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RESUMO

Avaliacdo do efeito da membrana de gelatina contendo acido Usnico no processo de
cicatrizacao de queimadura de cérnea. Santos, N.G.L. 2018.

As gueimaduras oculares quimicas estdo entre as causas mais frequentemente relatadas
de lesbes oculares. Essas lesdes podem variar desde dano epitelial unilateral leve
conjuntival ou corneano até danos a conjuntiva e cornea com risco de perda da visdo.
Sabendo da importancia de novas propostas de tratamento para tal afeccédo, objetivou-se
investigar o potencial de membranas a base de gelatina contendo acido Usnico carreado
em lipossomas em promover cicatrizacdo de queimaduras da cérnea utilizando modelo
animal. A andlise da atividade biolégica das membranas de gelatina contendo acido
usnico foi realizada por meio do ensaio da membrana corioalantdéica (MCA) na qual
ovos de galinha da espécie Gallus domesticus e da linhagem Ross. Para avaliacdo de
tolerabilidade ocular da membrana de gelatina foi realizado o Teste de Ovos de Galinha
- Teste de Membrana Corioalantdica (HET-CAM). Para a realizacdo do estudo em
animais, foram utilizadas 13 coelhas da espécie New Zealand, com idade de 3 meses e
pesando 2 kg. A lesdo quimica na cornea dos animais foi realizada por exposicao ao
etanol absoluto durante 30 segundos. Os animais foram divididos em dois grupos do
estudo: grupo com lesdo tratado com membrana de gelatina contendo &cido Usnico
carreado em lipossomas (n=7) e grupo com lesdo tratado com membrana de gelatina
sem &cido Usnico (n=6). Para avaliacdo da cicatrizacdo a area lesada foi demarcada com
1 (uma) gota de colirio fluoresceina e exposic¢éo a luz de cobalto e entdo realizado o
registro. Afim de identificar células mortas na cérnea, 1 (uma) gota de colirio Rosa
Bengala (1,0%) foi instilada no olho a ser avaliado, apds ser anestesiado topicamente,
apo6s 1 minuto os animais foram expostos a luz branca e entdo realizados os registros.
Para avaliacdo histoldgica foi utilizado coloracdo hematoxilina-eosina para avaliagdo
histopatol6gica padrdo e corante tricromico de Gomori para avaliacdo de fibras de
colageno. Observou-se que a membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em
lipossomas promove neovascularizacdo sem causar toxicidade e sdo biocompativeis
com o sistema ocular pelos métodos da MCA e HET-CAM. Além de ndo promover
irritabilidade ocular, as membranas promoveram melhor cicatrizacdo de gqueimadura
quimica alcalina corneana, bem como uma reducdo do nimero de células mortas e
irritabilidade conjuntival no grupo tratado quando comparado ao grupo controle. Além
disso, nos animais tratados com membrana de gelatina contendo acido Usnhico foi
observado ausencia de tecido de granulacdo, além de feixes de coladgeno organizados,
resultado diferente do encontrado nos animais tratados com a membrana sem acido
usnico. Sendo assim este trabalho mostrou que a membrana de gelatina contendo acido
unico carreado em lipossoma promove cicatrizagdo corneana provocada por queimadura
quimica alcalina de maneira eficiente em coelhos, acompanhado de uma reducdo na
presenca de células mortas na cornea lesada e da melhora da irritabilidade conjuntival.

Descritores: Membrana de gelatina. Acido Usnico. Cicatrizacdo. Queimadura de
cornea.



ABSTRACT

Evaluation of the effect of gelatin membrane containing usnic acid in the healing
process of corneal burn. Santos, N.G.L. 2018.

Chemical eye burns are among the most frequently reported causes of ocular damage.
These lesions may range from mild conjunctival or corneal unilateral epithelial damage
to damage to the conjunctiva and cornea with risk of vision loss. Knowing the
importance of new treatment proposals for this affection, the objective was to
investigate the potential of membranes based on gelatin / usnic acid / liposomes to
promote the healing of corneal burns using animal model. Analysis of the biological
activity of gelatin membranes containing usnic acid/liposomes was performed by means
of the chorioallantoic membrane (CAM) assay where Gallus domesticus and Ross
lineage eggs. For evaluation of ocular tolerance of the gelatin membrane, the Chicken
Eggs Test - Coronary Membrane Test (HET-CAM). For the study in animals, 13 female
New Zealand rabbits, aged 3 months and weighing 2 kg, were used. The chemical lesion
on the corneas of the animals was performed by exposure to absolute ethanol for 30
seconds. The animals were divided into two study groups: group with lesion treated
with gelatin membrane containing usnic acid / liposomes (n = 7) and group with lesion
treated with gelatin membrane without acidic / liposomes (n = 6). To evaluate the
healing, the injured area was demarcated with 1 (one) drop of eye drops fluorescein,
later realized the registry. In order to identify dead cells in the cornea, 1 drop of Bengal
Rose eye drops (1.0%) was instilled in the eye to be evaluated, after being topically
anesthetized, after 1 minute the animals were exposed to white light and then performed
the records. Hematoxylin-eosin staining for standard histopathological evaluation and
Gomori trichrome stain for evaluation of collagen fibers were used for histological
evaluation. It has been observed that the membrane of gelatin containing usnic
acid/liposomes promotes neovascularization without promoting toxicity and is
biocompatible with the ocular system by CAM and HET-CAM methods. In addition to
not promoting ocular irritability, the membranes promoted improved healing of alkaline
corneal chemical burn, as well as reduction in the number of dead cells and conjunctival
irritability in the treated group when compared to the control group. Moreover, in
animals treated with gelatin membrane containing single acid, there was absence of
granulation tissue, in addition to organized collagen bundles, a different result from that
found in animals treated with the membrane without single acid. Therefore, this work
showed that the membrane of gelatin containing usnic acid promotes corneal healing
caused by alkaline chemical burn efficiently in rabbits, accompanied by a reduction in
the presence of dead cells in the injured cornea and improvement of conjunctival
irritability.

Key-words: Gelatin membrane. Usnic acid. Healing. Corneal burn.
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1. INTRODUCAO

As queimaduras oculares quimicas estdo entre as causas mais frequentemente
relatadas de lesdes oculares (PFISTER, 1983, ZAGELBAUM et al., 1993, ESLANI,
2014, MASHIGE, 2016). Essas queimaduras ocorrem por acidentes de trabalho, em
casa ou em atividades de lazer; tendem a ser bilaterais e sdo mais frequentes em homens
jovens (MORGAN, 1987, SUKATI VN, 2013).

As lesbes causadas por queimaduras quimicas no olho podem variar desde dano
epitelial unilateral leve conjuntival ou cérnea até danos a conjuntiva e cornea com risco
de perda da visdo (KUCKELKORN et al., 2002). O comprometimento da viséo e a
cegueira resultantes, tém implicacBes importantes tanto para a salde quanto para
qualidade de vida, além de levar a perdas na economia e perda de oportunidades de
emprego e educacdo (FRICK and FOSTER, 2003). Os sintomas de queimaduras
oculares quimicas incluem fotofobia, lacrimejamento e dor, enquanto hiperemia
conjuntival, hemorragia subconjuntival e quemose sdo alguns dos sintomas oculares
(MERLE et al., 2008; HARING et al., 2016).

Sinais tipicos de uma queimadura grave sdo mais de 50% de perda do epitélio e da
isquemia perilimbal. Esses sinais sdo geralmente associados a "uma reacdo inflamatdria
da primeira cadmara, hipertonia ocular e anestesia da cornea”, que resulta em um olho
branco e indica que ndo ha suprimento de sangue para transportar os glébulos brancos
necessarios para combater uma possivel infeccdo (MERLE et al., 2008). Pacientes com
queimaduras faciais mais graves, frequentemente apresentam danos aos tecidos
periorbitais (isto é, conjuntiva, gordura periorbital, glandulas e palpebras). A perda de
visdo pode ocorrer quando a superficie ocular ndo € tratada em tempo habil ou com
tratamento ineficaz (MORGAN, 1987, WHITE et al., 2015).

Enquanto membrana amniotica, enxertos de pele bucal e tarsorrafias (sutura
parcial das péalpebras) estdo disponiveis como terapias, por vezes estes tratamentos
falham para pacientes com queimaduras oculares mais graves. Em lesdes graves,
tratamento topico, como colirio, corticosterdides ou lentes de contato é utilizado em
conjunto do transplante de membrana amniotica, transplante de células-tronco limbicas
ou transplante de cdrnea para resolver qualquer cicatriz ou opacidade da cornea
(SHARMA et al., 2018).
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Atualmente a distribuicdo de farmaco no olho tem sido limitada a aplicacfes
topicas. As formulacbes topicas sdo mais convenientes, mas acabam apresentando
biodisponibilidade do farmaco inferior a 5% quando aplicado na regido anterior do olho.
A administracdo sistémica de terapias para tratar disturbios oculares exp8e todo o corpo
a potencial toxicidade do farmaco (SULTANA et al., 2006). Além disso, algumas
barreiras fisioldgicas, tal como a producédo lacrimal, levam a dilui¢do da formulagéo e
drenagem pelas vias lacrimais, o que resulta em menor tempo de contato do farmaco
com a superficie ocular, gerando uma necessidade de formulagcdes que permitam um
aumento de contato e liberagdo controlada do farmaco (KAUR and KANWAR, 2002).

Alguns estudos tém investigado a eficiéncia de incorporacdo de compostos
bioativos, tanto farmacos sintéticos quanto produtos naturais, em biomateriais. Um
exemplo é a gelatina, especialmente em virtude das vantagens relacionadas a liberacédo
controlada do produto incorporado diretamente no tecido danificado, resultando na
aceleracdo do processo de cicatrizacdo (HELARY et al., 2006, GUPTA et al., 2012).

Dentre os varios compostos de origem natural, o acido usnico (AU) é conhecido
por possuir diversas propriedades bioldgicas, (FRANCOLINI et al., 2013), também
possui atividade cicatricial (NUNES et al., 2011, NUNES et al., 2016), além de anti-
inflamatéria (VIJAYAKUMAR et al., 2000) e antimicrobiana (DE CARVALHO et al.,
2005, GUPTA et al., 2012, MANOJLOVIC et al., 2012, SEGATORE et al., 2012).
Estudos recentes demonstram que o desenvolvimento de membranas contendo um
sistema acido Usnico carreado em lipossomas é uma excelente estratégia para superar a
baixa solubilidade do composto em agua, aumentar a absorcdo e promover a sua
liberacdo controlada (NUNES et al., 2011).

Estudos prévios confirmaram a incorporacdo do acido Ushico em membranas de
colageno através da caracterizacao fisico-quimica (NUNES, et al., 2010), validaram um
método analitico por espectrofotometria UV para a quantificacdo de acido Usnico em
membranas de colageno (NUNES et al., 2015), descreveram a acdo cicatrizante de
membranas de gelatina contendo é&cido Usnico através da melhora da resposta
inflamatoria, epitelizacdo e formacdo de colageno ap6s queimaduras dérmica de
segundo grau em roedores (NUNES et al., 2011) e investigaram a eficiéncia de
encapsulacdo, liberacdo e permeacdo dessas membranas, bem como sua atividade
cicatricial obtida pela melhora da reacdo de granulacéo e colagenizagéo de queimaduras

dérmicas em suinos (NUNES et al., 2016). Diante do exposto, tornou-se promissor
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avaliar o efeito de membranas a base de gelatina contendo &cido Usnico carreado em

lipossomas na aceleracdo da cicatrizagdo de queimaduras da cérnea.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estrutura do globo ocular

O bulbo ocular situa-se em uma cavidade déssea (Orbita), cuja principal fungdo é
a sua protecdo. Ele é formado por estruturas que compdem 0s segmentos anterior e
posterior do olho (Figura 1). Em relacdo ao segmento anterior, ele é constituido pela
iris, cristalino, cornea, humor aquoso e esclera, sendo que esta ultima circunda todo o
bulbo do olho. O segmento posterior compreende o corpo Vitreo, a retina, cordide, o
nervo oOptico e também a esclera. Os anexos do bulbo ocular sdo constituidos pelas
palpebras, pela conjuntiva, pelo sistema lacrimal, além dos cilios e sobrancelhas, que
tem como funcéo a protecdo do olho (YASUKAWA et al., 2004, SHAH et al., 2010).

A cornea localiza-se no segmento anterior do olho e é constituida por cinco
camadas: o epitélio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet e
endotélio (Figura 2), sendo o epitélio e o estroma 0s principais responsaveis pela
consideravel impermeabilidade deste tecido (KOCABA et al., 2018). O epitélio externo
estratificado ndo pavimentoso e ndo queratinizado permite a passagem de moléculas
pequenas e lipofilicas. J& o estroma, tecido intermediario e hidrofilico constituido por
lamelas de tecido fibroso e por grande quantidade de agua, é seletivo a penetracdo de
moléculas lipofilicas que apresentam certa afinidade pela por¢cdo aquosa, expressa pelo
coeficiente de particdo 6leo em &gua. Dessa forma, apenas moléculas de pequena massa
molecular e de carater parcialmente lipofilico conseguem atravessar os trés tecidos da
cornea (JARVINEN, 1995, SRINIVAS et al., 2018).
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Figura 1: Esquema anatdmico do bulbo do olho. Fonte: Disponivel em
<http://www.anatomiadocorpo.com/visao/olho-humano-globo-ocular/> Acessado em 24/05/2018.
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Figura 2: Estrutura da cornea. Fonte: Alila Medical Media / Shutterstock.com

2.2 Queimadura ocular

Aproximadamente 3% das emergéncias médicas ocorrem devido ao trauma

ocular e, as lesbes na cornea sdo responsaveis por uma proporc¢do significativa dessas
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apresentacdes. LesBes na cdrnea sdo mais frequentemente causadas por trauma
mecanico, mas também podem resultar de queimaduras quimicas, térmicas e de
radiacdo. As queimaduras quimicas oculares sdo comuns e consideradas uma
emergéncia oftalmica, podem causar uma série de complicacdes, desde defeitos no
epitélio da cornea até perfuracdo da mesma e, em alguns casos, cegueira (ESLANI,
2014, MASHIGE, 2016).

Substancias quimicas causam destrui¢do de componentes celulares, desnaturacao
e degradacéo de proteinas da cornea e liberacdo de mediadores inflamatdrios. Portanto,
um tratamento imediato e intensivo é necessario para restaurar a anatomia e a funcao
visual da superficie ocular sadia (USTAOGLU et al., 2017). A cicatrizacdo de feridas na
cornea é que envolve células, matriz, fatores sollveis e enzimas proteoliticas, além de
alguns tipos celulares para que haja o reparo da funcdo do tecido danificado. Varios
autores tém estudado a aplicacdo terapéutica de novos farmacos, que podem modular e
auxiliar a cicatrizacdo de feridas na cérnea ap6s lesdo (CHOI, 2013, MENCUCCI,
2014, USTAOGLU, 2017).

2.3 Cicatrizacdo de queimadura ocular

O epiteélio da cornea é um tecido de auto-renovacdo com nicho de células-tronco
que juntos, cornea, esclera e limbo, fornecem suprimento vitalicio de células em
proliferacdo para regeneracdo epitelial. Varias injurias, seja quimica, fisica ou outros
agentes patoldgicos, danificam o epitélio da cornea resultando em rompimento de sua
barreira funcional, levando a formacao de feridas (WEST et al., 2015).

A cicatrizacdo adequada de feridas € dindmica, a fim de manter a integridade e
salde da superficie epitelial da cdrnea para preservar a transparéncia e a visdo da cornea
(DI GIROLAMO et al., 2015). A cicatrizacdo de feridas epiteliais da cdrnea envolve
uma serie de eventos combinados, que incluem, migracéo celular, proliferagéo, adeséo e
diferenciacdo com estratificacdo da camada celular. Isto envolve fator de
crescimento/citocina e matriz extracelular objetivando restabelecer a integridade
epitelial e restaurar homeostase da cérnea (SUN et al., 2012).

Apbs o trauma do epitélio corneano, a restauracdo das camadas de células
epiteliais é crucial para a manutencdo da acuidade visual normal. Estudo experimental

sobre o fechamento da ferida epitelial da cdrnea sugere que o processo inclui duas fases
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distintas, uma fase inicial (ou latente) seguida por uma fase de fechamento da ferida. A
fase latente é caracterizada por processos de reorganizacao celular desencadeados por
ferimentos, incluindo descamacao, perda da aparéncia colunar das camadas basais das
células e quebra dos hemidesmossomas na membrana basal. Durante esta fase, pouco ou
nenhum fechamento da ferida é observado. No inicio da fase de encerramento, o bordo
de ataque do epitélio transformado é composto por uma Unica camada de células
(AMBROSONE et al., 2014).

O fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento dos
queratinocitos, fator endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) s&o alguns dos fatores de crescimento conhecidos por estimular a
cicatrizacdo de feridas na coérnea. Demonstrou-se que estes fatores promovem a
migracao de células epiteliais da cornea e o fechamento de feridas in vivo (DUA et al.,
1994, AMBROSONE et al., 2014).

2.4 Epidemiologia das lesbes oculares

A lesdo ocular é comum e, quando grave, pode levar a cegueira da cornea.
Usando dados de codificacdo de descarga de emergéncia, foi estimado recentemente que
nos EUA a taxa de incidéncia de lesdo ocular quimica € de 51,1 novos casos por milhdo
de pessoas por ano. Se essa taxa for expandida para a populacdo mundial, isso
representaria mais de 350.000 novos casos de lesbes oculares quimicas todos os anos
(WHITE et al., 2015).

LesBes quimicas oculares sdo comuns em laboratérios quimicos industriais,
fabricas de maquinas, na agricultura e entre operarios e trabalhadores da construcédo
civil. Sdo também frequentemente relatados em fabricas de tecidos, instalacdes de
reparo automotivo e equipes de limpeza e higienizacdo. Importantemente ocorrem mais
frequentemente na faixa etaria de 20 a 40 anos, em homens jovens em maior risco
(KUCKELKORN et al., 1993, SINGH et al., 2013). Desta forma, usando as taxas de
incidéncia nos EUA para aproximar a carga global de lesdo ocular quimica subestima o
numero de novos casos, dada a maior frequéncia de lesdes oculares quimicas em paises
menos desenvolvidos economicamente (PECK, 2012).

Uma recente revisdo sistematica e meta-analise de estudos populacionais sobre

cegueira, indicaram que 36 milhGes de pessoas em todo o mundo sdo cegas
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bilateralmente por todas as causas, com outros 216,6 milhdes com perda visual
moderada a grave (BOURNE et al., 2017). Estima-se que as causas resultantes de lesoes
na cornea representem cerca de 4% das pessoas com cegueira bilateral (PASCOLINI
and MARIOTTI, 2012).

Considera-se que 23-38% dos pacientes afetados por lesdo ocular quimica tem
envolvimento bilateral (KUCKELKORN et al., 1993, HONG et al., 2010). Portanto,
pode haver pessoas com lesdo quimica ocular bilateral com reducéo da visdo suficiente
para afetar as atividades da vida didria. As mesmas sao muitas vezes acompanhadas de
dano ocular, face e pescoco. Tais ferimentos criam dificuldades significativas na
restauracdo da visdo. (HEILBRONN et al., 2015).

Desta maneira, a agressdo quimica, em particular, ¢ um exemplo
consideravelmente grave de lesdo ocular mais comumente direcionado para o rosto e 0s
olhos, é mais prevalente em paises em desenvolvimento econémico (PECK, 2012) e
tem uma incidéncia crescente em todo o mundo (MILTON et al., 2010).
Independentemente da causa, as queimaduras oculares quimicas tém um impacto
significativo na qualidade de vida relacionada a visdo (LE et al., 2011), criando assim,

despesas para os sistemas de saide (HARING et al., 2016).

2.5 Fisiopatologia das lesdes oculares

As lesbes quimicas no olho podem produzir dano extensivo a superficie ocular
podendo levar a deficiéncia visual. Queimaduras alcalinas da cérnea sdao mais comuns e
graves que queimaduras acidas. Geralmente, os agentes da queimadura alcalina
penetram mais rapidamente nos tecidos e no compartimento interno do olho. Esses
agentes irdo degradar os acidos graxos, proteoglicanos e feixes de colageno que
compdem a membrana, podendo levar a cegueira (MEAD MD, 1994, FISH and
DAVIDSON, 2010).

Considerando-se a gravidade da lesdo, as queimaduras alcalinas da cérnea sdo
classificadas em quatro grupos. Entre elas encontram-se a cdrneas alcalinas que
raramente curam corretamente, mostrando reducdo da transparéncia da cornea (cornea
obscura) e opacidade (IGARASHI et al., 2015). De fato, a cegueira da cérnea é uma

situacdo fibrotica em que resulta na perda de transparéncia corneana. “Neblina da
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cérnea” é caracterizada por aparéncia turva da cérnea que ira perturbar ou obstruir a
visdo do paciente (SINGH et al., 2013, KANE C, 2014).

Estudos vém demonstrando o aumento da expressdo de algumas citocinas pro-
inflamatdrias, como a IL1- e TNF-a ja nas primeiras 24 horas apds a inducao da lesao
quimica por alcali na cérnea (CADE, et al., 2014). Tais citocinas desempenham papel
importante no processo de apoptose celular e posteriores danos a cornea. Além disso,
fatores de crescimento como o fator de crescimento transformador (TGF-) tornam-se
de extrema importancia no processo de reparo tecidual (RENEKER et al., 2010).

Na lesdo por queimadura alcalina da cdrnea, o TGF-B serd regulado
positivamente nos tecidos, além de viabilizar a indugdo da expressao de outras citocinas,
como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). O VEGF é uma proteina
marcadora especifica de células endoteliais vasculares, que esta envolvida na regulacao
da angiogénese dos vasos capilares (SHAO, et al., 2016). O VEGF pode induzir
proliferacdo, resposta a quimiocinas e permeabilidade de células endoteliais vasculares

e participa na formacéo de novos vasos sanguineos (IGARASHI et al., 2015).

2.6 Limitacdes na administracdo oftalmica de farmacos

As caracteristicas anatdbmicas e fisioldgicas do bulbo do olho sdo fatores
limitantes ao tratamento farmacoldgico de doencas oculares. A administracdo de uma
formulacdo pela via ocular topica, por meio de colirios, € a mais utilizada em
oftalmologia. Essa via apresenta maior facilidade de aplicacdo e comodidade para o
paciente, entretanto, muitas vezes sdo ineficazes em razdo de sua baixa
biodisponibilidade local devido a fatores bioldgicos que protegem o olho limitando a
permeacao/absorcao de farmacos. Tais fatores incluem a impermeabilidade relativa do
epitélio corneano, a drenagem nasolacrimal e as caracteristicas fisico-quimicas
implicitas ao farmaco (FIALHO, 2007, ELJARRAT-BINSTOCK, 2010).

Os mecanismos de renovagdo do humor aquoso e a existéncia de vasos
sanguineos sdo 0s principais responsaveis pela eliminacdo precoce dos farmacos,
impossibilitando a obtencdo de uma dose terapéutica efetiva. Os farmacos séo
eliminados da camara anterior pela reciclagem do humor aquoso e pela presenga de

circulacdo sanguinea na porcao da Uvea anterior. Aqueles presentes no humor vitreo séo
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eliminados pela camara anterior, pela barreira hematorretiniana e pela propria
circulacdo sanguinea (KOMPELLA et al., 2013).

2.7 Sistemas de liberacdo de farmacos

A utilizacdo de formas farmacéuticas como sistemas de liberacdo, requerem
administracbes menos frequentes se comparadas as convencionais, aumentando a
adesdo do paciente ao tratamento. Os materiais poliméricos desempenham um papel
importante na taxa de liberacdo e os do tipo biodegradaveis tém sido extensamente
investigados para aplicacdo em sistemas de liberacéo controlada destinados a via ocular
(DA SILVA et al., 2015, FERREIRA et al., 2017, MAIA et al., 2017, CUNHA et al.,
2018, DIAS et al., 2018).

Esses materiais podem promover um aumento da biodisponibilidade e uma
reducdo de efeitos adversos, desde que a biocompatibilidade do polimero no olho, que é
um importante fator para a aplicacdo clinica, seja avaliada (FIALHO, 2003). Os
polimeros devem ser quimicamente inertes, nao-carcinogénicos, hipoalergénicos e ndo-
causadores de resposta inflamatdria no local de aplicacdo (MAHALING and KATTI,
2016).

Devido a complexidade da cicatrizacdo de feridas na cornea varios estudos tém
investigado a aplicacdo de novos farmacos, com sistemas de liberacdo que requerem
administragdes menos frequentes, afim de modular e auxiliar a cicatrizagdo de feridas
na cornea (CHOI, 2013, MENCUCCI, 2014, USTAOGLU, 2017). Neste sentido, a
utilizacdo de membranas de gelatina contendo &cido Usnico carreado em lipossomas
torna-se uma excelente opcdo para a aceleracdo da cicatrizacdo de queimaduras da

cornea.

2.8 Acido Gnico

O 4cido usnico (Figura 3) é um composto derivado do metabolismo secundario
liqguénico (associacdo entre fungos e algas) e desempenha importante papel biologico,
conferindo aos liquens protecdo contra microrganismos invasores e ressecamento
(COCCHIETTO et al., 2002).
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E um dos mais conhecidos e estudados compostos liquénicos. Além disso, possui
comprovado efeito cicatrizante (NUNES et al., 2011), antimicrobiano (SEGATORE et
al., 2012) e antibiotico (HONDA et al., 2010), anti-inflamatoria, analgésica (HUANG et
al., 2011), antimicrobiana (WECKESSER et al., 2007), gastroprotetora, antioxidante
(RABELDO et al., 2012) e anticancerigena (EINARSDOTTIR et al., 2010).

Apesar de grande variedade de atividades bioldgicas do AU, sua utilizacdo como
agente terapéutico ainda é limitada devido as suas propriedades, como baixa
solubilidade e alta toxicidade (KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2005; DA SILVA
SANTOS et al., 2006). As questdes relacionadas a administracdo do acido Usnico
podem ser superadas através de um sistema de liberagdo controlada afim de possibilitar

a reducdo da sua toxicidade e aumentar sua eficacia terapéutica (ARAUJO et al., 2015).

Figura 3: Estrutura quimica do 4cido Gsnico (C 18 H 16 O 7). Disponivel em:
<https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5646#section=2D-Structure>.

2.9 Membrana de gelatina contendo acido unico

A membrana a base de gelatina possui diversas propriedades interessantes entre
elas mecénica, permeabilidade, absorcéo de luz, transparéncia, atividade antimicrobiana
e antioxidante. Essas propriedades podem ser modificadas pela adicdo de substancias
ativas a esse biomaterial. Assim como o colageno e outros polimeros naturais
(quitosana, alginato) a gelatina apresenta arquitetura celular que atua como ancoragem
mecanico (“scarfolds”) para constru¢do de novos tecidos, assim como possibilita a
incorporagdo de substancias ativas em sua estrutura protéica (FORTI et al., 2006,
VERHAEGEN et al., 2009). O colageno hidrolisado (gelatina) permite incorporar
farmacos para liberagdo controlada (LOSS et al., 2000, NICOLOSI, 2005). Além disso,
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as matrizes de colageno estimulam a proliferacdo de miofibroblastos sendo este um dos
fatores primordiais para o reparo tecidual (HELARY et al., 2006).

Pdde-se observar em estudo de Nunes, 2013, que a aplicacao topica de membrana
de gelatina contendo acido Usnhico modulou eventos importantes do processo cicatricial
em modelo suino, como a reducdo da intensidade da fase inflamatoria da cicatrizacéo e
consequente antecipacdo das fases subsequentes. Além de estimular o desenvolvimento
e a maturacdo da reacdo de granulacdo e incremento substancial da deposicdo de
colageno.

Em outro trabalho, de Melo Costa, 2016, observou que com a utilizacdo da
membrana de gelatina contendo &cido Usnico, em queimadura de segundo grau em
humanos, houve uma maior degradacdo de fibrina, com deposicdo de tecido de
granulacdo, aumento da pigmentacdo, acelerando a re-epitelizacdo das bordas para o

centro da ferida nesses pacientes.

2.10 Avaliacéo da neovascularizagdo na membrana corioalantdica (MCA) de embrido

de galinha

O ensaio da membrana corioalantdica de embrido de galinha, do inglés “CAM
assay”, foi adaptado por Folkman em 1974 para o estudo da angiogénese tumoral, assim
como para o teste de substancias prd e antiangiogénicas (DIMITRIPULOU, 1998,
NORRBY, 2006). Atualmente, esse modelo também € utilizado para a avaliacdo de
sistemas de liberacdo de farmacos, biomateriais, implantes e reconstituicdo de tecidos
(RIBATTI et al., 2001, VARGAS et al., 2007, RIBATTI, 2010).

Trés membranas extraembrionérias sdo formadas durante o desenvolvimento: a
membrana do saco vitelino, 0 &amnio e a membrana corioalantdica (MCA). A MCA é
uma membrana transparente altamente vascularizada formada pela fusdo das camadas
mesodérmicas do coérion e da alantdéide durante o quarto e quinto dia do
desenvolvimento embrionario (VALDES et al., 2002, RIBATTI, 2010). Essa membrana
altamente vascularizada estd ligada a circulacdo embrionaria pelas artérias e veias
alantoicas, sendo responsavel pela troca gasosa do embrido com o ambiente externo
através da casca porosa até o 19° dia de incubacdo (RIBATTI et al., 2001), alem de

desempenhar um papel no armazenamento de excregdes, transporte de eletrélitos e
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mobilizacdo do célcio da casca para iniciar a mineralizagdo 6ssea (DIMITRIPULOU,
1998, VARGAS et al., 2007).

Até o 10° dia de incubacdo, a MCA é constituida de células relativamente
imaturas e indiferenciadas e com alto potencial mitético. A angiogénese da MCA passa
por trés fases de desenvolvimento: a fase inicial (5° ao 7° dia) tem como principal
mecanismo de crescimento da rede capilar a germinacdo; na fase intermediaria (8° ao
12° dia) o crescimento da rede microvascular prevalece; na fase final (12° ao 13° dia) a
angiogénese enddgena e a expansao da MCA se completam sob toda a membrana da
casca (NORRBY, 2006).

Entre o 5° e 0 12° dia de incubagdo, pode ser avaliada a estimulagdo ou a
supressdo experimentalmente induzida da angiogénese embrionaria enddgena, que é
governada por uma série de fatores de crescimento. A aplicacdo de uma substancia
antiangiogénica na MCA entre 0 5° e 0 10° dia promove uma fécil observacdo da
supressao da angiogénese embriondria em curso. A angiogénese por um fator pro-
angiogénico externo que supera os fatores anti-angiogénicos intrinsecos s6 pode ser
realizada a partir do 12° dia, j& que a resposta vasoproliferativa ndo especifica &€ maior
quando o sistema imunoldgico do embrido estd mais desenvolvido (NORRBY, 2006)
(Figura 4).

MCA

Casca

Saco
alantdico

Membrana
interna da
casca

a. Vista do topo do ovo b. Localizacdo dentro c. Corte transversal da
do ovo MCA

Figura 4 - Membrana corioalantdica (MCA) do embrido de galinha. A) Imagem da MCA de um
embrido de 10 dias; B) Localizacdo da MCA (em vermelho) ao redor do embrido de 12 dias e em contato
direto com a casca do ovo; C) llustragdo do corte transversal da MCA no 10°-12° dia de incubacdo: 1.
epitélio coribnico; 2. mesoderma com vasos sanguineos em vermelho; 3. epitélio alantéico. Adaptado de
(Vargas et al., 2007).
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Existem diversos artefatos que tornam dificil a validagdo do ensaio de
angiogénese da MCA. Qualquer material irritante, como a poeira gerada durante a
abertura da casca pode gerar uma reacdo angiogénica mediada por uma inflamacdo. A
MCA também é extremamente sensivel a alteracfes na tensdo de oxigénio, o que faz a
vedacdo da abertura da casca ser critica. E recomendavel esperar 48 horas apés a
abertura da casca do ovo para adicionar a substancia de teste a fim de verificar a
presenca de qualquer resposta inflamatoria. Farmacos que necessitam de ativacao
metabolica ndo podem ser avaliados por esse método (STATON et al., 2004, NORRBY,
2006).

As formas pelas quais a MCA responde aos materiais aplicados na sua superficie
sdo importantes para avaliar os sistemas de liberacdo de farmacos aplicados
topicamente. Valdes e colaboradores constataram que tanto a resposta inflamatdria
aguda quanto a cronica da MCA a biomateriais sdo semelhantes as respostas
encontradas em mamiferos (VALDES et al., 2002).

Os embrides de galinha podem ser utilizados para avaliar a atividade e a
toxicidade de farmacos na MCA (presenca de inflamacdo ou neovascularizacdo) e no
desenvolvimento anatbmico do embrido, assim como a influéncia da via de
administracdo do farmaco. A andlise do sangue, a utilizacdo de biossensores e de
angiografias da MCA podem ser utilizados para determinar parametros
farmacocinéticos, e a biocompatibilidade de sistemas de liberacdo de farmacos pode ser
acessada apés a sua aplicacdo topica na MCA (VARGAS et al., 2007). O Quadro 1

resume as vantagens e as desvantagens do uso de embrides de galinha.
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Tabela 1: Vantagens e desvantagens do uso de embrides de galinha para avaliagdo de farmacos e
sistemas de liberacdo de farmacos

VANTAGENS

DESVANTAGENS

Barato e rapido

Modelo in vivo

Aspectos legais

Rapida triagem de formulac6es
Avaliacdo de toxicidade,
biocompatibilidade e atividade de
farmacos

Facil observacdo das respostas
Diferentes vias de administracéo
Crescimento espontaneo de vasos
Resposta tecidual da MCA é semelhante
a resposta dos mamiferos

Vérias amostras podem ser testadas na
mesma MCA

Répida deteccdo de efeitos adversos

Dificuldade na extrapolacdo para
modelos de mamiferos

Dificuldade na escolha de protocolos
Alto indice de contaminagdes
Réapida mudanca da MCA durante o
desenvolvimento

Via oral ndo pode ser testada

Fonte: Adaptado de Vargas et al 2007

Para a avaliacdo da atividade antiangiogénica a via de administracdo mais

comumente utilizada € a topica, sendo as substancias em estudo geralmente adsorvidas

em suportes de colageno, celulose ou poliestireno (SEIDLITZ et al., 2004, VARGAS et

al., 2007). A Figura 5 mostra os diferentes pardmetros dos sistemas de liberacdo de

farmacos que podem ser avaliados nos embrides de galinha.
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Figura 5 - Uso dos embrides de galinha para a avaliagdo de sistemas de liberacdo de farmacos. Adaptado
de (Vargas et al., 2007).

Apesar de embrides de galinha ndo serem ainda amplamente utilizados para a
avaliacdo de novos sistemas de liberacdo de farmacos, a Food and Drug Administration
orienta que o modelo da membrana corioalantdica seja utilizado como uma alternativa a
modelos de mamiferos para testes pré-clinicos durante o desenvolvimento de produtos
para o tratamento de Ulceras cutaneas crénicas e queimaduras (VARGAS et al., 2007).

A Tabela 2 apresenta formulacdes que ja foram avaliadas por meio do ensaio da MCA.

Tabela 2 — Sistemas de liberacdo de farmacos e formulagdes avaliadas por meio do ensaio da MCA

Sistemas de . A
: ~ . . . Viade Parametro
liberagédo de Farmaco Tipo de farmaco o ~ .
f4 administracéo avaliado
armacos
Microparticulas Paclitaxel Antigiogénico Topica Eficacia
Implantes Calcitrol Hormonio Topica Eficacia
Implantes - - Topica Biocompatibilidade
Solucgbes Hipericina Fotossensibilizador Topica Absorcéo e eficacia
Microemulstes - - Topica Biocompatibilidade
Lipossomas Doxorrubicina Antigiogénico Topica Eficacia
Gel Amilorida Antigiogénico Topica Eficacia

Fonte: Adaptado de Vargas et al., 2007
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2.11 Modelo de queimadura alcalina corneana em coelho

H& muito tempo coelhos sdo utilizados em pesquisas experimentais para
queimadura ocular. A raca mais utilizada é a New Zealand (ZHANG et al., 2017, GORE
et al., 2018, GRIFFITH et al., 2018). Apesar das diferencas significantes entre os olhos
dos coelhos e dos humanos, os coelhos séo utilizados para modelos experimentais de
queimadura de cornea por terem olhos grandes, proeminente, que as vezes, se projeta da
Orbita por uma extensdo de 5 milimetros além do arco zigomatico e 12 milimetros além
do arco frontal, além de serem féceis de manejar e economicamente acessiveis
(OYDANICH et al., 2018).

Existem varios modelos de queimadura quimica alcalina. Os agentes lesivos de
gueimaduras mais comumente utilizados sdo hidroxido de sodio (NaOH) e Etanol
absoluto variando entre as metodologias quanto a forma de contato do agente com a
cérnea (seja por papel filme embebido com a solugdo lesiva, ou contato direto com a
solucdo), das suas concentracdes e 0 tempo de exposicdo ao agente, ird depender do
objetivo de cada estudo (LIN et al., 2013, MENCUCCI et al., 2014, OH et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito terapéutico das membranas de gelatina contendo &cido usnico carreado

em lipossomas na cicatrizacdo de queimadura de cornea.

3.2 Especificos

- Avaliar se a membrana de gelatina contendo &acido Usnico promove alteracdo na
vascularizagdo;

- Investigar a toxicidade e biocompatibilidade da membrana de gelatina contendo acido
usnico carreado em lipossomas;

- Investigar o potencial irritativo ocular da membrana quando adaptada aos olhos de
coelhas;

- Avaliar a presenca de morte celular tecidual corneana apds tratamento com a
membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em lipossomas apds inducédo de
lesdo quimica alcalina;

- Avaliar se a membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em lipossomas
promove cicatriza¢do corneana apds inducao de lesdo quimica alcalina;

- Investigar o perfil histolégico da cérnea de coelhas tratadas com a membrana de

gelatina contendo acido usnico carreado em lipossomas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo das membranas de gelatina contendo &cido Usnico carreado em lipossomas

As membranas de gelatina contendo &cido Usnico carreado em lipossomas foram
preparadas através do desenvolvimento de duas solugdes. A primeira delas, trata-se da
solugdo de gelatina em pd (fornecedor NP produtos alimenticios LTDA) contendo &cido
acético e plastificante (propilenoglicol e glicerol), agitada mecanicamente durante 24
horas. A segunda refere-se a preparacdo de uma solucdo lipidica (fosfatidilcolina -
Lipoid GMBH 75%) contendo AU (pureza > 98%, Sigma-Aldrich®) e um solvente
organico (cloroférmio). Esta ultima, apds solubilizacdo dos componentes, passou por
um processo de evaporagdo do solvente utilizando evaporador rotativo, formando um
filme seco no baldo volumétrico. Este foi entdo ressuspenso em &gua destilada e a
solucdo foi formada apds agitacdo mecéanica, a qual passou pelo ultrassom. As duas
solucdes foram em seguida homogeneizadas durante 24 horas utilizando agitacdo
magnética, e finalmente, por 30 minutos ficam no ultrassom. Esta mistura foi vertida em
placas de petri de 14 cm de didmetro e armazenadas em capela com exaustdo para a
secagem a temperatura ambiente. Apds evaporacao da agua foi formada uma membrana
seca na placa, que foi cortada em circulos de pequeno diametro (0,5 cm com 4,92
ng'em? de AU) para utilizagdo nos olhos dos animais. A membrana foi previamente
caracterizada por Nunes, 2010 e Lima, 2017.

4.2 Avaliacdo da atividade biol6gica da membrana de gelatina contendo &cido Ushico

carreado em lipossomas por meio do ensaio da MCA

A andlise da atividade biolégica da membrana de gelatina contendo acido Usnico
carreado em lipossomas foi realizada por meio do ensaio da MCA com a metodologia
adaptada de Nowak-Sliwinska (NOWAK-SLIWINSKA, 2010), com algumas
modificages, foi utilizado neste estudo. Ovos de galinha da espécie Gallus domesticus
e da linhagem Ross, fertilizados e adquiridos através de vendedor local no municipio de
Itabaiana-SE (n = 12), foram mantidos em uma incubadora para ovos fertilizados de
galinha mantida a 37°C e 60% de umidade e rotagdo constante, utilizando uma

incubadora automatica digital Premium Ecologica®. Trés dias apos a fertilizagdo foi
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feita uma abertura circular de aproximadamente 1,0 cm de didmetro na regido da camara
de ar da casca dos ovos, descartando-se 0S 0vos inviaveis, ou seja, aqueles nao
embrionados (n= 1). Retirou-se a membrana interna da casca para a exposi¢do da MCA
e selou-se os ovos com fita adesiva transparente. Com auxilio de um suporte de papeléo,
os ovos foram acondicionados verticalmente na incubadora, onde permaneceram até o
5° dia de desenvolvimento, sem rotagéo programada.

Cinco e seis dias apos a fertilizacdo, as membranas de gelatina contendo acido
Gsnico carreado em lipossomas (4,92 pg'em™) e as membranas de gelatina sem &cido
usnico (controle negativo) foram aplicadas sobre a superficie da MCA. Como controle
positivo, foram aplicados 50 pL de solucdo de bevacizumabe (Avastin®, 0,5 mg / mL)
sobre a superficie da MCA. O grupo controle negativo foi fixado em 100% para o
calculo das alteracGes da area capilar.

No 7° dia de incubacdo, realizou-se a extracdo das MCAs apds prévia fixacdo
com solugdo de formaldeido a 10% por 10 minutos, que foram posteriormente
fotografadas com uma camera digital acoplada a um microscdpio (Olympus®, modelo
BX43). As imagens obtidas foram analisadas com o auxilio do programa ImageJ versao
1.49p para a quantificacdo dos vasos sanguineos. Os equipamentos utilizados na
incubacéo dos ovos estdo ilustradas na Figura 6.

Figura 6 — Equipamento utilizado para a incubacao dos ovos. A) Incubadora automatica; B) Posicao
vertical dos ovos na incubadora.

O bevacizumabe foi utilizado com o intuito de se validar o experimento de

neovascularizagdo, visto que possui atividade antiangiogénica comprovada, sendo
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utilizado na prética clinica para o tratamento de cancer e de doencas oculares
causadoras de neovascularizacdo por meio de injecdes intravitreas. Além disso, foi
realizada a comparacgdo da resposta obtida no tratamento com o AU e o bevacizumabe

com a membrana sem &cido Usnico.

4.3 Avaliagdo quantitativa dos vasos nas imagens obtidas da MCA

Apbs ensaio da MCA foi realizado avaliacdo do efeito da membrana de gelatina
contendo &cido Usnico carreado em lipossoma sobre a neovascularizacdo através do
software Imagel® versdo 1.49p. As MCAs foram observadas ao microscopio

(Olympus®, modelo BX43). Com um aumento padronizado de 4X.

L

Figura 7 — Obtencéo das imagehs da MCA.

A fim de padronizar a area a ser analisada de cada imagem pelo programa
ImageJ versdo 1.49p, foram quantificados os vasos presentes na regido relativa aos
discos de papel filtro com 1mm de diametro. Assim, inicialmente a area do disco foi
selecionada e todo o restante foi apagado. Posteriormente, o plugin Color Threshold
preto e branco e Color Space HSB foi utilizado para transformar a imagem em preto e
branco e assim selecionar apenas os tons vermelhos da imagem (relativos aos vasos
sanguineos) conforme figura 8, ndo sendo padronizado o Threshold de cada avaliacéo,
afim de manter a imagem dos vasos semelhantes a imagem original (figura 8C). As
areas brancas representam o que foi descartado (sem coloracdo vermelha). Apds o
tratamento das imagens, a quantificacdo foi realizada utilizando-se o plugin Analyze

Particles, sendo a area referente aos vasos obtida em pixels, afim de obter um valor
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bruto, para em seguida realizar a quantificacdo em porcentagem onde um grupo controle
foi estipulado em 100%. Os resultados foram expressos como percentual referente ao

numero de vasos + desvio padréo.
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Figura 8 — Tratamento das imagens obtidas das MCAs. A) Imagem de uma MCA de um embrido de 7
dias; B) Imagem ap0s a selegdo da area referente ao disco do papel filtro; C) Imagem em preto e branco
apods o tratamento com a ferramenta Color Threshold; D) Plugin Color Threshold utilizado para selecionar
os tons de vermelho da imagem, referentes aos vasos sanguineos da MCA.
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4.4 Teste de biocompatibilidade e tolerancia ocular (HET-CAM)

A tolerabilidade ocular da membrana de gelatina foi avaliada pelo Teste de Ovos
de Galinha - Teste de Membrana Corioalantéica (HET-CAM) descrito por Nobrega
(1996). Dez ovos de galinha fertilizados para cada formulacdo foram selecionados. Os
ovos foram incubados em uma unidade de rotacdo automatica (Premium Ecologica,
Brasil) a37 £ 1 ° C e 60 + 1% de umidade relativa, por 10 dias. No dia 10, a casca do
ovo foi perfurada no lado da camara de ar e a membrana interna do ovo cuidadosamente
removida para evitar qualquer dano aos vasos sanguineos finos da membrana
corioalantdide (MCA). Neste momento, as membranas de gelatina contendo acido
Usnico 4,92 pg-cm, medindo 0,5 cm de didmetro foram aplicadas sobre a superficie da
MCA. Como um controle negativo, membranas de gelatina sem &cido Usnico foram
aplicadas sobre a superficie da MCA. Como controle positivo, 50 uL de NaOH 0,1
mol/L também foram aplicados. Ap6s um contato de 5 min, a membrana foi lavada com
solucdo de PBS (pH 7,4). As MCAs foram observadas ao estereomicroscopio Motic
com camera Motic Cam acoplada e as imagens obtidas pelo software Motic Images Plus
2.0, com um aumento padronizado de 20X. Em seguida, 0s vasos sanguineos e o
sistema capilar foram examinados de forma qualitativa pelo avaliador quanto a efeitos
irritantes no pos-tratamento, incluindo hiperemia, hemorragia e coagulagdo, em varios
intervalos (0, 0,5, 2 e 5 min). Um escore numérico foi entdo alocado para cada medicéo,
e a soma dos escores medidos em cada intervalo para cada uma das trés respostas
(hiperemia, hemorragia e coagulacdo) foi computada. A média das pontuacbes
individuais para todos os pontos finais de ensaios de 10 replicatas produziu um valor
numérico que indica o potencial de irritacdo para a formulagdo. A intensidade das
reacOes foi avaliada semi-quantitativamente pelo avaliador, em uma escala de 0 (sem
reacdo) a 3 (reacdo forte). O indice de irritacdo ocular (Oll) foi entdo calculado pela

seguinte expressao:

oIl

(301 —h)x5+(301 —I)x7+(301 —¢)%x9
- 300 300 300

onde ‘h’ é o intervalo de tempo (em segundos) avaliado no inicio da hemorragia, ‘I’ de

lise e ‘c’ de coagulacdo. Utilizou-se a seguinte classificagdao: OII < 0,9: ndo irritante ou
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levemente irritante; 0,9> OII< 4,9: moderadamente irritante; 4,9> OII < 8,9: irritante;
8,9> OII < 21: severamente irritante.

Apbs avaliacdo da tolerabilidade ocular, as amostras da MCA foram fixadas em
formol a 10%, desidratadas, embebidas em parafina, cortadas a 4 um de espessura e
coradas com hematoxilina-eosina para avaliacdo histopatologica padrdo. A andlise
histoldgica foi realizada utilizando um microscopio Optico (Leica Microsystems,

Alemanha).

4.5 Aspectos éticos

Coelhas brancas New Zeland, com idade média de 3 meses e aproximadamente 2
kg, foram mantidos no biotério da Universidade Federal de Minas Gerais (local da
realizacdo do estudo) e utilizados no experimento de acordo com as normas éticas
estabelecidas pelo CEUA — Comisséo de Etica no uso de animais para experimentagio, .
Os experimentos realizados com estes animais foram aprovados por para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal
de Minas Gerais (ANEXO 1).

4.6 Teste de irritabilidade ocular “Draize test”

A irritacdo ocular promovida pela membrana nos coelhos foi avaliada duas
semanas antes do procedimento de queimadura quimica corneana, utilizando-se treze
coelhas da raga New Zealand, com peso entre 2 e 3 Kg e com idade media de 3 meses
de acordo com metodologia descrita por KWIATKOWSKI, 1985, com pequenas
modificacbes. As avaliacdes foram realizadas 1h, 24h, 48h, 72h e 7 dias ap0s a
aplicacdo da membrana de gelatina contendo &cido Usnico. A pontuacdo total foi
resultado da soma de todas as pontuacgdes obtidas para cdrnea, iris e conjuntiva através

de uma pontuagdo numérica média para cada grupo. Para tal avaliacao foi definido pelo
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avaliador como ndo irritante 0s escores de opacidade corneana, escore de iritagdo ou

escore de vermelhid&o conjuntival iguais a zero.

4.7 Inducdo de lesdo quimica em cornea de coelho

Os coelhos foram utilizados como modelo neste projeto por possuirem globo
ocular de tamanho proximo ao dos seres humanos e por terem sistema ocular com
fisiologia semelhante a humana. Apo6s duas semanas do teste de Draize, os coelhos
utilizados foram submetidos a lesdo quimica. Os grupos do estudo foram: grupo com
lesdo quimica tratado com membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em
lipossomas e grupo com lesdo quimica tratado com membrana de gelatina sem &acido
usnico.

Com o objetivo de aliviar a dor sem perda da consciéncia, reduzindo também o
desconforto e o estresse a que os animais foram submetidos, foi utilizado o analgésico
Cloridradato de proximetacaina 0,5% (colirio) 1 gota a cada 3 horas (anestesias
prolongadas de 5 a 7 doses). Para esse procedimento, o animal foi contido fisicamente
com auxilio das méos para evitar traumas a ele e ao operador. Todos 0s procedimentos
de remocdo epitelial foram realizados nos olhos direitos dos animais experimentais. As
membranas de gelatina (contendo ou ndo acido Usnico carreado em lipossomas), foram
posicionadas no olho dos animais na regido do saco conjuntival e em seguida,
acompanhados e monitorados por 72 horas ap06s o procedimento de lesdo da cornea.

O método para lesdo quimica descrito anteriormente (MENCUCCI, 2014) com
algumas modificacbes foi utilizado neste trabalho (ANEXO IlI). Todos o0s
procedimentos foram realizados com animais sob anestesia geral, induzida por injecdo
intramuscular de 50 mg/kg de cloridrato de cetamina (Dopalen®, Brasil) e 15 mg/kg de
cloridrato de xilazina (Anasedan®, Brasil). Apds anestesia da superficie ocular por
instilacdo topica de proximetacaina (Anestalcon®, Brasil), uma lamina Trephine de 9,0
mm (Katena, Denville, NJ) foi colocada manual e firmemente sob a superficie da cérnea
com uma leve pressdo, 100 pL de etanol absoluto colocado e deixado no local por 30
segundos e posteriormente o0 excesso foi absorvido com algod@o. Em seguida, o olho foi
irrigado completamente com PBS estéril para remover todos os residuos quimicos. Para

finalizar o procedimento, realizou-se desepitelizacdo da cdrnea com o auxilio de um
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bisturi previamente estéril. Todos os procedimentos de remocdo epitelial foram
realizados somente no olho direito de animais experimentais. Os tratamentos com a
membrana de gelatina contendo acido Usnhico carreado em lipossomas ou sem acido
usnico foram iniciados imediatamente apos a inducdo da leséo e foram repetidos a cada

24 horas durante 72 horas.

4.8 Avaliacdo da cicatrizacdo da queimadura da cornea pelo marcador Fluoresceina

Afim de demarcar a é&rea lesada, 1 (uma) gota de colirio fluoresceina
(Fluoresceina Sodica 1,0%, Allergan®, EUA) foi instilada no olho a ser avaliado. Na
presenca de lesdes epiteliais, ela penetra o estroma hidrofilico, evidenciado pela
coloracdo verde brilhante da fluoresceina. Posteriormente os animais foram expostos a
luz de cobalto. As fotografias foram obtidas através do microscépio lampada de fenda
(Apramed HS5, Brasil) usando uma camera digital Canon EOS Rebel T5, (Canon, Inc.,
Téquio, Japdo) (ANEXO I11). A area de abrasdo da cornea foi medida manualmente no
ImageJ (Versdo 1.49p; National Institutes of Health, EUA) e plotada no programa Grap
Pad Prism verséo 5.0. Por se tratar de um corante hidrosoluvel, a fluoresceina ndo cora a
cérnea normal, uma vez que essa substancia ndo ultrapassa o epitélio corneano

hidrofébico.

4.9 Avaliacdo da presenca de células mortas na cdrnea pelo marcador Rosa Bengala

Com a finalidade de identificar células mortas na cdrnea, 1 (uma) gota de colirio
Rosa Bengala (1,0%, Pharmedice) foi instilada no olho a ser avaliado dos 6 animais (3
de cada grupo), apds anestesia topica (Cloridrato de tetracaina 1%, cloridrato de
fenilefrina 0,1%, Allergan®) e, apds 1 minuto, foram expostos a luz branca. As
fotografias foram obtidas através do microscopio lampada de fenda (Apramed HS5,
Brasil) usando uma camera digital Canon EOS Rebel T5, (Canon, Inc., Téquio, Japdo).
A éarea de abrasdo da cornea foi medida manualmente no ImageJ (Versdo 1.49p;
National Institutes of Health, EUA) e plotada no programa Grap Pad Prism verséao 5.0.
O corante rosa bengala é similar a fluoresceina e liga-se a células epiteliais

desvitalizadas e necréticas, além de muco.
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4.10 Avaliacdo histoldgica do epitélio corneano

Amostras de cornea foram obtidas e fixadas em solucdo de Dawidson (duas partes
de 10% de formalina tamponada com fosfato neutro, trés partes de etanol a 95%, uma
parte de &cido acético glacial e trés partes de agua ultrapura) por 24 horas, entdo o
tecido corneano foi colocado em etanol a 70% por 12 horas e embebido em parafina,
cortado a 4 um e corado com hematoxilina-eosina afim de dermarcar célular em tom
rosa e roxo, além de tricomico de gomori para avaliacdo de fibras de colageno (ANEXO
IV). A avaliaco histoldgica foi realizada atraves do uso de microscopio dptico (Zeiss®,
modelo Axio Imager M2). As imagens foram obtidas em aumento de 5x e 20x.

4.11 Anélise estatistica

As anélises foram realizadas utilizando-se o programa Graph Pad Prism™ versao
5.0, atraves do teste Anova de duas vias, com pos-teste de Bonferroni para a avaliagédo
de cicatrizacdo e do numero de células mortas da cornea e Anova de uma via para
avaliacdo do ensaio na MCA. O n amostral é indicado nas legendas das respectivas
figuras. * indicam diferenca significativa quando comparado ao controle para valores de

p<0.05, com intervalo de confianca de no minimo 95%.
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5 RESULTADOS

5.1 Membrana de gelatina contendo acido Usnico carreado em lipossomas promove

neovascularizacdo no modelo da MCA

Tendo em vista a auséncia de estudos publicados sobre o papel das membranas
de gelatina contendo &cido uUsnico carreado em lipossomas quanto a vascularizacdo
ocular, € importante investigar o comportamento deste biomaterial através de modelos
compativeis com esses sistemas. Nesse sentido, os ensaios na MCA foram considerados
um modelo apropriado. Assim, investigamos principalmente, neste modelo tradicional
de vascularizacdo, se a MCA poderia apresentar vascularizacao alterada quando exposta
as membranas de gelatina contendo acido Usnico carreado em lipossomas. A membrana
de gelatina contendo acido Usnico carreado em lipossomas promove neovasculariza¢éo
apos 24 e 48 horas (Figura 9). Bevacizumabe (0,4 mg/mL) foi utilizado como controle

positivo, por proporcionar reducdo significativa na neovascularizacdo (Figura 10).

Membranda de gelatina
sem AU

Membranda de gelatina
+ AU/lipossomas

Figura 9 - Membrana de gelatina contendo acido Usnico/lipossomas promove neovascularizagéo.
(A) mostra uma MCA exposta a membrana de gelatina sem &cido Usnico no tempo inicial (n =4) e (B) a
mesma MCA apds 24 e 48 horas (C). Em (D) é mostrada uma MCA no tempo inicial exposta a membrana
de gelatina contendo acido Usnico/lipossomas 4,92 ug-cm (n=4) no tempo inicial. Observa-se a presenca
de neovascularizacdo ap6s 24 horas (E) e 48 horas (F). As setas pretas indicam a localizacdo da
membrana de gelatina contendo ou ndo &cido Usnico/lipossomas, mostrando que ndo sdo totalmente
biodegradadas nas primeiras 24 horas do estudo.



42

@ 200-
D§:E
t&h
ﬁ c
N 8 150-
g o]
o E
n O -
® 9 100
30
o T
S £ 50- -
o ®©
- o
e E
s~ O
E‘ 0 T T
Membrana de Bevacizumabe Membrana gelatina
gelatina sem AU +AU/lipossoma
Figura 10 — A membrana de gelatina contendo acido ushico/lipossomas promove a

neovascularizagdo na MCA: E mostrada uma sequéncia de fotografias ilustrando (A) MCA exposta a
membrana de gelatina sem 4cido Gsnico (n=4), (B) MCA exposta ao Bevacizumabe 0,4mg/ mL (n=3) e
(C) MCA exposta a membrana de gelatina contendo acido Usnico 4,92 pug-cm? carreado em lipossoma
(n=4) em um periodo de 48h. (D) O gréafico mostra a medida da vascularizagdo em % da MCA ap6s a
exposicdo & membrana de gelatina contendo acido Usnico ou Bevacizumabe comparados ao controle. Os
dados representam em % média e desvio padrdo do ndmero de pixels referente aos experimentos
independentes. *indica diferenca significativa quando comparado ao veiculo (p <0,05).

5.2 Membrana de gelatina contendo acido Usnico carreado em lipossomas ndo promove

toxicidade e sdo biocompativeis com o sistema ocular pelo método HET-CAM

As areas em capilares de MCA foram expostas a membrana de gelatina contendo
acido Usnico carreado em lipossomas e membrana gelatina sem &cido Usnico, afim de
certificar sua biocompatibilidade como mostrado nas figuras 11 e 12. Para garantir a
seguranca do sistema de liberagdo, a MCA foi exposta a membrana de gelatina contendo
acido usnico, a membrana de gelatina sem &cido Usnico e ao NaOH 0,1 M. O aspecto
dos vasos ap0s o tratamento com a membrana de gelatina contendo acido Usnico
carreado em lipossomas foi semelhante ao resultado encontrado apos o tratamento com
a membrana de gelatina sem &acido usnico. Ndo houve fendmenos de coagulacéo,
hiperemia e hemorragia observados na amostra ap6s o tratamento com a membrana de

gelatina contendo acido usnico carreado em lipossomas em comparagdo com o controle
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positivo (Figura 13). Uma comparagdo com o controle positivo (NaOH 0,1 M) mostra
que as MCAs expostas membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em
lipossomas ndo possuem o0s marcadores de coagulacdo, hiperemia e hemorragia da
inflamacédo assemelhando-se ao controle negativo.

Inicio

Tempo: 60 min Tempo: 90 min Tempo: 120 min Tempo: 180 min

Figura 11 — Areas em capilares de MCA expostas & membrana de gelatina contendo &cido
Gsnico/lipossomas. (A) area inicial sem exposicdo a membrana de &cido Usnico/lipossomas 4,92 pg'cm?
(B) Exposi¢do a membrana no tempo 0, com posicionamento indicado por seta preta (C, D, E, F e G)
acompanhamento da biodegradacdo da membrana nos primeiros 120 min (H) apds 180 min ainda ha a
presenca de membrana nos capilares da MCA (identificado por setas pretas).

Membrana com Acido usnico apés 72 horas Membrana sem Acido usnico apés 72 horas
T S

0} - 5C : A
Figura 12: Teste de biocompatibilidade na MCA expostas a membrana de gelatina contendo acido
Usnico (n = 8) e membrana gelatina sem &cido Gsnico (n = 8). (A) presenca de membrana de gelatina
contendo &cido Usnico 4,92 ug-cm? na MCA apds 72 horas (indicado por setas pretas) (B, C e D) areas da
MCA com a membrana de gelatina contendo &cido Usnico ja biodegradada ap6s 72 horas (E) presenca de
membrana de gelatina sem acido Gsnico na MCA ap0s 72 horas (indicada por seta preta) (F, G e H) areas
da MCA com a membrana de gelatina sem &cido Usnico sendo biodegradada ap6s 72 horas.
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NaOH PBS Membrana com Mf:mbra’na sem
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Figura 13: Areas em capilares de MCA para avaliagdo da toxicidade. (A) NaOH 0,1 M como
controle positivo, evidenciando sinais de hemorragia e hiperemia, (B) PBS como controle negativo, (C)
membrana de gelatina contendo &cido Usnico 4,92 pg-cm sem sinais de hemorragia e/ou hiperemia e (D)
membrana de gelatina sem &cido Usnico também sem sinais de hemorragia e/ou hiperemia.

Pontuacdes OIl de 0,9 foram obtidas para PBS (controle negativo) e 21 para
solugdes de NaOH 0,1 M (controle positivo) (Tabela 2). Enquanto isso, as membranas
de gelatina contendo &cido Usnico carreado em lipossomas 4,92 pg-cm™ ndo foram
irritantes  (pontuagdo 0,9), assim como o controle PBS. Além disso, ndo foram
observadas alteracdes estruturais e lise dos vasos sanguineos ap6s o tratamento com as
membranas contendo ou ndo acido Usnico. Além disso, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os cortes histologicos entre 0s grupos tratados com a membrana de
gelatina sem &acido Usnico e com a membrana de gelatina contendo &cido Usnico. Ambos
0S grupos mostram as trés camadas (ectoderme, estroma e endoderme) da MCA com
aparéncia normal. Além disso, ndo foram observadas, alteragdes estruturais e lise dos
vasos sanguineos ap0s o tratamento com as membranas contendo ou ndo &cido Usnico
(Figura 14).

Tabela 3 - Indice de irritacdo ocular (Oll). Os resultados s&o expressos como média + D.P.
* NI - ndo irritante ou levemente irritante; * SI - Severamente irritante

Solucio testada / dispersao média £ D.P Classificacio de Irritincia
NaOH (1M) (Controle Positivo) 21,11£0,32 SI
PBS 7,4 (Controle Negativo) <0.9+0.0 NI
Membrana com Acido Usnico (4,92 <0.9+0.0 NI
ng-em?) )
Membrana sem Acido Usnico <0.9+0.0
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Figura 14 - Avaliacdo histolégica da MCA. A sequéncia de fotografias ilustra (A) Secgdes histoldgicas
de MCA néo exposta a membrana de gelatina contendo ou ndo &cido Ushico (controle), (B) MCA apds
exposicdo durante 5 min. (C) MCA ap6s aplicacdo de membrana de gelatina contendo &cido
asnico/lipossoma. MCA: Membrana corioalantdica. VS: Vaso sanguineo. AU: Acido Gsnico.

5.3 Membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em lipossomas nao
promovem irritabilidade ocular

Os resultados do teste de irritacdo estdo representados na Tabela 3, junto as
observacOes realizadas 1h, 24h, 48h, 72h e 7 dias apds a aplicacdo. Os resultados
indicam que as formulacdes testadas, tanto a membrana contendo &cido Ushico quanto a
membrana sem &cido Usnico, ndo produziram qualquer tipo de irritabilidade ao olho do
coelho.

Para as duas membranas, os escores que classificam a opacidade corneana,
hiperemia de conjuntiva e hiperemia de iris foram iguais a zero, o que permite

classificar as membranas testadas como nao irritantes.
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Tabela 4 - Avaliacdo da irritabilidade ocular de membranas de gelatina contendo acido Usnico

carreado em lipossomas pelo Teste de Draize.
HIPEREMIA DA

TEMPO CONJUNTIVA
AVALIADO (h OPACIDADE HIPEREMIA DA
BIOMATERIAL ou dias) CORNEANA RIS Congestéo Inchaco
1 0 0 0 0
Membrana de gelatina 24 0 0 0 0
contendo AU carreado em 48 0 0 0 0
lipossoma 4,92 pg:cm
72 0 0 0 0
7 dias 0 0 0 0
1 0 0 0 0
24 0 0 0 0
Membrana de gelatina sem
AU 48 0 0 0 0
72 0 0 0 0
7 dias 0 0 0 0

Membranas de gelatina com e sem 4&cido Usnico carreado em lipossomas foram topicamente
administradas no olho direito uma Unica vez. Em seguida, foram realizadas observagbes ap6s 1h, 24h,
48h, 72h e 7 dias a fim de se avaliar a tolerabilidade ocular.

5.4 Membrana de gelatina contendo acido Usnico carreado em lipossomas promove

cicatrizacdo de queimadura quimica alcalina corneana

Apb6s as membranas de gelatina contendo &cido Usnico mostrarem ndo ser
irritativas em olhos de coelhos (Tabela 3), iniciou-se o tratamento com as membranas de
AU/lipossomas ap0s a inducdo da queimadura quimica alcalina. O intuido deste
experimento foi investigar a eficiéncia da membrana de gelatina contendo acido Usnico
carreado em lipossomas em promover cicatrizacdo corneana apés queimadura quimica
alcalina. Para tanto foi utilizado o marcador fluoresceina sob uma luz azul cobalto
através do microscépio lampada de fenda. A Figura 15 mostra imagens da marcacdo
com fluoresceina em dois grupos estudados: tratado (membrana de gelatina contendo
acido Usnico carreado em lipossomas) e controle (membrana de gelatina sem é&cido
usnico) imediatamente apds a lesdo no tempo 0 (tempo inicial) (Figura 15A e C) e 72
horas apos a lesdo (Figura 15B e D).

Imediatamente apds o procedimento, ndo foi observada cicatrizagdo na presenca
do acido usnico carreado em lipossomas (Figura 15C, E e F) quando comparado ao
grupo controle (membrana de gelatina sem &cido uUsnico) (Figura 15A, E e F).
Entretanto, a diferenca ocorreu, de forma significante, com redugdo da area queimada

apos 72h do grupo tratado com membrana de gelatina contendo acido Usnico carreado
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em lipossomas (Figura 15D e E) quando comparado ao controle (Figura 15B e E). Na
figura 15F pode-se observar um percentual de reducdo da area da lesdo 72 horas apds a
queimadura quimica alcalina de 55,9% da area lesada na cornea dos animais tratados
com a membrana de gelatina contendo acido Usnico carreado em lipossomas enquanto o
grupo de animais tratados com a membrana sem &cido Usnico apresentou uma redugdo
de 31,5%. A membrana de gelatina contendo acido Usnico promoveu cicatrizacdo
corneana de uma maneira mais eficiente e uniforme (Figura 15D), quando comparado

ao animal tratado com a membrana de gelatina sem &cido usnico (Figura 15B).
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Figura 15 - Marcac¢do com fluoresceina em dois grupos (grupo tratado com membrana de gelatina
contendo &cido Usnico n=7 e grupo controle n=6). (A) imagem imediatamente ap0s a queimadura no
grupo controle, (B) grupo controle apds 72 horas, com lesdo ainda disforme (seta preta), (C) imagem
imediatamente apds a queimadura no grupo tratado, (D) lesdo apds 72 horas no grupo tratado
evidenciando reducgdo da area tratada e lesdo mais uniforme (seta preta), (E) o grafico mostra diferenca
significativa entre os grupos, quanto a redugdo da area lesada entre os grupos em pixels e (F) reducéo da
area lesada em %. * indicam diferenca significativa quando comparado ao controle para valores de
p<0.05.

5.5 Membrana de gelatina contendo acido Usnico carreado em lipossomas promove

reducdo da presenca de celulas mortas e da irritabilidade conjuntival

Apo0s observar que a membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em
lipossomas promoveu cicatrizagdo corneal em olhos de coelhos de forma eficiente

(Figura 15), foi realizada a analise da area lesada em relagdo a presencga de células
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mortas na cdrnea, bem como alteracdes importantes que influenciam na velocidade do
processo de cicatrizagdo, como hiperemia da cérnea. O intuido deste experimento foi
investigar a eficiéncia da membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em
lipossomas em reduzir a quantidade de células lesadas na coOrnea e a hiperemia
conjuntival ap6s queimadura quimica alcalina. Para tanto foi utilizado o marcador Rosa
Bengala sob uma luz branca através do microscopio lampada de fenda.

A Figura 16 mostra imagens da marcacdo com Rosa Bengala em dois grupos
estudados: tratado (membrana de gelatina contendo acido usnico carreado em
lipossomas) e controle (membrana de gelatina sem acido Usnico) imediatamente ap6s a
lesdo no tempo 0 (tempo inicial) (Figura 16A e C) e 72 horas apoés a lesdo (Figura 16B e
D).

Apdbs o procedimento, verificou-se diferenca significativa na reducdo da éarea
tecidual que apresenta células mortas durante o processo de lesdo quimica, na presenca
do &cido usnico carreado em lipossomas (Figura 16C e F) quando comparado ao grupo
controle (Figura 16A e F). Na figura 16G podemos observar um percentual de reducéo
de células mortas na lesdo 72 horas ap6s a queimadura quimica alcalina de 87,8% da
area lesada na cornea dos animais tratados com a membrana de gelatina contendo &cido
usnico carreado em lipossomas enquanto o grupo de animais tratados com a membrana
sem acido usnico apresentou uma reducédo de 74,7%. Além disso, observou-se que apds
o0 procedimento (tempo inicial) o grupo controle (Figura 16A) apresentou leve
hiperemia e irritacdo conjuntival indicada pelas setas brancas, e que ap6s 72 horas a
hiperemia mostrou-se aumentada neste grupo (Figura 16B). Apds 72 horas de
tratamento com a membrana contendo &cido usnico carreado em lipossomas foi
observada uma reducdo da hiperemia conjuntival (Figura 16D) indicada pelas setas
amarelas, assemelhando-se a um olho sadio de coelho dentro do mesmo periodo de 72
horas (Figura 16E).
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Figura 16 - Marcacdo com Rosa Bengala em dois grupos (grupo tratado n=3 e grupo controle n=3).
(A) imagem imediatamente ap6s a queimadura no grupo controle, (B) imagem do grupo controle ap6s 72
horas, ainda com hiperemia e irritagdo conjuntival (setas brancas), (C) imagem imediatamente apds a
gueimadura no grupo tratado, (D) lesdo apds 72 horas no grupo tratado evidenciando reducdo da area de
hiperemia e da irritacdo conjuntival (setas amarelas), (E) imagem de olho sadio em 72 horas ap6s o inicio
do experimento, (F) diferenga significativa entre os grupos, quanto a reducdo da &rea lesada, entre o0s
grupos (G) reducéo da area lesada (em pixels) em %.* indicam diferenca significativa quando comparado
ao controle para valores de p<0.05.

5.6 Membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em lipossoma ndo promove

alteracdo histoldgica do epitélio corneano e estimula reparo estromal

A avaliagdo histologica do epitélio da cornea ap6s 72 horas de lesdo é mostrada na
figura 17. Na figura 17A pode-se observar area com lesdo em regido epitelial ainda
presente. Quanto a cornea tratada com membrana de gelatina contendo &cido Usnico,
observamos processo de regeneracao em estagio avancado, além de maior continuidade
do epitélio corneano quando comparado ao grupo controle (Figura 17D).

Nos animais tratados com membrana de gelatina contendo acido usnico foi
evidenciado qualitativamente ausencia de tecido de granulacdo, além de feixes de
colageno organizados e alinhados paralelamente na camada estromal (Fig. 17E e F),
opostamente ao que foi observado na histologia da cdrnea dos animais tratados apenas
com membrana sem acido Usnico (Fig. 17B e C). Observou-se também que o grupo
tratado com membrana de gelatina contendo acido Usnico/lipossomas apresentou

estroma com fibrdcitos sem alteragdes morfoldgicas e epitalizacdo com seis a sete
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camadas, além de presenca de vasos sanguineos na regido do estroma préxima ao
epitélio (figura 17E). Por outro lado, os animais tratados com membrana sem &cido
usnico/lipossomas expressaram epitélio com camadas de colageno depositadas de forma
desorganizada e estroma com aumento da equidistancia entre as fibras (figura 17B),

quando comparados a cérnea saudavel.
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Figura 17 - Avaliacdo histologica da cérnea apds 72 horas (A) imagem mostrando epitélio de cérnea
tratada com a membrana de gelatina sem &cido Gsnico ainda com area lesada (setas pretas), coloracdo
H&E (B) éreas de estroma apresentando deposicdo de colageno de forma desorganizada (seta preta),
coloracdo H&E (C) aumento da equidistancia entre as fibras de colageno indicado por seta preta.
Coloracdo tricromio de Gomori (D) processo de regeneragdo em estidgio avangado (setas pretas).
Coloracdo H&E (E) feixes de colageno alinhados paralelamente na camada estromal, com presenca de
vasos ha por¢do distal do estroma (setas vermelhas), coloracdo y790yyyH&E (F) feixes de colageno
alinhados paralelamente na camada estromal. Coloracao tricromio de Gomori e (G) histologia de cérnea
saudavel.
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6. DISCUSSAO

As estratégias de tratamento para lesGes da cornea geralmente incluem vérias
opcdes terapéuticas como antibidticos topicos, esterdides, agentes cicloplégicos e
terapia topica ou sistémica para estimular a sintese de coldgeno (KOUTSILIERI et al.,
2007). No presente estudo procurou-se avaliar primeiramente a seguranca da aplicacédo
ocular da membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em lipossomas em
cérnea de coelho, bem como seu potencial cicatrizante em queimadura de cérnea. Para
tal investigacdo, sabendo da importancia da biocompatibilidade e baixa irritabilidade de
farmacos para uso oftalmoldgicos, foram utilizados modelos in vivo tanto para avaliacdo
de biocompatibilidade e toxicidade quanto para neovascularizagéo, cicatrizagdo e teste
de irritabilidade ocular.

A toxicidade de drogas ou transportadores em embrides de galinha pode ser
avaliada pela morte do embrido ou efeitos adversos na MCA, incluindo inflamacéo
(RIBATTI, 2017). A resposta inflamatéria da MCA do ovo a um biomaterial foi similar
a da resposta dos mamiferos (VALDES et al.,, 2002) e esta correlacdo permite
considerar a MCA como um modelo in vivo para triagem de materiais para sua
biocompatibilidade e seu efeito sobre tecido conjuntivo (SPANEL-BOROWSKI, 1989).
A irritacdo com risco de dano vascular (hemorragia, lise e coagulacdo) de formulagdes
oculares também pode ser avaliada pelo teste HET-CAM porque a mucosa
vascularizada do embrido de galinha se assemelha ao olho humano (ABDELKADER et
al., 2012).

Ja foi demonstrado que existe um efeito antiangiogénico do acido Ushico em
embrides zebra fish (DRAUT et al., 2017). Porém, presenca da formacdo de novos
vasos na MCA (Figura 8) evidencia o efeito angiogénico da membrana de gelatina
contendo acido Usnico carreado em lipossomas na membrana corioalantdica dos ovos de
galinha e seu papel na neovascularizagdo. Diferente dos achados encontrados por Song
et al.(2012) em que o acido usnico (10 uM de solucéo) inibiu a angiogénese in vivo em
um ensaio de membrana corioalantdica de embrido de galinha para modelo de tumor em
rato. Tal discordancia pode ser justificada pelo fato de a membrana contendo acido
usnico carreado em lipossomas possuir sistema de liberacdo controlada como estratégia
para incorporacdo de substancias ativas o que acaba por possibilitar um maior controle

da liberacdo do principio ativo, reducdo de doses tdxicas e subterapéuticas (VILAR et
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al., 2012). Além do fato de a membrana apresentar biodegradacdo mais lenta, promover
a penetragdo e permeagdo do farmaco, bem como, apresentar estabilidade quanto a
variacOes térmicas e exposi¢do a luz, opostamente ao estudo de Song (2012) que
utilizou o &cido uUsnico em solucdo ao invés de estar associado a um sistema de
liberacéo controlada.

Conforme relatado por Silva (2017), os estudos sobre o potencial toxicolégico do
acido Usnico sdo bastante limitados, sendo que a grande maioria dos dados disponiveis
na literatura esta relacionada apenas as atividades bioldgicas (SILVA et al., 2017). Em
estudo recente, foi realizado um teste de toxicidade do é&cido Usnico, entretanto,
direcionado a mucosa oral em ratos, o qual o &cido usnico foi utilizado na concentracdo
15 a 25 mg/Kg administrado via gavagem durante um periodo de 15 dias de gestacao.
Observou-se que no 20° dia ocorreram alteragcbes morfolégicas na ninhada como
exposicdo do olho e atrofia dos membros na dose de 25 mg/kg (SILVA et al., 2017).
No modelo utilizado no presente trabalhno ndo foi observado qualquer alteracdo
morfologica, seja no embrido ou nos animais, na presenca do &cido Usnico na
concentragdo de 4,92 pg-cm™,

Sendo assim, a avaliacdo do efeito da membrana de gelatina contendo acido
usnico carreado em lipossomas sobre a neovascularizacdo, biocompatibilidade e
toxicidade ocular foram investigadas de forma inédita neste trabalho. A MCA do
embrido foi exposta a duas membranas diferentes (membrana de gelatina contendo
acido Usnico carreado em lipossomas e membrana de gelatina sem &cido Usnico) e
também foi exposta a duas solucdes diferentes NaOH a 0,1 M (controle positivo do
experimento, por promover hemorragia) e PBS a 0,5% (controle negativo, por ndo
promover hemorragia). Ambas membranas de gelatina mostraram ser seguras para uso
oftalmico, uma vez que os sintomas adversos vasculares foram ausentes (Figura 12). E
importante destacar que os escores acumulados médios calculados para as membranas
de gelatina contendo &cido usnico carreado em lipossomas foram < 0,9, o que
classificou estas membranas como ndo irritantes, demonstrando que na auséncia do
acido usnico e do sistema de liberacdo controlada ndo promove toxicidade, sendo
portanto, seguro. No entanto, o escore acumulado médio do controle positivo NaOH 0,1
M classificou-o como severamente irritante (Tabela 2). Assim, a semelhanca do aspecto

histoldgico entre o controle negativo e o grupo tratado com membrana de gelatina
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contendo ou ndo acido Usnico argumenta para a inocuidade da substancia e do sistema
de liberacdo escolhido para aplicacdo na superficie da MCA (Figura 13).

Além dessas observacGes, o teste HET-CAM, mostrou um tempo de
biodegradacdo de aproximadamente 72 horas (Figura 11), o que torna a membrana
compativel para administracdo eficaz de medicamentos oftalmologicos, visto que, uma
formulacdo adequada é a que permite manter a concentracdo do farmaco eficaz no
tecido ou no local de acdo durante um periodo de tempo significativo, a fim de atingir a
resposta terapéutica desejada. Neste caso, a administracdo topica, atualmente tem sido a
melhor opgdo de administragdo (FABIANO et al., 2015, BEHL et al., 2016).

Em estudo de caracterizacdo da membrana de gelatina contendo &cido Usnico,
Lima (2017) observou perfil de liberacdo controlada demonstrando nas duas primeiras
horas de experimento, uma liberacdo de 38,70% do AU contido na membrana. No
entanto, ap6s as 24 horas, as membranas de AU/lipossomas mostraram uma liberacdo
controlada, liberando 98,15% do AU contido na membrana. Sendo assim pode-se
concluir que a membrana de AU/Lipossomas € capaz de controlar a liberacdo do AU
durante seu tempo de biodegradacdo na cornea do coelho, devido a sua incorporacdo em
lipossomas, mantendo a concentragdo do principio ativo constante durante um longo
periodo de tempo e reduzindo a frequéncia de administragdo (YANG et al., 2015).

No teste do ovo de galinha (HET-CAM) observou-se que a membrana de gelatina
contendo acido Usnhico carreado em lipossomas ndo apresentou sinais de hemorragia
e/ou hiperemia, assim como também ndo demostrou sinais de irritabilidade (Figura 12).
Deve-se considerar que a avaliacdo da toxicidade de formulagGes oftadlmicas e o
potencial de irritacdo ocular representam um passo fundamental no que se refere ao
desenvolvimento de novos sistemas de entrega para tratamento de afeccOes
oftalmoldgicas (SAW et al., 2008).

Além das observaces em embribes de galinha, o teste de Draize para
determinacéo da toxicidade ocular foi realizado conforme descrito nos métodos. O teste
de Draize que avalia a toxicidade ocular mostrou que as membranas de gelatina
contendo ou ndo acido Ushico carreado em lipossomas ndo induziram sinais de
inflamacéo ocular ou alteracdo do tecido nos olhos dos coelhos. Apds uma Unica
administracdo, o escore de congestdo conjuntival, inchaco, hiperemia da iris e opacidade
da cornea permaneceu zero em cada observacdo. Com base na auséncia de efeito

irritante pelas membranas de gelatina contendo ou ndo &cido Usnico carreado em
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lipossomas nos testes HET-CAM e Draize, é suportada neste trabalho a tolerabilidade e
a seguranca ocular da membrana de gelatina contendo acido Usnico carreado em
lipossomas.

Apdbs avaliacdo do potencial efeito da membrana de gelatina contendo &cido
usnico carreado em lipossomas na cicatrizagdo ap6s a indugdo de queimadura quimica
alcalina da cornea de coelhas, o diagndstico de abrasdo corneana foi confirmado pela
visualizacdo da cdrnea sob luz azul-cobalto filtrada apds a aplicacdo de fluoresceina,
identificando a area que sofreu a abrasdo de cor verde, assim como ja descrito na
literatura (WILSON and LAST, 2004).

Verificou-se que o tratamento com a membrana de gelatina contendo &cido Usnico
carreado em lipossomas em olhos de coelho expostos ao etanol resultou em uma
significativa reducdo na area danificada avaliada pela epitelizacdo corneana mais rapida
apos 72 horas em comparag¢do com o grupo controle (tratado com membrana de gelatina
sem &cido Usnico) (Figura 14).

E bem estabelecido que tanto a aceleracdo quanto o adequado processo de
cicatrizacdo da cornea tem relacdo com o controle do processo inflamatdrio na fase
latente apds lesdo. Tendo em vista os resultados sugestivos de um processo cicatricial
mais robusto no grupo tratado com a membrana de gelatina contendo acido Unico, pode-
se atribuir a atuacdo do AU sobre alguns mediadores pré e anti-inflamatérios. Em
estudo realizado por Barbosa e colaboradores (2017), o AU demonstrou atividade anti-
inflamat6ria em edema de pata de rato induzido por carragenina. Em estudo de Huang et
al., 2011, demonstrou que o efeito anti-inflamatério do AU esta relacionado a regulacao
negativa da IL-1 B e TNF-a. Su et al., 2014, observaram que AU protege a lesdo
pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo em camundongos e avaliacdo da
atividade anti-inflamatoria indicou que o AU atenuou a expressao do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a). Entretanto, ndo existem trabalhos na literatura que demonstrem o
efeito anti-inflamatorio de membranas de gelatina contendo acido Usnico carreado em
lipossomas na reducdo do processo inflamatério de feridas epiteliais na superficie da
cornea de coelhos.

A deteccéo de células danificadas da cornea e conjuntiva foram avaliadas atraves
do uso de marcador Rosa bengala por instilagio do colirio no saco conjuntival,
buscando identificar células ndo integras no olho do animal sob exame com

microscopio de lampada de fenda. Nos resultados obtidos, quanto maior a intensidade
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da coloragdo rosa na superficie, seja cornea ou conjuntiva, maior a extensdo de tecido
lesado. Deve-se levar em consideragdo o edema e hiperemia conjuntival apos leséo
cornenana. Em estudos anteriores, na determinacéo da lesdo corneana através do uso do
colirio rosa bengala, também foram encontrados em maior intensidade de coloracdo a
cdrnea e conjuntiva dos animais no grupo controle quando comparado ao grupo tratado
(WANG et al., 2011, LIN et al., 2018).

E importante considerar também, que diferentemente dos processos reparadores
teciduais dérmicos, a cicatrizacdo da ferida da cdérnea € mais complexa devido a
organizacdo e diferenciacdo das subestruturas corneanas que exigem auséncia de
vasculogénese (WILSON et al., 2001, AGRAWAL and TSAI, 2003, NETTO et al.,
2005, GIESE and SPETH, 2014). A cdrnea possui um arranjo ordenado de fibras
colagenas estromais e a auséncia de vasos sanguineos (MEEK and BOOTE, 2004,
MULLER et al., 2004, DELMONTE and KIM, 2011). A cicatrizacdo inadequada ou
incompleta da cornea apo6s a lesdo pode resultar em diminuicdo ou perda da visdo.
Embora o ensaio da MCA tenha apresentado neovascularizacdo na presenca da
membrana de gelatina contendo &cido Usnico carreado em lipossomas (Figura 8), o teste
de biocompatibilidade ocular (Figura 11) na HET-CAM n&o apresentou quaisquer
alteracfes nos vasos sanguineos. Além disso, o teste de Draize (Tabela 3) demonstrou
gue a membrana de gelatina contendo &acido Usnico carreado em lipossomas nao
promoveu hiperemia da conjuntiva, lacrimejamento e irritacdo corneana, indicando que,
embora o produto apresente potencial angiogénico na MCA, néo foi capaz de promover
irritabilidade ocular e tdo pouco modificar a integridade tecidual da cérnea conforme
observado no exame histoldgico (Figura 16).

A microscopia das seccOes histologicas dos grupos tratados com a membrana de
gelatina contendo acido Usnico carreado em lipossomas comparada com o controle
(grupo tratado com membrana de gelatina sem acido Ushico) confirmou os sinais de
recuperacdo melhorada nos animais tratados com a membrana de gelatina contendo
acido usnico carreado em lipossomas (Figura 16). Os resultados confirmam a melhora
da superficie ocular apds a lesdo quimica quando tratados com a membrana contendo
acido usnico, evidenciada por menor granulacao e feixes de coldgeno mais organizados,
alinhados paralelamente. Além disso, outro ponto importante na organizacdo da
deposicéao das fibras de coladgeno é a prevencdo de sequelas como opacidade da cornea,
que néo foi observada (GOMES et al., 2010).
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No processo de cicatrizagdo corneano, avaliado através do percentual de reducéo
da area da les&o 72 horas apds a queimadura quimica alcalina, observou-se uma reducéo
de 55,9% da area lesada na cérnea de animais tratados com a membrana de gelatina
contendo &cido Usnico carreado em lipossomas enquanto o grupo de animais tratados
com a membrana sem &cido Usnico apresentou uma reducdo de 31,5%. Embora ainda
ndo tenha sido demonstrado o efeito de membranas de gelatina contendo &cido Ushico
carreado em lipossomas no sistema ocular, o potencial da membrana de gelatina
contendo &cido Usnhico carreado em lipossomas em promover cicatrizacdo ja foi
demonstrado pelo nosso grupo (NUNES et al., 2010, NUNES et al., 2011, NUNES et
al., 2016) onde concluiu-se que a membrana de gelatina contendo &cido Usnico
promoveu cicatrizacdo e reducdo macroscépica de feridas de queimadura. Corroborando
os resultados encontrados nesses estudos anteriores, tendo em vista que existem
semelhancas definitivas na cicatrizagdo por células epiteliais, estromais e endoteliais
relacionadas a migracdo celular, j& foi demonstrado também que existe uma
dependéncia de fatores de crescimento e remodelacdo da matriz extracelular (MEC)
(WILLIAMSON, 1972, LJUBIMOV and SAGHIZADEH, 2015).

Quanto a comparacdo dos dois grupos deste estudo, verificou-se uma reducdo da
porcentagem de células mortas do grupo tratado em 87,8% enquanto no grupo controle
observamos uma reducdo de 74,7%. Segundo Mello (2011) para que haja viabilizacdo
do processo cicatricial, o epitélio integro é fundamental para diminuir a possibilidade de
contaminagdo secundaria da ferida, risco de infecgdo e processos inflamatérios, sendo
esses alguns dos motivos pelo atraso na reepitelizacdo. Estes dados tornam a membrana

de gelatina contendo acido usnico eficaz na viabilizacdo do processo cicatricial.
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7. CONCLUSAO

As membranas de gelatina contendo &acido Usnico carreado em lipossomas
promoveram angiogénese em modelo in vivo pelo ensaio na MCA. Além disso, séo
compativeis com o tecido ocular e seguras para aplicacdo oftdlmica por ndo apresentar
toxicidade. Este trabalho mostrou que o produto promove cicatrizacdo corneana
provocada por queimadura quimica alcalina de maneira eficiente em coelhos,
acompanhado de uma reducdo na presenga de células mortas na cornea lesada e da
melhora da irritabilidade conjuntival, o que torna o produto uma excelente opcao

farmacéutica para uma recuperacdo mais rapida e menos dolorosa.
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PERSPECTIVAS

Uma vez que o controle do processo inflamatdrio na fase aguda da queimadura
quimica é determinante para cicatrizacdo adequada, e tendo em vista que a membrana
de gelatina contendo &cido usnico carreado em lipossoma apresentou potencial
cicatrizante do epitélio corneano, torna-se necessaria a investigacdo de mecanismos
relacionados ao processo inflamatdrio. Desta forma, pretende-se avaliar a expressdo
génica de: IL1-B, TNF-a, TGF-p e VEGF, tendo como controle B-actina ou GAPDH,
através da quantificagdo por rt-PCR de amostras da cdrnea dos grupos tratado
(membrana de gelatina contendo &cido Ushico carreado em lipossoma) e controle

(membrana de gelatina sem &cido Usnico).
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ANEXO I

&

Figura 18: Metodologia da lesdo de queimadura cornenana (A) Exposi¢cdo do globo ocular (B)
Aplicador com 1cm de didmetro para contensdo do etanol na cérnea (C) Exposi¢do ao Etanol absoluto
(D) Absorcéo do excesso de Etanol apds 30 segundos de exposicdo (E) Desbridamento mecénico (F)
Instilacdo de PBS a 0,5%.
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ANEXO Il

Figura 19: Posi¢do do examinador para registro de imagem obtidas através do microscopio lampada de
fenda.

Figura 20: Posicéo do animal para obtengdo da foto através do microscopio de lampada de fenda.



ANEXO IV

Figura 21: Corte para avaliagao histologica do epitélio corneano
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