrientes
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dessa area chega por difusdo, a partir de vasos sanguineos da derme, j& que essa camada nao
possui vasos sanguineos (ALBUQUERQUE-JUNIOR, 2009).

Esta, rganiza-se em cinco camadas: germinativa, espinhosa, granulosa, lucida e
cornea e, a medida que as mais superficiais sao eliminadas, as camadas mais profundas sao
restauradas por divisdo celular. A camada germinativa ¢ a mais profunda, e faz limite com a
derme, e a camada cornea ¢ a mais superficial e ¢ constituida por células escamosas, cheias de
queratinocitos intimamente unidos uns aos outros que fornecem barreira contra a invasao de
microorganismos e agua. O pigmento melanina na epiderme, protege os tecidos subjacentes dos
efeitos nocivos da luz ultravioleta (ARNOLD, ODOM, JAMES, 1994).

Ja a derme consiste numa camada de sustentacdo da epiderme, composta de tecido
conjuntivo e, constituida de numerosos fibrocitos que sintetizam as proteinas das fibrilas do
colageno e da elastina, responsaveis pela sustentacao tecidual. Nessa parte ha acomodagao dos
vasos sanguineos e linfaticos que nutrem a epiderme, além de agregar nervos e 6rgdos sensoriais
como, 6rgdo de Ruffni (sensivel ao calor), corpisculo de Vater-Pacini (sensivel a pressdo),
corpusculo de Meissner (detec¢ao de pressdes de intensidades variadas), célula de Merckel
(sensivel ao tato e a pressdo) e foliculo piloso, com terminagdes nervosas associadas;
terminacdo nervosa livre, com dendritos livres sensiveis (IGNACIO, 2009).

A ruptura da pele limita a barreira mecanica de prote¢do contra microrganismos
patdgenos exodgenos e, ao evento de traumas ocorridos na pele provocando descontinuidade
tecidual e desarranjo tegumentar em que altera a homeostase, denomina-se ferida (ISERI et al.,

2008).

2.2 Feridas

Ferida ¢ qualquer interrup¢ao na continuidade de um tecido corpdreo, em maior ou
menor extensdo, causada principalmente por trauma ou desencadeada por uma afeccao clinica.
(LEITE et al., 2012) e pode ser classificada em ferida aguda e cronica, dependendo de sua
etiologia. As agudas ocorrem mais comumente devido a acidentes como trauma ou queimaduras
e devem cicatrizar normalmente em uma curta duragdo, desde que o tratamento correto seja
dado. J4 as feridas cronicas demoram mais tempo para cicatrizar ou as vezes até recorrem
devido a patologia subjacente (DORAL 2012).

Outra classificagdo, se refere as estruturas comprometidas, e consiste na descri¢ao
anatomica da profundidade da ferida. Este sistema ¢ adotado para estadiar alguns tipos de

feridas cronicas, como as ulceras por pressao e as queimaduras. O sistema de classificacdo por
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extensdo do dano tissular completa o anterior. Engloba a ferida superficial (limitada a
epiderme), ferida com perda parcial (limitada a epiderme e por¢ao superior da derme) e a perda
total (existe destruicao da epiderme, derme, tecido subcutaneo, podendo invadir musculos,
tenddes e ossos) (FERREIRA, 1995).

A fisiopatologia das feridas cronicas ainda ndo se encontra totalmente esclarecida,
podendo incluir varios fatores, como uma menor atividade mitogénica, o envelhecimento
precoce dos fibroblastos, uma maior atividade das MMPs (metaloproteinases da matriz),
condicionando maior degradacdo da MEC (Matriz extracelular), e mecanismos inflamatorios

persistentes (LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

2.3 Epidemiologia das feridas cronicas

Feridas s3o consideradas um problema de saude ptblica, devido ao impacto psicologico,
social e econdmico para o paciente, com elevados e crescentes custos para o sistema de satde
(LEITE et al., 2012). A taxa de prevaléncia aproximada para feridas cronicas nos paises nao
desenvolvidos ¢ de 1% a 2% da populacao geral. A morbidade e os custos associados as feridas
cronicas, incluindo amputagdo e morte, tém sido ignoradas pelas politicas publicas, talvez por
ndo existir especialidade médica especifica claramente responsavel (NUSSBAUM et al., 2018).

Nos EUA (Estados Unidos da América), as feridas cronicas sdo responsaveis por cerca
de US § 6- $ 15 bilhdes de custos anuais com cuidados de satde. Os custos exatos permanecem
desconhecidos devido a dificuldade na obtengdo de medigdes precisas porque os pacientes sao
vistos em uma variedade de configuragdes ou até mesmo deixam de acessar o sistema de saude.
Hé uma enorme pressdo sobre o sistema médico para desenvolver terapias de baixo custo
(SOOD et al., 2014).

A natureza dispendiosa de gerenciamento de feridas cronicas ¢ ainda confirmada com
as estimativas do Reino Unido, onde o custo para o Servico Nacional de Cuidados de Pacientes
com Doengas Cronicas, que engloba as feridas cronicas foi conservadoramente estimados em
USS 3.4- 4,6 bilhdes por ano (em 2005), o que representa cerca de 3% do despesa total estimada
na saude para o mesmo periodo (JARBRINK et al., 2016).

O tratamento da ferida e seus impedimentos terapéuticos representam um fator
economicamente desafiador para os cuidados de satide em todo o mundo. Existem mais de 5,7
milhdes de pacientes afetados por feridas cronicas nos EUA e o custo anual do tratamento ¢

estimado em US $§ 20 bilhdes. O custo do tratamento de feridas estd aumentando
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consideravelmente, o mercado internacional para os produtos relacionados foi estimado em US
$ 13 bilhdes em 2008 e devera atingir US $ 20,4 bilhdes em 2021 (MARKETS, 2015).

No Brasil as feridas cronicas sao consideradas um dos principais problemas de satde
publica da atualidade. Estimativas do Ministério da Satide apontam que este problema afeta a
rotina de aproximadamente 5 milhdes de brasileiros todos os anos. Dados estatisticos, indicam
que esta doenga, desenvolvida por diversos motivos, estd entre as 10 principais causas de

afastamento do trabalho no Brasil. (INSS, 2014).
2.4 Cicatrizagao
A cicatrizagdo de feridas pode ser classificada em trés tipos: cicatrizagao por primeira

intencdo, cicatrizacao por segunda intencao ou cicatrizagdo por terceira intengao, dependendo

da natureza da bordas das feridas (Figura 2) (DEALEY, 2008).
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Figura 2: Feridas e tipos de cicatriza¢do. Modificado de MANDELBAUM et al., 2003.

Em feridas cicatrizadas por primeira intengdo, as bordas sao suavemente fechadas e
nenhuma cicatriz ¢ deixada ou possui uma fina espessura. Na cicatrizagao por segunda intengao
ha o envolvimento da formacao de tecidos de granulagdo que preenchem as lacunas entre as
bordas da ferida, com perda significativa de tecido, deixando cicatrizes mais evidentes. Ja as
feridas cicatrizadas por terceira intengao sao geralmente deixadas abertas por trés a cinco dias
até o tecido de granulacao aparecer antes de serem suturadas, geralmente resultando em extensa

formagao de cicatriz (THAKARE et al, 2011).
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O processo de reparagdo tecidual compreende trés fases simultdneas e sobrepostas:
inflamatoria, proliferativa (epitelizacdo, granulacio e angiogénese) e remodelacdo (MURTI, et
al., 2011; BUGANZA, et al., 2013) (Figura 3). Essas fases prosseguem com uma interagao bem
organizada, envolve grande variedade de células (neutrofilos, macréfagos e fibroblastos),
fatores locais e sist€émicos como espécies reativas de oxigénio (EROs), citocinas, quimiocinas

e fatores de crescimento (RODRIGUES, 2011; SHEN et al., 2017).
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Figura 3: Representacio esquematica das fases da cicatrizacio de feridas. (a) Hemostasia e inflamagéio; (b)
Fase de proliferagdo; (c) Fase de remodelagdo. Modificado de MOHANTY, C., SAHOO, S., 2017.

A fase inflamatdria inicia-se com a lesdo vascular e exposi¢do da membrana basal do
endotélio, levando a vasoconstric¢ao temporaria, que dura entre cinco a dez minutos (MURTI
et al., 2011). Além disso, os componentes do sangue sao liberados no local da ferida para a
ativacdo da cascata de coagulagdo. O coagulo resultante induz a hemostasia e proporciona uma
matriz para o influxo de células inflamatdérias (BARRIENTOS et al., 2008) formando uma
barreira contra a invasdo de microorganismos além de organizar a matriz provisoria necessaria
para a migragdo celular (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

Durante este processo, as plaquetas liberam citocinas pré-inflamatorias e fatores de
crescimento tais como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crescimento transformante beta (TGF) -B, fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e fator de
crescimento epidérmico (EGF) (KOH; DIPIETRO, 2011). A resposta inflamatoria hiperaguda,
¢ traduzida clinicamente pelos sinais cardinais de inflamagdo (dor, rubor, calor e edema) que
podem durar geralmente 24 a 48 horas, e persistir até 2 semanas (LAUREANO e RODRIGUES,
2011).

Existem células especificas no organismo que desempenham fung¢des importantes na
defesa contra agentes agressores. A maioria chega ao local da injuria pela corrente sanguinea,

como acontece com os polimorfonucleares (neutréfilos e eosindfilos), os macréfagos e os
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linfocitos (LAMANO, 2008). Esta fase envolve a infiltragdo de neutréfilos abundante no local
da ferida e, através da atividade de explosdo respiratdria, liberam proteases, radicais livres de
oxigénio e mediadores inflamatoérios, tais como TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e IL-1
(interleucina 1).

Um ponto chave na expressao de citocinas pro-inflamatérias € a ativagao, nas células,
do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NFxB), que controla a transcricao de genes da maioria
dos fatores inflamatorios, incluindo o TNF-a entre outros. O NF«B ativo migra para o nucleo
e promove a transcricdo de varios genes principalmente envolvidos na inflamagao
(MOHANTY; SAHOO, 2017).

Estudos sugerem que o NFxB pode ter fungdes anti-inflamatorias pela inibi¢ao da
expressao direta de genes e manipulando a expressdo ou atividade de citocinas anti-
inflamatorias (LAWRENCE, et al.,, 2010). A perpetuacdo da inflamacdo posteriormente
prejudica o crescimento do tecido no local de reparagdo, finalmente resultando no estado de
nao cicatrizagdo (MOHANTY; SAHOO, 2017).

A infiltracao dos macrofagos € predominante do terceiro ao quinto dia apos a lesdo. Ele
ativa o desenvolvimento de tecido de granulagdo e também atua como removedor fagocitico,
que sintetiza e libera proteases, fazendo a remog¢ao de colageno desvitalizado e coagulos de
fibrina da ferida, expressando varios fatores mitogénicos e citocinas (NETO, 2003). Os
macréfagos também estimulam a angiogénese, a fibroplasia e a produgdo de matriz extracelular
(MEC), além de ser a ligacao entre as fases inflamatoria e proliferativa (KASUYA; TOKURA,
2014).

A segunda fase, a proliferagdo, comega e os macrofagos adotam um fenotipo anti-
inflamatério e profibrotico. O fatores de crescimento que eles produzem, como o TGF-j,
recrutam fibroblastos do tecido ndo lesionado circundante. Estas e outras células estimulam a
migracdo de células endoteliais na ferida através da produ¢ao de VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular), entre outros fatores, resultando na formag¢ao de novos vasos sanguineos e,
portanto, promove o carater hipervascular de tecido de granulagao (ZIELINS et al., 2014).

O VEGF, por exemplo, descoberto em liquido ascético tumoral, foi originalmente
descrito por sua capacidade de aumentar a permeabilidade dos micro vasos e o extravasamento
de macromoléculas, incluindo fibrinogénio e outras proteinas da coagulagdo. O extravasamento
dessas proteinas resulta na deposicdo extravascular de fibrina, favorecendo o processo
cicatricial (HAMER et al., 2012).

Tanto em condigdes fisiologicas quanto em patoldgicas, o VEGF tem sido descrito como

importante regulador da angiogénese pois, trata-se de um potente mitégeno para o endotélio
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vascular e modula a expressdo de muitas enzimas proteoliticas envolvidas no processo de
angiogénese. E super expresso durante o inicio do reparo tecidual quando o crescimento de
capilares atinge seu maximo (BAO, et al., 2009). Uma vez restabelecidos o fluxo sanguineo e
a oxigenacao, o principal fator desencadeador da angiogénese, o VEGF, ¢ reduzido e os vasos
neoformados comecam a diminuir (NETO, 2003).

Os fibroblastos produzem a nova matriz extracelular necessaria ao crescimento celular
enquanto 0s NOvos vasos sanguineos carreiam oxigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo
celular local MENDONCA, R. J; COUTINHO-NETTO J, 2009) e iniciam a sintese e secre¢cao
de componentes dessa matriz, como glicosaminoglicanos e fibras colagenas tipo I e III que
estdo associadas a proliferacdo e ao crescimento interno dos capilares (angiogénese) (KUMAR
et al., 2005).

Estes, sdo capazes de estimular a proliferacao de queratindcitos (células epiteliais) in
vitro em matrizes de colageno sugerindo uma intima relacdo entre a fibroplasia e o processo de
reepitelizagdo na superficie da ferida (VOROTELYAK et al., 2002). A reepitelizacdo, por sua
vez, se inicia com a movimentagdo das células epiteliais oriundas tanto da margem epitelial
remanescente como de apéndices epidérmicos marginais (PATEL et al., 2005).

A remodelacdo ¢ a ultima das fases. Ocorre no coldgeno e na matriz, dura meses e ¢
responsavel pelo aumento da forca de tensdo e pela diminuicdo do tamanho da cicatriz e do
eritema. (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003b). O tecido de granulagao
gradualmente retine mais fibroblastos, que estabelecem o colageno, resultando eventualmente
na formacdo de uma cicatriz contendo um pequeno numero de fibroblastos os quais se
diferenciam para miofibroblastos (BRAIMAN-WIKSMAN et al., 2007).

Os miofibroblastos contém fibras intracelulares de actinomiosina ¢ formam conecgdes
especializadas, com fibras extracelulares e outras células dentro da cavidade da lesdo. Estas
propriedades possibilitam aos miofibroblastos contrair ativamente e gerar a tensao necessaria
para fechar a ferida. Estes, se aproximam das margens da ferida, for¢ando as fibras de colageno
a se sobreporem e se interlagarem e desta maneira dando o suporte para o menor tamanho da
lesdo (NETO, 2003).

Reformulagdes dos colagenos, melhoria nos componentes das fibras colagenas e
reabsorcao de 4gua, sdo eventos que permitem uma conexao que aumentam a forga da cicatriz
e diminui sua espessura (MANDELBAUM, 2003). Durante esta fase ocorre diminui¢cdo da
atividade celular e do nimero de vasos sanguineos, além de perda do ntcleo dos fibroblastos,
levando a maturagdo da cicatriz (VIEIRA et al., 2002). Ha uma diminui¢do do nimero de

células e um aumento da sintese e da producdo de coldgeno do tipo I. As fibras de colageno,
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dispostas paralelamente as linhas de tensdo, formam feixes de varias unidades,
preferencialmente intercruzadas, enquanto as fibras orientadas aleatoriamente sdo digeridas
pela colagenase (NETO, 2003).

Embora o reparo de feridas geralmente ocorra de forma ordenada, em condigdes
patologicas, algumas feridas ndo cicatrizam de forma oportuna e ordenada, o que pode resultar
em um processo de cicatrizagdo incompleto e prolongado, com falta de restauracdo da
integridade, resultando em feridas cronicas e nao cicatrizantes (MOHANTY, C., SAHOO, S.,
2017). Estas tornam-se complexas quando existem complicagdes associadas como infecgao,
hematoma e seroma que resultam na cicatriza¢ao por segunda intengcdo (BORGES et al., 2016).

Nesse contexto, o tratamento de feridas cronicas ¢ considerado um desafio para o
Sistema Unico de Saude (SUS), pois requer a criagio de politicas publicas com investimentos

que assegurem a incorporacao de novas tecnologias e produtos para cuidar desse pacientes.

2.5 Curativos e Coberturas

Curativo ou cobertura ¢ definido como um meio terapéutico que consiste na limpeza
e aplicacdo de material sobre uma ferida para sua protecdo, absor¢ao e drenagem, com o intuito
de melhorar as condi¢des do leito da ferida e auxiliar em sua resolug¢do. Curativos podem ser,
em algumas ocasides, o proprio tratamento definitivo; em outras, apenas uma etapa
intermediaria para o tratamento cirurgico (SMANIOTTO et al., 2012).

As duas tltimas décadas tém testemunhado a introdu¢ao de muitos curativos, com os
novos tornando-se disponiveis a cada ano (Tabela 1). Estes curativos modernos sdo baseados
no conceito de criagdo de um ambiente 6timo para permitir que as células epiteliais circulem
com o obejtivo de tratar feridas. Tais condi¢des ideais incluem um ambiente imido em torno
da ferida, a circulacao eficaz de oxigénio para ajudar as células e tecidos e uma carga bacteriana
baixa (BOATENG et al., 2008).

Outra alternativa que apresenta tratamentos com efeitos farmacoldgicos significativos ¢
o uso das plantas medicinais. A utilizagdo destas ¢ comum entre a populacdo em geral nas
regides em todo o mundo e tém sido largamente estudados para cicatrizagao de feridas cutaneas.
E incluem: Aloe vera, mimosa, videira, Echinacea, camomila, ginseng, chd verde, jojoba,
alecrim, limdo, soja, confrei, aveia, alho, azeite e curcumina. A fitoterapia pode abrir novos

caminhos para a interveng¢ao terapéutica em feridas cutaneas (PAZY AR, et al., 2014).



Tabela 1: Curativos atuais disponiveis para o tratamento de feridas (Adaptado de HAN; CEILLEY, 2016)

Tipos de curativos

Curativos comercialmente disponiveis

Caracteristicas
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Gaze Curity, Vaseline Gauze, Xeroform Baixo custo; Pode gerar
trauma na troca apds
secagem.

Filmes Bioclusive, Blisterfilm, Cutifilm, Flexigrid, Oclusivo; Retém a

OpSite, Tegaderm umidade; Indicado
somente paraferidas nao
exsudativas.

Hidrocoldides Aquacel, Comfeel, DuoDERM, Granuflex, Oclusivo; Permite

Tegasorb periodos longos entre as
trocas; Indicado para
feridas ndo infectadas.

Hidroggéis Carrasyn, Curagel, Nu-Gel, Purilon, Restore, Reidrata feridas secas;

SAF-gel, XCell Facilidade de remogdo e
troca; pode causar super-
hidratacao

Espumas 3M Adhesive Foam, Allevyn, Lyofoam, Tielle Isolante; Promove
moderada absor¢éo;

Alginatos Algisite, Kaltostat, Sorbsan, Tegagen Altamente  absorvente;
hemostatico

Hidrofibras Aquacel Hydrofiber Altamente absorvente;

Substitutos de pele Alloderm,  Apligraf, Biobrane, Bioseed, Confere a ferida fatores

Dermagraft, Epicel, EZ Derm, Hyalograft, de crescimento; alto
Integra ~ Omnigraft, Laserskin, = Myskin, custo; oferece risco de
TransCyte infecgdo.

Coberturas de ultima geracao t€m sido desenvolvidas e aplicadas com o objetivo de
auxiliar e favorecer um meio adequado a cicatrizagdao, sendo sua selegdo associada a um
processo de avaliagdo critico e continuo e a promog¢do de uma terapéutica com base na visao
holistica do paciente (ALMEIDA et al., 2002). Nesta situacdo, polimeros naturais tém sido cada
vez mais estudados para o manejo de feridas devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, auséncia de toxicidade e baixa antigenicidade (BAYER et al., 2012; CEN
et al., 2008; CHENG; SOLORIO; ALSBERG, 2014; LYNN; YANNAS; BONFIELD, 2004;
PATI et al., 2012)

2.6 Membrana bioativa de Colageno

A maioria dos biomateriais degradaveis utilizados atualmente compreendem uma
classe de sintéticos e/ou polimeros bioldgicos naturais, tal como o alginato, quitosana, coldgeno
e fibrina (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). O colageno ¢ um biomaterial utilizado e que
possui diversificadas aplicagdes na area biomédica, devido a sua excelente biocompatibilidade

e biodegradacao controlavel (KIRK, J. F. et al., 2013).
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E amplamente utilizado como matéria prima para a produgdo de biomateriais nas
formas de membranas, esponja, pd, como agente hemostatico e materiais para o revestimento
de queimaduras e outras lesdes, ou ainda como suporte para crescimento de terminais nervosos
periféricos danificados (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 1998). Esses produtos sao resistentes
a degradacdo e funcionam como suporte para a adesdo, migragao e proliferagdo celular, fatores
benéficos a cicatrizacao de feridas (GIRARDI, 2005, PARENTEAU-BAREIL et al., 2011).

Atualmente as membranas de coldgeno hidrolisado (gelatina) tém sido um dos
materiais mais estudados, pois o colageno tipo I representa um importante constituinte proteico
da pele. Apresentando um papel relevante na dispersao e dissipagdo de forgas mecanicas, ¢
abundante em tecidos em que forcas extremas sao transmitidas, como em tenddes, 0ssos € pele
(VIEIRA, 1997). Além de criar uma interface mais fisiologica entre a superficie da ferida e o
ambiente e serem impermeaveis as bactérias, as membranas de coldgeno tém outras vantagens
em relagdo aos curativos convencionais como: facilidade de aplicacdo e sdo naturais, ndo
imunogénicos, ndo pirogénicos, hipoalergénicos e indolores (SINGH et al., 2011).

Os novos materiais resultantes sdo matrizes colagénicas carregadas, utilizadas como
suporte para crescimento celular, géis de colageno viscoelastico para reposi¢ao do humor vitreo,
géis de coladgeno para liberagdao de droga ou ainda para o estudo da fibrilogénese do coldgeno
(LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 1998). Os filmes carregados facilitam esterilizagdo e tornar-
se flexivel apds a hidratagdo, sem comprometer a sua for¢ga mecanica (CHATTOPADHYAY;
RAINES, 2014).

2.7 D-limoneno

Durante séculos, as plantas medicinais tém sido usadas para tratar varias doencas em
todo o mundo, e ainda estdo apresentando um papel importante nos sistemas de satide em muitos
paises em desenvolvimento. A utilizagao de extratos de plantas ou de compostos derivados de
plantas no tratamento de feridas tem sido bem documentada (IPEK SUNTAR, et al., 2012).

Os o6leos essenciais sdo dleos volateis e grande parte deles sdo retirados das cascas
das frutas citricas e, tem aplicagdes variadas nas industrias farmacéuticas e alimenticias
(CORAZZA; RODRIGUES; NOZAKI, 2001). Os monoterpenos, sdo pertencentes a um grande
e diversos grupo de compostos quimicos chamados “terpenos”, que representam um grupo de

ocorréncia de compostos organicos naturais cuja estrutura base consiste em duas unidades de
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isopreno ligados, que sio formadas cada uma por uma base- carbono5 (GUIMARAES;
QUINTANS; QUINTANS-JUNIOR, 2013).

Eles sdo as moléculas mais representativas que constituam 90% dos 6leos essenciais
e tém uma grande variedade de estruturas, que possui propriedades farmacoldgicas relevantes,
tais como antimicrobiana, anti-inflamatodria, anti-oxidante, antipruriginosa, hipotensora e
atividades analgésicas (BARRETO et al., 2014). Monoterpenos extraidos de 6leos essenciais
provaram ser uteis para controlar a inflamagdo e para acelerar a cicatrizacdo de feridas
(D’ALESSIO et al., 2014).

O D-limoneno ¢ uma fragdo oleosa, sendo considerada uma das mais puras fontes de
terpeno monociclico (Figura 4) (CORAZZA; RODRIGUES; NOZAKI, 2001). E o isémero
mais frequente, sendo o principal constituinte de dleos essenciais citricos, o que representa entre
70 e 96% destes (MENENDEZ et al., 2002). E amplamente usado como sabor e fragrancia
adicionado em alimentos comuns, na formula¢do de cosméticos, produtos de limpeza,
pesticidas ecoldgicos e também considerado seguro para a conservacao de alimentos (VIEIRA

et al., 2018).
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Figura 4: Estrutura quimica do D-limoneno (YU et al., 2017).

O metabolismo do limoneno e sua cinética de eliminagdo em humanos foi investigada
por SCHMIDT; GOEN, 2017. Nesse estudo foi descoberto que os seus metabdlitos carveol,
acido perilico, limoneno-1,2-diol e limoneno-8,9-diol, mas ndo alcool perilico ou limoneno em
si, eram detectaveis nos sangue dos voluntarios apds 5 h de uma dose oral de limoneno,
evidenciando uma répida acdo do metabolismo. O perfil urindrio dos metabolitos ¢ muito
semelhante ao do sangue. O limoneno e os seus metabolitos também foram eliminados por via
respiratoria, deixando um odor caracteristico no ar exalado.

Ap6s administragdo oral, o limoneno ¢ rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal, distribuido e metabolizado sendo considerado seguro, por apresentar baixa

toxicidade aos humanos, sem indugao de risco carcinogénico ou nefrotoxico (SUN, 2007) e ser
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quase totalmente eliminado do metabolismo do corpo apo6s 24h de sua ingestdo (SCHMIDT;
GOEN, 2017.)

Numerosas propriedades terapéuticas foram atribuidas ao limoneno (CHI, et al.,
2013). Segundo VIEIRA et al., 2018, apods relato e andlise de mais de sessenta artigos
publicados nos ultimos dez anos sobre diferentes efeitos oferecidos pelo limoneno, pode-se
afirmar que o limoneno apresenta propriedades anti- inflamatorias, antidiabético, antioxidante,
anticancerigeno, antialérgico, antinociceptivo, e atividades anti-estresse, além de efeitos
positivos no tratamento de ulcera gastrica, colite, asma e inflamagdo das vias aéreas, entre
outras atividades.

No ambito da cicatrizacdo de feridas D"ALESSIO et al., 2014 em seu estudo, inferiu
que a administracao topica de d-limoneno tem efeitos positivos na cicatrizacao de feridas mais
provavelmente mediada pelo seu principal metabolito POH (perilil dlcool) esses beneficios
envolvem a capacidade especifica do POH de diminuir inflamagdo e a neoangiogénese. Isso
sugere que as propriedades curativas das feridas destes envolvem um efeito direto nas células

epiteliais. Tornando assim o D-limoneno um prdudo promissor no tratamento de feridas.

2.7 -Hidroxipropil-B-ciclodextrina

Farmacos pouco soliveis em 4gua apresentam, em geral, problemas de
biodisponibilidade, sendo a solubilidade o fator limitante para a absor¢ao dos mesmos. Dentre
as técnicas empregadas para aumentar a solubilidade e diminuicao de toxicidade, destaca-se o
emprego da complexacdo de farmacos com ciclodextrinas (CDs), que sdo oligossacarideos
ciclicos compostos por unidades de glicose unidas por ligagdes a-1,4 e alteram a intensidade e
a duracao dos efeitos dos farmacos. As B-CDs sao carreadores, levando a molécula hidrofobica
em solucao, mantendo-a dissolvida e transportando-a a membrana celular lipofilica (GRILLO
et al., 2008).

Como exemplos de derivados sintéticos das ciclodextrinas naturais, pode-se citar a 2-
hidroxipropil- - CD (HP- -CD), o 2,6-dimetil- -ciclodextrina e o sulfobutiléter de -ciclodextrina
(MATIOLI, 2000). Alguns CDs quimicamente modificados, como a hidroxipropil- B -
ciclodextrina (HP-B-CD) (Figura 5) ganharam importancia, por causa de seus tamanhos de
cavidade adequados e maior hidrofilicidade. As CDs atuam como excelentes portadores do
farmaco hidrofébico moléculas em fase de solugdo ao entrega-los a superficie da membrana

biologica (ALEEM et al., 2008).
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Figura 5: Representacio esquematica da estrutura da HP-p-CD (Adaptado de GRILLO et al., 2007).

Por fazer parte do grupo de dleos essenciais, apresentar caracteristica hidrofobica e
diante das propriedades ja elucidadas na literatura, buscou-se a criagdo de um complexo de D-
limoneno em hidroxipropil- B —ciclodextrina (HP-B-CD + Lim). O desenvolvimento deste,
permite uma melhor absor¢do do monoterpeno a pele, além de ser um produto promissor

quando incorporado @ membranas bioativas de coldgeno sobre a cicatrizacao de feridas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar o efeito do D-limoneno incorporado a membranas bioativas de colageno sobre

a cicatrizagdo de feridas cutaneas em modelo animal de ferida cirurgica aberta.

3.2 Especificos

e Desenvolver complexo de hidroxipropil-p—ciclodextrina + Limoneno (HP-B-CD + Lim)

e Determinar a eficiéncia de complexagao de hidroxipropil- f —ciclodextrina + Limoneno
(HP-B-CD + Lim);

e Desenvolver membranas bioativas de colageno incorporadas com o D-limoneno
complexado em hidroxipropil-  —ciclodextrina.

e Caracterizar fisico-quimicamente as membranas bioativas de colageno incorporadas
com D-limoneno;

e Avaliar farmacologicamente as membranas bioativas de colageno incorporadas com o
D-limoneno sobre o processo de cicatrizacao de feridas cutaneas em modelo animal;

e Determinar alteragdes morfoldgicas do processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas
induzidas pelo D-limoneno incorporado as membranas bioativas de colageno;

e Quantificar o imunoconteuido de VEGF ¢ NFkB das feridas cutianeas excisionais em

modelo animal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do complexo HP-B-CD + Lim

A obten¢ao do complexo HP-B-CD + Lim foi realizada a partir da inclusdao do Limoneno
(Sigma, EUA) em hidroxipropil- B -ciclodextrina (Sigma, EUA) através do método de
liofilizagdo descrito por Carvalho et al. (2017). A solugao foi preparada na proporcao de 1:1
contendo D-limoneno e a hidroxipropil- B -ciclodextrina, respectivamente. Ambos foram
adicionados a agua destilada, e a solugdo foi agitada através de barra magnética a 400 rpm
(Quimis Q 261A21, Brasil) com temperatura ambiente por 36 horas. A amostra foi congelada

a - 72 °C por 8h e liofilizada por 4 horas.

4.2 Obtengao das Membranas de Colageno

Para a preparagao dos filmes foi utilizado o D-Limoneno complexado em HP-B-CD na
quantidade de 1g (1%). A partir dai foram desenvolvidas dois tipos de membranas: uma
contendo colageno- HP-B-CD (COL/ HP) e uma membrana contendo coldgeno- HP-B-CD-D-
limoneno (COL/ HPLim). Para o preparo da membrana COL/HP, foi utilizada a solugdo
contendo colageno liofilizado, plastificante e 4cido acético 0,5 mol/L.

O processo de obtengdo da membrana contendo D-limoneno a 1% foi semelhante ao
processo de obtengdao da membrana COL/HP. A etapa de diferenciagdo foi realizada a partir do
acréscimo do complexo HP-B-CD-(D)-limoneno, apds a agitagao por 24h da solugdo de preparo
de membrana de coldgeno. Para obtencdo da membrana bioativa, foi utilizado o método
denominado "casting” descrito por NUNES et al., (2011) que consiste em verter a dispersao
aquosa do polimero (contendo ou nao o principio ativo) em suportes adequados, como por
exemplo, suportes de polietileno ou placas de Petri. Estes suportes foram colocados a

temperatura ambiente até a secagem para obten¢do das membranas.

4.3 Analises do D-limoneno por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

4.3.1 Preparo da amostra

Para as andlises cromatograficas, preparou-se uma solucdo padrao estoque de D-

limoneno (Sigma-Aldrich®, pureza > 97%) dissolvido em acetonitrila na concentracdo de 1
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mg/mL. A solu¢do obtida foi submetida a banho de ultrassom por 60 minutos, filtrada em filtros
de membrana (PTFE - 0,45 um) e em seguida, foi analisada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

4.3.2 Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises por CLAE foram realizadas em um cromatografo liquido Shimadzu®,
equipado com um degaseificador DGU-20A3, duas bombas LC-20AD, um injetor automatico
SIL-20A HT, um forno CTO-20A, um detector de arranjo de diodos SPDM20Avp, acoplados
a um sistema controlador CBM-20A. As andlises foram executadas em uma coluna analitica
C18 Phenomenex Luna de 150 x 4,6 mm de didmetro (5 um tamanho de particula), equipada
com uma pré coluna C18 Phenomenex Luna de 20 x 4 mm de diametro (5 um tamanho de
particula). A fase mével das andlises consistiu de uma mistura de solventes: (B) acetonitrila e
(A) 4gua ultrapura (milli-q system). O método consistiu de um sistema isocratico de eluicao na
proporcao de 55/45 (B/A) da fase moével em um tempo de analise de 20 minutos. O fluxo da
fase movel foi de 0,8 mL/min e o volume de injecao da amostra foi de 20 pL. O comprimento
de onda para deteccdo do D-limoneno foi de 210 nm e as andlises foram realizadas em
temperatura ambiente.

Para confirmar a presencga (identificagdo) do D-limoneno nos complexos de inclusdo ou
nas membranas bioativas, o pico cormatografico do D-limoneno obtido nos cromatogramas
dessas formulagdes foram comparados com o cromatograma do D-limoneno padrao, baseando-
se no tempo de reten¢do e espectro UV. Para as analises quantitativas, preparou-se uma curva
de calibragdo do D-limoneno. A curva foi preparada em 5 diferentes concentragdes: 5, 50, 100,
150 e 300 pg/mL. Antes das analises por CLAE, todas as amostras da curva foram submetidas
a ultrassom sonicador por 30 minutos e filtradas em filtros de membrana (PTFE - 0,45 pm). As
analises foram realizadas em triplicata (n = 3).

Para as andlises quantitativas, foi preparada uma curva de calibracdo na faixa de
concentracdo de 5 — 300 pg/mL. A curva obtida apresentou a equagdo da reta y = 10452x +
28158 e coeficiente de correlacdo (r) de 0,9993 (Figura 6). A curva apresentou-se adequada,
uma vez que, foi preparada a partir de 5 concentracdes diferentes e o “r”” gerado foi > que 0,99,
que ¢ o valor minimo exigido pela legislacdo vigente (ANVISA, 2017). Dessa forma, a equagao
pode ser utilizada para andlises quantitativas envolvendo o limoneno em preparagdes

farmacéuticas.
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Figura 6: Curva de calibracio do limoneno (5 — 300 pg/mL).

4.3.3 Eficiéncia de complexacao (EC)

Inicialmente, foram preparados dois complexos de inclusdo do D-limoneno com
diferentes ciclodextrinas: limoneno complexado com hidroxipropil-B-ciclodextrina (Lim/HP-
B-CD) pelo método de liofilizagao; limoneno complexado com B-ciclodextrina (Lim/B-CD)
pelo método de co-evaporagdo, ambos preparados de acordo com a metodologia descrita
anteriormente. Para a determinacdo da EC, 10 mg de cada complexo foram diluidos em 10 mL
de acetonitrila. As solugdes obtidas foram mantidas em agitacdo magnética por 24 horas (over-
night), para garantir que o principio ativo esteja em solugao. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (5000 rpm — 15 minutos) para remover as ciclodextrinas da soluc¢do, deixando
somente o principio ativo (ABARCA et al., 2016; CARVALHO et al., 2017). Apos a
centrifugacao, o sobrenadante foi coletado, filtrado em filtros de membrana (PTFE - 0,45 pum)
e analisados por CLAE. As analises foram realizadas em triplicata (n = 3). A EC do complexo

Lim/HP-B-CD e Lim/B-CD foram determinadas pela equagao 1.

EC = Quantidade de limoneno complexado

100 Eq.(1
Quantidade inicial de limoneno i q-(1)

4.44 Andlise da eficiéncia de incorporacao (EI) do complexo Lim/HP-B-CD em

membranas bioativas de colageno por CLAE
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Inicialmente, foi preparada a membrana bioativa: membrana de coldgeno contendo D-
limoneno complexado em hidroxipropil-f-ciclodextrina (membrana COL/HPLim) de acordo
com a metodologia descrita anteriormente. Para determinar a EI do D-limoneno na membrana
COL/HPLim, a membranas foram fracionadas em 4rea de 7 cm? (formato esférico). As fracdes
das membranas foram diluidas em 10 mL de acetonitrila, mantidas sob agitacdo magnética
constante por 12 horas, para permitir que todo D-limoneno incorporado na membrana estivesse
em solugdo (NUNES et al., 2016). Em seguida, a amostra obtida foi filtrada em filtros de
membrana (PTFE - 0,45 um) e analisada por CLAE. As analises foram realizadas em triplicata

(n=3). A EI do D-limoneno na membrana COL/HPLim foi calculada de acordo com a equagao

2.

Teor do limoneno nas membranas

100 Eq.(2
Quantidade inicial de limoneno x 9-(2)

4.4 Animais

Foram utilizados 48 ratos (Rattus novergicus), albinos da linhagem Wistar, fémeas, com
peso compreendido entre 250 — 300 gramas oriundos do Biotério Setorial do Departamento de
Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe (DFS/UFS). Estes foram mantidos em gaiolas
de polipropileno (414x344x168), sob as mesmas condi¢cdes de temperatura ambiente (20 +
2°C), umidade e ruido, no Biotério do Laboratorio de Neurociéncias e Ensaios Farmacologicos
(LANEF), no Departamento de Fisiologia, da Universidade Federal de Sergipe. Com ciclo
claro-escuro de 12:00 horas, com a fase clara iniciando as 6:00 e terminando as 18:00 horas,
recebendo ragdo comercial (Purina; Labina) e agua ad [libitum, durante todo o periodo de
experimentacao cientifica.

Todos os protocolos experimentais propostos respeitaram os critérios éticos de
experimentacdo animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e Internacional Council for Laboratory Animal Science (ICLAS). O
projeto foi submetido ao comité de ética e pesquisa na UFS e obteve a aprovagao com o CEPA

32/2017.
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4.5 Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos distintos: grupo controle
tratados com veiculo (COL/HP), grupo tratado com membranas bioativas de colageno contendo
D-limoneno a 1% complexado em HP-B-CD (COL/HPLim), e grupo com solu¢ao salina (LP).

e COL/HP: submetido ao tratamento com veiculo — membrana bioativa de
colageno com HP-B-CD — foi subdividido em dois subgrupos (n=8, cada
subgrupo) que foram tratados, respectivamente, por 7 e 14 dias consecutivos.

e COL/HPLim: submetido ao tratamento com membrana bioativa de coldgeno
incorporado com complexo D-limoneno a 1%, foi subdividido em dois
subgrupos (n=8, cada subgrupo) que foram tratados, respectivamente, por 7 ¢ 14
dias consecutivos.

e LP (solu¢do salina a 0,9%): foi subdividido em dois subgrupos (n=8, cada
subgrupo) que foram tratados, respectivamente, por 7 e 14 dias consecutivos a

partir da operagdo até o sacrificio conforme o grupo.

4.6 Ferida cutanea excisional aberta

Esse modelo de ferida cutdnea excisional simula uma ferida aberta e consiste na
confeccdo de um ferimento do tegumento da regido dorso-costal do animal que envolve a
remog¢ao completa da epiderme e da derme com a profundidade dos planos fasciais ou gordura
subcutanea o qual permanece aberto para que possa ocorrer uma cicatrizacdo por segunda
intencdo (BARRETO et al., 2013).

Para a realizagdo do procedimento cirrgico, todos os animais foram pesados e
anestesiados com xilazina na dose de 10 mg/kg e quetamina na dose de 80 mg/kg, por via
intraperitoneal. Apds atingir o plano anestésico, os animais foram tricotomizados na regiao do
dorso e foi realizada a antissepsia com iodo-povidona topico a 7,5% (POVIDONE®). Os
animais foram colocados sobre mesa cirurgica em dectbito ventral e a partir desse momento
houve a realizagdo da técnica operatdria que seguiu a mesma padronizagdo para todos os
animais de ambos os grupos. A técnica utilizada consiste na excisdo total da pele e hipoderme
realizada com um punch metdlico para bidopsia com 8 mm de didmetro (RICHTER®) no centro
da area epilada, seguida de hemostasia por compressao digital com gaze e sem a realiza¢ao de

curativos oclusivos. Nao houve a sutura das bordas da ferida. A cicatrizacao ocorre a partir das
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margens e na base da ferida pela formacao de um codgulo de fibrina que ¢ invadida por tecido
de granulagdo e pela migra¢do de uma lingua epidérmica ao longo da interface entre o tecido
de granulacdo e coagulo (tlceras). Isso proporciona grande quantidade de tecido de granulagao,
fundamental para a contagem dos elementos do tecido de granulagdao (BARRETO et al., 2013;
FREITAS et al., 2010).

Os animais do grupo de avaliagdo de 7 dias foram submetidos a duas feridas na regido
dorsal com o objetivo de dispor de material suficiente para as analises histologicas de Western
blot. Os animais do grupo de avaliagao de 14 dias foram submetidos a somente uma ferida na
mesma regido e suas feridas retiradas para analise histologica. Ao fim do procedimento
cirargico os animais foram realocados (2 a 2) nas suas respectivas gaiolas alocadas biotério do
LANEF (Laboratorio de Neurociéncias e Ensaios Farmacologicos) e que dispde de sistema de
exaustao de ar, com racao, agua ad libitum e com divisoria de acrilico transparente, objetivando
manté-los em ambiente comum mas, sem risco de contato com as lesdes. Os mesmos foram
examinados diariamente quanto a mobilidade e as condigdes da ferida e suas complicagdes
sendo registrado em fichas individuais (ANEXO 2).

A realiza¢dao do tratamento das feridas compreendeu numa unica aplicagdo de uma
membrana circular nos animais que faziam parte dos grupos COL/HP ¢ COL/HPLim. Esta
membrana foi padronizada no tamanho de 8mm e aplicada imediatamente apds a confec¢ao da
ferida e hemostasia. O grupo LP, teve somente a administragdo de SF a 0,9% também numa
unica aplicacdo. A retirada da ferida somente ocorreu apds a eutandsia dos animais ao término

de cada grupo de dias de andlise (7 e 14 dias).

4.7 Avaliagao macroscopica

A avaliagdo macroscopica ocorreu no dia da realizagdo do procedimento cirirgico e ao
término nos dias 7 e 14. No dia determinado para a eutandsia, os animais foram novamente
pesados e entdo sacrificados com dose letal de anestésico. Apos esse procedimento, os ratos o
foram colocados em mesa cirurgica e tiveram suas feridas fotografadas com camera digital
(SONY® cyber-shot 7.2 mega pixels, MPEGmovie VX, DSC-W35) e zoom de 3,0 de
aproximacao fixada em trip¢é a distancia constante de 33 cm da mesa cirtrgica. Foi realizada a
medida do diametro da ferida residual no eixo cranio-caudal e latero-lateral com paquimetro
digital (marca MESSEN®). Para a determinagdo das areas das feridas, foi utilizado uma

variacdo da féormula 4= © .R. r preconizadas por Prata et al. (1988), onde 4 corresponde a area



36

da ferida; “m” o pi que € um valor matematico e que serd utilizado até a quarta casa depois da
virgula, ou seja, 3,1415; R o raio maior da ferida e » o raio menor da ferida (PRATA et al.,
1988). Neste experimento R e » corresponderam aos raios das feridas no sentido cranio-caudal
e latero-lateral, respectivamente. Os diametros obtidos foram divididos por 2 determinado-se,

dessa maneira, os raios (BARRETO et al., 2013).

4.8 Processamento Histologico

ApOs os protocolos de avaliacdo macroscopica, os ratos foram eutanasiados, ao 7° ou
14° dia pds operatdrio e a area das feridas residuais foram retiradas com margem de Icm de
pele integra em torno da lesdo com profundidade até a primeira camada muscular. A peca foi
colocada em uma placa de petri e examinada para verificacdo de crostas, edema, secrecdes e
necroses. Cada peca foi afixada por alfinetes em EVA e colocada em recipiente plastico com
solugdo de formol tamponado a 10% por 48h para a fixacdo. Apos o periodo de 48h para fixagao
as pecas foram seccionadas longitudinalmente e tratadas convenientemente para a inclusdo em
parafina e coloracdo em Hematoxilina-Eosina (HE) para posterior analise histopatolédgica.

As laminas foram avaliadas quanto a proliferacdo vascular, presenga de células
mononucleares e polimorfonucleares, proliferacao de fibroblastos e reepitelizagdao na area de

cicatrizacao.

4.9 Analise histomorfologica

4.9.1 Analise Histomorfologica da Reagdo Inflamatoria

Para avaliacdo das caracteristicas histomorfoldgicas associadas ao processo
inflamatério/reparativo, foram analisadas as secc¢des histologicas coradas em HE, observando-
se os seguintes critérios: intensidade e tipo do infiltrado inflamatério.

A intensidade do processo inflamatorio foi observada e determinada de acordo com os
seguintes critérios: (+1) — quando as células inflamatorias, independentemente de seu fendtipo,
constituirem menos de 10% da populagdo celular observada na 4area da ferida cirargica; (+2) —
quando as células inflamatorias, independentemente de seu fendtipo, constituirem entre 10% e
50% da populacdo celular observada na area da ferida cirtirgica e (+3) — quando as células
inflamatorias, independentemente de seu fendtipo, constituirem mais de 50% da populagdo

celular observada na area da ferida cirurgica (BARRETO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2009).
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Para a determinacdo da tipagem da reac¢do inflamatdria foi considerado a andlise
quantitativa das diferentes células inflamatoérias individualmente, a saber: neutrofilos,
eosinofilos, linfocitos, plasmoécitos € macrofagos, identificadas pela sua morfologia especifica.
Desta forma, esta analise obedeceu aos seguintes critérios:

e (+1): quando o fenotipo celular estudado corresponder a menos de 10% do total
de células inflamatorias sediadas na area da ferida cirurgica;
e (+2): quando o fenotipo celular estudado corresponder a mais de 10% e menos
de 50% do total de células inflamatérias sediadas na area da ferida cirtirgica;
e (+3): quando o fenotipo celular estudado corresponder a mais de 50% do total
de células inflamatorias sediadas na area da ferida cirargica.
Apods a andlise anterior, a reagdo inflamatdria foi categorizada de acordo com o fendtipo
inflamatério predominante em:
¢ Inflamacdo aguda (quando predominarem neutréfilos e/ou eosinéfilos);
e Inflamacdo subaguda (quando houver equilibrio entre neutréfilos/eosinéfilos e
linfocitos/plasmacitos);
e Inflamacdo cronica inespecifica (quando predominarem linfécitos e/ou
plasmocitos);
e Inflamacdo cronica granulomatosa (quando predominarem macrofagos e/ou

gigantocitos) (BARRETO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2009).

4.9.2 Determinag¢do do indice percentual de reepitelizacao da superficie da ferida

Para a obtenc¢do do indice de reepitelizagdo da superficie da ferida foi avaliado
observando-se a formacdo de epitélio pavimentoso estratificado na regido correspondente a
superficie da ferida cirurgica. Para obtengdo deste indice, foram selecionadas 04 imagens
previamente fotomicrografadas de cada sec¢do histologica. Estas foram processadas em um
software especifico para morfometria (Image Tool®), onde foi determinado o nlimero de pixels
correspondente a area de extensdo ocupada pela faixa de epitelizag@o na superficie da ferida e
a extensao total da superficie da ferida. Posteriormente foi determinado o percentual de
epitelizagao (Ep) em cada caso, calculando-se a razao entre a extensao superficial ocupada pelo
epitélio neoformado (Eex) e a extensdo total do ferimento (Et), multiplicando por 100
(BARRETO et al., 2013), de acordo com a seguinte formula: Ep = (Eex/Et) x 100, onde:

Ep — Percentual de epitelizacao;
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Eex — Extensao superficial ocupada pelo epitélio neoformado;

Et — Extensdo total do ferimento

4.10 Ensaios

4.10.1 Western blot

Foi utilizada a técnica de western blot para a determinacdo do imunoconteudo da
proteina VEGF e para o fator de transcricdo NFkB. A proteina B-actina foi utilizada como

controle constitutivo da técnica.

O tecido de granulacao foi homogeneizado em tampao RIPA contendo 1 mM de EDTA,
20 mM de Tris—HCI, pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1 mM de EGTA, 1% de deoxicolado de sodio,
1% de nonidet 40, inibidores de proteases e fosfatases. Uma aliquota foi retirada para a dosagem
de proteinas através do método de Bradford (BRADFORD, 1976). Para a analise eletroforética
foi adicionado nas amostras 25% (v/v) de uma solucdo contendo 40% de glicerol, 20% de
mercaptoetanol, 250 mM de Tris—HCI e 8% de SDS. Posteriormente, as amostras foram

aquecidas a 95°C por 5 minutos.

Foram aplicadas quantidades iguais de homogenato (30 pg) em um gel de eletroforese
de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE) e posteriormente foi realizada a transferéncia para uma
membrana de PVDF por 3h a 80 V, utilizando como tampao de transferéncia 48 mM de Tris,
39 mM de glicina e 20% de metanol. As membranas foram lavadas 3 vezes por 10 minutos com
tampao TBS-Tween (20 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% tween-20) e bloqueadas por 1
hora com uma solucdo de bloqueio (BSA 5% em TBS-Tween). Em seguida, os anticorpos
primarios contra as proteinas VEGF (anti-VEGF clone JH121), B-actina (anti B-actina) e NFkB
(anti- NFkB) foram incubados por 15 h (4°C). Novamente, as membranas foram lavadas 3
vezes por 15 minutos com TBS-Tween e incubadas por 2 h com anticorpo secundario anti-IgG
de rato conjugado com peroxidase. A revelacdo foi feita com os reagentes do kit ECL para
produzir a reacao de quimioluminescéncia. As representacdes de dados e andlise densitométrica

foram realizadas utilizando-se o NIH Image 1.62 Beta.
4.11 Descarte dos animais

Os animais sacrificados ao término dos protocolos experimentais foram acondicionados
em sacos plasticos devidamente identificados como material bioldgico infectante e

armazenados no freezer do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia/UFS até a coleta
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seletiva de lixo bioldgico da instituicdo para descarte adequado de acordo com a legislagdo

vigente.

4.12 Analise estatistica

Os resultados obtidos a partir da analise macroscopica e microscopica da ferida cirargica
foram tratados estatisticamente utilizando-se GraphPad Prism® versado 5.0, através do teste de
Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey, conforme o caso.

Foram consideradas significativas as diferengas com p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises do D-limoneno por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A técnica de CLAE ¢ uma ferramenta analitica bastante utilizada para identificacdo e
quantificacdo de substincias em diversas matrizes, tais como: plantas medicinais, plasma
sanguineo, sistemas nanoestruturados e diversas formulacdes farmacéuticas em geral. Essa
técnica cromatografica permite realizar analises de varios tipos de produtos naturais ou
sintéticos na forma livre ou incorporada em alguma preparagdo farmacéutica de forma segura
e eficaz. Além disso, possibilita que as andlises sejam realizadas em um curto intervalo de
tempo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A figura 7 mostra o cromatograma do D-limoneno (solu¢ao padrao) obtido por CLAE e
analisado em comprimento de onda de 280 nm. O D-limoneno apresentou pico cromatografico
em 12 minutos de analise, de acordo com a metodologia descrita anteriormente. O pico
cromatografico foi eluido antes dos 20 minutos totais da analise, confirmando que a fase movel
e o tempo de corrida foram adequados para analise, mantendo a boa resolucao cromatografica
do cromatograma. O D-limoneno foi identificado nas formulacdes desenvolvidas (complexo
Lim/HP-B-CD, complexo Lim/B-CD e membrana Col/Lim/HP-3-CD), uma vez que, o pico
cromatografico dessas formulagdes apresentaram o mesmo tempo de retengdo e espectro UV

do limoneno padrao, confirmando a incorporagdo do D-limoneno nas formulagdes (Figura 8).
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Figura 7: Cromatograma do limoneno (padrao) obtido por CLAE (280nm).
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(@)

(b)

Figura 8: Cromatogramas do limoneno nas diversas formulagdes preparadas. (a): complexo Lim/HP-B-CD;
(b): complexo Lim/B-CD; (c¢): membrana Col/Lim/HP-B-CD.
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5.2 Eficiéncia de complexacao (EC) do D-limoneno nos complexos

A EC ¢é um parametro quantitativo utilizado para determinar a quantidade do principio
ativo complexado na ciclodextrina e o valor obtido ¢ expresso em porcentagem (%). A EC foi
calculada de acordo com a equacdo 1 e os valores estao apresentados na tabela 2. O complexo
de inclusdo Lim/HP-B-CD apresentou EC de 74,32 £ 0,21 % (n = 3) e o Lim/B-CD apresentou
EC de 69,19 £ 0,28 % (n = 3). Menezes e colaboradores (2016) prepararam um complexo de
inclusdo do carvacrol com B-CD e obtiveram uma EC de 71,68% (MENEZES et al., 2016).
Gaur e colaboradores (2018) prepararam um complexo de inclusdo do 6leo essencial de orégano
com B-CD e obtiveram uma EC de 80,9 % (GAUR et al., 2018). Nao existe uma porcentagem
minima para determinar se a EC foi considerada alta ou baixa. Dessa forma, valores de EC
préoximos a 70% sao adequados, uma vez que, mais da metade do D-limoneno utilizado para o
preparo do complexo foi incorporado a ciclodextrina. De acordo com os resultados obtidos, o
complexo Lim/HP-B-CD apresentou melhor EC, o que pode ser explicado, pelo método de

obten¢do do complexo (liofilizagdo) e também pela afinidade da molécula com o tipo de

ciclodextrina.
Tabela 2: Valores de EC do complexo Lim/HP-B-CD e Lim/B-CD.
Complexo de Inclusio EC% (n=3) Média + Desvio Padrao
74,08
Lim/HP--CD 74,52 74,32 % + 0,21
74,35
69,15
Lim/p-CD 68,94 69,19 % £ 0,28
69,49

5.3 Eficiéncia de incorporagao (EI) do D-limoneno nas membranas COL/HPLim

A EI, assim como a EC, é um parametro quantitativo utilizado para calcular a quantidade
do principio ativo incorporado na formulag¢ao em estudo, ou seja, nas membranas COL/HPLim.
O resultado obtido € expresso em porcentagem (%) e o calculo foi realizado usando a equagdo
2. A EI foi determinada nas membranas COL/HPLim fragmentadas em 4rea de 7 cm” e a
quantidade inicial de D-limoneno por cm? utilizada no preparo das membranas foi de 450

ng/cm?. O teor de D-limoneno obtido com as andlises por CLAE foi de 300 + 0,01 pg/cm? (n =
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3) e dessa forma a EI do D-limoneno nas membranas COL/HPLim foi de 66,6%. Como
explicado anteriormente, assim como a EC, ndo existe uma porcentagem minima para
determinar se a EI foi considerada alta ou baixa. No entanto, esse valor de 66,6% ¢ aceitavel,
uma vez que, mais da metade do D-limoneno que estava complexado com HP-B-CD foi
incorporado nas membranas e assim, estd apto a ser liberado da formulaga@o ao aplicar na ferida

e realizar os determinados efeitos farmacologicos.

5.4 Efeito da COL/HPLim sobre a area final das feridas de 7 dias

A cicatrizagdo de feridas por segunda inten¢do ocorre quando as bordas da ferida ndo
podem ser aproximadas, apresentando o leito aberto e o defeito posteriormente seria lentamente
preenchido pelo tecido conjuntivo (GUO; DIOIETRO, 2010). O inicio da cicatrizagdo ocorre
apos a criagdo de uma ferida, definida como uma lesdo corporal que normalmente envolve
laceracdo ou ruptura de uma membrana e danos aos tecidos subjacentes. A lesdo superficial
pode ocorrer pela agdo de agentes mecanicos ou térmicos, que levam a ruptura da pele ou de
outros 6rgaos e danos ao tecido e sua vascularizagao. Em seguida ocorre o sangramento, a lesdo
de endotélio e o extravasamento de proteinas intravasculares e extravasculares. Este ambiente
serve como um estimulo para hemostasia, inflamagao e outros eventos (MEDEIROS; DANTAS
FILHO, 2016).

No 7° dia de experimentacdo, com o uso de paquimetro digital obteve-se o valor
correspondente a area final da ferida (Figura 9). O grupo COL/HPLim apresentou uma area
final da ferida significativamente menor (p<0,001) quando comparado ao grupo controle e
quando comparado ao grupo LP (Limpo).

A redugdo da area da ferida ¢ registrada pelo processo de contracao que ¢ mediada por
miofibroblastos presentes no tecido de granulagdo e abrange uma interagao de células, matriz
extracelular (MEC) e citocinas (MOULIN et al., 2000). Um estudo realizado por Keskin et al.,
(2017), demonstrou um efeito cicatrizante com o uso de D-limoneno no modelo de ferida
excisional e obteve resultado significativo quanto a contragao da ferida no sexto dia, associado
a sua atividade anti-inflamatdria e antimicrobiana que possivelmente contribuiu para este fato
com a sintese de coldgeno e diminuicao das células inflamatorias. Ao mesmo tempo no 7° dia
pos-operatorio observou-se a fase proliferativa, com a epitelizacdo, angiogénese e formacao da
matriz extracelular (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

O uso da membrana bioativa de colageno por se tratar de um biomaterial que estimula

a cicatrizagdo de feridas através da deposicao e organizacao de fibras recém-formadas e tecido
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de granulacdo no leito da ferida, cria um ambiente bom para a cicatrizagdo de feridas
(NATARAJ, C. et al., 2007). Nesta avaliagdo o colageno, considerado um biomaterial que
estimula a cicatrizacao de feridas através da deposi¢ao e organizagao de fibras recém-formadas
e tecido de granulagdo no leito da ferida, também agiu possivelmente como um veiculo
carreador do complexo contendo o monoterpeno D-limoneno. O uso de membranas de colageno
produzidas a base de produtos naturais como sistema de controle de liberacdo de farmacos
(ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009) e compostos quimicos isolados, a exemplo de timol
(RIELLA et al., 2012), 4cido usnico (NUNES et al., 2011), mangaba (COSTA, et al., 2012)
estd bem estabelecida, mas nenhum estudo utilizando membranas de colageno contendo D-

limoneno foi relatado anteriormente.
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Figura 9: Efeito de membranas de coligeno contendo D-limoneno complexado em HP-B-CD
(COML/HPLIM) sobre a area final da ferida(mm?) 7 dias apés a sua confec¢caoLP: Grupo de ratos isentos de
tratamento (SF a 0,9%); COL/HP: Animais tratados com membrana de colageno e HP-3-CD; COL/HPLim: Ratos
tratados com membrana de colageno contendo D-limoneno complexado em HP-B-CD. Ratos foram tratados
imediatamente apos a les@o cirtrgica e avaliados 7 dias apds a confec¢do da ferida cutanea aberta. Os valores
foram representados pela média + E.P.M. ANOVA uma via, seguido pelo pds-teste de Tukey (n = 5/grupo). ***p

< 0,001 ao grupo controle. “p < 0,01 quando comparado ao LP.

5.5 Efeito da COL/HPLim sobre a composi¢ao histoldgica das feridas de 7 dias

No que se refere ao tipo do infiltrado e de acordo com Barreto et al., (2013); Ribeiro et
al., (2009), no 7° dia poés lesdo, a intensidade da resposta inflamatdria foi considerada severa
em todos os grupos, o infiltrado leucocitério foi predominantemente subagudo (rico em células
polimorfonucleares e mononucleares inflamatérias) nos grupos LP e COL/HP e
predominantemente cronico inespecifico (rico em linfocitos e plasmocitos) no grupo

COL/HPLim (Tabela 3).
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Tabela 3: Avaliacdo do perfil do infiltrado inflamatorio nos grupos controles ¢ D-limoneno apoés 7 dias dos
procedimentos cirlirgicos.

Grupo Animal  Intensidade de Leucdcitos
Reacio Neut.  FEosin.  Lif.  Plasm.  Macr. Células
Inflamatoéria gig
LP R1 +3 +2 +1 +2 +1 +1 +1
R2 +3 +2 +1 +2 +1 +1 +1
R3 +3 +2 +1 +3 +1 +1 +1
R4 +3 +2 +1 +2 +1 +1 +1
R5 +3 +2 +1 +2 +1 +1 +1
COL HP R1 +3 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R2 +3 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R3 +3 +2 +1 +2 +1 +1 +1
R4 +3 +2 +1 +2 +1 +3 +1
R5 +3 +2 +1 +2 +1 +1 +1
COL/ R1 +3 +1 +1 +3 +1 +1 +1
HPLim R2 +3 +2 +1 +2 +1 +1 +1
R3 +3 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R4 +3 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R5 +3 +1 +1 +3 +1 +1 +1

LP: Animais isentos de tratamento (SF a 0,9%); COL/HP: Ratos tratados com veiculo (membrana de colageno
com HP-B-CD); COL/HPLim: Animais tratados com membrana de colageno contendo D-limoneno complexado
HP-B-; R: Rato; Neut.: Neutrofilos; Eosin: Eosinéfilos; Linf.: Linfécitos; Macr.: Macrofagos; Cél. Gig.: Células
Gigantes. +1: Menos de 10%; +2: Entre 10 e 50%; +3: Mais de 50%.

Quando a ferida completa o seu fechamento e os microorganismos sao eliminados, os
linfocitos constituem o subsistema leucocitdrio mais abundante em feridas humanas. Os
linfocitos, ndo somente sdo efetores imunes, mas também, produtores de fatores de crescimento.
De forma notével, na etapa de remodelacao, eles sdo atraidos para a regido da ferida em igual
numero que os monodcitos e, a partir do décimo quarto dia, sdo os leucocitos que predominam
na regido (CURI, et al., 2005). Um estudo realizado por D"Alessio et al, (2014) demonstrou que
o0 uso do D-limoneno em modelo animal de dermatite levou a presenga moerada de infiltrados
celulares com o predominio de linfocitos numa avaliagao de 7 dias. Dessa forma, a presenga de
um infiltrado predominantemente cronico inespecifico visto no grupo COL/HPLim, nos leva a
inferir que houve um aceleracdo no processo cicatricial evidenciada pelo leito da lesao
encontrar-se rico em linfocitos.

Neste periodo, os neutrofilos podem constituir até 50% de todas as células presentes na
ferida. As principais fungdes de neutrofilos sdo defender a ferida de bactérias e remover restos
de tecidos. Os neutrdfilos liberam vérios tipos de enzimas proteoliticas, fragmentando as

bactérias. Restos de bactérias e de tecidos sdo removidos da ferida pela fagocitose dos
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neutrofilos (HUNT, T. K., et al., 2006). O efeito positivo na reducdo dos neutrofilos na resposta
inflamatoria pode estar na agdo do D-limoneno sobre o bloqueio do Fator de transcri¢ao kappaB
(NFkB) (LIU, et. al., 2011) o que podemos interpretar como um efeito anti-inflamatoério.

Apo6s 48 a 96 horas apos o ferimento, os leucdcitos predominantes nas feridas sdo os
macrofagos. Da mesma maneira que os neutrofilos, removem da ferida detritos através da
fagocitose e secre¢do de proteases, servindo como uma fonte primaria de diversas citocinas e
fatores de crescimento, os macrofagos apresentam-se necessarios para apoiar o recrutamento €
ativacdo celular, a sintese da matriz extracelular, a angiogénese e a remodelacao e estimulam a
formagado de fibroblastos, a sintese do coldgeno pelos fibroblastos e a neoformagdo de vasos
sanguineos na ferida. Ao contrario dos neutrofilos, os macréfagos permanecem dentro de um
ferimento até a sua cura completa (MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016).

Macrofagos iniciam o desenvolvimento do tecido de granulagdo e liberam uma
variedade de citocinas pro-inflamatérias (IL-1 e IL-6) e fatores de crescimento (fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento endotelial (EGF), fator de
transformagdo do crescimento (TGF-f) e fator de crescimento dericado de plaquetas (PDGF).
Com a ajuda do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) liberado de plaquetas e FGF,
células endoteliais proliferaram e a angiogénese segue. Este processo ¢ essencial para a sintese,
deposicao e organizagdo de um nova matriz extracelular (MEC) (HANTASH, et al., 2008).

Nesse estudo pdde-se observar o desenvolvimento de uma delicada rede de vasos
capilares formando um tecido de granula¢do imaturo nos grupos LP, COL/HP e COL/HPLim.
Bem como, neste ultimo grupo observou-se também um contetido fibroblastico claramente

visivel em associacdo com o componente vascular (Figura 10 C e ¢).
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Figura 10: Fotomicrografias do efeito do limoneno (LIM) sobre a analise microscopica de feridas de 7

diasem ratos. Severa resposta inflamatéria com infiltrado leucocitario rico tanto em neutrofilos quanto em
linfocitos nos grupos LP e COL HP (A, a, B ¢ b) e rico em linfécitos no grupo COL HP LIM (C e c) ao 7° dia pds
lesdo. Conteudo conspicuo de células fibroblasticas em associagdo ao componente vascular no grupo COL HP

LIM (c).

5.6 Efeito da COL/HPLim sobre os niveis de VEGF nas feridas de 7 dias

A producao de novos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes ¢ acompanhada,
na maioria das vezes, por aumento da permeabilidade vascular (BATES; HARPER, 2002).
Virias citocinas produzidas durante o processo de cicatrizacdo interferem diretamente na
permeabilidade vascular. O FGF, o VEGF e o TGF-f sdo os principais agentes angiogénicos
envolvidos (HAMER et al., 2012) sendo o VEGF, o principal regulador da vasculogénese e
angiogiogenese durante o desenvolvimento do tecido cicatricial ( HOWDIESHELL et al., 2001;
NISSEN et al., 1998).

Em todas as feridas, o suprimento sanguineo dos fibroblastos responsaveis pela sintese
de colageno provém de um intenso crescimento de novos vasos, caracterizando a cicatrizagdo
por segunda intengdo e o tecido de granulacdo. A neo-angiogénese ¢ responsavel nao apenas
pela nutricao do tecido, com uma demanda metabolica maior, como também pelo aumento do
aporte de células, como macrofagos e fibroblastos, para o local da ferida (TAZIMA, 2008).
Esses vasos recém-formados sdo caracteristicos do tecido de granulacao, e tem por finalidade

nutrir e oxigenar os tecidos em crescimento (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).
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No presente estudo, foi avaliado o efeito da membrana bioativa de coldgeno contendo
D-limoneno complexado (COL/HPLim) sobre a concentracio de fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) na ferida excisional de ratos 7 dias apos a confecc¢ao da ferida (Figura 11).
O grupo COL/HPLim mostrou-se significativo no que se refere ao aumento de concentragao do
VEGF (p<0,05) quando comparado ao grupo LP e também significativo quando comparado ao
grupo COL/HP (p<0,01). O que torna-se possivel inferir que a aplicacio da membrana
COL/HPLim elevou a quantidade de imunoconteudo de VEGF neste modelo indicando que o
aumento da concentracdo de VEGF produzido pelo tratamento com COL/HPLim,
possivelmente favoreceu a cicatrizagdo, acelerando a fase inflamatdria, induzindo a formagao
de novos vasos e, consequentemente, a nutri¢ao tecidual.

Esse achado corrobora com evidéncias na literatura de que o aumento da quantidade de
imunoconteido de VEGF acelera o processo de cicatrizagijo (MORAES et al., 2013;
BREITBART et al., 2001; CORRAL et al., 1999). Porém seriam necessarios estudos mais
especificos para maior compreensao do efeito da membrana COL/HPLim sobe a vascularizagao

cicatricial cutaneo.
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Figura 11: Efeito de membranas bioativas sobre a quantidade de imunoconteuido do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) na ferida excisional de ratos 7 dias apos sua confecciio. LP: Grupo de ratos isentos
de tratamento (SF a 0,9%); COL/HP: Animais tratados com membrana de colageno ¢ HP-B-CD; COL/HPLim:
Ratos tratados com membrana de colageno contendo limoneno complexado em HP-B-CD. Ratas foram tratadas
imediatamente apos a lesdo cirtrgica e avaliadas 7 dias ap6s a confecg@o da ferida cutanea aberta. Os valore estao
representados pela média = E.P.M. ANOVA uma via, seguido pelo teste de Tukey. *p<0,05 quando comparado
ao limpo **p<0,01 quando comparado ao grupo COL/HP.

5.7 Efeito da COL/HPLim sobre o a concentracao de NFxB nas feridas de 7 dias

O fator de transcricdo nuclear kappa das células B (NF-kappa B) ¢ um grupo de

proteinas que participa na expressdao de uma ampla variedade de genes que estdo envolvidos na
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regulagdo de respostas imunes e inflamatorias (HEWAGAMA; RICHARDSON, 2009). O
NF«B ativo migra para o nucleo e liga a transcri¢ao de varios genes principalmente envolvidos
na inflamagdo. A perpetuagdo da inflamacao posteriormente prejudica o crescimento do tecido
no local de reparagdo, finalmente resultando no estado de ndo cicatrizagdio (MOHANTY, C.,
SAHOQO, S., 2017).

A inflamagdo persistente ¢ uma caracteristica das feridas que tem um retardo cicatricial,
sendo notado o acumulo prolongado de macrofagos e niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias, essas feridas tem maiores chances de cronificag¢do da cicatrizagdo (TRENGOVE;
BIELEFELD-OHMANN; STACEY, 2008).

Na analise dos niveis do fator de transcrigdo NFkB no 7° dia ap6s a confecgao da ferida
(Figura 12), pode-se observar um resultado significativo no grupo dos animais tratados com
membranas bioativas de coldgeno contendo D-limoneno complexado (COL/HPLim) (p<0,05),

quando comparado aos grupos Limpo (LP) e ao grupo veiculo (COL/HP) (p<0,05).
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Figura 12: Efeito de membranas bioativas sobre a concentracgao de fator de transcricio (NFxB) 7 dias apos
a confeccido da ferida. LP: Grupo de ratas com tratamento (SF a 0,9%); COL/HP: Animais tratados com
membrana de colageno e HP-B-CD; COL/HPLim: Ratas tratadas com membrana de coldgeno contendo D-
limoneno complexado em HP-B-CD. As ratas foram tratadas imediatamente apos a lesdo cirtrgica e avaliadas no
7° dia ap0ds a confecgdo da ferida cutanea aberta. Os valore estdo representados pela média + E.P.M. ANOVA uma

via, seguido pelo teste de Tukey. *p<0,05 quando comparado ao limpo de ao grupo limpo.

Estudos demonstraram que os monoterpenos tém propriedades importantes na relacdo a
inflamacdo (ALMEIDA et al., 2013; DE SANTANA et al., 2015; LEITE et al., 2012;
QUINTANS-JUNIOR et al., 2013; QUINTANS et al., 2013). Ja o papel anti-inflamatorio do
D-limoneno foi comprovado pela a inativagdo da via de sinalizagdo do NFxB no estudo de Chi

et al., 2013. Dessa maneira € possivel concluir que a membrana bioativa de colageno contendo
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limoneno complexado diminuiu os niveis de NFkB, provando sua agdo anti-inflamatoria neste

modelo de cicatrizacao.
5.8 Efeito da COL/Lim sobre a area final das feridas de 14 dias

No 14° dia apds a confeccao das feridas, ndo houve diferenga significativa (p > 0,05)
entre os grupos no que se refere a area final da ferida (Figura 13). Este grafico evidencia
praticamente o fechamento total das lesdes de 14 dias ao compararmos o grupo experimental

de 7 dias.
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Figura 13: Comparacio sobre o efeito de membranas de colageno contendo D-limoneno complexado em
HP-3-CD (COL/HPLim) sobre a area final da ferida (mm?) entre 7 e 14 dias apés a sua confec¢ido. LP: Grupo
de ratas tratadas com SF a 0,9%; COL/HP: Animais tratados com membrana de coldgeno e HP-B-CD;
COL/HPLim: Ratas tratados com membrana de colageno contendo limoneno complexado em HP-B-CD; Ratas
foram tratadas imediatamente apds a lesdo cirtrgica e avaliados 14 dias ap6s a confecgdo da ferida cutanea aberta.
Os valores foram representados pela média + E.P.M. ANOVA uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey (n =
5/grupo). ***p < 0,001 ao grupo controle. *p < 0,01 quando comparado ao LP.

Neste periodo espera-se que a ferida encontre-se no fim da fase de proliferagdo, onde
observa-se macroscopicamente boa parte da ferida contraida (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006). Com os resultados, pode-se observar que houve diminui¢do clara nas
dimensdes das feridas de todos os animais no 14° dia de avaliagdo mesmo nao havendo, desta
forma, diferengas macroscopicas e estatisticas significativas entre os grupos COL/HPLim,

quando comparados ao grupo LP e COL/HP.
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5.9 Efeito da COL/Lim sobre a composi¢ao histologica das feridas de 14 dias

Ao 14° dia (figura 14), a intensidade da resposta inflamatoria se mostrou moderada nos
grupos LP e COL/HP, enquanto que no grupo COL/HPLim (Figura 13 C e c) foi considerada
leve. De modo geral, os linfocitos foram os leucocitos mais abundantes do infiltrado observado,
sendo o infiltrado classificado desta forma como cronico inespecifico em todos os grupos
(Tabela 4). Um notavel conteudo de grandes células fusiformes interpretadas como fibroblastos

ativos também foi observado, particularmente no grupo COL/HPLim (Figura 13 c).

Figura 14: Fotomicrografias do efeito do limoneno (LIM) sobre a analise microscépica de feridas de 14 dias
em ratos. Moderada resposta inflamatoria nos grupos LP e COL/HP (a e b), enquanto leve no grupo
COL/HPLim(c). E linfocitos mais abundantes no infiltrado leucocitario em todos os grupos no 14° dia (A, B e C).
Conteudo notavel de grandes células fusiformes interpretadas como fibroblastos ativos e formagao de estruturas

epiteliais interpretadas como rudimentos de apéndices cutdneos no revestimento epitelial no grupo COL HP LIM

(©).

Durante a formagao da cicatriz, a partir da segunda semana, existe um acumulo
continuo de colageno e proliferacao de fibroblastos. O infiltrado leucocitario, o edema e o
aumento da vascularizacdo estdo substancialmente diminuidos. Um processo longo de
“empalidecimento” ¢ iniciado realizado pelo aumento da deposi¢cdo de coldgeno na cicatriz
incisional e pela regressdo dos canais vasculares (ROBBINS; COTRAN, 2010). No presente
estudo, na avaliacao histologica do 14° dia apenas o grupo COL/HP Lim apresentou a formagao

de "budings" epiteliais interpretados como rudimentos dos apéndices cutaneos no revestimento
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epitelial e uma regressdo substancial canais vasculares, indicando a supera¢do da fase

inflamatoria proliferativa e antecipagdo da fase de remodelagdo (Figura 14 c).

Tabela 4: Avaliagao do perfil do infiltrado inflamatorio nos grupos controles e limoneno apds 14 dias dos
procedimentos cirurgicos.

Grupo Animal Intensidade de Leucécitos
Reagio Neut. Eosin. Lif. Plasm. Macr. Cél.
Inflamatoéria gig
LP R1 +2 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R2 +2 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R3 +3 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R4 +2 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R5 +2 +1 +1 +3 +1 +1 +1
COL HP R1 +2 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R2 +3 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R3 +3 +1 +1 +3 +1 +1 +1
R4 +2 +1 +1 +3 +1 +3 +1
R5 +2 +1 +1 +3 +1 +1 +1
COL HP R1 +2 +1 +1 +1 +1 +1 +1
LIM R2 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R3 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R4 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
R5 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1

LP: Animais tratados com SF a 0,9%; COL/HP: Ratos tratados com veiculo (membrana de colageno com HP-3-
CD); COL/HPLim: Animais tratados com membrana de coldgeno contendo D-limoneno complexado HP--CD);
R: Rato; Neut.: Neutrofilos; Eosin: Eosindfilos; Linf.: Linfocitos; Macr.: Macrofagos; Cél. Gig.: Células Gigantes.
+: Menos de 10%; ++: Entre 10 e 50%; +++: Mais de 50%.

5.10 Efeito da COL/HPLim sobre o indice de epitelizacao das feridas de 7 e 14 dias

A maturagdo da ferida tem inicio durante a 3* semana e caracteriza-se por um aumento
da resisténcia, sem aumento na quantidade de colageno (TAZIMA, et al., 2008). No mesmo
modo que a angiogénese, a restauragao do epitélio comega precocemente no processo de
cicatrizacdo, mas ndo ¢ facilmente perceptivel até varios dias apds a lesdo. A epitelizacdo
restabelece a barreira externa que minimiza as perdas de liquidos e a invasdo bacteriana. O
processo de epitelizagdo comega com espessamento da epiderme ao longo das bordas da ferida
(CHILDS; MURTHY, 2017).

As células epiteliais migram, a partir das bordas, sobre a area cruenta, da ferida e dos
foliculos pilosos proximos, induzindo a contracdo e a neoepitelizagdo da ferida e, assim,
reduzindo a sua superficie. Os queratinocitos, localizados na camada basal da epiderme residual

ou na profundidade de apéndices dérmicos, revestidos de epitélio, migram para recobrir a ferida.
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As células epiteliais movem-se, aos saltos e desordenadamente, até as bordas, aproximando-as
(TAZIMA, et al., 2008).

A reepitelizagdo da ferida pode ser conceitualmente vista como o resultado de trés
fungdes sobrepostas dos queratindcitos: migragao, proliferacao e diferenciagdo. Acredita-se que
a seqiiéncia de eventos pelos quais os queratindcitos realizam a tarefa de re-epitelizagao
geralmente comeca com o inicio da migracdo das células basais e de um subconjunto de
queratinocitos suprabasilares sobre a matriz da ferida seguids da mitose. Finalmente, ha a recém
formacgdo das multicamadas da epiderme e em seguida a restauracao da funcionalidade da
epiderme (SANTORO; GAUDINO, 2005).

Ap6s 7 dias de experimentacdo animal, o grupo COL/HPLim registrou uma taxa de
repitelizagdo (Figura 15) significativa quando comparado ao LP (**p<0,01) e quando
comparado ao grupos COL/HP (*p<0,01). J4 na avaliacio dos grupos de 14 dias ndo foi possivel
observar distingdes estatisticas significativas quanto ao indice de epitelizacdo (Figural6)
corroborando com o resultado descrito no item 5.8 onde, as feridas na avaliagdo macroscopica
de 14 dias apresentaram-se epitelizadas e sem diferenca significativa entre elas. Além disso,
estudos anteriores utilizando produtos naturais ja demonstraram que estes quando aplicados em
modelos de cicatrizacdo podem agir na modulacdo do crescimento de células epiteliais e na

proliferacdo de queratindcitos (NUNES, et. al., 2011; VALACCHLI, et. al., 2009).
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Figura 15. Efeito de membranas de coligeno contendo limoneno (COL/HPLim) sobre o indice de
reepitelizacdo em feridas cutdneas abertas de 7 dias. LP: Grupo de ratas tratadas com SF 0,9% COL/HP: grupo
de ratas tratadas com membrana de gelatina, COL/HPLim: membrana de colageno contendo limoneno complexado
em HP-B-CD imediatamente ap0s a lesdo cirirgica e mantido por 7 dias desde a confecgdo da ferida cutanea aberta.

Os valore estdo representados + E.P.M. ANOVA uma via, seguido pelo teste de Tukey (n = 5/grupo).
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Figura 16. Efeito de membranas de coligeno contendo limoneno (COL/HPLim) sobre o indice de

reepitelizacdo em feridas cutineas abertas de 14 dias. LP: Grupo de ratas tratadas com SF 0,9%, COL/HP:

grupo de ratas tratados com membrana de gelatina, COL/HPLim: membrana de colageno contendo limoneno

complexado em HP-B-CD. Os valore estdo representados = E.P.M. ANOVA uma via, seguido pelo teste de Tukey

(n = 5/grupo).



56

6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 Conclusao

A partir da andlise de eficiéncia de incorporagdo, evidenciou-se que mais da metade do
D-limoneno que estava complexado com HP-B-CD foi incorporado nas membranas
comprovando os efeitos farmacologicos a partir da liberagdo do D-limoneno.

Diante dos dados observados acerca do efeito de COL/HPLim sobre a cicatrizacao de
feridas cutaneas excisionais em roedores, pode-se concluir que a membrama bioativa promoveu
a reducdo da area final das feridas de 7 dias, somada a uma melhor evolugdo do processo
inflamatoério evidenciado pelo predominio de linfécitos ja no 7° dia p6s lesao. Além de ser capaz
nesse modelo de elevar os niveis de VEGF, proporcionando possivelmente a quimiotaxia,
vasodilatagcdo e formacao de novos vasos, garantindo uma melhor cicatrizacao e de diminuir o
imunoconteudo do fator de transcrigdo NFkB, na ferida, agindo possivelmnte como anti-
inflamatorio.

Observou-se que o uso de COL/HPLim na avaliac¢do da ferida de 14 dias possivelmente
fez efeito sobre a area final da ferida, este evidenciado pelo aspecto histologico com presenca
de lifocitos e rudimentos de apéndeces cutdneos como presenca de foliculos pilosos em
formagao e glandulas e uma diminui¢do substancial do aumento da vascularizagdo, indicando
possivelmente uma rapida superacdo da fase inflamatoria e antecipagao da fase de remodelagao.

Diante do exposto, o uso de produtos naturais associados a tecnologias de incorporagao
somados ao uso de biomateriais como veiculos, a elucidacdo dos presentes resultados e das
atividades descritas previamente para o LIM, como sua a¢ao anti-inflamatoria, pode-se sugerir
que COL/HPLim representa uma alternativa tecnologica propicia na area de produtos para a

cicatrizagdo de feridas especialmente as feridas cronicas e de dificil cicatrizagao.

6.2 Perspectivas

Nao foi possivel esclarecer todos os mecanismos farmacologicos envolvidos na agao da
membrana bioativa de coldgeno contendo D-limoneno complexado em HP-B-CD no processo
de cicatrizagao no presente estudo. Assim, as proximas etapas deverdo conter a realizagdo da
analise do TNF—a e IL1-B, IL- 10, CD34, metilperioxidase, estresse oxidativo, alteracdes

morfofisiologicas na cinematica do reparo tecidual, como a participacdo de miofibroblastos e
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de mediadores pré-inflamatdrios dentre outros, além da avaliagdo das fibras de coldgeno e do
teste da membrana em outros modelos animais de cicatrizacao.

Dessa maneira ¢ importante ressaltar que o desenvolvimento de um possivel produto
farmacéutico, seja medicamentoso ou cosmético, sera necessario realizar os testes em outras
espécies animais (ndo roedores) e, na etapa clinica, em humanos, de acordo com os parametros
descritos na RDC-17 de 24/02/00 e RDC-48 de 16/03/04 da ANVISA (Agéncia de Vigilancia
Sanitaria).

E por fim, publicacdo em uma das principais revistas de dermatologia do mundo a

BRISTISH JOURNAL OF DERMATOLOGY, MEDICINA I, A2 e fator de impacto 4,42.
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ANEXO 1

Formulério de aprovagio no COMITE DE ETICA E PESQUISA EM ANIMALIS.
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ANEXO 2

Ficha de avaliagdo e acompanhamento animal — Experimentacdo — Ferida
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Identificapio Aspactos da ferida Avaliapio de Dor
Eixo
Amimal | Grupo | Trafamento | Cramo- | Latero- | Crosta | Secragdo | Edema | Neerose | Cieatnz | Almentagio | Arua | Perda | Movimentos | Hipotermia®
candal | lateral de tensos




