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RESUMO

Efeito de membranas de gelatina contendo acido usnico em queimaduras utilizando modelo
suino. Nunes, P.S., Aracaju-SE, 2013.

A busca por produtos para o tratamento de feridas provocadas principalmente por queimaduras é
cada vez maior. Diversos produtos sdo desenvolvidos e comercializados com finalidade de
atuarem acelerando a dindmica cicatricial, tais como, agentes tdpicos, solucdes, enxertos,
curativos interativos e biofilmes. A gelatina t€ém sido um dos materiais mais estudados para esse
fim, visto que apresenta arquitetura celular adequada para atuar como suporte na construcio de
novos tecidos, bem como, possibilita a incorporacdo de substincias ativas em sua estrutura
proteica. O 4cido usnico (AU), um metabdlito secunddrio de liquens, tem apresentado
propriedades biolégicas promissoras para o tratamento de feridas, como atividade antimicrobiana
e anti-inflamatéria. Porém é um metabdlito insolivel em &4gua e para sua incorporagdo as
membranas de gelatina se faz necessdrio o uso de lipossomas, que possibilitam a incorporagdo de
farmacos insoliveis para posterior liberagdo controlada. Nesta perspectiva, o objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito de membranas de gelatina contendo AU/lipossomas sobre o reparo
cicatricial em queimaduras em suinos. O ensaio bioldgico foi realizado com nove (09) suinos
machos, 03 animais em cada grupo, formando trés grupos, que foram sacrificados 8, 18 e 30 dias
ap6s a indugdo da queimadura, para remocdo dos espécimes e preparo das ldminas histolégicas.
Foram realizadas trés queimaduras no dorso de cada animal, as quais foram recobertas com trés
produtos: pomada de sulfadiazina de prata (grupo SDZ); Duoderme® (grupo GDU) e filmes de
gelatina contendo lipossoma/dcido tsnico (grupo UAL). Os resultados da macroscopia
demonstraram reducdo progressiva da drea lesada ao longo do tempo experimental para os trés
grupos estudados, além disso, ndo foi observado sinais clinicos de infec¢dao secunddria. Na andlise
do indice médio da retrag@o das feridas nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os
indices de retragdo obtidos nos animais em nenhum grupo e tempos analisados (p>0,05). Na
microscopia, em & dias, os trés grupos mostraram degeneracdo hidrépica do epitélio, com intensa
infiltracdo neutrofilica. A reagdo de granulacdo observada na regido central das feridas do grupo
SDZ foi mais imatura em relacdo aos grupos GDU e UAL. Em 18 dias, a neoformacio
epidérmica, apesar de parcial nos trés grupos, se mostrou bastante incipiente no SDZ quando
comparada aos grupos GDU e UAL. A reacdo inflamatéria foi reduzida em todos os grupos,
entretanto a reagdo de granulagdo mostrou-se mais imatura no grupo SDZ, em relacdo a reagdo de
granulacdo exuberante, ricamente celularizada, evidenciada nos grupos GDU e UAL. Em 30 dias,
a reacdo de granulacdo, demostrou estar mais extensa no grupo SDZ, contrapondo-se a restrita
reacdo de granulacdo observada nos grupos GDU e UAL, presente apenas na regido abaixo do
epitélio. No grupo SDZ, ainda observou-se presenca de infiltrado inflamatério envolvido na
reacdo de granulacdo. Na andlise de coldgeno por picrossirius verificou-se uma gradativa
substituicdo das fibras de coldgeno tipo III para tipo I, bem como, melhora da densidade de
colagenizagao em todos os grupos, porém no UAL, quando comparado aos grupos SDZ e GDU,
observou a substituicdo mais rdpida das fibras de coldgeno, assim como melhora na densidade da
colagenizagdo. Conclui-se assim, que o grupo UAL promoveu o desenvolvimento e maturacdo da
reacdo de granulagdo, do reparo cicatricial compardveis ao duoderme e melhores que a pomada de
sualfadizina de prata, bem como maior incremento da deposi¢do colagénica em relacdo aos dois
outros grupos.

Descritores: Queimadura, suinos, membrana de gelatina, lipossomas, dcido Usnico.



ABSTRACT

Effect of gelatin membranes containing usnic acid in burns using porcine model. Nunes, P. S.,
Aracaju, SE, 2013.

The search for products to treat wounds caused by burns is mainly increasing. Several
products are developed and marketed with the purpose of act accelerating the scar dynamics,
such as topical agents, solutions, grafts, and interactive dressings and biofilms. The gelatin
has been one of the most studied materials for this purpose because it shows cellular
architecture suitable to act as support in the construction of new tissues as well, allows the
incorporation of active substances in its protein structure. The usnic acid (UA), a secondary
metabolite of lichens, has shown promising biological properties for the treatment of wounds,
such as antimicrobial and anti-inflammatory activities. However, it is a metabolite water-
insoluble and for its incorporation into gelatin membranes, it is necessary the use of
liposomes, which enable the incorporation of insoluble drugs for subsequent controlled
release. In this perspective, the aim of this study was to evaluate the effect of gelatin
membranes containing usnic acid/liposome about scar repair of burns in pigs. The biological
assay was realized with nine (09) male pigs, 03 animals in each group forming three groups
which were sacrificed 8, 18 and 30 days after the induction of the burn for removal of
specimens and development of histological slides. Three burns were made on the dorsum of
each animal, which were coated with three products: silver sulfadiazine ointment (group
SDZ); Duoderme ® (group GDU) and gelatin films containing usnic acid/liposome (group
UAL). The results of the macroscopic examination showed progressive reduction of the
injured area over time for the three experimental groups, furthermore, there was no clinical
signs of secondary infections. In the analysis of the average rate of contraction of wounds no
statistically significant difference between the rates of decline observed for animals in any
group and time periods analyzed (p> 0,05). In the microscopy in eight days, all three groups
showed hydropic degeneration of the epithelium, with intense neutrophilic infiltration. The
reaction of granulation observed in the central region of the injured group SDZ was more
immature than in groups GDU and UAL. In 18 days, the neo-formation epidermal, although
partial in the three groups showed quite incipient in SDZ compared to groups GDU and UAL.
The inflammatory reaction was reduced in all groups, but the reaction of granulation was
more immature in group SDZ, in relation to the reaction of exuberant granulation, richly with
cells evidenced in groups GDU and UAL. In 30 days, the reaction of granulation, showed to
be more extensive in group SDZ, opposing the restricted reaction of granulation observed in
groups GDU and UAL, present only in the region below the epithelium. In group SDZ also
observed the presence of inflammatory infiltrate involved in the reaction of granulation. In the
analysis of collagen by picrosirius there was a gradual substitution of the fibers of collagen
type III to type I, and the improvement in the density of collagen in all groups, but in UAL
compared to groups and SDZ GDU it was observed a faster substitution of collagen fibers, as
well as improvement in the density of collagen. Therefore it is concluded that the UAL group
promoted the development and maturation of granulation reaction, scar repair comparable to
duoDerme® and better than the sulfadiazine silver ointment, as well as increase of collagen
deposition compared to the other two groups.

Keywords: Burn, pigs, gelatin membrane, liposomes, usnic acid



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19
Figura 20
Figura 21
Figura 22
Figura 23
Figura 24
Figura 25
Figura 26
Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33
Figura 34

Lista de Figuras

Procedimento de inducio da queimadura.

Revestimento das queimaduras com os produtos avaliados.

Seccdes macroscopicas para microscopia.

Macroscopia das feridas tratadas em 8, 18 e 30 dias.

Indice da 4rea da superficie da ferida.

Andlise semiquantitativa do perfil evolutivo da reagdo de granulagdo.
Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo SDZ em 8dias.
Representacdo histoldgica da 4rea central da ferida do grupo SDZ em 8 dias.
Representacdo histoldgica da 4rea central da ferida do grupo SDZ em 8 dias.
Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo GDU em 8 dias.
Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo GDU em 8 dias.
Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo GDU em 8 dias.
Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo GDU em 8 dias.
Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo UAL em 8 dias.
Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo UAL em 8 dias.
Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo UAL em 8 dias.
Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo UAL em 8 dias.
Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo SDZ em 18 dias.
Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo SDZ em 18 dias.
Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo SDZ em 18 dias.
Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo SDZ em 18 dias.

Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo SDZ em 18 dias.

Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo GDU em 18 dias.
Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo GDU em 18 dias.

Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo GDU em 18 dias.

Representacdo histoldgica da 4rea central da ferida do grupo GDU em 18 dias.

Representacdo histoldgica da 4rea central da ferida do grupo GDU em 18 dias.

Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo UAL em 18 dias.

Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo UAL em 18 dias.

Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo UAL em 18 dias.

Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo UAL em 18 dias.

Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo UAL em 30 dias.

Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo SDZ em 30 dias.

Representacdo histoldgica da drea centralda ferida do grupo SDZ em 30 dias.



Figura 35
Figura 36
Figura 37
Figura 38
Figura 39
Figura 40
Figura 41
Figura 42
Figura 43
Figura 44
Figura 45
Figura 46
Figura 47
Figura 48
Figura 49
Figura 50
Figura 51

Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo SDZ em 30 dias.

Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo GDU em 30 dias.

Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo GDU em 30 dias.

Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo GDU em 30 dias.

Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo GDU em 30 dias.

Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo UAL em 30 dias.

Representacdo histoldgica da drea marginal da ferida do grupo UAL em 30 dias.

Representacdo histoldgica da drea central da ferida do grupo UAL em 30 dias.
Representacdo da deposicdo colagénica no grupo SDZ em 8 dias.
Representacdo da deposicao colagénica no grupo GDU em 8 dias.
Representacdo da deposicdo colagénica no grupo UAL em 8 dias.
Representacdo da deposicao colagénica no grupo SDZ em 18 dias.
Representacdo da deposicdo colagénica no grupo GDU em 18 dias.
Representacdo da deposicao colagénica no grupo UAL em 18 dias.
Representacdo da deposicao colagénica no grupo SDZ em 30 dias.
Representacdo da deposicdo colagénica no grupo GDU em 30 dias.

Representacdo da deposicao colagénica no grupo UAL em 30 dias.

67
69
69
70
71
72
72
73
74
75
75
76
77
78
79
80
81



Tabela 1

Lista de Tabelas

Escores da caracterizacao histolégica da rea¢do de granulacao.

42



ade
AU
BCl-xI
cg

cf

cfp
eea
eeh

ef

eif
eifa
eife
EGF
FGF
GDU
HE
HO-1
HepG2
hop

hp
IL-1
IL-6
INOS
KGF
LPS

It
MEC
MMPs
NO
NF-kB
PF4
PGDF

Lista de Siglas e Abreviacoes

Area de desnudamento epitelial
Acido tsnico

Células do endotélio vascular umbilical
Camada granulosa

Cicatriz fibrosa

Cicatriz fibrosa primdria

Epitelial escamoso acantdtico
Epitelial escamoso hiperplésico
Exsudato fibrinoso

Espacos interfibrilares

Espacos interfibrilares amplos
Espacos interfibrilares estreitos
Fator de crescimento epidérmico
Fator de crescimento fibrobldstico
Grupo dos animais que utilizaram o Duoderme®
Hematoxilina/eosina
Heme-oxigenase-1

Células hepaticas G2
Hiperortoqueratinizagao
Hiperplasia epitelial
Interleucina-1

Interleucina-6

Oxido nitrico-sintase induzida
Fator de crescimento de queratindcitos
Lipopolissacarideo

Linfécitos

Matriz extracelular
Metaloproteinases

Oxido Nitrico

Fator de transcri¢do nuclear

Fator plaquetério 4

Fator de crescimento derivado de plaquetas



PMMA Polidimetil siloxano

PMNs Polimorfonucleares neutréfilos

prof Profundidade

rg Reacdo de granulagdo

rgf Reacgdo de granulagdo fibrocelular

rgi Reagdo de granulacdo imatura

rgr Reacdo de granulagdo residual

ROS Espécies reativas de oxigénio

RNS Espécies reativas de nitrogénio

SDZ Grupo dos animais que utilizaram a pomada de sulfadiazina de prata

ta Tecido adiposo

tan Tecido adiposo necrético

tav Tecido adiposo vidvel

TGF- Fator de crescimento transformador 3

TNF-a Fator de necrose tumoral a

UAL Grupo dos animais que utilizaram a membrana de gelatina contendo acido
usnico/lipossomas

us Ulceragao superficial

Uv Ultravioleta

UVB Ultravioleta B

VEGF Fator de crescimento do endotélio vascular



ANEXOS

ANEXO1 Aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa em animais 106
ANEXO II Etapas metodoldgicas da indugdo da queimadura 107
ANEXO III Etapas metodoldgicas para obtencdo das l1dminas histolégicas 108



SUMARIO

1 INTRODUGAO . ......cocueererereenereasesssessessssssessssssssssssessssssssssssassssessessssessassssesssssssasssesas 16
2 OBJETIVOS ..uuiiriiiinsnissnisnsssnsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 19
2.1 ODJELIVO ZETAL ..veiiiiiiieiiieeiie ettt ettt e et e et eeesbeeeaseeessaeeensaeeenneeeas 19
2.2 ObJetiVOSs ESPECTIICOS ...veeruriiiriiieiiiiieiiiee ettt ettt ettt e et e et e st e e sbeeesbeee e 19
3 REVISAO DA LITERATURA ...ouiimcnnsinsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 20
3.1 QUEIMAAUIA .eeeiiiiiiieeiieeeeeee ettt ee et e e e e e e e et eeeeeeeeessaaaeeeeseseeeensnaereeeens 20
3.2 ReParo CICATICIAL ...ceeuviieeiiieeiiieciie ettt et e et e e et e e eane e enaeeesnseeenes 24
3.3 BIOMALETIALS ...eouvveureeiieeiieeteeite ettt eet ettt ettt et st e bt e ene e et e eaneesbeeenbeesaneenneens 29
3.4 ACIAD TSTHCO «1.vvevvvaiereeiseieeeise ettt 32
4 MATERIAL E METODOS ...cuvuuueeensnnermasssesssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 37
4.1 Membrana de gelatina contendo 4cidO GSNICO ......eeeeviieriieeriieeieeeieeeiie e e eiee e 37
4.2 ENSai0 DIOIOZICO ..uvvvieiiiieiiieiiiieeeite ettt et ettt ettt ettt e et e et eebaee s 38
4.3 Inducao da qUEIMAUIA ......ccccueiiriiiiiiieiee ettt ettt e s e 38
4.4 Aplicag@0 dO bIOMALETIAL ......ceevuvieeiiiieeiiieeiiee ettt e sae e e e e e 39
4.5 EStUdO MACTOSCOPICO ..uvvveeerieeiiieeiiieeiieeeitteeeiteestaeesseeessseeessseeessseessseessseesseesnseens 41
4.6 Obtencao dos espécimes e eutandsia dOS ANIMAIS .....ccuveeereveeerereeerieeniieenirreesireeenneens 41
4.7 EStudo MOTTOLOZICO ....uveiiuiiiiiiiieeiteeeite ettt ettt sttt e st esabee e 42
4.7.1 Andlise da reacdo inflamatoria € granulacao ...........cceeevveeeniiiniiieniieenieeneeeen 42
4.7.2 Andlise da drea da superficie da ferida ..........ccoeevveriiieeniiieeniiececeeeee e 42
4.7.3 Andlise de deposiCA0 COIAZENICA......ccvererrieeeiiieeiieecieeeeiee e teeeeee e e eae e 43

4.8 ANALISE ESTALISTICA ...eeouveeneieeiieeiie ettt ettt 43
5 RESULTADOS ...uuoiniiiiisensncssissenssecssicssessnssssssssssesssssssssssssssssssssssssassassssssssssssssssssase 43
5.1 IMIACTOSCOPIA c.vvveeevieeeriieeeeiiieesitteeeteeetaeeestteeetteesnsaeeensaeesssaeeasseeenssasansseeanssessnsseensseens 43
5.1.1 Anélise da drea da superficie das feridas por queimadura ............ccceevvveereveernnens 44
5.2 Microscopia por Hematoxilina/€0SINa ..........ccccueeeruieeniieeniieenieeeieeeiiee e 45
5.2.1 Anélise semiquantitativa da reacao de granulacao ...........ccoeceeevviieeniiieeenieennieeenee. 45
5.2.2 Avaliagao €M 8 dIAS ...ccvvieiiieiiiieeiiie ettt ettt e e e ennee s 46
5.2.3 Avaliagao M 18 diaS .....eeeiuiieeiiiieeiiieiiie ettt et e e e e e e e e e an 55
5.2.4 Avaliacao €M 30 diaS ....ceevuieeriiieiiieeiiie ettt 65
5.3 MiCroscopia POT PICTOSSTITIUS ..ccuveeerurieeriiiernitieeiieeesiteeeiteesiteeeireeebteesabeeesbeeesabeeenanes 74

5.3.1 Avaliagao €M 8 diaS ..ccuveeruieieiiieiiieeeiie ettt et e e e e e e senaeeeanes 74



5.3.2 Avaliagao €m 18 dias .....cevveeiiiiiiiiiieiiieeiteeeee e s 74

5.3.3 Avaliacao €M 30 diaS ....eeevviiiriiiiiiieeieeet e et 76
6 — DISCUSSAOQ ..ueeeerrereereesesssssesssssssssssssssessesssssessessssssssssessessessssessessessesssssssassassessesss 81
T — CONCLUSAQ .eceeererreereesessessessessssssssssssessessessessessasssssssessessessssessessessesssssssessassesses 89
8 — PERSPECTIVAS ....ouovtevurerernessessesssessessssessssssessssessssssessessesssssssssessessasssessassassasssosss 90
REFERENCIAS ....covveeetesinessenssessssssesssessssssesssssssssessssssssssessssssssssassssssasssessssssssssasssssanss 91
ANEXO T oueerrecrerereesessesssessessesssssssssesssssssssssessessesssssssssessassssssessessassssssessassassssssessassasssosses 106
ANEXO I c.oueeeeeerrcressenssessessessssssessssesssssssssssessasssessessessassssssessassssssessessessasssessessessassaes 107

ANEXOQ TII c.cuoonreiennninennnnensnnsansanssessessessssssssasssssassassassasssssssssssssssssassassassasssessesssssssssssssses 108



16

1. Introducao

A queimadura constitui uma lesdo dos tecidos vivos que varia desde uma pequena
bolha até formas graves, capazes de desencadear respostas sist€micas proporcionais a
extensdo e a profundidade (ANDRADE et al., 2010). Sua importancia decorre ndo sé da
frequéncia com que acontece, mas, principalmente, da capacidade de provocar sequelas
funcionais, estéticas e psicoldgicas, além da grande taxa de mortalidade (ATIYEH et al.,
2009).Queimaduras graves levam tanto a danos teciduais locais como a respostas
inflamatdrias sistémicas, exigindo intervencdes médicas rdpidas para garantir a sobrevivéncia
do individuo. No entanto, apesar de muitos avangos no tratamento dessas lesdes, elas ainda
constituem uma importante causa acidental de morbimortalidade em todo o mundo. A
queimadura grave leva a um estado de imunodepressdo e ativacdo de uma cascata pro-
inflamatéria que predispde o individuo a sepse e a faléncia multipla dos 6rgdos, que sdo as
principais causas de mortalidade (ISERIet al., 2008; MIYAZAKI et al., 2012).

Miyazaki et al. (2012) ressaltam que o tecido lesado disponibiliza um ambiente timido,
rico em nutriente e com adequada temperatura para desenvolvimento de um potente meio de
cultura para o crescimento de bactérias. Logo apds qualquer alteracdo da integridade da pele,
inicia-se a cicatriza¢do, que é um processo complexo de restauracdo da lesdo induzida por
agressdo local que envolve alteracdes entre as células e os componentes da matriz extracelular
(MEC) (MUZZARELLLI, 2009).

O fendmeno cicatricial envolve uma série de processos que visa a recuperacdo de
elementos estruturais celulares. Sehn et al.(2009) afirmam que a cicatrizacdo pode ser
dividida em fases distintas, caracterizadas pelo tipo de célula predominante e segue uma
sequéncia harmoniosa de eventos que ocorrem simuntaneamente: inflamacao, reepitelizacao,
reconstru¢do dérmica, contragao e remodelacao.

A busca por produtos que atuem acelerando a dinamica cicatricial e que possibilitem
um tratamento eficaz, que possa trazer maior conforto e breve retorno a normalidade da vida
do paciente, tem sido cada dia maior. Um fator de grande importancia para o sucesso do
tratamento destas lesdes é a protecdo contra o meio externo, obtida por meio de bandagens
oclusivas. Neste sentido, destaca-se o aprimoramento das bandagens para disponibilizar
produtos interativos que acelerem a cicatrizagdo da lesdo. Membranas de coldgenotém sido
um dos materiais mais estudados, pois o colageno tipo I representa um importante constituinte
protéico da pele. A caracteristica de absortividade credita as membranas de coldgeno uma

grande vantagem especialmente nas dreas queimadas, ja que ndo necessitam de uma segunda
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intervencdo cirdrgica para sua remocgao, evitando complicacdes pds-operatdrias e desconforto
ao paciente (BOATENG et al., 2008).

Diversos estudos t€ém se concentrado em promover a incorporacdo de compostos
bioativos em biomateriais implantaveis. O coldgeno tipo I é um exemplo, especialmente em
virtude das vantagens relacionadas a aceleracdo do processo de granulacdo e epitelizacdo e a
possibilidade de incorporagdo de farmacos sintéticos ou produtos naturais para posterior
liberacdo controlada diretamente no tecido danificado (ALBUQUERQUE JUNIOR et al,
2009; DANTAS et al., 2011). O uso de curativos bioativos a base de coldgeno (associado a
substancias com atividade anti-inflamatdria, antimicrobiana e antioxidante) tem se mostrado
bastante promissor no tratamento de lesdes da pele (DIASet al., 2011; NUNES et al., 2011).

Entre os varios compostos liquénicos, o 4cido dsnico é um dos mais conhecidos e
estudados (AHMADIJIAN, 1993). Ele € oriundo do metabolismo secundério de liquens
(associacdo entre fungos e algas) e possui comprovado efeito cicatrizante (NUNES et al.,
2011), antimicrobiano (SEGATORE et al., 2012) e antibiético (HONDA et al., 2010).

Tendo em vista a escassez de estudos que relatem a aplicacao de substancias ativas no
processo de reparagdo tecidual nas queimaduras, bem como a elevada incidéncia,em todas as
faixas etdrias, desta ocorréncia, este estudo teve por interesse desenvolver um curativo
biocompativel que soma-se na busca de um agente cicatrizante usado para o tratamento de
queimaduras.

A utiliza¢do do 4cido tsnico incorporado a vesiculas lipidicas e dispersos em matriz
de coldgeno e gelatina tem sido estudada hd alguns anos pelo grupo de cicatrizacdo de
queimaduras do Laboratério de Ensaios Farmacéuticos e Toxicidade (LefT) da Universidade
Federal de Sergipe (UFS). Inicialmente foram desenvolvidasmembranas decolageno contendo
acido usnico/lipossomas e a partir de entdo foram concluidos trabalhos envolvendo: 1)
Caracterizagdo fisico-quimica de filmes de coldgeno contendo acido usnico/lipossomas; 2)
Desenvolvimento de um método analitico por espectrofotometria UV para a quantificacdo de
acido usnico/lipossomasem filmes bioativos de coldgeno; 3) Filmes de coldgeno contendo
acido usnico/lipossomas utilizado como curativo oclusivo em queimaduras; 4) Andlise fisico-
quimica, microestrutural e bioldgica de filmes bioativos de coldgeno contendo 4cido tsnico.

Os projetos desenvolvidos nessa linha receberam financiamento daFunda¢do de Apoio
a Pesquisa e a Inovacdo Tecnoldgica do Estado de Sergipe (2009-2011) através dos projetos
“Desenvolvimento e avaliagdo "in vivo" de filmes bioativos sobre o reparo cicatricial de
queimaduras de terceiro grau” e “Avaliacdo do efeito de filmes bioativos de coldgeno/acido

usnico sobre reparo cicatricial em ratos submetidos a queimadura de terceiro grau”; no
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Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (2010-2012) através do
projeto “Avaliacdo de filmes de coldgeno contendo 4cido usnicono processo de reparo
cicatricial de queimaduras em suinos”. Além disso, ganhou o Prémio de Incetivo em Ciéncia e
Tecnologia para o SUS 2010, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia do Ministério da
Saide como melhores dissertacdes de mestrado do Brasil e Prémio em Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico-Preparagdo Farmac€utica com atividade cicatrizante da UFS. Gerou
um pedido de patente em 2010: “Processo de obtencdo e atividade cicatrizante de um filme
bioativo de coldgeno contendo dcido dsnico”.

Atualmente, foi iniciado o desenvolvimento das membranas utilizando gelatina
comercial em substitui¢do ao coldgeno bovino. Essa escolha ocorreu devido a necessidade de
transposicdo da escala de produgao, padronizagdo e reprodutibilidade do produto. Sabe-se que
o coldgeno bovino apesar de possibilitar uma maior concentragao de farmaco incorporado, em
virtude da sua grande rede proteica, apresenta-se instavel quanto a hidratacdo e concentragdo,
além de apresentar o processo de extracdo extremamente longo. Sendo assim, iniciou-se 0
desenvolvimento de membranas de gelatina contendo 4cido tsnico/lipossomas.
Recentemente, foi concluida a dissertacdo de mestrado intitulada “Preparagdo e caracterizacao
fisico-quimica de membranas de gelatina contendo &cido usnico/lipossomas”. Nesta
perspectiva, o trabalho ora apresentado avaliou o efeito das membranas de gelatina contendo
acido usnico em suinos comparando-os a dois produtos de referéncia em queimaduras, a
sulfadiazina de prata e 0 DuoDerme®. A escolha por suinos ocorreu por ser o mamifero com
pele mais semelhante a humana e por possibilitar uma extensa drea para teste de lesdes

(MESQUITA et al., 2010).
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2. Objetivos

2.1 Geral

- Analisar o efeito do tratamento com 4cido usnico incorporado a lipossomas em membranas

biodegraddveis de gelatina sobre dreas de queimaduras utilizando modelo suino.

2.2 Especificos

- Avaliar as alteracdes macroscopicas das feridas tratadas com as membranas biodegradaveis
de gelatina contendo 4cido tsnico/lipossomas.

- Analisar as caracteristicas histolégicas do reparo cicatricial tratadas com as membranas
biodegraddveis de gelatina contendo dcido usnico/lipossomas.

- Comparar a membrana de gelatina contendo 4cido usnico/lipossomas com produtos de

referéncia promotores da cicatrizagdo utilizando modelo suino.
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3. Revisao da literatura

3.1 Queimaduras

A pele € um 6rgdo protetor e impermedvel a dgua, que isola 0s componentes internos
dos componentes do meio externo, representando, portanto, uma barreira mecanica natural do
organismo. Dentre as inimeras funcdes da pele pode-se destacar a regulacdo térmica, a defesa
organica, o controle do fluxo sanguineo, a produgdo de vitaminas, o armazenamento de
gordura, a prote¢do contra diversos agentes do meio ambiente e fun¢des sensoriais como,
calor, frio, pressdo, dor e tato. Além dessa protecio mecanica, a pele oferece protecdao
quimica representada pelas glandulas sebédceas, que geram aldeidos microbicidas, e pelas
glandulas sudoriparas, que geram peptideos microbicidas (BRASILEIRO FILHO, 2012;
GUIRRO, 2002;NOWAZ, 2011).

Outro fator de protecdo é a microbiota residente normal da pele, varidvel em
diferentes nichos, que compete com patégenos impedindo a coloniza¢do. Além de oferecer a
barreira mecanica e quimica, a pele possui componentes do sistema imunitario, como células
dendriticas (células de Langerhans) na derme e no epitélio e uma populagdo varidvel de
linfécitos T na derme (tecido linféide associado a pele), exercendo efeito defensivo contra
invasores, especialmente por competicio com patdgenos e por estimulacdo persistente do
sistema imunitario (BRASILEIRO FILHO, 2012).

A pele é composta por duas camadas principais, a camada mais superficial de células
epiteliais intimamente unidas, a epiderme e a camada mais profunda, de tecido conjuntivo
denso irregular, a derme. A derme estd conectada com a fiscia dos musculos adjacentes, por
uma camada de tecido conjuntivo frouxo chamada hipoderme (frequentemente tendo células
adiposas depositadas entre as suas fibras) (FATTINI & DANGELO, 2007, MOORE&
DALLEY, 2007).

Na epiderme € possivel identificar quatro camadas, a mais interna € a camada
germinativa, onde ocorre a mitose, fornecendo células para substituir aquelas perdidas na
camada mais superficial da epiderme; e a camada mais superficial, é a cérnea, onde as células
corneificadas formam uma cobertura ao redor de toda a superficie do corpo e ndo sé protegem
0 corpo contra invasdo por substincias do meio externo como também ajudam a restringir a
perda de dgua. Abaixo da cérnea, hd uma camada delgada chamada granulosa, cujo nome ¢é

derivado da presenca de granulos de querato-hialina no citoplasma de suas células. A derme
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por sua vez, € composta por fibras eldsticas, reticulares e colagénicas e além de ser
amplamente suprida por vasos sanguineos, vasos linfiticos e nervos, acolhe glandulas
especializadas (FATTINI & DANGELO, 2007; REHDER et al., 2004).

O trauma por queimadura € uma das formas mais comuns e devastadoras de
acometimento a pele. E toda lesdo provocada pelo contato direto com alguma fonte de calor
ou frio, produtos quimicos, corrente elétrica, radiacdo, ou mesmo alguns animais e plantas
(como larvas, dgua-viva, urtiga), capazes de produzir calor excessivo que danifica os tecidos
corporais e acarreta a morte celular (NOWAK, 2012).

Pacientes com lesdes térmicas graves requerem atendimento especializado imediato
para minimizar a morbidade e mortalidade. Dados do Centro Nacional de Controle e
Prevengao de Lesdes dos Estados Unidos mostraram que ocorrem cerca de 2 milhdes de
incéndios por ano, resultando em 1,2 milhdes de queimados e 100 mil desses casos
demandam hospitalizacdo pois sdo queimaduras moderadas e severas, levando portanto a
cerca de 5 mil mortes anuais, devido a complicacdes relacionadas a queimaduras (RAFLA &
TREDGET, 2011).

Especialmente nos paises classificados como de média e baixa rendas, as queimaduras
ainda permanecem como um dos agravos mais negligenciados entre os vdrios tipos de causas
externas. No Brasil, apesar de ndo determinarem um forte impacto no perfil da mortalidade da
populacdo, tém alta relevancia na morbidade (GAWRYSZEWSKI et al., 2012). Estima-se que
cerca de 1 milhdo de pessoas sofra algum grau de queimaduras no Brasil a cada ano, sendo
que 100 mil pacientes procuram atendimento hospitalar e, destes, cerca de 2,5 mil morrem por
razdo direta ou indireta de suas lesdes (MENDES JUNIOR et al., 2007).

Em geral, a incidéncia de queimaduras reduziu de 10 por mil em 1950 para 4,2 por mil
em 1990, devido ao aumento da prevencao em casa e no local de trabalho. Desde a segunda
guerra mundial, marcadapelos avangos iniciais no cuidado e manejo clinico dessas lesoes,
tém-se observado um aumento nas taxas de sobrevivéncia e expectativa de vida das vitimas de
queimaduras que teria sucumbido anteriormente com seus ferimentos. Consequentemente, a
taxa global de mortalidade de queimaduras diminuiu em cerca de 30% devido aos avangos no
manejo das queimaduras agudas e novas técnicas de controle a sepse (principal causa de
mortalidade apo6s esse tipo de lesdao) (RAFLA& TREDGET, 2011; YODER et al., 2010).

O trauma por queimadura pode variar de uma pequena lesdo a um ferimento
devastador e dependendo da extensdo e gravidade pode gerar impactos sobre todos os
aspectos da vida dos individuos, sequelas fisicas (estéticas e funcionais), sociais e

psicoldgicas, que podem diminuir as chances dos individuos afetados de usufruir plenamente
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de seu potencial produtivo do ponto de vista econdmico e social (FALDER et al., 2009;
GAWRYSZEWSKI et al., 2012).

Nowak (2012) descreveu que a gravidade da queimadura é determinada através de trés
variaveis: a intensidade do calor, a duracdo da exposicao e a condutibilidade do tecido. Dentre
os vdrios tipos de queimaduras, as térmicas sdo as mais comuns € as regioes acometidas nesse
tipo de queimadura sdo divididas em trés zonas: a primeira € a mais interna, chamada de zona
de coagulacdo. Nesta zona, hd destruicdo da circulagdo sanguinea e grande necrose de
coagulacao celular, pois € a drea mais comprometida pela extrema exposicao ao calor, ou seja,
as células estdo mortas e ndo conseguem se regenerar de forma independente, fazendo-se
necessario, incisdo cirdgica e/ou exertia.

A segunda € a de estase, externa a de coagulacdo, com grande risco de necrose celular,
pois a circulagcdo estd extremamente reduzida. A intervengdo nas primeiras 24 a 72 horas é
vital, visto que a possibilidade de tornar-se zona de coagulacdo é grande. A terceira € a de
hiperemia, é a mais externa e a menos comprometida delas. A pele desta zona libera
mediadores inflamatérios (citocinas) que promovem vasodilatacdo, permitindo a chegada de
nutrientes e de células que ajudaram na remocao e recuperagdo do tecido. Esta zona, ndo tem
sua estrutura danificada e se regenerard (NOWAK, 2012).

A lesdo provocada por queimaduras também pode ser descrita com base na sua
profundidade, sendo classificada como de primeiro grau, quando compromete apenas a
epiderme, apresentando eritema e dor, porém nao provocam altera¢cdes hemodindmicas; de
segundo grau, quando atinge a epiderme e parte da derme, provocando a formacdo de
flictenas; podendo ser de segundo grau superficial (atinge epiderme e, superficialmente, a
derme, restando ainda os pélos, glandulas sudoriparas e sebédceas) ou de segundo grau
profunda (acomete a por¢ao mais profunda da derme, restando geralmente apenas os pelos) ou
ainda de terceiro grau, quando envolve todas as estruturas da pele, apresentando-se
esbranquicada ou negra, pouco dolorosa e seca (ALEMDAROGLU et al., 2006; EVERS et
al., 2010; ZANASI et al., 2007).

Das inimeras complicagdes e alteracdes geradas pela destruicao da barreira epitelial e
da microbiota residente na pele, as infeccdes sdo uma das principais causas de morbidade em
pacientes queimados, pois impede a cicatrizacao da ferida por danificar os tecidos e promover
o aumento excessivo da inflamacdo (RAFLA & TREDGET, 2011). Além disso, a presenca de
tecido desvitalizado, de proteinas degradadas e a redugcdo do suprimento de oxigénio
favorecem a proliferacdo de microorganismos patégenos do ambiente, da pele normal que

circunda a lesd@o, ou da prépria lesao (BARBOSA et al., 2007; BRASILEIRO FILHO, 2012).
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Ainda pode-se destacara disfuncdo severa do sistema imune que gera uma
imunosupressdo secunddria, a grande colonizacdo cutinea e a prolongada hospitalizacio e
procedimentos invasivos decorrentes desse tipo de lesdo. A ruptura da pele € um dos pricipais
fatores que alteram a defesa do hospedeiro, expondo-o a patégenos e favorecendo a invasao
de microoganismos por via linfatica ou sangiiinea, além de levar a uma variedade de
estressores fisicos, tais como acidose, perda de fluidos, alteracdes no equilibrio enddcrino,
potencial para infec¢do e dor (ISERI et al., 2008; ELSNER et al., 2011).

As queimaduras graves induzem a liberacdo de diferentes mediadores na pele. O
potencial de liberacdo de neuropeptideos, como as substiancias P, a partir dos danos das
terminacgdes nervosas, sao fatores conhecidos envolvidos no retardo da liberacao de histamina
em queimaduras. Esses neuropeptideos induzem a vasodilatacao e permeabilidade vascular,
estimulando a migracdodas células endoteliais vizinhas, o relaxamento das células lisas dos
vasos e a liberacdo de histamina pelos mastécitos (PAPP & VALTONEN, 2006).

Em conjunto, as respostas e modificagdes celulares que surgem diante das inimeras
agressdes constituem o que se denomina estresse celular. As alteracdes funcionais e as lesdes
que aparecem nesses casos resultam de desvios metabdlicos, tendo como consequéncia
depdsitos anormais (degeneracdo), morte celular (necrose ou apoptose) ou transtornos dos
mecanismos de proliferacio e diferenciagdo celulares. Existem nas membranas, no citoplasma
e nos nucleos celulares, sensores capazes de responder a essas alteracdes geradas apds uma
lesdo, induzindo uma grande capacidade de sobreviver, de resistir, de reparar lesdes
moleculares ou, se essa adaptagdo nao for possivel, de levar a célula a morte (BRASILEIRO
FILHO, 2012).

A retirada do tecido desvitalizado, deixando extensa drea cruenta exposta que, por si sO,
ja € um excelente meio de cultura, exacerba uma série de alteragdes fisioldgicas e propicia a
infec¢do. O fechamento destas dreas €, portanto, uma condi¢c@o primordial na recuperagio e,
quanto mais precoce for sua realizacao, maior a chance de sobrevida. Sendo assim, o foco das
pesquisas para suprir a perda de pele nas queimaduras tem como principalinteresse
aotimizacdo da dindmica cicatricial,0 desenvolvimento de materiais que possam substituir a
pele temporariamente e a reducdo da formacdo de cicatrizes hipertréficas (MENDES JUNIOR
et al., 2007).

Atualmente, dentro dos centros médicos e entre os grupos de pesquisa observa-se a
utiliza¢do de indmeros produtos ja comercializados, bem como o desenvolvimento dos mais
variados produtos com atuacdo na lesdo de tecidos. A escolha do produto utilizado como

curativo para queimadura varia entre os centros de queimados em todo o mundo.
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Mundialmente, em queimaduras parciais, com acometimento de 15-20% da superficie total do
corpo, a sulfadiazina € um dos produtos mais utilizados (WANG et al., 2010). Pode-se
destacar também o DuoDerme®, uma membrana impermeével que funciona como curativo
hidroativo, ou ainda o CollatampFacie®, membrana de coldgenotipo I, derivada de tenddo de
Aquiles de bovinos, associada a umequivalente epidérmico temporario (MENDES JUNIOR et
al., 2007).

Outros produtos s@o comercializados, tais como: Dermagraft®, tela dérmica,
metabolicamente ativa, que contém proteinas da matriz (coldgenos tipo I, 1II, V e VII,
elastina, fibronectina e tenascina), fatores de crescimento presentes naderme humana e
glicosaminoglicanos; Biofill®, uma pelicula microfibrilar de celulose pura, constituida por
uma rede de fibras de celulose dispostas ao acaso; Biobrane®, membrana de silicone com
nylon ligado apeptidios do coldgeno dérmico, substituto temporario, de curto prazo,
semipermedvel e com boa aderéncia e flexibilidade; Tegaderm®, membrana sintética, que
proporciona uma camada protetora, controlando a reducdo de perdas hidroeletroliticas e
protéicas e a redugdo da contaminacdo e proliferacao bacteriana (MENDES JUNIOR et al.,
2007; WANG et al., 2010).

3.2 Reparo cicatricial

A cura de lesdes que acometem a pele como feridas cronicas (ulceras) ou
queimaduras, compreende complexos processos que levam a restauracdo da integridade do
tecido e evita a desregulagdoda homeostase do corpo (JAYAKUMAR et al., 2011). Lesoes
teciduais que sdo acompanhadas de morte celular e/ou destruicdio da MEC sofrem um
processo de cura que se dd por cicatrizagdo ou por regeneracdo. Na regeneracdo, o tecido
morto € substituido por outro morfofuncionalmente idéntico; na cicatrizacdo, o tecido perdido
€ substituido por um tecido neoformado, originado do estroma (conjuntivo ou glia), ou seja, €
substituido por tecido conjuntivo vascularizado, sendo semelhante quer a lesdo ter sido
traumatica, quer ocasionada por necrose (BRASILEIRO FILHO, 2012).

O processo de cicatrizagdo consiste na recuperagdo dos elementos estruturais da
célula. E um processo orginico de restauracdo da lesdo induzida por agressdo local que
envolve complexas alteragdes entre as células e os componentes da MEC. O primeiro passo €
a instalacdo de uma reacdo inflamatéria, cujo sangue extravasado e produtos da destruicdo
tecidual sdo reabsorvidos pelo exsudato de células fagocitérias. A proliferacdo fibroblastica e

endotelial vém logo em seguida para formar o tecido conjuntivo cicatricial, que
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gradativamente sofre remodelacdo, reduzindo o volume cicatricial, podendo haver até seu
desaparecimento (SAMY et al., 2012; VELNAR et al., 2009).

Esse processo ocorre de duas formas: cicatrizacdo por primeira intengdo, ferida
fechada ndo infectada, cujas bordas foram aproximadas por suturas, evoluindo para a
producdo de uma cicatriz; ou cicatrizacdo por segunda intencdo, que € uma ferida mais ampla,
com bordas afastadas ou que tenha sido infectada, preenchida inicialmentepor tecido de
granulacdo e que contrai para formar uma cicatriz. Seja a cicatrizagdo de primeira ou de
segunda inten¢do a resposta inflamatdria estd estreitamente ligada ao processo de reparacao
tecidual e atua na destruicdo, diluicio ou encerramento do agente agressor, pondo em
movimento uma série de eventos que, tanto quanto possivel, promovem a cicatrizacdo e
reconstituem o tecido danificado. Contudo, a inflamacdo e a reparagdo, quando ndao bem-
coordenadas, sdao potencialmente lesivas (NAWAZ & BENTLEY, 2011; YOUNG &
MCNAUGHT, 2011).

Dryden et al.(2013) afirmam que a cicatrizacdo pode ser dividida em fases distintas,
caracterizadas pelo tipo de célula predominante, e segue uma sequéncia harmoniosa de
eventos que ocorrem sem separacdo distinta entre as quatro fases, hemostasia, inflamacao,
proliferacdo e remodelamento. Ainda ressaltamque a complexa interagdo e o tempo de
cicatrizagcdo da ferida sdo necessdrios para compreender como obter melhores resultados apos
uma lesao.

Ap6s a lesdo do tecido, o processo de cicatrizagdo comeca com a hemostasia, como o
mecanismo para limitar a hemorragia. A membrana celular comprometida libera
vasoconstritores (tromboxano A2 e prostaglandinas 2a), promovendo a formacao do codgulo
sobre a lesdo. A constric¢do vascular estimula a ativacdo e agregacdo de plaquetas ao
coldgeno sub-endotelial e o coldgeno exposto desencadeia uma cascata de coagulagdo,
formando uma matriz de fibrina, que funciona como um arcabougo para o tampao de
plaquetas e migracdo de outras células como, leucdcitos, células endoteliais e fibroblastos. A
agregacdo de plaquetas e proteinas que se aderem posteriormenteformam o codgulo de fibrina,
crucial para hemostasia precoce, para prevenc¢do de hemorragias por horas ou dias apds a
lesdo e para o suporte estrutural da fase inflamatéria (ANDRADE et al., 2010; DRYDEN et
al., 2013).

A fase inflamatéria se instala a partir da liberacdo de mediadores originados do
coagulo de fibrina, das células aprisionadas no codgulo, do tecido conjuntivo das bordas da
ferida e das células epiteliais da margem da lesdo. Mediadores inflamatérios (taquicininas, das

terminagdes nervosas € histaminas de mastdcitos) estimulam a vasodilatagdo arteriolar, com
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abertura dos capilares no tecido conjuntivo das margens da lesdo, permitindo o aumento da
resposta celular. Sinais cardinais sdo marcantes nas proximas 72h apds a lesdo, como dor,
rubor, calor e edema. Algumas citocinas como, Interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose
tumoral-o (TNF-a), sdo liberadas por macréfagos e ativam células endoteliais, que expdem
moléculas de adesdo, favorecendo a migracdo de leucécitos (NAWAZ & BENTLEY, 2011;
YOUNG & MCNAUGHT, 2011).

A liberacdo de diferentes agentes quimiotaticos apds a lesdo, também € um importante
estimulo para migracdo de leucdcitos para a drea ocupada pelo codgulo de fibrina e para a
MEC nas bordas da ferida. Fator de crescimento derivado de plaquetas (PGDF) e fator de
crescimento transformador (TGF-p), liberado pelas plaquetas sdo agentes quimiotéticos para
neutréfilos (polimorfonucleares/PMNs) e mondcitos circulantes, liberados para macica
migracdo na ferida. IL-1, TNF-a e fator plaquetirio 4 (PF4) sdo agentes quimiotéticos
adicionais para PMNs. Nas primeiras horas a migracdo € dada pelos neutréfilos e a partir de
18h, h4 grande adesdao de mondcitos e linfdcitos, os quais predominam no exsudato apds 24 h,
variando com a extensdo da lesdo (PITZER & PATEL, 2011; VELNAR et al., 2009).

Os PMNSs iniciam a fagocitose, a lise do tecido desvitalizado (enzimas proteoliticas) e
destroem as bactérias, atuandono controle da infeccao. Eles possuem vida curtae rapidamente
os mondcitos circulantes sdo transformados em macréfagos que continuam a fagocitose
iniciada pelos neutréfilos.Os macréfagos controlam a formacgao do tecido de granulacdo, uma
vez que influenciam a angiogénese e estimulam proliferacdo e migracdo de fibroblastos. Além
dos macréfagos, outras células inflamatérias encontram-se presente nessa fase do processo
cicatricial tais como: linfécitos, plasmdcitos, eosindfilos.Portanto, o desbridamento do tecido
eformacdo do tecido de granulacdo inicial, caracteriza o inicio do preparo da area acometida
para a fase proliferativa (DRYDEN et al., 2013, SHVYRKOV & YANUSHEVICH, 2013;
YOUNG & MCNAUGHT, 2011).

A transicdo da fase inflamatdria para a fase proliferativa inicia-se no quarto dia apds a
lesdo e estende-se até o décimo sexto dia, aproximadamente (DRYDEN et al., 2013). Ela é
caracterizada por intenso aumento de fibroblastos e neoformacgao vasculo-capilar. Nessa fase,
as células endoteliais se multiplicam, formando corddes sdlidos que entremeiam os
fibroblastos e, posteriormente, se canalizam, resultando em tecido de granulacdo, com aspecto
granuloso, avermelhado e pouco resistente. Portanto, pode-se ressaltar que as alteracdes
primadrias que ocorrem na fase de proliferagdo incluem epitelizacao, angiogénese e granulagao

(ALBUQUERQUE JUNIOR et al, 2009; WANG et al., 2012).
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A reepitelizagdo comega durante as 24 h apds a lesdo e caracteriza-se pela migracdo de
células epiteliais da margem da ferida e/ou dos anexos cutaneos profundos (foliculos pilosos,
glandulas sudoriparas e glandulas sebdceas), para dentro da lesdo, reestabelecendo uma
barreira protetora sobre o tecido subjacente (PITZER & PATEL, 2011). Ela ocorre tanto na
membrana basal integra como na margem da ferida. E estimulada pelo fator de crescimento
epidérmico (EGF) e TGF-a, sintetizados por plaquetas e macréfagos. Os fibroblastos
sintetizam e liberam fator de crescimento de queratinécitos (KGF) e interleucina-6 (IL-6), que
estimulam os queratindcitos a migrarem por toda a ferida, gerando uma barreira protetora
inicial (DRYDEN et al., 2013).

E vilido ressaltar que o aumento da atividade mitética das células epiteliais basais,
modulado por diversos fatores de crescimento, estimulam a restauracdo da membrana basal e
diferenciacdo terminal para formacdo da epiderme estratificada. Em seguida, o
restabelecimento da integridade epitelial, seguido pelo processo de corneificagdo da epiderme
¢ um fendmeno que restabelece a barreira que isola o organismo do meio exterior, € € um dos
maiores desafios a serem superados na busca de novas substancias terapéuticas para lesoes
dérmicas (CAVALCANTE et al., 2011; RIBEIRO, et al., 2009).

A angiogénese ocorre simultanemente e inicia-se a partir do endotélio de capilares
localizados nas margem da ferida. Os fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o
fator de crescimento fibroblastico (FGF), o PDGF e o TNF-a promovem a proliferacdo de
células endoteliais, as quais produzem metaloproteases, que digerem a membrana basal
comprometida, para posteriormente sintetizar uma nova membrana e formar um novo capilar.
Em seguida, uma rica rede vasculocapilar, fragil e muito permedvel, acompanha a nova matriz
que estd sendo produzida por fibroblastos e contribui para forma¢do de um tecido conjuntivo
frouxo, bem vascularizado e edemaciado (YOUNG & MCNAUGHT, 2011).

A medida que a concentracio local dos fatores de crescimento e citocinas se elevam,
os processos de regeneracdo vascular e fibroplasia se intensificam através da angiogénese, da
migracdo e proliferagdo fibroblastica, forma-se um tecido rico em elementos vasculares e
celulares, denominado tecido de granulacdo que, gradativamente, se alastra preenchendo o
vazio resultante dos tecidos eliminados. Esse tecidocontém leucdcitos, MEC formada por
fibras de colageno finas (coldgeno tipo III), 4cido hialurdnico e uma quantidade moderada de
proteoglicanos (NAWAZ & BENTLEY, 2010; YOUNG & MCNAUGHT, 2011).

Os fibroblastos s@o elementos celulares extremamente importantes durante a fase
proliferativa. A proliferacao dessas células e ativacao da sintese de componentes da MEC sao

feitos por fator de crescimento fibroblastico a e b (FGF-a e FGF-b), TGF-B e PDGF,
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sintetizados por macrofagos e linfécitos do exsudato. Os fibroblastos estdo envolvidos na
producdo de colagéno, elastina, fibronectina, glicosaminoglicanos e colagenase, essenciais
para renovacdo e maturacdo do coldgeno na fase de remodelamento. Ainda durante a
formacao do tecido de granulagdo, inicia-se a remodelacdo do tecido cicatricial, e € nessa fase
que ocorrerd a formagdo do novo epitélio e do tecido cicatricial definitivo (PITZER &
PATEL, 2011; WILD et al., 2010).

A sintese de coldgeno aumenta drasticamente a partir do quarto dia apds a lesdao e em
cerca de duas semanas suas fibras passam a predominar na MEC. Gradativamente, ocorre a
reducdo na sintese de glicosaminoglicanos, especialmente de 4cido hialurénico e o coldgeno
tipo I passa a predominar em relagcdo ao tipo III. As fibras de coldgeno iniciais sdo finas e
delicadas e ao decorrer do tempo comecam a se tornar mais grossas € compactas,
comprimindo os capilares e reduzindo seu nimero. O equilibrio entre a degradagdo e a sintese
sdo cruciais nessa fase; as metaloproteinase produzidas durante o processo garantem a
degradacdo de componentes que vao sendo substituidos por outros. Além disso, as ligacdes
transversais nas moléculas de coldgeno tornam-se mais resistentes e estdveis
(ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009; DRYDEN et al., 2013).

Ainda observa-se a proliferacdo de células mesenquimais especializadas no tecido de
granulagdo, que adquirem caracteristicas de células musculares lisas, denominadas
miofibroblastos, com grande capacidade contritil (NUNES et al., 2011). Essas células
produzem actina (dai o nome miofibroblastos) e promovem a contrac¢io central das bordas da
ferida aberta, garantindo aumento da forga ténsil da cicatriz. A transformacao de fibroblastos
em miofibroblastos ocorre em condi¢des patoldgicas como resposta a uma injiria no tecido,
porém muito mais frequente na cicatrizacdo de segunda intencdo, como queimaduras por
exemplo. A disposicao gradativa das fibras de coldgeno em um arranjo mais paralelo permite
maior resisténcia a tracdo e uma melhor aparéncia a cicatriz. A forca de tensao atinge até 80%
da forca original do tecido em aproximadamente 1 ano apds a lesdo (WILD et al., 2010).

E vilido ressaltar, que os mecanismos de cicatrizagio sdo os mesmos em qualquer tipo
de lesdo da pele, porém a extensao da lesao, o tipo da lesdo e/ou a presenca de infeccao pode
levar ao desenvolvimento de um processo mais intenso, com varia¢do do inicio e término das
fases do processo de cicatrizagdo. Além disso, a maior ou menor velocidade de cicatrizacao, o
tamanho da cicatriz e a variac@o na retracao dependem da qualidade e quantidade de citocinas
e fatores de crescimento produzidos durante esse processo (BRASILEIRO FILHO, 2012).

Os principais esforcos nessa drea estdo focados no estudo dos processos fisiologicos

da neoformacao de tecidos e na a¢dao de medicamentos topicos e sistémicos sobre essas lesoes.
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Neste sentido, destaca-se o aprimoramento de produtos interativos e biomateriais, como
esponjas, membranas e hidrogéis que atuem favorecendo a dindmica cicatricial,
principalmente no que se refere a promoc¢ao da bioestimulagdo celular, que resulta na

aceleracdo do processo cicatricial, sem causar efeitos danosos as células, tecidos ou 6rgaos.

3.3 Biomateriais

A bioengenharia tecidual é um campo multidisciplinar que envolve aaplicacdo de
principios € métodos da engenharia e das ciéncias da saide para assistir e acelerar a
regeneracdo e o reparo de tecidos defeituosos ou danificados. A busca por biomateriais
disponiveis para a medicina regenerativa é cada vez maior e novos materiais t€ém sido
desenvolvidos, alegando vantagens sobre os ja existentes. A escolha do biomaterial vai
depender da aplicacdo pretendida, porém a maioria deles deve apresentar boa
biocompatibilidade e uma microestrutura porosa apropriada para facilitar a infiltracdo celular,
proliferacdo e diferenciacao (NELL et al., 2012; XINGANG et al., 2012).

Na comunidade cientifica de biomateriais e dreas relacionadas a engenharia de tecidos
e medicina regenerativa, um biomaterial é definido como uma substancia produzida para
adquirir uma forma, que por si s, ou fazendo parte de um sistema complexo, através do
controle da interacdo com os componentes do sistemas vivos, € utilizada para direcionar, o
curso de qualquer procedimento terap€utico ou diagndstico. Em outras palavras, um
biomaterial € utilizado para substituir ou auxiliar a func¢ao do tecido enquanto estd em contato
com ele, seja interna ou externamente (CHEN et al., 2013; PEREZ et al., 2013).

As pesquisas na engenharia de tecidos eram voltadas apenas para a formacdo de
elementos estruturais de arquitetura definida e para suporte do metabolismo celular. Uma
descoberta fundamental na medicina regenerativa e na engenharia de tecidos tem sido a
extensdo da agdo de alguns biomaterias no fornecimento de sinais bioldgicos capazes de
direcionar a fun¢do celular, através da introducdo de fatores de crescimento e liberacdo
controlada de farmacos. Além disso, o biomaterial utilizado em contato intimo com o tecido
vivo, essencialmente deve ser biocompativel, ou seja, ndo deve causar nenhum efeito nocivo
ao tecido do hospedeiro e/ou 6rgao (CHEN et al., 2013; SANTOS et al., 2012).

Holzapfel et al. (2013), classificam os biomateriais em trés tipos principais, descritos
pela resposta que eles exercem com sua utilizagdo. Inertes, bimateriais mais rigidos, nao
absorviveis, capazes de provocar nenhuma ou minima reagdo tecidual apds sua aplicacio;

bioativos, possibilitam a ligacdo do biomaterial ao tecido do hospedeiro, melhorando a



30

migracdo do material através da estimulagdo do crescimento de um novo tecido; e por fim,
biodegraddveis ou bioabsorviveis, sdo inicialmente incorporados dentro do tecido e
caracterizados como tempo-dependentes, ou seja, sdo completamente absorvidos com o
tempo. O implante metalico, utilizado como fixador de fraturas 6sseas € um exemplo tipico de
biomaterial inerte; ja as proteses dentdrias sdo exemplos de biomaterias ativose os polimeros
sdo exemplos de biomaterias biodegradéveis.

Os polimeros podem ser sintéticos ou naturais, os sintéticos sao degradados por erosao
em massa e hidrdlise de ligacdes de éster. O tempo de degradacdo pode variar de semanas a
anos, através dos ajustes no peso molecular, na cristalinidade e na propor¢do de co-polimero.
Um exemplo caracteristico desses polimeros sdo os materiais de suturas e alguns fixadores
ortopédicos de ligamentos e tenddes. Os polimeros naturais sdo polimeros formados na
natureza durante o ciclo de crescimento de todos os organismos. Sdo também referenciados
como biopolimeros. A sintese desses polimeros envolve enzimas catalisadoras, reagdes de
crescimento de cadeias ativando monOmeros, que caracterizam processos metabodlicos
complexos dentro de células (DIAS, 2006; PEREZ et al., 2013).

E vilido destacar alguns exemplos de polimeros sintéticos ndo degraddveis:
polietileno, poli (dlcool vinilico), polimetilmetacrilato (PMMA), polidimetil siloxano, poli
(etileno tereftalato) e outros; polimeros sintéticos degradaveis: poli (dcido glicdlico), poli
(4cido latico), poli (6xido de etileno), poli (lactato-co-glicolidico), poli (€-caprolactona) e
polimeros naturais bioldgicos: alginato, amido, sulfato de condroitina, quitosana, acido
hialurénico, coldgeno, gelatina, caseina, polilisina, dextran e heparina. Esses polimeros
possibilitam o desenvolvimento de inimeros produtos na engenharia de matérias e de tecidos
e na drea médica, portanto devem apresentar caracteristicas fisico-quimicas bem definidas e
adequadas para cada fim individualmente (DIAS, 2006; JIN et al., 2013; MENDES JUNIOR,
2007).

Segundo Chen et al. (2012), na engenharia de tecido para pele,o biomaterial necessita
proporcionar uma (a) barreira protetora; (b) firmemente ligada a derme subjacente; (c) que
permitainduzir neoformacgao vascular; (d) e proporcione um suporte estrutural para a pele
elastica. No arsenal terapéutico observa-se a predominancia de substancias sintéticas,
inclusive anti-inflamatérias, sendo utilizadas para tratamento de lesdes na pele. Porém, nos
ultimos anos tém-se verificado o retorno da valorizacio de praticas terap€uticas que utilizam
como base materiais de origem natural.

Um dos polimeros naturais amplamente utilizado na engenharia de tecidos € a proteina

estrutural de coldgeno, encontrada no tecido conjuntivo de tenddes, ligamentos, cartilagem,
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osso e pele. O coldgeno representa cerca de 30% da proteina existente no organismo de
vertebrados e estd presente em tecidos que possuem fun¢do mecanica. Existem pelo menos 19
tipos diferentes, porém especialmente os tipos I, II e IIl t€ém sido utilizados em diversas
aplicacdes clinicas, pois tém demonstrado ser uma estrutura adequada para experimentacao de
cultura de célula em terceira dimensao (3D) (PARENTEAU-BAREIL et al., 2011).

Outras caracteristicas do coldgeno possibilitam a sua utilizacdo em diversas aplicacdes
no campo biomédico, como sua alta resisténcia a tensao, propriedades hemostéticas, nao
citotoxicas, biodegradabilidade controlada, baixa antigenicidade e caracteristicas nao
inflamatérias (AHMAD et al., 2012; FRIESS, 1998; ZAMAN et al., 2011). Além disso, é
quimicamente atrativo por varios tipos de células e por ser um substrato natural, € altamente
essencial para manté-las com sua morfologia e fendtipos normais em cultura. A matriz de
coldgeno oferece uma estrutura de suporte biointerativa, a qual guia e estimula apropriada
formacdo tecidual (LEE et al., 2001; PARENTEAU-BAREIL et al., 2011).

As membranas de coldgeno sdo absorviveis e degraddveis, bem como possibilitam a
nutri¢do das células que preenchem o tecido afetado e o acesso das células de defesa ao local,
permitindo adesdo, migracdo e proliferacao celular (HORI et al., 2007, PARENTEAU-
BAREIL et al., 2011). Além disso, essas membranas funcionam como sistema de liberacdo
controlada de farmacos e sdo concebidos para obtencdo de adequada concentracao plasmatica
ou niveis de concentracdo tecidual de farmacos de forma controlada, atingindo o efeito
terapéutico desejado e evitando possiveis reagdes toxicas inerentes ao composto (LEE,
ROBISON, 2004; PARENTEAU-BAREIL et al., 2011).

A gelatina é um biomaterial versatil, derivado da desnaturagdo do coldgeno por acidos
ou por substancias alcalinas, resultando em polieletrélitos carregados. Estes polieletrdlitos
podem interagir com moléculas de carga oposta para formar complexos poli-idnicos que
permitem a adesdo de fatores de crescimento. Além disso, tem sido conhecida pela excelente
capacidade de formacdo de peliculas. Membranas a base de gelatina sdo utilizadas como
embalagens para manter a qualidade dos alimentos durante o armazenamento, pois
apresentam caracteristicas favordveis para tal fung¢do, como: barreira ao oxigénio, luz e
prevencao da desidratacdo e oxidagdo lipidica (AHMAD et al., 2012).

Outras propriedades como mecanicas, permeabilidade, absorcao de luz, transparéncia,
atividade antimicrobiana eantioxidante, podem ser obtidas pela adi¢do de substancias ativas a
esse biomaterial. Assim como o coldgeno e outros polimeros naturais (quitosana, alginato)

agelatina apresenta arquitetura celular que atua como suporte mecanico (“scarfolds”) para
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constru¢do de novos tecidos in vitro ou in vivo, assim como possibilita a incorporacdo de
substancias ativas em sua estrutura proteica (FORTI et al., 2006; VERHAEGEN et al., 2009).

Jayakumar et al. (2011), descreveram que o produto para lesdo na pele deve
apresentar caracteristicas bioldgicas adequadas, tais como, prevenir a desidratacdo da ferida,
manter um ambiente favordvel para trocas gasosas na interface da ferida e atuar como uma
barreira protetora contra microorganismos e agentes do meio externo. Além disso, deve ser
nao aderente, facilmente removido sem trauma e deve apresentar propriedades anti-alérgicas,
ndo téxicas, antimicrobianas, bem como promover a cicatrizacdo da lesdo. Elsner et al. (2011)
observaram em seu estudo a eficdcia de um curativo que agregou a capacidade oclusiva, a
incorporacdo de farmaco e a biodegradabilidade. Sendo assim, as membranas de colageno e
gelatina se mostram como produtos de grande potencial de aplicac@o, visto que apresentam

muitas caracteristicas de um produto adequado para lesdes na pele.

3.4 Acido Usnico

Os liquens s@o recursos naturais valiosos que t€m sido utilizadoshd séculos para
diversos fins, como alimentos, corantes, perfumes e medicamentos (MANOJLOVIC et al.,
2012). Sdo estruturas resultantes da associa¢do entre um fungo (micobionte) e uma alga ou
cianobactéria (fotobionte) (AHMADIJIAN, 1993; APTROOT &SIPMAN, 1997).
Taxonomicamente, de acordo com o Coédigo Internacional de Nomenclatura Botanica, os
liquens sdo tratados dentro do Reino Fungi, uma vez que, praticamente, 95% dos liquens sao
constituidos pelo micobionte (HENSSEN & JAHNS, 1974).

Virios metabdlitos liquénicos t€ém sido investigados para o isolamento de novos
compostoscom fins terapéuticose o dcido usnico € um do mais estudados (HONDA et al.,
2010; MELO et al., 2011 (A); NUNES et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2010; RIBEIRO-
COSTA et al., 2004). Esse composto desempenha um importante papel bioldgico, conferindo
aos liquens protecdo contra microorganismos invasores e raios ultravioleta (UV). E
particularmente abundante em géneros como o Alectoria, Cladonia, Usnea, Lecanora,
Ramalina e Evernia e apresenta duas formas enatiométricas: (+)-dcido tusnico e (-)-dcido
usnico (BAZIN et al., 2012).

As atividades bioldgicas do 4cido udsnico tém sido estudadas e comprovadas, tais
como: antitumoral (BACKOROVA et al., 2012; RUSSO et al., 2008), antioxidante (RABELO
et al.,, 2012; BRISDELLI et al., 2012), cicatricial (NUNES et al., 2011), anti-inflamatoéria
(VIJAYAKUMAR et al., 2000), antimicrobiana (CARVALHO et al., 2005; GUPTA et al.,
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2012; SEGATORE et al., 2012; MANOJLOVIC et al., 2012) elarvicida (BOMFIM et al.,
2009).

Embora o perfil de citotoxicidade do 4cido usnico tenha sido bastante descrito
(MAYER et al., 2005; SANTOS et al., 2006), assim como a caracterizacdo dos mecanismos
moleculares envolvidos (CARDERELLI et al., 1997; EINARSDOTTIR et al., 2010; O'NEILL
et al.,, 2010) a sua possivel aplicabilidade clinica permanece incerta. Provavelmente, o
primeiro trabalho que demonstrou a atividade de citotoxicidade do acido usnico foi descrito
por Takay et al. (1979), os quais concluiram que o dcido Usnico apresentou atividade
antiproliferativa frente ao carcinoma pulmonar de Lewis.

Células HepG2 provenientes do hepatoblastoma humano foram caracterizadas e
amplamente utilizadas como modelo in vitropara busca de novos medicamentos antitumorais
(FANG &BELAND, 2009). Estas células se diferenciam facilmente e exibem caracteristicas
genotipicas e fenotipicas de células hepaticas normais. O 4cido usnico aumenta o estresse
oxidativo e compromete a membrana mitocondrial, levando a morte celular. As vias
moleculares utilizados por diferentes tipos de células em organismos multicelulares para
manter a homeostase sdo altamente conservadas entre espécies, e portanto, uma abordagem
genética aplicada aos modelos de substituicdo, podem inimizar as incertezas na extrapolagcdo
para humanos (SAHU et al., 2012).

Recentemente, Song et al. (2012) demonstraramque o &4cido usnico pode inibir a
proliferacdao e induzir a apoptose em células do endotélio vascular da regido umbilical em
humanos, diminuindo a Bcl-xI (B-cell lymphoma-extralarge),uma molécula transmembrana
da mitocOndria, e a survivina, uma proteina envolvida na inibicdo de apoptose e divisdo
celular. Este efeito é uma importante ferramenta para gerenciar a proliferacdo de células
tumorais, como por exemplo, a terapia anti-angiogénica em células endoteliais ativas.

Backorova et al. (2012) investigaram os mecanismos de citotoxidade de quatro
metabolitos liquénicos (parietina, atranorina, dcido usnico e dcido giroférico) sobre células
cancerigenas (A2780 e HT-29) e concluiram que o dcido usnico e a atranorina foram mais
eficazes frente as células tumorais quando comparado aos outros dois metabdlitos. Além
disso, observaram que eles sdo causadores de morte celular em A2780 e HT-29,
provavelmente através da via mitocondrial.

Espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) estdo
envolvidas na patogénese de diversas doencas, como cancer, doengas inflamatérias e doengas
neurodegenerativas (SEIFRIED et al., 2007). Sob condi¢des fisiolégicas normais, ROS / RNS

participam como mensageiros intracelulares e moléculas reguladoras, bem como sdo
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fortemente regulados por sistemas de equilibrio, formadas por diferentes enzimas
antioxidantes e proteinas (KOWALTOWSKI et al., 2009). As principais acdes de metabolitos
secunddrios em sistemas bioldgicos também tém sido associadas com as suas propriedades
redox (MELO et al., 2011 (B); RABELO et al, 2012).

Alguns estudos comprovaram propriedade antioxidante do 4cido usnico em mucosa
gdstrica. Odabasoglu et al. (2006) demonstraram que o dcido dsnico exibiu efeito antioxidante
quando utilizado como terapia contra ulcera gastrica induzida por indometacina em roedores.
Estes estudos verificaram que as lesdes géstricas foram significativamente reduzidas em todas
as doses de acido usnico quando comparado ao grupo tratado com a indometacina. Além
disso, o 4cido usnico induziu a inibi¢do significativa da formacdo de ROS, a reducdo de
peroxidacao lipidica e o aumento das atividades de enzimas antioxidantes, como a glutationa
peroxidase e superéxido dismutase (HALICI et al., 2005).

Em outro estudo, o &cido usnico apresentou comportamento pro-oxidantee anti-
oxidante dose-dependente. O 4cido dsnico extraido da Xanthoparmelia farinosa (Vainio) foi
utilizado em uma linhagem de linfécitos humanos (Células de Jurkat) irradiados com radiagao
ultravioleta B (UVB), causando efeitos danosos letais nas membranas celulares e reduzindo o
metabolismo celular em altas concentracdes. No entanto, em baixas concentragdes e sob
intensidade de UVB considerada fisioldgica, o dcido usnico mostrou um efeito antioxidante
(KOHLHARDT-FLOEHR et al., 2010).

O efeito do 4cido tsnico sobre o protozoario Trypanosoma cruzi foi descrito pela
primeira vez por Carvalho et al. (2006). Nesse estudo, a andlise ultraestrutural de
epimastigotas tratados mostraram danos da mitrocondria, com aumento marcante no volume
cinetoplastico e vacuolagdo da matriz mitocondrial. A lise intensa de tripomastigotas na
corrente sanguinea foi observada em todas as concentracdoes de drogas testadas. Além de
danos na estrutura cinetopldstica da mitrocondria os tripomastigotas também levaram a um
alargamento da bolsa flagelar, bem como vacuolizacdo intensa do citoplasma. O tratamento
de macréfagos infectados com 40 ou 80 mg/mL de 4cido tdsnico induziu uma marcante
vacuolizagdo no citoplasma de células amastigotas e desorganizacdo da estrutura
cinetopldstica e da mitrocondria, porém nao foi observado nenhum dano ultraestrutural nas
células do hospedeiro.

Segatore et al. (2012), avaliou a atividade antimicrobiana in vitro do 4cido dsnico em
combinacdo com cinco antibidticos terapéuticos disponiveis contra cepas resistentes a
meticilina, isolados clinicos de Staphylococcus aureus. Foi observada uma acao sinérgica em

combinacdo a gentamicina, enquanto foi descrito como antagonista com levofloxacina. Além
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disso, ndo verificou-se diferenca quando combinado com a eritromicina,enquanto que com a
clindamicina e oxacilina observou uma inconstancia (variabilidade).

A atividade do 4cido usnico frente a Candida orthopsilosis e Candida parapsilosis foi
investigado por Pires et al. (2012). Os resultados apresentados neste estudo foi o primeiro
relato do 4cido usnico mostrando in vitro atividade inibitéria e fungicida contra as C.
orthopsilosis e C. Parapsilosis. O acido tsnico exibiu efeito anti-Candida, com 1Csy de 1,95
pg/mL e ICgode 7,8 e 15,6 pg/mL.

Outro efeito do é4cido usnico, observado por Campanella et al. (2002), foi sobre a
proliferacao depoliomavirus em células 3T6 de roedores. Os resultados mostraram que a
replicacdo do DNA do poliomavirus foi severamente inibida em concentracdes nao téxicas de
acido usnico. De acordo comos autores, o dcido dsnico atua como um repressor genético da
transcri¢do do RNA. A atividade antilarvicida do 4cido tsnico foi descrita por Bomfim et al.
(2009), através da acdo do metabdlito no mosquito Aedes aegypti. A dengue € uma doenca
viral causada pelo Flavivirus transmitida pelo mosquito A. aegypti. Nesse estudo o 4cido
usnico exibiu uma concentracao letal de 50% (LCso) de 6,61 (6,16 a 7,06 ppm) demonstrando
que possui eficicia frente ao mosquito. No entanto, ele apresentou toxicidade frente ao Brine
shrimps, um organismo utilizado como referéncia em ensaios de potencial toxicidade frente a
invertebrado num ecosistema (BOMFIM et al., 2009).

A inflamacdo € a resposta de protecdo do hospedeiro a um corpo estranho e/ou lesao
tecidual que, se sem reagdo, pode levar a perda estrutural do tecido, bem como a fungdo.
Durante o processo de inflamacao, a ativacdo de diversas moléculas determinam a migracao
de células inflamatdrias, além da ativagdo, proliferacdo, diferenciacio, reparacdo ou remoc¢ao
(RIELLA et al., 2012).

Vijayakumar et al. (2000), demonstraram que o 4cido tsnico, isolado a partir do liquen
Roccella montagnei, mostrou atividade anti-inflamatéria dose-dependente, empregando os
modelos agudos e cronicos em roedores. Neste estudo, o dcido dsnico foi comparado ao
ibuprofeno, utilizando o ensaio do edema da pata do rato (efeito agudo induzido pela
carragenina) € o ensaio ‘“‘cotton pellet” (efeitos cronicos). Apds tratamento com diferentes
doses de 4cido tsnico, foi observado reducao significativa do edema da pata somente na dose
de 100 mg/kg. O efeito da reducdo dose-dependente em relacdo ao peso foi observada no
segundo ensaio apds tratamento cronico. Em estudo anterior,o dcido tsnico mostrou reducao
significativa no ensaio do edema da pata em ratos com dose oral de 50mg/kg

(INGOLFSDOTTIR et al., 1998).
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A migracdo e ativacdo de células inflamatdrias, eventos vasculares, sintese de
componentes da MEC sdo processos fundamentais da dindmica da restauracdo da integridade
do tecido lesado (GONCALVES et al., 2007; THU et al., 2012). Esses processos ocorrem de
forma sobreposta, porém em fases com caracteristicas distintas, tais como, extravasamento
sanguineo, coagulac¢do, infiltracdo de células inflamatérias, neoformacdo vascular, deposi¢ao
de tecido de granulacdo, colagenizagdo, epitelizacdo, contracdo da ferida e remodelamento
(SAMY et al., 2012). Recentemente, Nunes et al (2011) avaliou filmes de coldgeno contendo
acido usnico/lipossomas no processo de reparo cicatricial em queimadura de segundo grau em
roedores. Observou que o 4cido usnico demonstrou estar envolvido na modulagdo de eventos
bioldgicos do reparo cicatricial, tais como resposta inflamatdria, epitelizacao e formacdo de
colageno.

Alguns estudos mostraram queos liquens sdo um dos poucos grupos de plantasque nao
produzem oleorresinasque provocam dermatite de contato alérgica.Varios tipos de acidos
quimicamente relacionado ssdo responsdveis pelas propriedades antigénicas de liquens, porém
0 acido tsnico foi o maior sensibilizador no estudo de Stoner et al. (1983). As dermatites sao
causadas pela exposicdo ambiental a agentes externos que, em contato com a pele
desencadeiam uma reacdo inflamatéria (BRANDAO & GONTIJO, 2012).0s alérgenos em
liquen ssdo apenas sensibilizantes fracos, e até mesmo a exposicao repetida pode ndo produzir
uma resposta alérgica. Contudo, Stoner et al. (1986) demostraram em seu estudo indimeros
casos de dermatite de contato alérgica em trabalhadores do noroeste do pacifico quando em
contato com espécies liquénicas.

Como demonstrado anteriormente, o dcido usnico apresenta propriedades promissoras
no tratamento de feridas, devido a sua atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria
(SEGATORE et al., 2012; VIJAYAKUMAR et al., 2000). Contudo, essas atividades
terapéuticas tornam-se limitadas, pois o metabdlico liquénico possui caracteristicas fisico-
quimicas desfavordveis, como baixa solubilidade em 4gua. Sendo assim, produtos insoliveis
e/ou toxicos devem ser veiculados através de um sistema de liberacdo capaz de otimizar a
dose terapéutica, minimizar a ocorréncia de efeitos toxicos e viabilizar a administragdao do
composto em uma formulacdo que melhore sua solubilidade, a exemplo de sistemas
lipossomais (NUNES et al., 2010).

Os lipossomas sdao vesiculas microscopicas que consistem em uma ou mais esferas
concéntricas de bicamadas lipidicas, possuindo um compartimento aquoso interno formado a
partir da fase aquosa em massa (HUANG, 2008). Em contraste com as estruturas lipidicas

compostas por monocamadas, os lipossomas caracterizam-se pela extensio em duas
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dimensdes e regides hidrofilicas e hidrofébicas claramente separadas. As porc¢des hidrofilicas
da bicamada de lipidios sdo direcionadas para as fases aquosas (externa e interna), enquanto
que por¢des hidrofébicas de ambas as camadas lipidicas sdo direcionadas uma para a outra,
formando o nucleo interno de caracteristica membranar (BEZERRA, 2012; NII & ISHII,
2005). Além disso, por serem biodegraddveis, biocompativeis € ndo imunogénicos Os
lipossomas sdo altamente versateis para utilizacdo em pesquisa e na terapéutica (SANTOS;
CASTANHO, 2002).

Ribeiro-Costa et al. (2004) avaliaram a atividade antitumoral in vitro do acido dsnico
livre e em microesferas contra o Sarcoma-180 e o carcinoma epidermdéide de laringe (HEp-2).
Eles observaram que a inibi¢do do tumor ocorreu com maior eficicia quando o 4cido tsnico
foi encapsulado. Lira et al. (2009) observaram que o uso do complexo &cido
usnico/lipossoma pode ser uma estratégia alternativa para superar a baixa solubilidade do

acido em dgua e manter a sua atividade antimicrobiana.

4. Material e métodos

4.1. Preparo das membranas de gelatina contendo acido tsnico/lipossomas

As membranas de gelatina contendo 4cido tsnico/lipossomas foram preparadas através
do método “casting” utilizando 1g de gelatina pura em pé (1%) (NP-Comércio de produtos
alimenticios Ltda/Lot. 9766), solubilizada em 60 mL de dcido acético a 0,5 M e 0,2 g de
plastificante propilenoglicol (Isofar Lot. V02774U#6) (20% da massa seca do polimero). Essa
solucdo sofreu agitacdo mecédnica por 12h em temperatura ambiente e em seguida foi
misturada a solu¢@o do acido dsnico incorporado aos lipossomas.

Os lipossomas foram preparados através do método de formacgao do filme lipidico por
rotaevaporagdo. Inicialmente, misturou-se 250 mg de fosfolipidio (Lipoid GMBH 75% Lot.
776095-1) a 10 mg de acido tsnico (Sigma-Aldrich EC 231-456-0), dissolvidos em 30 mL de
cloroférmio. Em seguida, foi realizada a rotaevaporacdo para eliminacdo do solvente
organico, formando um filme no fundo do baldo, o qual foi armazenado no dessecador por
24h para eliminagao de residuos volateis. Posteriormente, foi realizada a ressuspensao com 40
mL de dgua destilada e agitacdo manual até desprendimento completo do filme do baldo.
Logo apos, essa solucdo foi submetida ao processo de sonicacdo (ultrasom) por 30min e

misturada a soluc@o de gelatina/plastificante/acido acético, através da agitacdo mecanica por
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12h. Ap6s esse tempo, 30 mL dessa solugdo foi vertida em placas de Petri para evaporagdo da

dgua e formacao dos filmes a serem recortados em quadrados com didmetro de 6 cm x 6 cm.

4.2 Ensaio Biolégico

Foram estudados nove suinos machos, large-White, pesando de 20-30 Kg,
provenientes de uma mesma leitegada, com aproximadamente 90 dias de idade. Os nove
animais foram distribuidos em trés grupos experimentais, que ao final do tempo de 8 (grupo
1), 18 (grupo 2) e 30 (grupo 3) dias foram sacrificados para analise das lesdes dérmicas
realizadas. Esses animais foram submetidos a exame fisico, coprolégico pelo método de
Willis, além da realizacdo de hemograma, sendo os sadios considerados aptos a participar do
estudo. Os animais receberam &4gua e dieta suina, ragdo comercial (Purina Nutrimentos
LTDA-Ribeirdo Preto-SP) e foram mantidos em gaiolas individuais com cerca de 3 m? no
Biotério da Universidade Federal de Sergipe sob a supervisdo do médico veterinario Thailson

Monteiro Menezes da Silva (CRMV/SE 0719).

4.3 Inducio da Queimadura

Ap6s a realizacdo do exame fisico, os animais foram submetidos a sedagdo com
Clorpromazina, na dose de 3 mg/Kg, por via intramuscular. Com a realizacdo desta sedagao,
foi possivel proceder a fixagao de um cateter tamanho 20 G na veia marginal auricular, a fim
de possibilitar a aplicacdo do farmaco de inducdo e manutengdo. Passados 20 minutos, o
animal foi induzido a anestesia geral intravenosa com a aplica¢do de Cloridrato de Ketamina
2 mg/Kg e Midazolan 0,08 mg/Kg no acesso venoso. Durante o procedimento foram
realizadas duas doses complementares de anestesia intravenosa, a fim de manter o plano
anestésico, e para isso foram aplicadas doses equivalentes a metade da dose de indu¢do. Em
seguida, foi realizada assepsia e a tricotomia com lamina da regido dorsal para realizacio das
queimaduras.

Cada grupo foi composto por trés animais e em cada um deles foi realizado trés
queimaduras no dorso, sendo as mesmas acompanhadas durante os respectivos tempos de
experimento. Cada animal de experimentacdo foi considerado seu préprio controle. As lesdes
foram quadrangulares com 25 cm? cada, distando 4 cm entre elas e 4 cm a partir da coluna
vertebral (PAPP, 2006). Um instrumento previamente confeccionado com ponta chata e plana

A . ~ 2 . .
em bronze, com um termOometro acoplado, de dimensdo de 25 cm”, foi aquecido na chama
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azul do bico de Busen até atingir 90°C, atingindo o rubro. Neste momento, o instrumental foi
encostado no dorso do animal por 20 segundos, em contato com a pele (Figura 1) (HUNT et
al., 1998). Apds a inducdo da queimadura, foi administrado o Ibuprofeno (4 mg/Kg) uma vez
ao dia por 3 dias e penicilina (20.000 UI/Kg) uma vez ao dia por 5 dias. Ao final do
experimento (tempos 8, 18 e 30 dias) os animais foram sacrificados e a epiderme e derme em
torno do procedimento foram removidas, para comparacdo da resposta inflamatoria,
regeneragdo epitelial, reacdo de granulacdo e colagenizagdo com aplicacdo da membrana de

gelatina contendo 4cido dsnico/lipossomas e dos produtos de referéncia.

Figura 1. Indugdo da queimadura com chapa de cobre utilizando aparato para manutengdo da

distancia entre as lesdes (a, b, c¢); aspecto das lesdes no dorso do animal (d).

Fonte: AUTOR
4.4 Aplicacao do biomaterial

Ap6s a realizacdo das lesdes térmicas, os animais foram posicionados em decubito
ventral em mesa cirdrgica e as dreas lesadas foram recobertas com o produto de referéncia,
pomada de sulfadiazina de prata, SDZ (primeira lesdo), com o biomaterial DuoDerme®, GDU
(segunda lesdo) e com a membrana de gelatina contendo 4cido tusnico/lipossomas, UAL

(terceira lesdo). Na Figura 2, observa-se o recobrimento das lesdes. O recobrimento foi
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realizado de forma rotativa em cada animal e em cada tempo do experimento, para nao
privilegiar nenhum produto avaliado, em regides mais vascularizadas ou de dificil acesso para

0 animal.

Figura 2. Revestimento da lesdo com a pomada de sulfadiazina de prata (a); revestimento com a membrana
de gelatina contendo 4cido dsnico/lipossomas (b); revestimento com o DuoDerme®(c).

Fonte: AUTOR
4.5 Estudo macroscépico

Antes do sacrificio dos animais, os mesmos foram avaliados macroscopicamente para
estudo clinico do processo de reparo. Nos tempos 8, 18 e 30 dias as lesdes foram fotografadas
e medidas com paquimetro digital Digimess®. A cada quatro dias, as lesdes foram
desbridadas, até quando necessdrio, € novas membranas e produtos foram aplicados.

O valor da area lesionada em cada animal foi obtido pelo valor da paquimetria do
centro do comprimento da ferida pelo centro da largura da mesma. Foi calculada a média de
cada drea, de cada grupo individualmente (SDZ, GDU e UAL) nos trés tempos do
experimento, para posterior andlise estatistica dos dados. Adicionalmente, foram verificadas
as caracteristicas macroscopicas da lesdo como tipo do tecido, comportamento da margem e
do centro, da retracdo e do remodelamento da lesdo e presenca de infec¢dao secunddria. Apos a
realizacdo dos protocolos experimentais, os animais foram eutanasiados e acondicionados em
sacos plasticos, devidamente identificados como material infectante, e posteriormente
enviados para coleta seletiva de lixo bioldgico da UFS para descarte adequado, de acordo com

a legislacdo vigente.
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4.6 Obtencao dos espécimese eutanasia dos animais

Ao final do tempo de seguimento (8, 18 e 30 dias), os animais foram novamente pré-
anestesiados e receberam tiopental sédico endovenoso (dose 40 mg/kg) para seu sacrificio.
ApOs a eutandsia, a ferida foi excisada de forma eliptica, com margem de tecido ao redor da
queimadura e em seguida hemisseccionada. Uma das hemisseccdes foi acondicionada em
frasco plastico contendo formol a 10% (tampao fosfato, pH 7,4) e a outra amostra foi
armazenada a menos 70°C para estudos posteriores de biologia molecular. A hemissec¢do 1
foi fragmentada em 4 cortes horizontais (seccoes A, B, C e D), e cada drea de secgdo
macroscopica foi novamente seccionada em quatro cortes histolégicos semiseriados gerando
um total de 16 cortes histoldgicos por amostra (Figura 3). Em seguida, passaram pelo
processo de desidratacdo em solugdes crescentes de etanol a 70, 95 e 100° GL, diafanizacdo
em xilol e inclusdo em parafina (técnica histolégica convencional). Sec¢des histolégicas de 5
pm foram obtidas a partir das amostras emblocadas em parafina e posteriormente submetidas

a colora¢@o hematoxilina/eosina (HE) e picrosirius.

Hemissecgéao 1: <

> Hemissecgéo 2
Estudo morfolégico

N N

Figura 3. Esquema das sec¢des macroscopicas
das feridas induzidas por queimadura.

Fonte: AUTOR
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4.7 Estudo morfologico

4.7.1 Analise da reacao inflamatéria e granulacao

Para avaliacdo das caracteristicas morfolégicas associadas as fases do reparo
cicatricial, foram analisadas as seccOes histoldgicas coradas em HE, observando-se os
seguintes critérios: 1) caracteristicas do epitélio, 2) determinagdo da reacdo inflamatéria; 3)
caracteristicas da reacdo de granulagcdo. Particularmente, para categorizar a reagdo de
granulacdo observada, foi atribuido um escore médiopara cada corte histolégico, conforme
descrito na Tabela 01. A média dos escores foi obtida por meio da razdo entre a somatdria dos

escores de cada corte histolégico e o nimero de cortes analisados.

Tabela O1. Escores para caracterizacio histolégica da reag@o de granulacdo.

Escore Caracterizacio da reacao de granulacao

0 Auséncia de reagdo de granulacio.

Reacdo de granulagdo pouco evidente e imatura, composta predominantemente por vasos

mal formados (em fenda) e células endoteliais dispostas desorganizadamente.

Reacdo de granulacdo estendendo-se até 1/3 acima da hipoderme, composta
2 predominantemente por vasos mal formados (em fenda) e células endoteliais dispostas

desorganizadamente.

Reacdo de granulacdo ocupando mais de 1/3 da derme, composta predominantemente por

3
vasos mal formados (em fenda) e células endoteliais dispostas desorganizadamente.
Reacdo de granulagdo limitada a 2/3 superiores da derme, composta predominantemente
4
por fibroblastos e fibras coldgenas.
5 Substitui¢do completa da reag@o de granulagdo pela cicatriz fibrosa primdria.

4.7.2 Analise da area da superficie da ferida

A andlise da 4rea da superficie foi avaliada através da paquimetria digital do tamanho
do centro do comprimento da ferida pele centro da largura da lesdo. Foi registrada a drea
ainda aberta das lesdes, em seguida realizada a média dos valores dos trés animaisde cada

grupo e posteriormente realizada a comparagao entre as médias em cada tempo experimental.
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4.7.3 Analise da deposiciao de colageno

Para realizar o estudo descritivo do padrio morfolégico de deposicdo de fibras
coldgenas, as seccoes histologicas coradas em picrossirius foram analisadas por microscopia
de luz polarizada. Para tanto, as fibras de coldgeno foram classificadas em tipo I ou tipo III de
acordo com a birrefringéncia apresentada (amarelo-alaranjadas/vermelhas e amarelo-
esverdeadas/verdes, respectivamente), e descritas suas caracteristicas quanto ao aspecto
morfolégico (estiradas ou onduladas, delgadas ou espessas, curtas ou longas) e disposi¢ao dos
feixes (reticular, entrelacada ou paralelas), tanto na por¢do superficial quanto profunda da

ferida.

4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos a partir da andlise da 4rea da superficie lesionada e categorizacao da
reacdo de granulacdo foram individualmente comparados entre os grupos experimentais
analisados nos tempos 8, 18 e 30 dias. Para andlise estatistica foi inicialmente realizado o teste
de Shapiro-wilk para avaliar a normalidade dos dados. Em seguida, foi realizado o teste de
ANOVA para comparar a média de cada grupo nos diferentes tempos. Os valores médios
obtidos a partir da andlise quantitativa dadrea das feridas foram comparados utilizando um

intervalo de confianca de 95% (p<0,05).

5. Resultados

5.1 Macroscopia

Em 8 dias, a macroscopia das queimaduras ainda apresentaram formato quadrado,
com halo eritematoso periférico, com fundo necrético e pseudomembranoso branco
amarelado. Ao decorrer do tempo, em 18 dias, foi observada a retracdo das margens das
feridas, que gradativamente, foram assumindo formato irregular e perdendo o halo
eritematoso. Em 30 dias, quase todas as lesdes, dos trés grupos, apresentaram fechamento
completo, algumas com a formagdo de crosta superficial e delgada. Nao foi evidenciado
nenhum sinal clinico de infeccao secundaria, como edema pronunciado, abscessos (exsudagao

supurativa) ou celulites (disseminacdo purulenta por fascias musculares). Além disso, o
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processo de reparo cicatricial clinico, mostrou-se dentro dos padrdes de normalidade, visto

que nao foi desenvolvida nenhuma cicatriz hipertréfica ou atréfica (Figura 4).

SDZ GDU

Figura 4. Macroscopia das feridas tratadas com sulfadiazina de prata (SDZ); DuoDerme®(GDU)
emembrana de gelatina com 4cido tsnico/lipossomas(UAL) em 8, 18 e 30 dias.

Fonte: AUTOR

5.1.1 Analise do indice da area das feridas por queimaduras

A andlise do indice médio da 4rea das feridas demostrou, nos trés grupos estudados,
uma redugdo progressiva da drea lesada ao longo do tempo de experimento (Figura 5). Ainda
foi observado, que a maior reducdo das dreas ocorreu no periodo de 8 a 18 dias apds a lesdo.

Em 30 dias, foi verificada intensa retra¢do da lesdo, com indices que chegaram a 80% nos trés
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grupos. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os indices obtidos nos animais em

nenhum grupo e tempos analisados (p>0,05).
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Figura 5. Indice médio das dreas das feridas por queimadura, no
tempo inicial (indu¢do da queimadura) e 8, 18 e 30 dias apds a

lesdo, nos trés grupos experimentais.

5.2 Microscopia por Hematoxilina-eosina

5.2.1 Analise semi-quantitativa da reacao de granulacao

O perfil evolutivo da reagdo de granulagdo (Figura 6) demonstrou escores
significativamente mais altos apenas entre o grupo UAL e o grupo SDZ (p=0,0160) no tempo
de 8 dias ap6s a les@o. Porém, nos tempos de 18 (p=0,6101) e 30 (p=0,7550) dias ndo houve

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 6. Andlise semiquantitativa do perfil evolutivo da reacdo de granulagdo ao longo dos trés periodos
experimentais nos grupos SDZ, GDU e UAL.(*) diferenca significativa entre os grupos UAL e SDZ no tempo de
8 dias.

5.2.2 Avaliacao aos 8 dias
5.2.2.1 Sulfadiazina de prata (grupo SDZ)
Areas marginais(sec¢ées macroscopicas A e D)

Nestas regioes, foi evidenciada extensa drea de desnudamento epitelial e discreta faixa
de epitélio escamoso residual. Este ultimo mostrou sinais de proeminente degeneracao
hidrépica, embora a exocitose fosse inconspicua. Na profundidade, evidenciou-se infiltragdo
predominantemente linfohistiocitdria de moderada intensidade. Em algumas dreas, foi
possivel identificar depdsitos de material exdgeno escurecido e grosseiramente granuloso,
compativel com depdsitos argiricos, tanto no citoplasma de fagdcitos monucleares
(histiécitos) quanto na membrana basal de vasos periféricos. Outra observagao foi a moderada
infiltracdo neutrofilica superficial, com intensa exsudacdo fibrinosa nas dreas marginais das

feridas (Figura 7).
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Figura 7. Auséncia de revestimento epitelial escamosos e intensa infiltracdo de
polimorfonucleares neutréfilos na area ulcerada (pmn) e linfécitos na ldmina prépria
(It). Na imagem em destaque, observa-se material exdgeno granuloso escurecido

compativel com depdsitos argiricos na membrana basal de vasos periféricos (HE, 400 x).

Areas centrais (sec¢oes macroscopicas B e C)

Na porcdo central das feridas, observou-se extensa faixa superficial de tecido
conjuntivo intensamente eosinofilico, com feixes fibrosos grosseiros e mal delimitados. O
componente celular estava constituido por células ovaladas, fusiformes e estreldrias exibindo
marcante picnose nuclear e intensa eosinofilia citoplasmatica, caracteristicas morfolégicas
compativeis com necrose coagulativa. Subjacente a este tecido necrético, evidenciou-se faixa
de infiltracdo leucocitdria composta por polimorfonucleares neutréfilos, se estendendo até a
hipoderme (Figura 8). De especial interesse foi a observagcdo de que a reagdo de granulagdo
estava ainda bastante imatura (fase inflamatéria, com discreta a moderada proliferacdo
fibrovascular) e sempre limitada ao parénquima adiposo hipodérmico, que, na sua por¢ao
mais superficial, também mostrava sinais morfolégicos de necrose, com formacao de 16bulos
bastante irregulares, perda de defini¢do de limites citoplasmaticos de adipdcitos e auséncia de

nucleos (Figura 9).
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Figura 8. Extensa faixa de tecido conjuntivo hipocelular com aspecto necrético
superficial (tn) e infiltracdo profunda de polimorfonucleares neutréfilos (pmn) (HE, 100
x). Em maior detalhe (A) notam-se fibroblastos exibindo picnose nuclear e intensa
eosinofilia citoplasmadtica tipicas da necrose coagulativa; e (B) acimulo de neutréfilos

no tecido fibroso (HE, 400 x).

Figura 9. Reagdo de granulacdo imatura (rg) em meio ao tecido adiposo hipodérmico

(ta) (HE, 100x). Em destaque, tecido adiposo irregular e anuclear necrético (HE, 400x).



49

5.2.2.2 DuoDerme®(grupo GDU)

Areas marginais(secgoes macroscopicas A e D)

Nas dreas marginais das feridas, o tecido conjuntivo fibroso mostrou-se necrético com
espessura varidvel, e subjacente, observou-se reacdo inflamatéria com infiltrado neutrofilico
de intensidade moderada a intensa, associada a discreta exsudacdo fibrinosa (Figura 10). A
infiltragdo inflamatdria observada na profundidade se mostrou predominantemente linfocitdria

e histocitéria (Figura 11).
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Figura 10. Extensa faixa de tecido conjuntivo hipocelular com aspecto necrético
superficial (tn) e infiltracdo profunda de polimorfonucleares neutréfilos (pmn) (HE, 100
x). Em maior detalhe (A) notam-se fibroblastos exibindo picnose nuclear e intensa
eosinofilia citoplasmadtica tipicas da necrose coagulativa; e (B) acimulo de neutréfilos

no tecido fibroso (HE, 400 x).
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Figura 11. Regido mais profunda da derme exibindo infiltra¢do linfohistiocitaria (HE,

400 x).

Areas centrais (sec¢oes macroscopicas B e C)

Na porcao superficial das feridas, a necrose do tecido conjuntivo fibroso mostrou-se
semelhante a observada nas dreas marginais (Figura 12). O epitélio escamoso residual
periférico apresentou dreas extensas de degeneracdo hidrdpica e exocitose pronunciada. Na
profundidade, a reacdo de granulacdo mostrou-se presente entremeada ao tecido adiposo e
ocupando camadas profundas da derme, constituida por fibroblastos e células endoteliais,

estas dltimas formando indmeros vasos sanguineos (Figura 13).



Figura 12. Tecido conjuntivo fibroso superficial apresentando caracteristicas de
necrose. Note células estromais com marcada picnose e intensa eosinofilia

citoplasmética (HE, 400 x).

Figura 13. Porcdo profunda apresentando rea¢do de granulacdo (rg) ainda rica em

linfécitos, permeando tecido adiposonecrético (tan). Notar 16bulo de tecido adiposo

viavel (tav) na hipoderme (HE, 100 x).
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5.2.2.3 Membranas de gelatina com acido tsnico/lipossomas (grupo UAL)

Areas marginais (secgoes macroscopicas A e D)

Foi observada intensa infiltracio neutrofilica, associada a exuberante exsudacgdo
fibrinosa, que se estendia ao longo da faixa de tecido necrético superficial (Figura 14). O
epitélio escamoso residual, semelhante aos demais grupos, exibia sinais de degeneragdo
hidrépica e exocitose neutrofilica. Mais na profundidade, evidenciou-se infiltracido
predominantemente linfohistiocitdria de moderada intensidade. Na porc¢do hipodérmica,
notou-se formacao de reacdo de granulacido imatura permeando l6bulos de tecidoadiposo ora

vidvel ora necrético (Figura 15).

Figura 14. Infiltracdo intensa de polimorfonucleares neutréfilos na superficie da lesdo

(HE, 200 x).Em destaque, neutréfilos, exibindo nicleos trilobados e chanfrados (HE,
800 x).
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Figura 15. Regido mais profunda do espécime, exibindo infiltracdo inflamatdria
predominantemente linfocitdria na derme reticular (It) e reagdo de granulacdo imatura

na hipoderme (rg) (HE, 100 x).

Areas centrais(secg¢oes macroscopicas B e C)

Na porcao central da ferida, também foi observada extensa faixa necrética superficial,
bem como faixa de infiltragdo neutrofilica de espessura varidvel disposta imediatamente
abaixo deste tecido ndo vidvel (Figura 16). A reacdo de granulagdo se mostrou exuberante e
madura, sendo constituida por marcante proliferacdo de células fusiformes, interpretadas
como fibroblastos e angioblastos em associacdo a fibrilas delgadas de material fibroso
eosinofilico compativel com coldgeno. Esta estendia-se desde a hipoderme, onde entremeava
o tecido adiposo lobular, até a porcio média da derme, indicando inicio de neoformagdo

tissular na drea lesada (Figura 17).



Figura 16. Area de necrose superficial do tecido conjuntivo fibroso, semelhante aquelas

vistas nos demais grupos (HE, 400 x).

Figura 17. Reacdo de granulacio exuberante observada na profundidade do espécime

(HE, 400 x).
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5.2.3 Avaliacao aos 18 dias
5.2.3.1 Sulfadiazina de prata (grupo SDZ)

Areas Marginais (sec¢oes macroscopicas A e D)

No grupo SDZ a neoformagdo epitelial epidérmica, ainda mostrou-se bastante
incipiente, recobrindo menos de 10% da superficie da ferida. A faixa de tecido de granulagdo
mostrou-se extremamente larga e exuberante, estendendo-se desde a superficie a profundidade
(Figura 18). Particularmente na regido superficial, verificou-se a presenca de inimeros vasos
sanguineos irregulares, muitos deles em forma de fenda, dispostos perpendicularmente a
superficie da lesdo. A reacdo de granulacdo mostrou-se fibrocelular,caracterizando-se por
intensa proliferacdo de células ovaladas e fusiformes paralelamente organizadas em relagdo a
superficie da ferida, em associac@o a feixes fibrilares delicadados de fibras coldgenas. De
permeio, foi evidenciada a intensa infiltracdo inflamatdria, predominantemente linfocitdria
(Figura 19). Na profundidade, verificou-sereacdo de granulagcdo caracterizada por marcante
proliferacdo  fusocelular e intensa infiltragdo inflamatéria, predominantemente

linfocitéria(Figura 20).

Figura 18. Reagdo de granulag@o exuberante rica em células fusiformes interpretadas

como fibroblastos observada na superficie da ferida (HE, 100 x).



Figura 19. Reagdo de granulacdo fibrovascular permeada por infiltrado
inflamatdriolinfo-histiocitdrio na superficie do espécime. Observar formacdo de vasos

irregulares de pequeno calibre, muitos deles exibindo vasculite (HE, 400 x).

Figura 20. Reacdo de granulagio caracterizada por marcante proliferacido fusocelular e

intensa infiltragdo de linfécitos (HE, 400 x).

Areas Centrais (secgoes macroscopicas B e C)
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Nas regides centrais dos espécimes analisados ndo foi observada neoformacdo
epidérmica. O padrdo morfolégico de reparo se caracterizou por reacdo de granulagdo
imatura, composta por uma rica rede de vasos sanguineos tortuosos e organizados
perpendicularmente a superficie da ferida, associada a proliferacdo exuberante de células
fusiformes e ovaladas, orientadas em feixes continuos e paralelos, acompanhando a
disposi¢do de fibrilas eosinofilicas delicadas interpretadas como coldgeno (Figura 21). Em
adi¢do, evidenciou-se reag¢do inflamatéria intensa, constituida predominantemente de
linfdcitos e histidcitos, além de ocasionais plasmdcitos. De especial interesse foi o fato de que

a faixa de reacdo de granulacdo apresentou-se bastante espessa, ocupando todo o espago entre

a hipoderme e a superficie (Figura 22).

Figura 21. Area central ainda mostrando extensa area de tlcera recoberta por

pseudomembrana formada de exsudato fibrinoso e restos de neutréfilos (ef). Reacdo de
granulacdo imatura (rgi) rica em linf6citos na regido equivalente a derme papilar, e

reacdo de granulacdo mais fibrocelular (rgf) na derme reticular profunda (HE, 100 x).



58

Figura 22. Reagdo de granulagdo exibindo componente fibroblastico exuberante, vasos

sanguineos mal formados e de pequeno calibre e infiltracdo linfo-histiocitdria

importante (HE, 400 x).

5.2.3.2 DuoDerme® (grupo GDU)

Areas marginais (secgoes macroscopicas A e D)

No grupo GDU, a superficie epitelial apresentou-se parcialmente revestida por epitélio
escamosoortoqueratinizado, e, na derme subjacente, observou-se reacdo de granulacdo
fibrocelular (madura) exuberante (Figura 23). Em detalhe, o epitélio escamoso
neoformadoexibiuacantose e dreas de hiperplasia, recobrindo entre 10 a 30% da superficie da
ferida (Figura 24). Verificou-se auséncia de camada epitelial granulosa evidente. A reagdo de
granulacdo mostrou-se exuberante, ricamente celularizada, com intenso contingente vascular.
A populagdo fusocelular estava organizada de forma paralela a superficie da ferida e os vasos
sanguineos se mostraram ora em fenda, com disposicdo perpendicular as fibras, ora mais
abertos e hiperemiados, sugerindo maior maturidade. O tecido conjuntivo fibroso apresentou-
se delicado, com espacos intercelulares bastante alargados, sugerindo a presenca de um edema
intersticial importante. Ainda observou-se modero infiltrado inflamatdrio, predominantemente

linfohistiocitario (Figura 25).
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Figura 23. Area de transicdo entre a superficie epitelizada (setas) e a drea de ulceragdo
superficial persistente (us). Na derme subjacente, nota-se reagdo de granulagio madura

(rg) (HE, 100 x).

Figura 24. Area de hiperplasia e acantose do epitélio escamoso (hp) (HE, 100 x). No

detalhe, observa-se auséncia de camada granulosa indicando padrio imaturo de

ortoqueratinizacdo (setas) (HE, 400 x).
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Figura 25. Tecido conjuntivo exibindo drea de neoformacdo de vasos capilares

dilatados e congestos abundante e edema intersticial marcante (HE, 400 x).

Areas centrais (sec¢oes macroscopicas B e C)

O revestimento epitelial, apesar de ainda parcial (entre 10 a 30% da superficie da
ferida) exibiu dreas de proeminente hiperplasia, ora formando papilas delgadas e profundas
para o tecido conjuntivo ora apresentando padrao morfolégico arciforme, em associacido a
acantose pronunciada em algumas d&reas. Na superficie, a camada cdrnea mostrou-se
constituida de extensa faixa de ortoqueratina e a camada granulosa evidenciou-se ora discreta
ora espessa (Figura 26). A reacdo de granulacdo mostrou-se imatura, semelhante ao grupo
SDZ, disposta pelo tecido que se estendeu por todas as camadas da derme. O contingente
vascular foi composto por vasos sanguineos em formato de fenda, prependiculares a
superficie e por vasos mais arredondados. Ainda verificou-se reacdo inflamatéria profusa,
com predominio de infiltrado linfohistocitario. Na profundidade, observou-se um intenso
contingente de vasos sanguineos irregulares sustentados por fibras de coldgeno delgadas e
delicadas (Figura 27). De especial interesse foi a observacido de tecido adiposo ndo vidvel

remanescente, permeando a rea¢do de granulagdo de todos os espécimes.
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Figura 26. Area de revestimento epitelial exibindo intensa hiperplasia e acantose,

arranjado em padrdo papilar arciforme (setas) (HE, 200 x).

Figura 27. Reacdo de granulacdo naprofundidade do espécime exibindo intenso

contingente de vasos sanguineos irregulares sustentados por fibras de coldgeno delgadas

e delicadas (HE, 400 x).
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5.2.3.3Membranas de gelatina com acido usnico/lipossomas(UAL)

Areas marginais (secgoes macroscopicas A e D)

O padrao morfolégico da area marginal do UAL mostrou-se diferente em relacao
aogrupo SDZ e semelhante ao grupo GDU. A superficie epitelial apresentou formagdo
parcialdo epitélio acantético e hiperplésico, exibindo camada granulosa delgada, em algumas
drease inexistente em outras (Figura 28). A reacdo de granulagdo se mostrou exuberante,
bastante celularizada, com intenso contingente de vasosora em fenda ora mais abertos,
eventualmente congestos (capilares hiperemiados),sugerindo maior maturidade desta fase do
processo de reparo cicatricial.Foi ainda observada reacdo inflamatdria linfocitdria de
magnitude moderada, que se estendia desde a superficie até a profundidade dos espécimes. Na
profundidade o tecido conjuntivo fibroso apresentou-se delicado com fibras de coldgeno

delgadas e paralelas (Figura 29).

Figura 28. Area marginal exibindo revestimento epitelial acant6tico e hiperplésico (hp)

e reacdo de granulagdo fibrocelular subjacente (rgf) (HE, 100 x). Em destaque,

formacao de camada granulosa delgada (setas) na superficie epitelial (HE, 400 x).
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Figura 29. Reacio de granulacio bastante celularizada, com intenso contingente

vascularna profundidade do espécime (HE, 400 x).

Areas centrais (sec¢oes macroscopicas B e C)

Em todos os espécimes, o revestimento epitelial (entre 10 a 30% da superficie da
ferida) apresentou dreas de hiperplasia, acantose e ortoqueratinizacdo, associada a dreas de
ulceragdo remanescente.A camada granulosa mostrou-se evidente, porém delgada (Figura
30).Subjacente, a reacdo de granulacdo mostrou-se exuberante e imatura, ocupando todas as
camadas da derme. A presenca de um grande contingente vascular dipostoora em fenda e
perpendiculares ora abertos, aos inumeros fibroblastos encontrados no tecido,
apresentouextensa semelhanca aquele padrao morfolégico evidenciado no grupo GDU. A
regido mais superficial foi caracterizada por intensa infiltracdo inflamatdria linfocitéria e
particularmente na profundidade, evidenciou-sea presenga de depdsitos de material
eosinofilico hialino, compativel com coldgeno imaturo, ocupando os espagos entre as células

estromais, sugerindo maior densidade de colagenizagao (Figura 31).



Figura 30. Area marginal exibindo revestimento epitelial acantético e hiperplasico (hp)
e reagdo de granulacdo fibrocelular subjacente (HE, 100 x). Em destaque, formacao de

camada granulosa na superficie epitelial (HE, 400 x).

Figura 31. Reacdo de granulag@o exuberante e imatura, com grande contingente vascular

disposto em fenda, inimeros fibroblastos proliferando perpendicularmente aos vasos e

moderada reacdo inflamatéria linfocitaria (HE, 400 x).
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5.2.4 Avaliacao aos 30 dias

5.2.4.1 Sulfadiazina de prata (grupo SDZ)

Areas marginais (secgcoes macroscopicas A e D)

Nestas areas, foi observada extensa neoformacgdo epidérmica, caracterizada por tecido
epitelial escamoso levemente hiperpldsico e acantdtico, exibindo camada cOrnea
ortoqueratinizada espessa. De especial interesse foi a evidenciacdo de camada epitelial
granulosa bem demarcada, embora ainda pouco proeminente (Figura 32). Por outro lado, as
areas de desnudamento do tecido conjuntivo (4reas ulceradas remanescentes) se mostraram
pouco evidentes.No conjuntivo subjacente, observou-se rea¢do de granulacdo exuberante,
bastante celular,composta por moderada rede vascular orientada perpendicularmente as
fibrilas de coldgeno, estas ultimas muito delicadas e com orientacdo paralela. Em algumas
regides do espécime, em especial na profundidade, a rede vascular se mostrou menos irregular
e mais dilatada e congesta (capilares hiperemiados). Outra observacao foi a evidente redugdo

da intensidade da rea¢do inflamatéria, predominantemente linfocitaria (Figura 33).

Figura 32. Epitélio escamoso hiperplasico e acantdtico (eeh) ortoqueratinizado (setas)

revestindo a margem da queimadura (HE, 100 x). Em destaque, observa-se camada

granulosa epitelial bem formada, embora delgada (HE, 400 x).
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Figura 33. (A) Reacdo de granulagdo com moderado contingente vascular orientada

perpendicularmente as fibrilas de coldgeno na derme mais superficial; (B) rede vascular

mais regular, dilatada e congesta na derme profunda (HE, 400 x).

Areas centrais (sec¢oes macroscopicas B e C)

O epitélio mostrou-se levemente acantético, hiperpldsico e hiperqueratinizado,porém
com auséncia de camada granulosa proeminente e compequenas dreasnio reepitelizadas nas
porcdes do espécime voltadas para o centro da ferida (Figura 34).Nas regides mais periféricas
dos espécimes, o tecido conjuntivo apresentou moderada infiltracdo inflamatéria
linfohistiocitaria, disposta em faixa que ocupava o ter¢co superior da derme.Nas regides
voltadas para o centro dos espécimes, a reacdo de granulacdose mostrouricamente
celularizada e intensamente vascularizada (Figura 35), ocupando
umaamplafaixacorrespondente a aproximadamente dois tercos da derme. A populacdo
fusocelular, constituida de células alongadas e ovaladas interpretadas como fibroblastos
ativos, mostrou-se densamente organizados em feixes paralelos, enquanto queo contingente
de vasos sanguineosimaturos e em fenda, apresentaram-seorganizados perpendicularmente a
superficie da ferida. Somente na profundidade,observou-se a auséncia da reacdo de

granulagdo e a presenca de fibrocitos dispostos em uma sutil rede de fibrilas de coldgeno.
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Figura 34. (A) Area exibindo revestimento epitelial escamoso acantético (eea) e (B)
drea exibindo desnudamento epitelial (ade) (HE, 100 x). Em destaque (C) observa-se

detalhe do epitélio escamoso, mostrando auséncia de camada granulosa (HE, 400 x).
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Figura 35. (A) Areas mais superficiais exibindo moderada infiltracio inflamatéria

linfohistiocitdria e reagdo de granulagdo vascular. (B) Areas mais profundas exibindo
reacdo de granulacdo ricamente celularizada e intensamente vascularizada. Com clara

reducdo do contingente inflamatério (HE, 200 x).
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5.2.4.2 DuoDerme® (grupo GDU)

Areas marginais (sec¢oes macroscopicas A e D)

A superficie das feridas mostrou neoformacio epidérmica completa, constituida por
epitélio escamoso acantdtico, hiperpldsico e hiperortoqueratinizado, exibindo camada
granulosa ainda delgada e delicada. Em regido subepitelial, observou-se reacdo de
granulacdoricamente celular, com fibroblastos volumosos, de nicleos grandes, muitos deles
exibindo morfologia estreldria, de permeio a tecido conjuntivo fibroso constituido de fibras
coldgenas ainda delgadas e delicadas (Figura 36). A rede vascular ainda apresentou-
sedelicada, composta por alguns vasos dilatados, por vezes apresentando paredes mais
espessas, compativeis com vénulas e arteriolas e discreta inflamagdo crdnica persistente,
caracteristicas compativeis com reacdo de granulacdo madura residual. Nos dois tercos
subjacentes da derme evidenciou-se tecido conjuntivo mais maduro, representado por fibras
de coldgeno ora espessas e grosseiras ora delgadas e delicadas, de comprimento varidvel,
permeadas por células fusiformes bastante delgadas e alongadas, com nicleos
hipercromaticos, interpretadas como fibrdcitos, além dos fibroblastos ativos caracteristicos,
mais ovalados e com nucleos mais volumosos. O contingente vascular, nestas regides
mostrou-se escasso, e a infiltracdo inflamatéria cronica, quando observada, foi inconspicua,

caracterizando a cicatriz fibrosa primaria (Figura 37).
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Figura 36. Superficie completamente revestida por epitélio escamoso hiperplasico (eeh)
apresentando hiperortoqueratinizagdo (hoq). Na derme superficial, observa-se reacéo de
granulagdo residual (rgr) e na por¢do mais profunda, a cicatriz fibrosa primdria (cfp).
(HE, 100 x).
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Figura 37. Detalhe da figura anterior exibindo reacdo de granulacdo residual em 4reas

mais superficiais (A) e cicatriz fibrosa primdria na dreas mais profundas (B)(HE, 400 x).
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Areas Centrais (secgoes macroscopicas B e C)

O tecido epitelial escamosomostrou-se hiperpldsico, levemente acantdtico, com
camada granulosa bem marcada, porém ainda delgada.O desnudamento epitelial sutil foi
evidenciado apenas na drea mais central da lesdo. Nas regides mais periféricas
(reepitelizadas), a reacdo de granulacdoresidual apresentou-seclaramente fibrocelular,
estendendo-se para camadas mais profundas da derme. Nas dreas mais voltadas para o centro
(adjacentes a regido ndo epitelizada), observou-se proliferacdo celular intensa, com
numerosos vasos sanguineos neoformados, alguns deles perpendiculares a fibrilas de coldgeno
delicadas (Figura 38). Nos dois tercos mais profundos, observou-se expressiva reducao da
celularidade e dos vasos sanguineos, substituidos por fibrilas de coldgeno mais alongadas,

dispostas paralelamante, embora ainda delgadas. Outra observacdo foi a escassa presenca de

c€lulas inflamatdrias no tecido conjuntivo (Figura 39).

Figura 38. (A) Area cicatricial reepitelizada (seta cheia) exibindo, subjacente, tecido fibroso
ricamente celularizado e moderadamente vascular. Notar vasos de calibre bastante diminutos
sugerindo tratar-se de fase final da reacdo de granulacio. (B) Area de persisténcia de ulceragio
(seta aberta), apresentando subjacente reacdo de granulagdo ainda em fase fibrovascular menos

madura (HE, 100 x).
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Figura 39.Tecido conjuntivo hipovascular composto por fibras delicadas e onduladas

de coldgeno compondo cicatriz fibrosa primdria no terco profundo dos espécimes (HE,

400 x).

5.2.4.3Membranas de gelatina com acido Gsnico/lipossomas (grupo UAL)

Areas marginais (seccoes macroscopicas A e D)

A superficie da ferida apresentou-secompletamente recoberta por tecido epitelial
escamoso estratificado com marcante acantose, hiperplasia e hiperqueratose, exibindo camada
granulosa mais espessa. A reacdo de granulagdo mostrou-se restrita a superficie
imediatamente abaixo do epitélio, expressa por vasos sanguineos redondos, bem abertos,
porém de pequeno calibre e fibroblastos volumosos, de nicleos grandes, exibindo morfologia
estreldria. Observou-se ainda dreas de discreto infiltrado inflamatério.Naprofundidade,o
tecido conjuntivo apresentou rede vascular moderada, representada por vénulas e arteriolas
bem formadas, e evidenciou grande contingente de fibras coldgenasdensas e entrelacadas

(Figura 40 e 41).



Figura 40. Epitélio escamoso intensamente hiperplasico (eeh) revestindo totalmente a
area cicatricial. Subjacente, observa-se clara demarcagdo entre a estreita drea de reag@o
de granulagdo residual (rgr) e a cicatriz fibrosa profunda (cf) composta por feixes

grossieros e densamente compactados de coldgeno (HE, 100x).
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Figura 41. Detalhe da figura anterior destacada reagcdo de granulacdo residual superficial
(A) em detrimento do tecido fibroso cicatricial entrelagado na profundidade (B) (HE,

400x).
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Areas centrais (sec¢oes macroscopicas B e C)

Nestas dreas, foi observadaextensa formacdo epidérmica, caracterizada por tecido
epitelial levemente acantético, com dreas hiperpldsicas, exibindo camada granulosa delgada.A
arquitetura morfol6fica dessa regido apresentou-se semelhante aquela observada no grupo
GDU, com a area de superficie expressa por reacdo de granulacdo estreita, caracterizada por
fibroblastos volumosos, ora fusiformes ora estrelarios, associada a moderada rede vascular
formada por capilares em formado de fenda e por capilares mais abertos. De especial
interesse, foi a evidenciacdo de d4reas que mesmo compostas por vasos dispostos
perpendicularmente, apresentaram fibras de coldgeno mais espessas. A profundidade,
mostrou-se menos celularizada, composta por pobre contingente vascular, de parede
levemente espessa, compativeis a vénulas e caracterizada pela presenga expressiva de fibrilas

de coldgeno mais espessas em relagdo aos grupos SDZ e GDU (Figura 42).

Figura 42. Revestimento epitelial escamoso ora acantdtico (seta cheia) ora atréfico

(seta aberta). Na derme superficial nota-se rea¢do de granulag@o residual fibrocelular
(rgr) e na porcdo profunda tecido fibroso mais denso formando cicatriz fibrosa primaria

(cfp) (HE, 100 x).
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5.3 Microscopia por Picrossirius

5.3.1 Avaliacao aos 8 dias

5.3.1.1 Sulfadiazina de Prata (grupo SDZ), DuoDerme®(GDU) e Membranas de gelatina

com acido usnico/lipossomas (grupo UAL)

Na andlise do coldgeno por picrossirius, em 8 dias, os trés grupos exibiram padrio
morfoldgico similar, caracterizado ora por fibrilas curtas e delgadas, alternadas com fibras
mais espessas, formando espacgos interfibrilares amplos, ora por fibras de colageno espessas
com pequenos espacos interfibrilares irregulares. A birrefringéncia alaranjada ou amarelo-
ouro das fibras e fibrilas foram referentes a remanescentes necréticos do componente fibroso

(Figuras 43, 44 € 45).

Figura 43. Fibrilas curtas e delgadas, alternadas com fibras mais espessas,

representando o grupo SDZ (Picrossirius, 400 x).



Figura 44: Fibrilas curtas e delgadas, alternadas com fibras mais espessas,

representando o grupo GDU (Picrossirius, 400 x).
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Figura 45: Fibrilas curtas e delgadas, alternadas com fibras mais espessas,

representando o grupo UAL (Picrossirius, 400 x).
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5.3.2 Avaliacao aos 18 dias

5.3.2.1 Sulfadiazina de Prata (grupo SDZ)

Em 18 dias, o grupo da SDZ exibiu padrao morfoarquitetural expresso por fibrilas de
coldgenoextremamente  delicadas, delgadas, curtas, dispostas em um arranjo
predominantemente reticular, com espacgos interfibrilares muito amplos. Observou-se uma
escassa deposicdo colagénica, com birrefringéncia ora esverdeada (coldgeno tipo III), ora
amarelada (coldgeno tipo I),tanto nas dreas marginaiscomo no centro da lesdo.
Particularmente na profundidade, as fibrilas de coldgeno apresentaram-se mais condensadas,

sutilmente alongadas, porém ainda com padrao reticular (Figura 46).

Figura 46. Fibrilas de coldgeno (setas) com espagos interfibrilares amplos (eifa) na
superficie e fibrilas de coldgeno discretamente alongadas e maiscondensadas na

profundidade (prof) da lesdo (Picrossirius, 100 x).
5.3.2.2 DuoDerme®(grup0 GDU)

No grupo GDU, observou-se uma grande semelhanga na arquitetura da deposicio
colagénica quando comparado ao grupo SDZ, expressa por fibrilas notoriamente delicadas,

muito delgadas e curtas, com espacos interfibrilares extremamente amplos e
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padraopredominantemente reticular.A colagenizacdo apresentou-se muito escassa, com
presenca de coldgeno tipo III e coldgeno tipo I dispostos desde a superficie a profundidade da
lesdo.Especialmente na profundidade, observou-se uma maior condensacao de coldgeno,
porém, com fibrilas ainda curtas, delgadas, com aspecto levemente ondulado e arranjo

reticular, semelhante ao padrao observado no grupo anterior (Figura 47).

Figura 47:Fibrilas de coldgeno (setas) e espagos interfibrilares (eifa) na superficie da
les@o. Observa-se coldageno tipo III e tipo I por toda extensdo da lesdo (Picrossirius, 100

X).

5.3.2.3 Membranas de gelatina com acido usnico/lipossomas (grupo UAL)

A colagenizacdo no grupo UAL, apresentou um padrao morfolégico diferente quando
comparado aos grupos SDZ e GDU, expresso pela variacdo do arranjo reticular e paralelo
observado em dreas marginais da lesdo. A presenca do coldgeno tipo I e tipo III observado em
toda extensdo da ferida, foi semelhante entre os grupos. Na superficie, verificou-se fibrilas
delgadas e delicadas, porém com espacos interfibrilares menos amplos quando comparado aos
outros grupos. Contudo, na profundidade, uma maior condensacdo de fibrilas de coldgeno,
mais espessas, com padrdo arquitetural ora reticular oraparalelo, diferiram-se das fibras
alongadas e delicadas, com padrdo notoriamente reticular observados na mesma area de lesdao

nos grupos SDZ e GDU. Foi de especial interesse a observacao de uma faixa muito estreita de
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auséncia de coldgeno entre o epitélio e o conjuntivo profundo, além da abundancia de fibrilas

perpendicularmente dispostas ao longo do eixo da ferida (Figura 48).

Figura 48. Fibrilas de coldgeno delgadas e alongadas (setas) na superficie e fibrilas
espessas na profundidade da lesdo. Espagos interfibrilares menos amplos (estreitos) (eife)

por toda extensdo da lesdo (Picrossirius, 100 x).

5.3.3 Avaliacao aos 30 dias

5.3.3.1 Sulfadiazina de Prata (grupo SDZ)

Em 30 dias,no grupo da SDZ, evidenciou-se uma deposi¢do de fibras de coldgeno
ainda delgadas e delicadas, com manutencdo da arquitetura reticular. Particularmente na
superficie da lesdo observou-se uma colagenizacdo mais abundante, com espagos
interfibrilares nitidamente menos amplos quando comparados ao padrdo observado em 18
dias. Contudo, na profundidade, verificou-se uma menor densidade de deposi¢ao colagénica,
notoriamente do tipo I, com fibras tipicamente alongadas, dispostas em um arranjo paralelo,
com menores espacos interfibrilares em relagdo a arquitetura mais condensada de fibrilas de

coldgeno tipo III observada no tempo anterior (Figura 49).



79

Figura 49. Fibras de coldgeno (setas)com padrdo reticular por toda extensdo da lesdo,

com espacos interfibrilares estreitos na superficie (eife) e amplos na profundidade (eifa)

(Picrossirius, 200 x).
5.3.3.2 DuoDerme®(grupo GDU)

O grupo do GDU, apresentou um padrao morfolégico diferente em relagdo aos grupos
SDZ e UAL. Tanto na superficie quanto na profundidade da lesdo a densidade de deposic¢ao
colagénica mostrou-se menos expressiva. As fibras de coldgeno se dispuseram em um padrdo
morfoldgico predominantemente reticular, com fibrilas muito delicadas, delgadas e curtas,
com espacos interfibrilares extremamente amplos, diferindo do arranjo mais paralelo e

espacos interfibrilares estreitos observados nos outros grupos (Figura 50).
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Figura 50. Fibras de coldgeno (setas) dispostas em padrdo reticular na superficie e na

profundidade da lesdo, com espagos interfibrilares amplos (eifa) (Picrossirius, 200 x).

5.3.3.3 Membranas de gelatina com acido usnico/lipossomas (grupo UAL)

A colagenizacdo do grupo UAL, demonstrou-se mais expressiva quando comparada
aos grupos SDZ e GDU, expressa por uma maior condensacao de coldgeno em toda extensao
da lesdo, com espacos interfibrilares notadamente menos evidentes. Desde a superficie a
profundidade, observou-se fibras de coldgeno tipo I, com birrefringéncia amarelada, porém,
particularmente na superficie, essas fibrilas mostraram-se delgadas, dispostas em padrao
reticular, diferindo das fibrilas mais espessa com arranjo paralelo, verificadas na profundidade

(Figura 51).
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Figura 51. Fibras de coldageno (setas) dispostas em padrdo reticular na superficie e

paralelo na profundidade, com espagos intefibrilares estreitos (eife) em toda extensdo da

lesdo (Picrossirius, 200 x).

6. Discussao

Nos trés grupos em oito dias, observou-se necrose coagulativa do tecido conjuntivo e
intensa reacdo inflamatéria aguda, tipicas dos achados morfolégicos dessa fase do reparo
cicatricial (SAMY et al., 2012; VELNAR et al., 2009).0 processo de cicatrizacdo consiste na
recuperagdo dos elementos estruturais da célula, e para tanto, o primeiro passo € a instalacdao
de uma reacdo inflamatéria, cujo sangue extravasado e produtos da destrui¢do tecidual sdo
reabsorvidos pelo exsudato de células fagocitdrias, responsaveis pela eliminacdo da carga
bacteriana contaminante, bem como pela remocdao de grande parte do tecido necrético
(DRYDEN et al., 2013; YOUNG & McNAUGHT, 2011). Entretanto, nos trés grupos foi
observada a presenga de tecido fibroso necrosado, sugerindo a permanéncia na fase mais
inicial do processo de cicatrizacao.

Outra observacdo nesse tempo experimental foi a reagdo de granulacdo mostrar-se
imatura e limitada a profundidade dos espécimes. Contudo, foi possivel verificar que a reagao
inflamatéria e a reparacdo tecidual se mostraram, nos trés grupos, mais adiantadas na
profundidade do que na superficie da lesdo. Esse achado, caracterizado pela reparagdao do

tecido da profundidade para a superficie também foi observado por Nunes et al. (2011). A
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transi¢do da fase inflamatdria para a fase proliferativa inicia-se no quarto dia apds a lesdo e
estende-se até o décimo sexto dia, aproximadamente (DRYDEN et al., 2013). Ela ¢é
caracterizada por intenso aumento de fibroblastos e neoformacgao vasculo-capilar. Nessa fase,
as células endoteliais se multiplicam, formando corddes sdlidos que entremeiam os
fibroblastos e, posteriormente, se canalizam, resultando em tecido de granulacdo, com aspecto
granuloso, avermelhado e pouco resistente (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009; WANG
et al., 2012).

Pode ser destacado que a reacdo de granulagdo observada na regido central das feridas
do grupo SDZ foi mais imatura em relagdo aos grupos GDU e UAL. Além disso, o grupo
SDZ apresentou reacdo de granulacdo limitada ao paniculo adiposo hipodérmico, com sinais
de necrose na sua por¢cao mais superficial, diferentemente da rea¢do de granulagdo observado
nos grupos GDU e UAL, que se estendia desde a hipoderme, onde entremeava o tecido
adiposo lobular, até a por¢do média da derme, indicando inicio de neoformacdo tissular na
drea lesada.Possivelmente, a oclusio gerada pelo DuoDerme® e pela membrana de gelatina
levou a uma maior prote¢ao da superficie da ferida contra microorganismos.

Diversos autores ressaltam a importancia de curativos oclusivos, como filmes de
colageno e gelatina(KANOKPANONT et al., 2012; NUNES et al 2011), alginato (THU et al.,
2012), hidrogéis (WANG et al., 2012; YANG et al., 2010) utilizados como barreira mecanica
na cicatrizacdo de feridas. Jayakumar et al. (2011), descreveram que o produto para lesdo na
pele deve apresentar caracteristicas bioldgicas adequadas, dentre elas, atuar como uma
barreira protetora contra microorganismos e agentes do meio externo.Elsner et al. (2011)
ainda ressaltaram que um bom curativo deve agregar a capacidade oclusiva a
biodegradabilidade, além de permitir a incorporacdo de farmacosbioativos.Estudos prévios
demonstraram que o recobrimento de feridas através de filmes biocompativeis acelera a
formacdo da reacdo de granulacio em modelos experimentais de cicatrizacdo dérmica
(ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009; CAVALCANTE et al., 2011, NUNES et al., 2011).

E vélido ressaltar que além da oclusdo promovida pela membrana de gelatina e pelo
DuoDerme®, dois dos trés grupos avaliados (SDZ e UAL) apresentaramem sua composi¢io
compostos com atividade antimicrobiana: a prata (LABOUTA & SCHNEIDER, 2013; LI et
al., 2011; MOIEMEN et al., 2011)e o acido usnico (BEZERRA, 2012; SEGATORE et al.,
2012). Contudo, a incorporagdo do 4cido usnico em lipossomas, pode sugerir que a liberacdo
mais lenta do metabdlito no filme em detrimento a répida liberacdo da prata veiculada sob
forma de creme, no grupo SDZ, podeter prolongado a sua atividade bioldgica, favorecendo a

cronificacdo da inflamacdo e desenvolvimento da reacdo de granulagdo.Alguns
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autoresafirmam que filmes de coldgeno e gelatinapossibilitam a incorporacdo de compostos
ativos com atividade antimicrobiana e/ou anti-inflamatéria para liberagcdo gradativa, e caso os
mesmos sejam incorporados em lipossomas podem atuar como sistemas de liberacdo
controlada, concebidos para obtencdo de adequada concentragdo plasmadtica ou niveis de
concentracdo tecidual de farmacos de forma controlada, atingindo o efeito terapéutico
desejado e evitando possiveis reacdes toxicas inerentes ao composto (LEE& ROBISON,
2004; PARENTEAU-BAREIL et al., 2011).

Além do tecido de granulagdo, algumas alteracdes primdrias ocorrem,
simultaneamente, na fase proliferativa,como epitelizacdo e angiogénese (WANG et al.,
2012).A reepitelizacdo comeca durante as 24h apds a lesdo e caracteriza-se pela migracao de
células epiteliais da margem da ferida e/ou dos anexos cutaneos profundos (foliculos pilosos,
glandulas sudoriparas e glandulas sebdceas), para dentro da lesdo, reestabelecendo uma
barreira protetora sobre o tecido subjacente (PITZER & PATEL, 2011).

O aumento da atividade mitética das células epiteliais basais, modulado por diversos
fatores de crescimento, como o EGF e o KGF, estimulam a restauracdo da membrana basal e
diferenciacdo terminal para formacdo da epiderme estratificada. Em seguida, o
restabelecimento da integridade epitelial, seguido pelo processo de corneificagdo da epiderme
¢ um fendmeno que restabelece a barreira que isola o organismo do meio exterior, € € um dos
maiores desafios a serem superados na busca de novas substincias terapéuticas para lesdes
dérmicas (CAVALCANTE et al., 2011; RIBEIRO et al., 2009).

Em 18 dias, a neoformacao epidérmica, apesar de parcial nos trés grupos, se mostrou
bastante incipiente no SDZ quando comparada aos grupos GDU eUAL. Assim, pode-se
sugerir que ambas as membranas utilizadas neste estudotenham promovido um ambiente mais
umido ao leito da ferida, favorecendo a neoformacao da epiderme, enquanto que a formulagao
da Sulfadiazina em pomada pode ter sofrido ressecamento precoce, nao impedindo
evaporacdo da dgua na ferida. Alguns autores demostraram que polimeros sintéticos ou
naturais, quando utilizados na cicatrizagdo dérmica, devem ser capazes de prevenir a
desidratagdo da ferida(CHEN et al., 2012;JAYAKUMAR et al.,2011). Nell et al. (2012)
afirmam que um ambiente Umido favorece a migracdo de células epiteliais, as quais
promoverdao uma barreira oclusiva contra o meio externo. Por outro lado,a lenta adesdo dessas
células quando o meio da lesdo encontra-se desidratado ou com superficie parcialmente
necrosada, gera um retardono processo de cicatrizagao.

E vilido salientar que a umidade do leito da ferida pode facilitar a chegada de

queratindcitos a lesdo. Trescher et al. (2013) demostraram que estruturas poliméricas
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podeminterferir de forma positiva na densidade relativa e na viabilidade de queratindcitos e
fibroblastos a ferida.A escolha do biomaterial vai depender da aplicacdo pretendida, porém a
maioria deles deve apresentar uma microestrutura porosa apropriada para facilitar a
infiltracdo, a proliferacdo e a diferenciacdo celular(NELL, et al., 2012, XINGANG et al.,
2012).Parenteau-Bareil et al. (2011) afirmaram que filmes de coldgeno possibilitam a nutri¢ao
de células que preenchem o tecido afetado e o acesso de células de defesa ao local,
permitindo adesdo, migracao e proliferacdo celular.

Outro achado importante foi a reacdo de granulacdo, mais imatura (vascular e
inflamatéria) no grupo SDZ, em relacdo a extensa semelhanca do padraomorfoldgico
evidenciado nos grupos GDU e UAL, nos quais a reacdo de granulacdo mostrou-se
exuberante, ricamente celularizada (fibrobldstica), com intenso contingente vascular. O tecido
de granulacdo ¢ formado pela intensificacdo de processos de regeneracdo vascular e de
fibroplasia, os quais se intensificam através da angiogé€nese, da migracdo e da proliferacdao
fibroblastica, formando um tecido rico em elementos vasculares e celulares (NAWAZ &
BENTLEY, 2010; YOUNG & MCNAUGHT, 2011).Portanto, é possivel sugerir, com base
nos achados morfolégicos, que a dindmica de reparo cicatricial se apresentou mais avangada
nos grupos GDU e UAL.

A aceleragdo na dindmica de granulag@o nos grupos GDU e UAL em relagdo ao grupo
SDZ possivelmente ocorreu em decorréncia da estrutura de acarboucoformada pela gelatina
que ambos os materiais contétm. Yeh et al. (2011) ressaltaram que um polimero para
utilizacdo na engenharia de substitutos de pele devem possibilitar a nutri¢do celular e a
permeabilidade, bem comoserem oclusivos contra o meio externo. Ainda relataram que a
gelatinareticulada, quando veiculada sob a forma de membranas, propicia grande adesdo e
migragdo de fibroblastos ao longo da matriz filmogénica.Ratificando esses relatos, Yang.et al.
(2010) afirmaram que a gelatina em forma de hidrogel apresentaexcelentee
ajustivelcapacidade de retencdo dedgua eummoddulo de compressdosemelhanteao do tecido
mole, promovendo assim 6tima fixacao celular e rdpido crescimento de fibroblastos sobre o
material. A elevada capacidade de absor¢do de dgua, o semelhante médulo de compressao ao
tecido mole, a biodegradabilidade controldvel e a biocompatibilidade, tornam a gelatina um
produto capaz de funcionar como andaimes para a pele, tornando-se umexecelente
biomaterialpara cicatrizagdo de feridas (WANG et al., 2012).

A neoformacao epidérmica em 30 dias apds as queimaduras ocorreu de forma menos
expressiva no grupo SDZ em rela¢do aos outros dois grupos. Os trés grupos apresentaram

reepitelizacdo completa nas dreas marginais da ferida, porém na regido mais central o grupo
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SDZ mostrou area de desnudamento epitelial claramente mais extensas quando comparada as
escassas regioes de desnudamento persistentes nos grupos GDU e UAL. Esses achados
sugerem que, conforme relatado por Nell et al. (2012) e Trescher et al. (2013), materiais
sintéticos aumentam a viabilidade de queratindcitos a ferida.

A reacdo de granulagdo, ainda em 30 dias, demostrou estar mais extensa nogrupo
SDZ, ocupando cerca de dois ter¢os da lesdo nas dreas mais centrais, contrapondo-se a restrita
reacdo de granulacdo observada nos grupos GDU e UAL, presente apenas na regido abaixo do
epitélio. Esses achados confirmam aqueles evidenciados em 18 dias e atestam a relevancia da
utilizacdo de polimeros veiculados sob a forma de membranas ou filmes oclusivos como
substrato matricial para proliferacdo celular e desenvolvimento mais rdpido desta etapa do
processo de reparo (YEH et al., 2011; YANG et al., 2010; WANG et al., 2012).

Esse achado poderia estar associado a regulacdo das metaloprotinses (MMPs)nas
feridas recorbertas por ambos os filmes.As MMPs produzidas nesta fase sdo essenciais para o
equilibrio entre a degradacdo e a sintese dos componentes proteicos da MEC (DRYDEN et
al., 2013).Além disso, as MMPs atuam na resposta imune clivando citocinas e quimiocinas e,
assim, participando ativamente da inflamacao. Estas enzimas ainda atuamem varios processos
fisiolégicos como angiogénese, reparacdo tecidual, morfogénese, mobilizacio de células
tronco e cicatrizacdo de feridas (KUPAI et al.,, 2010; POLYAKOVA et al.,, 2010;
VANHOUTTE et al., 2006). Conquanto a liberacio de MMPs sejamodulada por uma
variedade de células durante o reparo (queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais,
leucécitos, etc),é possivel sugerir que a maior proliferacdo destas células estromais
envolvidas na cicatrizagdoobservada nos grupos GDU e UAL durante o reparo(TRESCHER
et al., 2013;YANGet al., 2010; YEH et al., 2011) promoveram maior regulacdo nos niveis de
MMPs, reduzindo seus niveis tissulares na fase final do processo de cicatrizagdo,
minimizando os riscos de degradacao excessiva de coldgeno cicatricial.

De especial interesse foi o fato de que, no grupo SDZ, ainda observou-se presenca de
infiltrado inflamatério envolvido na reacdo de granulacio, sugerindo, portanto, que as feridas
tratadas com as membranas, nos grupos GDU e UAL, estdo numa fase de cicatrizagdo mais
avancada. Esses achados vem corroborar relatos prévios de MOHAJERI et al.
(2011)aoafirmarem quea sulfadiazina de prata ndo parece ter qualquer efeito direto sobre a
intensidade da resposta inflamatdria durante a cicatrizacdo de feridas. Por outro lado, os
grupos GDU e UAL exibiram nitida reducao no contingente inflamatério. Vijayakumar et al.
(2000) demonstraram que o acido usnico, isolado a partir do liquen Roccella montagnei,

apresenta atividade anti-inflamatdria dose-dependente.
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Huang et al. (2011) estudou o efeito anti-inflamatério e mecanismo do 4cido dsnico
através do lipopolissacarideo (LPS) estimulado pela linhagem celular RAW264.7. Esse estudo
avaliou o efeito do dcido dsnico nas citocinas pré-inflamatérias, TNF-a, IL-6 e IL-15 e nos
mediadores pré-inflamatérios, 6xido nitrico (NO), 6xido nitrico-sintase induzida (iNOS) e
ciclooxigenase-2 (COX-2) utilizando ELISA, PRC em tempo real e “Western blor”.
Similarmente, o efeito do acido tsnico na citocina anti-inflamatdria Interleucina-10 (IL-10) e
no mediador anti-inflamatério Heme-oxigenase-1 (HO-1) foram analisados pelos mesmos
métodos. Além disso, o fator de transcricdo nuclear (NF-kB) foi avaliado por
imunocitoquimica. Os resultados mostraram que o 4cido tUsnico tem atividade dose-
dependente frente as citocinas e mediadores pré-inflamatérios, promovendo a diminui¢cdo da
excre¢do do TNF-a, IL-6, IL-15, iNOS, a COX-2, via supressao do NF-kB. Outra observacao
foi a atividade dose-dependente do 4cido tsnico no aumento da produgdo da IL-10, HO-1.
Esses resultados podem sugerir que a reducdo da intensidade da inflamacdo gere um maior
controle da fase inflamatdria da cicatrizacdo e consequentemente a antecipacdo das fases
subsequentes. A fase proliferativa, portanto, teria inicio mais rapidamente com
desenvolvimento da reacdo de granulacdo, e a colagenizacdo, também seria precocemente
observada, promovendo aceleracdo da dindmica cicatricial para fechamento completo da
ferida, corroborando resultados encontrados na andlise semiquantitativa da reacdo de
granulacdopor HE no tempo de 8 dias e com a dinamica de deposi¢cdo colagénica nas fases
finais do processo do reparo cicatricial por picrossirius nesse estudo.

Contudo, o DuoDerme® ndo apresenta nenhuma substincia ativa incorporada em sua
formulacdo, e ainda assim o infiltrado inflamatdrio nesse tempo mostrou-se semelhante ao
grupo UAL. Como supracitado esta atividade possivelmente seria decorrente da intensa
oclusdo e manutan¢do da umidade da ferida, obtidas por esta membrana, caracteristicas estas
que possibilitam o melhor acesso de células de defesa ao local e minimizam a proliferagao de
bactérias JAYAKUMAR et al.,2011;PARENTEAU-BAREIL et al., 2011).

Nas etapas inciais do reparo observou-se fibras coldgenas tipo I espessas, grosseiras,
entrelacadas com fibrilas mais delicadas e irregularesem todos os grupos.A interpretacdo
destes achados, contudo, deve ser bastante parcimoniosa, posto que parecem representar
apenas a persisténcia do tecido fibroso necrético pds-queimadura. Estd bem estabelecido que
a birrefringéncia das fibras de coldgeno se dd em razdo da presenca de grande quantidade de
aminodcidos bdsicos que reagem fortemente com as moléculas 4cidas que compdem o
corante, que se arranjam paralelamente em relacdo ao eixo axial das moléculas de colageno.

O aumento da birrefringéncia, detectada em luz polarizada, €, portanto, decorrente do
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incremento da quantidade de moléculas orientadas paralelamente (MONTES &
JUNQUEIRA, 1991). Conquanto o tecido fibroso necrético ndo apresente alteracdes
imediatas no seu contingente de amindacidos bésicos, pode-se sugerir que por luz polarizada,
nao seja possivel distinguir as fibras de tecido necrético ou vidvel. As alteracdes
citomorfologicas estromais evidenciadas em HE indicam que o tecido fibroso estd, de fato,
necrdético, e corroboram essa teoria. Além disso, as dreas com amplos espacos interfibrilares e
menor colagenizacdopodem representar regides com acumulo de leucdcitos, os quais teriam
acelerado a degradacao do coldgeno do tecido necrosado. Suportando essa hipétese, Shvyrkov
& Yanushevich (2013), afirmaram que nas primeiras horas apds a lesdo tecidual a migracdo é
dada pelos neutréfilos, os quais iniciam a fagocitose, a lise do tecido desvitalizado ejuntoa
enzimas proteoliticas, destroem as bactérias e atuam no controle da infecgao.

Nos periodos experimentais posteriores, contudo, a presenca predominante de fibrilas
delgadas e delicadas de coldgeno tipo III, intercaladas a fibrilas delgadas tipo I, sugere
claramente que o tecido necrético foi adequadamente removido e substituido por coldgeno
imaturo.Esses achados parecem atestar a evolucdo satisfatéria do processo reparativo, posto
que, conforme previamente discutido por Richet al. (2005), o coldgeno tipo III € inicialmente
produzido, a fim de orientar a proliferacdo e migracdo de fibroblastos e células endoteliais
durante a formagdo do tecido de granulagdo, e gradativamente € substituido por coldgeno tipo
I para proporcionar forca de tracdo e estabilidade mecanica ao tecido conjuntivo fibroso
dérmico.A maior condensacdo de coldgeno em 30 dias € decorrente do aumento progressivo
da deposicao colagénica, para formar a cicatriz fibrosa, e estd em acordo com os achados
observados no estudo de Verhaegen et al. (2009) enfocando a dindmica da colagenizacido ao
longo do tempo de cicatrizagdo. Além disso, o incremento no conteido de fibras de coldgeno
tipo I também parece representar um achado importante, ji que estas moléculas sao
responsaveis pela forca ténsil da cicatriz. De especial interesse foi a evidéncia de predominio
de coldgeno tipo III, nas dreas mais centrais e superficias da ferida, enquanto quea deposi¢cdo
de coldgeno tipo I foi mais expressiva na profundidade das lesdes. Esse aspecto morfoldgico
jé era esperado, posto que também foi evidenciado em outras trabalhos, e parecem representar
o padrdo cléssico de colagenizacdo, que ocorre progressivamente a partir das margens e base
em dire¢@o ao centro e superficie das feridas (DANTAS et al., 2011; ALMEIDA et al., 2013).

A colagenizagdo mais expressiva observada no grupo UAL, representada por maior
condensacdo de coldgeno em toda extensdo da lesdo, sugere que o dcido Usnico possa ter
desempenhado algum papel no processo de sintese de deposi¢dao colagé€nica. Estudos

anteriores utilizando modelos roedores ja haviam trazido fortes evidéncias de que o 4cido
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usnico incorporado em matrizes filmogénicas de coldgeno apresentam acdo modulatéria
positiva sobre a sintese de coldgeno cicatricial (NUNES et al.,, 2011).0 predominio de
coldgeno tipo I em toda extensdo das lesdes do grupo UAL também sugereque a fase de
remodelamento, representada pela degradacdoda matrizbrutaformada de conjuntivoe
deposicdogradual eprogressiva de uma nova matrizcontendocoldgeno tipo 1 e tipo III,
mostrou-se mais desenvolvida neste grupo (NUNES et al.,, 2011; DANTAS et al., 2011;
ALMEIDA et al., 2013).

Neste estudo, foi observado que a aplicacdo tépica de membranas de gelatina contendo
acido usnico/lipossomas modulou eventos importantes do processo cicatricial, representados
especialmente por estimulo ao desenvolvimento e maturagdo da reagdo de granulagcdo e
incremento substancial da deposi¢cdo colagénica. Estes achados confirmam aqueles
previamente obtidos em modelo roedor por Nunes et al. (2011) e parecem apontar para um
importante potencial de aplicacdo clinica destas biomembranas como curativos dérmicos em
feridas por queimadura. No entanto, estudos posteriores ainda sio demandados a fim de
elucidar os mecanismos fisiopatoldgicos responsdveis pela atividade bioldgica destas

membranas sobre o reparo cicatricial.
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7. Conclusao

Ao final deste estudo, foi possivel concluir que, em modelo suino, a utilizagdo de

membranas biodegradaveis de gelatina contendo dcido usnico/lipossomas:

- Promoveu a cicatrizagdo e retracdo macroscOpicas da ferida semelhante aos outros
produtos testados.

- Promoveu o desenvolvimento e maturagdo da reagdo de granulacdo ao longo do reparo
cicatricial compardveis ao DuoDerme® e melhores que a pomada de sulfadiazina de prata.

- Promoveu maior incremento da deposi¢do colagé€nica nas fases finais do experimento

comparado ao demais produtos testados.
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8. Perspectivas

- Estudar a degradagdo térmica e fotodegradacao das membranas de gelatina contendo acido
usnico/lipossomas;

- Realizar a esterelizagdo das membranas de gelatina contendo 4cido dsnico/lipossomas e
otimizar o processo;

- Estudar clinicamente o efeito das membranas de gelatina contendo 4cido

usnico/lipossomas em queimaduras de segundo grau.
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ANEXO IT

Figura 2. Etapas dos procedimentos metodoldgicos. (a) Anestesia; (b) tricotomia
manual; (c) aquecimento do instrumento no Bico de Bunsen; (d) procedimento de
indu¢do da queimadura; (e, f)aspecto da lesdo apés queimadura com e sem
instrumento para manutengdo da distincia entre as lesdes; (g) recobrimento das lesdes
com os produtos; (h) recobrimento das lesdes com gaze algodoada;(i) recobrimento

das lesdes com atadura; (j) recobrimento das lesdes com vestimenta de prote¢do.

107



ANEXO Il

Figura 3. Etapa para obtencdo das laminas histoldgicas. (a)

Paquimetro digital para medir a drea cicatricial; (b) remocdo dos
espécimes; (c) lesdo para ser segmentada e armazenada no formol;
(d) acondicionamento em frasco plastico contendo formol a 10%;
(e) inclucdo dos espécimes na parafina; (f) cortes histolégicos para

coloragdo e leitura das 1aminas.
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