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RESUMO GERAL

O retardo cicatricial constitui um desafio clinico e cirurgico extremamente recorrente,
culminando em limitagbes fisicas, sofrimento emocional e maiores custos de
tratamento a sistemas de saude por todo o mundo. Estudos recentes buscam
materiais que permitam acelerar o processo de reparacao, por fornecer ambiente
ideal para a proliferacéo celular. A celulose vegetal € um polimero natural renovavel
e amplamente disponivel na natureza, que apresenta caracteristicas fisicas unicas, e
que pode ser produzida na forma de membrana. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a biosseguranca e o estimulo cicatricial da membrana de celulose
vegetal (MCV) em lesbes cutaneas de ratos. No total, foram avaliados 117 ratos
Wistar, machos com idade padronizada (adultos jovens). Em nove animais foi
avaliada diariamente a biosseguranga do uso da MCV com a implantagdo de discos
de 6 mm no tecido celular subcutaneo, avaliacdo da presenca de reagcdo a corpo
estranho como prurido, eritema e presenca de fistula, além da manutengdo, ganho
ou perda de peso dos animais. Apds 15 dias os animais foram submetidos a
eutanasia para coleta de amostras séricas e de fragmentos de pele para exame
histopatolégico. A retragdo cicatricial foi avaliada em 108 animais, distribuidos
aleatoriamente em trés grupos de 36 animais cada: Grupo Controle Negativo (GC-),
onde n&o foram utilizados tratamentos; Grupo Controle Positivo (GC+), tratado com
membrana comercial de celulose bacteriana; Grupo Tratamento (GT) onde foi
utilizado tratamento com MCV. Cada grupo foi anestesiado e uma lesdo cutanea
padrdao de 3 cm de didmetro foi criada cirurgicamente no dorso dos animais, que
foram acompanhados durante 14 dias. Nestes animais foram avaliadas as
caracteristicas macroscopicas das feridas durante o processo cicatricial e
parametros histologicos de reepitelizagéo, inflamagao, neovascularizagdo, contagem
celular especifica, avaliagdo qualitativa e quantitativa de colageno, e avaliagéo
imuno-histoquimica com marcador de anti-fator VIIl. Na avaliagdo macroscépica das
lesbes, os grupos tratados apresentaram feridas com melhor aspecto e sem a
formagdo de crosta exuberante. O grupo tratado com MCV apresentou maior
retragdo da ferida aos 14 dias com maior proliferagdo de colageno. O grupo
tratamento apresentou melhores resultados, na retragdo cicatricial, menor
mobilizagc&o celular inflamatdria, proliferagcdo de colageno tipo | e proliferagéo toral

de colageno quando comparada ao grupo controle. Ndo foram observadas



alteragbes séricas ou cutaneas no grupo com o implante subcutaneo. Além da
melhor retragao da ferida no tempo final da avaliagdo (14 dias) e maior proliferagcao
de colageno, o grupo tratado com MCV nao apresentou resultado deletério a ferida
em nenhum dos parametros avaliados demonstrando seu potencial para uso de

maneira topica.

Palavras-chave: Biotecnologia. Celulose. Cicatrizagdo. Curativos hidrocoloides.



ABSTRACT

Wound closure is a recurrent clinical and surgical challenge, culminating in physical
limitations, emotional distress, and increased treatment costs to health care systems
worldwide. Recent studies are looking for materials that can accelerate the repair
process by providing the ideal environment for cell proliferation. Vegetable cellulose
is a naturally occurring and widely available natural polymer, which has unique
physical characteristics and can be produced in the form of a membrane. The
present study aimed to evaluate biosafety and cicatricial stimulation of the use of
vegetable cellulose membrane (VCM) in cutaneous lesions of rats. A total of 117
Wistar rats, males, with standardized age (young adults), were used throughout the
experiment. In nine animals, the biosafety of VCM was evaluated daily. In these
animals, 6mm MCV discs were implanted in the subcutaneous tissue, where it was
evaluated the presence of foreign body reactions such as pruritus, erythema and
presence of fistula, besides maintenance, gain or loss of body weight. After 15 days
the animals were submitted to euthanasia for collection of skin lesion and blood
samples. Scar retraction was evaluated in 108 animals, randomly distributed into
three groups of 36 animals each: Negative Control Group (GC-), no treatments were
used; Positive Control Group (GC +), treated with commercial bacterial cellulose
membrane; Treatment group (GT) where VCM treatment was used. Each group was
anesthetized and a cutaneous lesion of 3 cm diameter was surgically created on the
back of the animals being the healing wound followed for 14 days. In these animals
the macroscopic characteristics of the wounds during the healing process and
histological parameters of reepithelialization, inflammation, neovascularization,
specific cell counting, qualitative and quantitative collagen evaluation, and
immunohistochemical evaluation with anti-factor VIII marker were evaluated. In the
macroscopic evaluation of the lesions, the treated groups presented wounds with
better appearance and without the formation of exuberant crust. The VCM treated
group had a greater retraction of the wound at 14 days with greater collagen
proliferation. There was no statistical difference between the histopathological scores
and in the immunohistochemical analysis evaluation. No serum or cutaneous
changes were seen in the subcutaneous implant group. In addition to better wound
retraction at the end of the assessment (14 days) and increase collagen proliferation,
the VCM treated group did not present deleterious results to the wound in any of the
evaluated parameters demonstrating its potential for use topically.



Keywords: Biotechnology. Cellulose. Hydrocolloid dressings. Wound healing.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Imagem fotografica do moinho Masscoloider Masuko Sangyo (A), em
funcionamento (B), e do disco de pedra rotativo necessario para o preparo de
celulose Nanofibrilada (C)......ouvvieiiiiiiiii e 39

Figura 2. Micrografias do filme de nanocelulose. Magnificagdo 500x (A), e

MAagNificagao 10 KX (B)......uuuiiiiiiieiiiiieiieee e 40
Figura 3 - Lesdo cutanea circular de 3cm de didmetro em rato
LA = | PSS 42

Figura 4 — Aspecto da membrana de celulose bacteriana (Membracel®) (A). A
imagem (B) refere-se a membrana aplicada sobre a lesdo cutdanea em rato

LA = S 42
Figura 5 — Aspecto da membrana de celulose vegetal (A). A imagem (B) refere-se a
membrana aplicada sobre a lesao cutanea em rato
LAY = S 42

Figura 6 — Implantagdo do disco da membrana de celulose vegetal no tecido celular
SUbCUtANEO de rato WiStar........ ..o 43

Imagem 7 — Férmula utilizada para calculo da area de retracdo da ferida expressa
em porcentagem. Ao corresponde a area inicial da ferida e At corresponde a area no
aaTelaplcT o) (oo F= T= =T [~ o T 43

Figura 8 — Planimetria em programa de imagem IMAGE J 1.51K, para analise da
retracao cicatricial das feridas cutaneas em ratos Wistar...............cccooeeiiiiien 44

Figura 9 - Aspecto histologico de corte transversal de cicatriz cutanea de rato Wistar.
Nota-se o colageno sendo corado em azul claro com o uso da coloragdo de
Tricrdmio de Mallory no aumento de 20X.............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 46

Figura 10 — Aspecto histologico de corte transversal de cicatriz cutanea de rato
Wistar. Sob luz polarizada e coloragdo de Sirius Red é possivel observar fibras de
colageno tipo | (cor vermelha) e tipo 1l (Cor verde) ........ccocvviiiiiiiiiiiiiiiieeeee 46

Figura 11 — Aspecto histologico de corte transversal de cicatriz cutédnea de rato
Wistar. A reag&o imuno-histoquimica com antifator VIll, caracterizada pela coloragéo
Marrom NO AUMENTO A€ 20X......ceeeeeeiiieieeeeeei e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeas 47

Figura 12 - Porcentagem da retragdo cicatricial cutdnea nos diferentes tempos
avaliados (4, 7, 11 e 14) dos grupos GC- (controle negativo), GC+ (controle positivo)
e GT (tratamento — membrana de celulose vegetal) ............ccuveeiieiis 50

Figura 13 - Aspecto histologico de corte transversal de cicatriz cutdnea de rato
Wistar, em aumento de 20x. Nota-se coloragdo vermelha a serem contados pelo



programa Image-Pro Plus 4.5.0.29 para definigho de area total de colageno.

Figura 14. A imagem demostra a mascara aplicada pelo programa Image-Pro Plus
4.5.0.29 para contagem das areas dos diferentes tipos de colageno, tipo | (azul) e
tIPO I (@MAIEIO)..... o e 53

Figura 15. A imagem demonstra contagem de area aplicada pelo programa Image-
Pro Plus 4.5.0.29 (vermelho) para afericdo da area onde houve reagdo com o
=] (1= (o ] AV A || PSSP 55

Figura 16. Aspecto macroscopico da regido dorsal de rato Wistar, apds 21 dias da
implantagéo de disco de 0,5 cm de celulose vegetal no tecido subcuténeo.............. 57

Figura 17. Imagem de granuloma encapsulado (seta) da membrana de celulose
vegetal com a presenca de material basofilico celular implantado no subcuténeo de
ratos Wistar (seta). Na porgédo superior nota-se presenga de tecido cutaneo com as
camadas da epiderme, derme, hipoderme e muscular sem presenca de fistulagao ou
reagao cutanea caracteristicas de corpo estanho.............coooviiiiiiiiiiiicci e 57



LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Testes fisicos da membrana-base de celulose vegetal...............c......o.... 40

Tabela 2 - Imagens fotograficas das cicatrizes cutédneas dos grupos GC-, GC+ E GT
em diferentes tempos de observacéo (dias 4, 7, 11 € 14).....oeeeiis 49

Tabela 3 - Médias das porcentagens de retracdo das lesdes dos grupos GC-, GC+ e
GT NOS AIAsS 4, 7, 11 € 4. e e eaas 50

Tabela 4 - Medianas dos escores de inflamagéo dos grupos GC-, GC+ e GT nos dias
A, T, 11 8 e ———————————— 50

Tabela 5 - Medianas dos escores de angiogénese dos grupos GC-, GC+ e GT nos
Ias 4, 7, 11 € 1. ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aanna 51

Tabela 6 - Medianas dos escores de colageno dos grupos GC-, GC+ e GT nos dias
e I = USSP 51

Tabela 7 - Média da area total de colageno, expresso em micrometros quadrados,
dos grupos GC-, GC+e GTnosdias 4, 7,11 e 14 ... 52

Tabela 8 - Média da area total de colageno tipo |, expresso em porcentagem, dos
grupos GC-, GC+e GTnosdias 4, 7, 11 € 14 e, 53

Tabela 9 - Média da area total de colageno tipo lll, expresso em porcentagem, dos
grupos GC-, GC+e GTnosdias 4, 7, 11 e 14 e, 53

Tabela 10 - Média da quantidade absolutas de neutrofilos dos grupos GC-, GC+ e
GT NOS AIAS 4, 7, 11 € 4. e e eeaas 54

Tabela 11 - Quantidade absoluta de macréfagos dos grupos GC-, GC+ e GT nos
Ias 4, 7, 11 € 1. ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aannas 54

Tabela 12 - Média da quantidade absolutas de linfécitos dos grupos GC-, GC+ e GT
NOS QIAS 4, 7, 11 € T4 .o e e e e e e eans 54

Tabela 13 - Média da quantidade absolutas de fibroblastos dos grupos GC-, GC+ e
GT NOS AIAS 4, 7, 11 € 4. e e eeans 55

Tabela 14. Média da area total da imuno-histoquimica que reagiu ao fator VIII em
micrometros quadrados, dos grupos GC-, GC+ e GT nosdias 4,7, 11e 14............ 56



LISTA DE ABREVIAGOES

CB — Celulose bacteriana

CV — Celulose vegetal

EGF - Fator de crescimento epidérmico

FGF - Fator de crescimento derivado de fibroblastos
GC- - Grupo controle negativo

GC+ - Grupo controle positivo

GT — Grupo tratamento

HGF - Fatores de crescimento de hepatdcitos

IL 1 — Interleucina 1

IL13 — Interleucina 13

KGF - Fator de crescimento dos queratindcitos

MCB — Membrana de celulose bacteriana

MCV — Membrana de celulose vegetal

MEC — Matriz extracelular

PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas
pH — Potencial de hidrogénio

PPARs - Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
TGF-a — Fator de crescimento transformador alfa
TGF- B - Fator de crescimento transformador beta

VEGF - Fator de crescimento do endotélio vascular



SUMARIO

CAPITULO Tttt ettt n s 20
1. REVISAO LITERARIA. ...t 20
1 Pl e 20
1.2. Cicatrizag80 CUtANEA. ... ..o e 21
2. CICAMIZAGAD. ...ttt ——— 22
2.1 Fase inflamatoria..........ooooeiieiiie e 22
2.2. Fase proliferativa............o.eeeeeeiieiee e 23
2.3. ReMOAElameEntO...... ..o 25
3. MEMBRANAS BIOATIVAS A BASE DE CELULOSE ..o 26
K Tt O =[] o 26
3.2. Curativos passivos e membranas bioativas .............ccccoceeeiiiiiiii 26
3.3. Celulose bacteriana...........cooeiiiiiiiie e 27
3.4. Celulose Vegetal............uuuiiiiiiiie e 29
4. OBUETIVOS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e snsreneeas 29
4.1, ODJetiVOS GEIAIS. ....ccii it 29
4.2. Objetivos €SPECITICOS. .....uiiiiiiiiiiieie e 30
G TR 11010 =] 30
CAPITULOD 2. ettt n e 37
1. INTRODUGAO. ... ..ottt ettt ee e e e e seenas 37
2. MATERIAL E METODOS.......ooieieeeeeeeeeee oottt eeen e 39
2.1 Membrana de celulose vegetal e caracterizagao............ccccccevveeiiiiiiiiiiiiinnes 39
2.2 Experimentac&o animal..........ooooo oo 40
2.3 Avaliagao da retragao cicatricial...............uuueiiiiiiiie e 44
2.4 Avaliagao hiStOlOgICa. .......cooiiiiiiiii e 45
2.5 Avaliagdo da area de COIAgENO0........ccooii i 46
2.6 Avaliagao celular €SPeCifiCa.........uuuuuuiiiiieei e 47
2.7 Avaliagao imuno-hiStOqQUIMICA. ......ccoeieeeeee e 48

2.8 Analise de biocompatibilidade e biosseguranga no grupo membrana
] oYU = 1 =T TR 48

3. ANALISE ESTATISTICA. ...ttt 49
4. RESULTADOS. ... .ottt e e e e e e e e e e s e e e e e e e snnnaeeaaeean 49



4.1.Resultados da avaliacdo macroscopica da ferida e retragao cicatricial......... 51

4.2 Avaliag8o hiStOlOGICa. .......coeeeiiiiieeii e 52

4.3 Avaliagao qualitativa e quantitativa do colageno...........ccccoevveeieeiiiiiiiiieiiiiinnnes 54

4.4 Avaliagao celular @SPeCifiCa........uuuuuuuiiiiiee e 55

4.5 Imuno-histoquimica expressao do fator VIIl..............oooo e 56

4.7 Analise de biocompatibilidade e biosseguranga.............cccccvviiiiiiiiiiiee. 57

5. DISCUSSAD. ...ttt ettt e e e e aeete e eae e e e 58
B. CONCLUSAO. ...ttt e sae et e eee e e ene e 64
REFERENCIAS. ..ottt 65



O© 00 I O W»n B~ W N =

W W W W N N N N N N N N N N e e e e e e e
W N —m O 0O 0 N9 O Bk WD = O O NN N R W NN = O

CAPITULO 1

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 PELE

A pele constitui 0 maior 6rgdo presente no organismo dos mamiferos,
correspondendo por aproximadamente 16% de todo seu peso. Anatomicamente a
pele é dividida em epiderme, derme e hipoderme, regido também conhecida como
subcuténeo. A pele possui varias fungdes, entre outras destacam-se: 1) ser a
primeira barreira de protegdo contra agressoes fisicas, mecanicas e infecciosas; 2)
impedir a desidratacédo e efeitos nocivos de raios ultravioletas; 3) termorregulagao
como na sudorese e 4) nutricional como na sintese de vitamina D.

Por ser constantemente agredida, a pele necessita de rapida reparagéo e
substituicdo dos tecidos lesionados para poder desempenhar seu papel com
eficiéncia (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013; CHEONG e MACGRATH, 2017).

A epiderme é constituida principalmente por epitélio pavimentoso estratificado
corneificado ou queratinizado e dividida histologicamente nos estratos: basal,
espinhoso, lucido, granuloso e corneo (ZACHARY e MACGAVIN, 2012). O estrato
cérneo € caracterizado pela presenca de varias camadas de células queratinizadas
e achatadas denominadas cornedcitos. Abaixo do estrato corneo esta localizado o
estrato granuloso, porgcéo caracterizada pela presenga de granulos cerato-hialinos
biofilicos celulares (PAUL e SHARMA, 2015). O estrato espinhoso é formado por
células de formato cuboides achatados, unidas entre si por desmossomos, as pontes
de Schultz, e caracterizadas por apresentar o citoplasma repleto por filamentos de
queratina. O estrato basal € a porcdo mais interna da epiderme, € a area
responsavel principalmente pela constante renovagao da pele pois apresenta grande
quantidade de células-tronco e intensa atividade mitdtica (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013).

A derme € uma camada denominada conectiva, com funcéo de unir a pele ao
tecido subcutdneo, nesta camada estdo presentes os anexos cutdneos como
glandulas sebaceas e sudoriparas, foliculos pilosos, vasos sanguineos e linfaticos,
feixes nervosos e grande quantidade de células, como mastdcitos, linfocitos,
macréfagos e polimorfonucleares como neutréfilos entre outros (JUNQUEIRA e

22
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CARNEIRO, 2013). Anatomicamente a derme é dividida em duas camadas: a
camada papilar, que esta localizada na por¢ao superior da derme e € composta por
papilas de tecido conjuntivo frouxo, e a camada reticular, que esta localizada abaixo
da papilar e é composta principalmente por tecido conjuntivo denso (PAUL e
SHARMA, 2015).

A hipoderme é a porcédo mais interna da pele e tem como fungéo unir a derme
aos oOrgaos subjacentes como a camada muscular. A hipoderme € constituida
principalmente por tecido conjuntivo frouxo e apresenta uma variavel camada de
tecido adiposo denominado paniculo adiposo, que possui como fungdes a protegao
térmica e a reserva energética do organismo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013; LAI-
CHEONG e MACGRATH, 2017).

1.2 CICATRIZAGAO CUTANEA

A lesao tecidual € um processo onde ha a quebra da barreira fisiolégica dos
tecidos e inicio de uma ordenada cascata de eventos celulares, moleculares e
bioquimicos. O processo cicatricial tem como objetivo a formacédo de tecido com
estrutura e funcéo semelhantes a pele integra (KURACH et al., 2015).

O processo cicatricial pode ocorrer por primeira ou segunda intengcdo. A
cicatrizagao por primeira intengao ocorre quando as bordas da ferida estdo proximas
e bem cooptadas, fazendo com que ocorra rapida revitalizacdo e consequentemente
cicatrizagdo tecidual sem formagao tecidual exuberante (NOVAES et al., 2014;
SILVA et al., 2016). A cicatrizagdo por segunda intengdo ocorre quando ha grande
area de lesdao com importante perda tecidual, ndo havendo tecido suficiente para
aproximacao das bordas da ferida. Neste caso ocorre sintese de tecido conjuntivo
de forma aleatéria e desorganizada, que retarda a migragdo celular e
consequentemente a formagao de novo tecido com exuberante cicatriz (KURACH et
al., 2015).

Carrel (1910) descreveu o processo cicatricial pela primeira vez, dividindo-o
em cinco fases distintas: inflamacgao, proliferagado celular, formacdo de tecido de
granulagao, contragdo e remodelamento da ferida. Atualmente, destacam-se duas
classificagdes do processo cicatricial, a de Clark (2005), dividida em trés fases: fase
inflamatoria, fase proliferativa/granulacao, e fase de remodelamento/maturagéo, e a
de Brassolatti et al. (2016) que classificaram o processo cicatricial em quatro fases:

hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e remodelamento.
23
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2. CICATRIZAGAO

2.1 FASE INFLAMATORIA

A fase inflamatéria tem duragcdo de aproximadamente quatro dias, é
caracterizada por fendmenos vasculares e celulares, caracteristicos de inflamagao
aguda como dor, rubor, calor, tumor e perda funcional (OLIVEIRA e DIAS, 2012).

Quando o tecido € lesionado, ha extravasamento de sangue, que preenche a
lesdo com hemacias, plaquetas e fibrinogénio. O contato do sangue com as
membranas celulares faz a liberacdo de substancias vasoconstritoras como
tromboxano A2, serotonina e prostaglandinas, concomitantemente a ativagdo da
cascata de coagulacédo, que tem como funcdo a hemostasia. As plaquetas s&o
ativadas pelo contato com a matriz extracelular e se agregam as trombinas e ao
colageno para formar o coagulo, que age como tampao na contengao da hemorragia
local, auxilia como matriz provisoria para a migragéo celular, atua como reservatorio
de fatores de crescimento e protege a ferida da invasédo de possiveis patdgenos do
meio externo (TAZIMA et al., 2008; OLIVEIRA e DIAS, 2012).

Ao mesmo tempo que participam da hemostasia, as plaquetas liberam
inumeros mediadores quimicos. Apos serem degranuladas pela trombina, as
plaquetas liberam: fator de crescimento transformador beta (TGF- ), fator de
crescimento transformador alfa (TGF-a), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento derivado de fibroblastos (FGF), fator de crescimento
epidérmico (EGF) e fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (Quadro 1).
Todas essas substancias estimulam o aumento da permeabilidade vascular
associada a vasodilatagdo e migragdo de neutrofilos e mondcitos para a ferida
(MENDONGCA e COUTINHO-NETTO, 2009).

Os neutrofilos sao as primeiras células a chegar ao local da lesdo, tendo sua
maior concentragdo 24 horas apos a lesdo. Os neutréfilos migram para ferida
aderindo ao endotélio vascular mediante ligagdo com as selectinas, ou pela agao de
proteases que agem diretamente sobre o endotélio vascular. Os neutréfilos tém
como fungdes: fagocitar microrganismos, remover restos celulares e degradar
macromoléculas do sitio de lesdo por meio da liberagcdo de proteases e espécies
reativas de oxigénio (LAUREANO e RODRIGUES, 2011).
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Quadro 1. Fungéo e origem dos fatores de crescimento da cicatrizagéo cutanea.

Nome Funcéo Origem
Fator de crescimento de | Proliferacdo de fibroblasto e | Mondcitos, neutréfilos e linfécitos
transformacéo alfa quimiotaxia de  neutrdfilos e

mondcitos

Fator de transformacgéo alfa (TGF- | Proliferagéo celular Matriz extracelular
a)
Fator de transformacado beta (TGF- | Plaquetas e a matriz extracelular Proliferagéo fibroblastica e formagao
B) do tecido de granulagéao
Fator de crescimento derivado de | Plaquetas Quimiotaxia para neutrdfilos,
plaquetas (PDGF) monacitos e fibroblastos
Fator de crescimento do endotélio | Queratinécitos e macréfagos Angiogénese e a proliferacdo de
vascular (VEGF) células endoteliais

Fonte: Campos et al., 2007

A migragdo dos monocitos, precursores dos macrofagos, tem inicio entre
dois a quatro dias apds a lesdo, e sédo estimulados pelas mesmas citocinas que os
neutréfilos, porém tem seu efeito prolongado pela agdo da quimiocina dos
monaocitos-1 e da proteina inflamatéria dos macréfagos-1. A principal fungdo dos
macrofagos € a limpeza local e secregao de fatores de crescimento, como PDGF,
TGF-a, TGF-B, VEGF e FGF, que auxiliam principalmente na neoangiogénese,
fibroplastia e sintese de matriz extracelular. O aumento de concentracédo e atuacao
dos macréfagos caracteriza o fim da fase inflamatoéria e o inicio da fase proliferativa
(ZACHARY e MACGAVIN, 2012).

2.2 FASE PROLIFERATIVA

A fase proliferativa inicia-se a partir do quarto dia de lesdo e estende-se
durante aproximadamente dez dias. Esta fase tem como objetivo a formagao de uma
nova barreira (reepitelizagdo), formagdo de novos vasos sanguineos
(neoangiogénese) e reestruturacédo da integridade da derme (fibroplastia) (SIEFERT
e SARKAR, 2012).

A reepitelizagcdo tem o objetivo de reestabelecer a integridade da epiderme
lesionada. Nesta fase ocorre a migracdo de queratindcitos, formagao de novo
epitélio e estruturacdo da membrana basal. A migracdo dos queratindcitos ocorre
primeiramente com a alterac&do estrutural das células que se alongam e perdem o
contato célula-célula e célula-matriz, em seguida ha retracdo dos filamentos
intracelulares e formagao dos filamentos de actina. A migracdo € estimulada
principalmente pelos receptores de integrinas presentes nos queratindcitos, pela
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metaloproteinases produzidas pelos préoprios queratindcitos em migragdo e pela
matriz proviséria (LAUREANO e RODRIGUES, 2011).

ApOs a migragdo, a reepitelizacdo ocorre pela ligagdo das células ao
substrato presente na matriz, e pela presenca de fatores de crescimento de
hepatacitos (HGF), fator de crescimento dos queratinécitos (KGF) e pelos receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) associados a presencga de
campo elétrico sobre a ferida, originada pelas moléculas de sinalizagdo celular
(BROUGHTON et al., 2006; RAINKE e SORG, 2012).

Os fatores de crescimento dos hepatdcitos atuam na proliferagdo de
queratindcitos, enquanto as citocinas pro-inflamatérias estimulam as PPARs, que
diminuem a apoptose local e estimulam os queratindcitos. O campo elétrico atua
sobre os queratinocitos fazendo com que os mesmos se dirijam para as margens da
ferida onde ocorre a maior diferenciagdo celular (BROUGHTON et al., 2006;
OLIVEIRA e DIAS, 2012).

A neoangiogénese é essencial para o processo cicatricial, que depende de
adequado suprimento de oxigénio e nutrientes. A formagdo de novos vasos
sanguineos é estimulada principalmente por macrofagos que secretam VEGF,
principalmente em locais onde ha baixa presséo de oxigénio e pH acido (SIEFERT e
SARKAR, 2012). A ativac&o das citocinas que influenciam a neoangiogénese fazem
com que ocorra a clivagem do plasminogénio e da pro-colagenase em plasmina e
colagenase, substéncias que tém como fungdo a degradacédo dos capilares para
serem preenchidos por células endoteliais da derme adjacente a ferida, desta
maneira ocorre o crescimento da rede capilar sobre o tecido de granulagao livre,
formando o plexo capilar superficial e eficiente (ZACHARY e MCGAVIN, 2012).

A fibroplasia é caracterizada pela acao e proliferacdo dos fibroblastos e
consequente sintese de colageno. A migragao fibroblastica ocorre pela atuagao das
quimiocinas FGF, TGF-3, PDGF, IL-13 e PDFG que faz com que os fibroblastos
saiam do estado de quiescéncia e migrem para a ferida e sua proliferagao é
mediada pelos fatores de crescimento PDGF, EGF, TGF-$, FGF e as citocinas IL-1 e
TNF (KUMAR et al., 2015). O TGF- B e o PDGF estimulam a diferenciagdo dos
fibroblastos em miofibroblastos, células com grande capacidade de contragao,
expansao e movimentacdo pela ferida e com funcdo de retragdo das bordas da
ferida (KIERSZENBAUM, 2004; QING, 2017).
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O colageno € a proteina mais abundante no tecido conectivo durante a
cicatrizacdo. Sua deposicao confere a ferida a resisténcia necessaria para que nao
haja novas rupturas do tecido cutédneo. Primeiramente ocorre deposicdo de grande
quantidade de colageno tipo lll, secretada pelos fibroblastos, que ocorre de maneira
desorganizada e aleatéria seguindo as orientagdes da fibronectina. Com a evolugéo
do processo cicatricial o colageno desorganizado € digerido pela acédo da
colagenase e ressintetizado na forma de colageno tipo I, obedecendo a organizagéo
das fibras do tecido conjuntivo, provendo a ferida grande resisténcia mecénica
(CAMPOS et al., 200; OLIVEIRA e DIAS, 2012).

O colageno € uma proteina de alto peso molecular, composta principalmente
por glicina, prolina, hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina. Organizado em longas
cadeias de trés feixes polipeptidicos em forma de hélice, esse arranjo confere ao
colageno grande forca ténsil, sendo esta sua principal fungdo na cicatriz. Na derme
existem duas formas de colageno, os tipos | e lll, que correspondem a 80% e 20%
respectivamente do total dessa proteina. Na ferida ha maior quantidade de colageno
tipo Ill, de feixes finos e desorganizados que atuam junto aos miofibroblastos na
contracdo da ferida. O término desta fase € caracterizado pelo inicio da formagao do
tecido de granulagdo (CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA e DIAS, 2012).

2.3 REMODELAMENTO

A fase de remodelamento é caracterizada pela diminuigdo da atividade
celular e vascular e deposigéo e organizagédo do colageno associado a deposi¢ao de
novos elementos na matriz extracelular (MEC). Inicialmente, ocorre deposi¢ao de
fibronectina, colageno, acido hialurénico e proteoglicanos na derme. No tecido de
granulagao o colageno tipo lll vai sendo substituido por fibras largas e organizadas
de colageno tipo |, mais resistente em relagdo as do tipo Ill, em um lento processo
que pode se estender por anos. Com aproximadamente um més apds a lesao, a
forgca ténsil da cicatriz corresponde a aproximadamente 40% da pele integra, apos
um ano a forga ténsil pode chegar a 70%. Essa substituicdo ocorre pela secregéao de
colagenases de fibroblastos e leucocitos. O processo cicatricial é efetivo quando ha
maior deposigdo da nova matriz no sitio de lesdo, porém a for¢a ténsil jamais
retornara a 100%, atingindo aproximadamente 80% da forga original ap6s um ano de
lesdo (SINGH et al., 2017).
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3 MEMBRAMAS BIOATIVAS A BASE DE CELULOSE

3.1 CELULOSE

Nos ultimos anos polimeros naturais tém despertado grande interesse médico
por apresentarem propriedades superiores aos polimeros sintéticos. Por estarem
naturalmente presentes em organismos vivos, polimeros naturais como quitosana,
amido, colageno e celulose vém sendo amplamente utilizados na biomedicina, por
apresentarem boas propriedades adaptativas aos tecidos onde s&o aplicados com
minima reagao e boa integracdo (RAJWADE et al., 2015).

A celulose € um dos biopolimeros mais abundantes e sdo encontrados na
natureza em plantas, madeira, algoddao e em derivados vegetais. A celulose foi
descrita pela primeira vez pelo quimico francés Ansolme Payen em 1838. A celulose
€ composta por cadeias lineares n&o ramificadas, formadas por ligagcées B-1,4-
glicosidicas com unidade estrutural de celobiose, composta por duas moléculas de
glicose (SHEYKHNAZARI et al., 2011).

3.2 CURATIVOS PASSIVOS E MEMBRANAS BIOATIVAS

Com o envelhecimento da populagdo humana e o grande aumento de
doengas cronicas como diabetes, os gastos com o tratamento de feridas crénicas
tém aumentado significativamente. Nos Estados Unidos por exemplo, estima-se
gastos anuais de aproximadamente 50 bilhdes de dolares, afetando cerca de 2% da
sua populagdo, ou seja, 6,5 milhdes de pessoas (JUNG et al., 2016). No Brasil
estima-se que aproximadamente 4 milhdes de pessoas sdo acometidas por feridas
cronicas sendo a diabetes a principal (SOUZA et al., 2013; CAMPOI et al., 2019).

Curativos topicos tém sido amplamente utilizados no tratamento de ferimentos
cutaneos. Materiais como gaze e algodao foram amplamente usados para promover
protecao fisica, absorver a exsudacao e prevenir a infec¢ao bacteriana e acreditava-
se ser esse 0 caminho para uma boa cicatrizacdo. Com o desenvolvimento de novas
tecnologias, o curativo topico deve prover um microambiente ideal a ferida,
estimulando assim, a rapida revitalizagcao e cicatrizacdo dos tecidos lesionados. O
curativo ideal deve prover isolamento térmico e biocompatibilidade, manter a
hidratagdo da ferida, cobrir a ferida de maneira anatémica, absorver a exsudacao,
permitir a troca de gases na ferida, ter facil aplicagcéo e evitar infecgées secundarias

(ABRIGO et al., 2014).
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Van Der Pol et al. (2016) demonstraram a necessidade da pele apresentar
permeabilidade a agua, porém, uma pele com lesdo pode apresentar evaporagéo 20
vezes maior que pele integra, quando exposta diretamente ao ambiente e
apresentar maior quantidade de patdégenos aprisionados na crosta, podendo levar a
desidratacdo e maior chance de infecgdo secundaria. Winter (2006) relatou que a
mobilidade celular pode ser até trés vezes maior em ferida com adequada
hidratacdo, quando comparada a feridas ressecadas, porém, o excesso de
exsudacdo pode resultar em maceragdo dos tecidos e infecgdes secundarias.
Portanto, a cicatrizagao ideal esta diretamente relacionada a umidade balanceada
da ferida (McCOLL et al., 2007).

Ha uma grande variedade de curativos que podem ser encontrados na forma
de gel, hidrogel, filme, esponja e compostos de polimeros sintéticos e/ou naturais
(MORAES et al., 2016). Objetiva-se a utilizagcdo de materiais que apos implantados
apresentem respostas imunolégicas minimas, sendo este o principal desafio na
utilizacdo de polimeros sintéticos. A utilizagdo de curativos a base de polimeros
naturais tem demonstrado efeito promissor quando utilizados de maneira tépica por
apresentarem boa biocompatibilidade, biodegradabilidade, nao interferindo de
maneira maléfica sobre o processo cicatricial e com o beneficio de apds aplicado,
serem gradativamente absorvidos ou descolados da ferida, restando apenas a
cicatriz natural e saudavel (BAE et al., 2012).

3.3 CELULOSE BACTERIANA

A celulose bacteriana foi sintetizada pela primeira vez por Brown em 1886
com o uso da bactéria Acetobacter xylinum. A celulose bacteriana (CB) apresenta
eficiente arranjo espacial em 3D, o que da a ela caracteristicas fisicas unicas (Ul-
ISLAM et al.,, 2012). A celulose bacteriana apresenta uma rede de nanofibrilas
dispostas de maneira aleatodria, livres de lignina e hemicelulose, com porosidades
com diametro entre 1,0 e 3,5 um e uma rede molecular com forte interacdo entre os
grupos hidroxila e pontes de hidrogénio, que permite a confecgéo de finas folhas de
celulose com grande resisténcia mecénica, grande area de superficie e alta
porosidade, cristalinidade, flexibilidade, propriedades hidrofilicas, permeabilidade a
gases e biocompatibilidade aos tecidos vivos com boa adesao celular (SHAH et al.,
2013). Por apresentar caracteristicas unicas, a celulose bacteriana vem sendo

amplamente utilizada em areas da biomedicina como na producao de pele artificial,
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vasos sanguineos artificiais, curativos topicos em casos de queimaduras e em
ulceras cronicas (KUCINSKA-LIPKA et al., 2015).

O primeiro relato de membrana de CB como curativo topico foi realizado por
Fontana et al. (1990). Desde entdo, de forma gradativa, as membranas de CB veem
sendo utilizadas em lesdes abrasivas, ulceras de pressdo, queimaduras, lesdes
vasculares isquémicas, feridas diabéticas, e em locais doadores de enxertos
cuténeos entre outros usos (KOWALSKA-LUDWICKA et al., 2013).

As membranas podem reduzir o potencial de contaminacdo se nelas forem
incorporados principios ativos como antibiéticos, antissépticos, anti-inflamatérios e
fitoterapicos como a caléndula, entre outras substéncias, que vao sendo liberadas
gradativamente na ferida. O uso de tais principios pode inclusive acelerar a
cicatrizagdo (BARUD et al., 2013).

Legeza et al. (2004) impregnaram a membrana superoxido de dismutase para
utilizacdo em pacientes com queimaduras, tendo como resultado menor tempo de
cicatrizagao.

Chiechanska (2004) e Czaja et al. (2007) demonstraram que a membrana de
CB associada a quitosana apresenta propriedade de liberagdo lenta da agua da
membrana, evitando desta maneira o ressecamento da ferida durante o processo
cicatricial e Lin et al. (2013) demonstraram que a mesma associagdo apresentou
menor tempo de cicatrizagcdo em feridas cutdneas em ratos, quando comparada a
membranas de CB pura.

Saibuatong e Phisalaphong (2010) incorporaram gel de Aloe vera 30% a
membrana e obtiveram maior resisténcia, cristalinidade, permeabilidade ao vapor e
capacidade de absor¢do de agua da membrana em comparagado a membrana de CB
pura.

Barud et al. (2013) sintetizou membrana de CB associada a propolis obtendo
bons resultados principalmente em feridas contaminadas.

Os resultados clinicos associados ao menor tempo de cicatrizagao das feridas
e menor dor relatadas pelos pacientes, estdo no fato da membrana prover ambiente
ideal para cicatrizagdo associado a menor inflamacgéao local (BARUD et al., 2016).

Por necessitar de tecnologia e grandes laboratorios, a produgdo e
manipulagdo dos curativos & base de CB apresentam alto custo (KUCINSKA-LIPKA
et al., 2015); por esse motivo tem-se estudado formas alternativas de obtencdo de

celulose como a celulose de origem vegetal que esta presente em grande
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abundéancia e pode ser purificada em grandes quantidades por meio de processos

quimicos.

3.4 CELULOSE VEGETAL

A celulose vegetal (CV) € um dos mais abundantes polimeros naturais
presentes na natureza, podendo ser obtido em madeira, plantas, residuos da
agricultura e algas. Por estar presente em grande abundéancia, a CV pode ser
extraida em grandes quantidades na sua forma bruta, sendo um material
amplamente utilizado na medicina na forma de algoddao (ABRIGO, 2014). Por
apresentar grande quantidade de lignina e hemicelulose, a CV precisa ser purificada
por meio de processos quimicos e/ou mecanicos. A CV pura possui caracteristicas
fisicas e moleculares semelhantes a da CB, sendo composta por uma rede de
nanofibras, dando ao material rigidez e superficie lisa com didametro das fibras
inferiores a 20 nm (CHINGA-CARRASCO e SYVERUD, 2014). Essa conformagao
permite a manipulacdo e a fabricagdo de filmes/membranas (FUKUZUMI et al.,
2009), hidrogeéis e aerogeéis hidrofilicos de alta porosidade (CHINGA-CARRASCO e
SYVERUD, 2014). Por ser um polimero natural, atéxico, renovavel, proveniente de
fonte abundante e sustentavel, a CV se enquadra como material economicamente
viavel para ser utilizado como método de curativo a ser usado especialmente em
doencgas crénicas, que sdo cada vez mais volumosas, a um baixo custo de produgao
quando comparado a produgao da celulose bacteriana (BASU et al., 2018). Estudo
realizado por NORDLI et al. (2016) demonstrou que as membranas compostas por
CV nao apresentam toxicidade a linhagens celulares como queratindcitos e
fibroblastos, demonstrando o potencial deste material em curativos tépicos.

A CV e a CB devido a similaridade molecular, apresentam as seguintes
semelhancgas: capacidade de absorcédo de exsudatos; maleabilidade; baixa resposta
imunogénica; permeabilidade a gases e inibicdo de crescimento bacteriano quando
associadas a alguns principios ativos (CHINGA-CARRASCO e SYVERUD, 2014;
REES, 2015; POWEL, 2016).

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral
O objetivo deste estudo é avaliar a eficacia e biosseguranga do emprego de

membranas de CV sobre a cicatrizagao de feridas cirurgicas em ratos Wistar.
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4.2 Objetivos especificos

- Observar os aspectos estruturais macro e microscépicos das feridas, apds o uso de
membranas de CV até sua degradacéo.

- Determinar o tempo de biodegradabilidade da membrana;

- Avaliar a reagéo imunologica local apds implantagdo da membrana de CV no tecido
subcutaneo;

- Observar se a CV é capaz de causar alteragdes metabdlicas téxicas (renais e
hepaticas) séricas;

- Observar se durante o uso da membrana de CV ha reducdo no tempo de

cicatrizagao.

4.3 Hipoteses

- A membrana de CV induz melhor atividade cicatricial comparada a membrana de
CB e a cicatrizacido espontanea;

- A membrana de CV nao produz toxicidade renal ou hepatica ao organismo, nem
induz reagdo imunoldgica local ao implante subcutaneo;

- A membrana de CV apresenta boa degradabilidade quando aplicada de maneira
cuténea;

- A membrana de CV é segura e eficaz quando utilizada em feridas cutaneas.
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CAPIiTULO 2

RETRAGAO CICATRICIAL E ATOXIDADE DE MEMBRANAS DE
NANOCELULOSE VEGETAL

1. INTRODUGCAO

O tratamento de feridas cutdneas é descrito desde os tempos remotos. No
Egito antigo eram realizados procedimentos como limpeza, aproximagao de bordas
bem como a utilizagdo de unguentos e Oleos sobre a lesdo com objetivo de
aceleracéo cicatricial (SISPOS et al., 2004).

O processo cicatricial € uma complexa série de eventos que envolvem a
interagdo entre sistemas celulares e bioquimicos com o objetivo de restaurar a
integridade da pele (THAKARE, 2011). Atualmente na area médica ha uma grande
demanda por tratamentos, em que sao necessarios 0 uso de pele artificial ou
membranas/curativos topicos, para pacientes vitimas de queimaduras graves,
feridas cronicas ou outras causas que necessitem de reparacdo cutanea extensa
(ANDREAU et al., 2015).

Curativos tradicionalmente utilizados como gaze a base de algoddo, quando
aplicados diretamente sobre a ferida, podem aderir a lesdo, o que leva ao
debridamento da ferida no momento da troca de curativos, causando dor e retardo
cicatricial. O curativo ideal deve possuir capacidade de absor¢cao de exsudato, facil
aplicacdo, boa degradabilidade, permeabilidade a gases e boa compatibilidade ao
tecido onde é aplicado n&o causando reagao imunogénica (LAGANA e ANDERSON,
2010).

Uma grande quantidade de polimeros naturais foi utilizada para confecgéo de
curativos topicos. A celulose tem sido amplamente utilizada por apresentar
caracteristicas fisicas unicas, e ainda poder ser associada a componentes que
melhoram o processo cicatricial como 6leos essenciais, sais de prata, antissépticos
entre outros (SULAEVA et al., 2015).

A celulose € um polimero natural encontrado em grande abundéncia na
natureza. Atualmente, € o principal composto utilizado para a producdo de
membranas regeneradoras porosas (SULAEVA et al., 2015). A celulose pode ser
obtida por fermentacao bacteriana e é caracterizada por formar-se de uma rede de
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nanofibrilas que conferem a ela resisténcia mecanica, alta porosidade, capacidade
absortiva, cristalinidade, maleabilidade, resisténcia térmica, e por esse motivo a
celulose é amplamente utilizada na engenharia de tecidos (UI-ISLAM et al., 2012),
com bons resultados cicatriciais quando comparados aos métodos convencionais de
curativos (FU et al.,, 2012). Além de prover ambiente favoravel a cicatrizagédo, a
celulose bacteriana permite a incorporagao de principios ativos como gel de Aloe
vera (SAIBUATONG e PHISALAPHONG, 2010), quitosana e alginato (CHANG e
CHEN, 2016), antibicticos (VOLOVA et al., 2018), particulas de prata (TABAIl e
EMTIAZI, 2018) entre outros, com o objetivo de potencializar o efeito cicatricial e
reduzir as possibilidades de complicagbes secundarias de uma ferida. No entanto,
devido ao alto custo e ao grande tempo de produgdo necessarios para obtencéo da
celulose bacteriana (CB), outras fontes de celulose tém sido estudadas, sendo a
celulose vegetal (CV) uma boa opgéo por ser uma fonte renovavel e com grande
disponibilidade na natureza (SINGLA et al., 2017).

A celulose de origem vegetal € o componente organico mais abundante no
meio ambiente (TRIVEDI e FARDIM, 2019), com estimativa de produ¢gdo mundial
anual de 7,5 x10"'° toneladas por ano (LEGOWSKI e BONFATI, 2019).

A celulose de origem vegetal apresenta grande semelhangca a CB, porém
para ser obtida na sua forma pura, sem a presenga de hemicelulose, pectina, e
outras impurezas, sao necessarios processos quimicos de purificagdo. Na forma
pura a CV apresenta uma conformacao tridimensional de nanofibrilas e propriedades
semelhantes a CB como caracteristicas hidrofilicas, maleabilidade, porosidade, e
possibilidade de ser fabricada na forma de filme, gel e hidrogel. A CV nao apresenta
toxicidade as linhagens celulares cutaneas (NORDLI, 2016), apresenta bons
resultados no auxilio a cicatrizagdo de feridas cutaneas (CHINGA-CARRASCO e
SYVERUD, 2014), apresenta efeitos inibitorios no crescimento bacteriano (POWELL
et al., 2016) e suporta incorporagdo de principios ativos como alginato (DORADO,
2019) e Oleo essencial de caléndula (MASSA, 2018).

O termo nanocelulose refere-se a componentes com escala de tamanho
nanométrica (LENGOWSKI, 2019), com fibras com tamanho inferior a 100 nm. Essa
estrutura confere ao material caracteristicas de maior densidade, maior area de

contato, maior resisténcia e rigidez quando comparada a fibra de celulose integra.
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O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade de retragao cicatricial
cutdnea in vivo e a seguranga ao uso topico e interno de uma membrana de

nanocelulose vegetal.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MEMBRANA DE NANOCELULOSE E CARACTERIZAGAO

A membrana de nanocelulose vegetal foi desenvolvida e produzida no
Laboratério da Madeira da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA FLORESTA, local ?), tendo como fonte de celulose o pinheiro Pinus sp.
A membrana de nanocelulose vegetal foi produzida por Claro (2017), que utilizou a
polpa branqueada da madeira do Pinus sp, obtida pelo processo Kraft. O processo
consistiu na homogeneizagdo do material em liquidificador laboratorial para
formacgao de pasta com 3% de base seca que foi centrifugada em moinho (modelo
Super Masscoloider Masuko Sangyo), sob rotagdo de 1500 rpm e 20 passes para a

formacéao da suspensao em gel de nanofribilas de celulose (Figura 1).

Figura 1. Imagem fotografica do moinho Masscoloider Masuko Sngyo (A), em funcionamento (B), e
do disco de pedra rotativo necessario para o preparo de celulose nanofibrilada (C). Fonte: Claro,
2017.

Para a produgdo de membranas na gramatura de 20 a 60 g/m?, foram
considerados 0,0294 m? de area total para cada filme. As suspensdes foram diluidas
em agua destilada de at¢é 3 x 10°% g.mL"', seguidas de agitagdo por
aproximadamente um minuto para completar a homogeneizagdo. Logo apos, foi

realizada a filtragdo da suspensdo em membrana de nylon de 22 ym em peneira de
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60 mesh e prensada com placa de vidro, que foi submetida a temperatura de 60°C
por 24 horas.

A membrana foi caracterizada por microscopia eletrénica (Figura 2); analise
térmica por termogravimetria para avaliagdo da resisténcia da membrana quando
exposta a altas temperatura, resisténcia mecanica com auxilio de um dinamémetro,
por ensaio a tragcdo e arrebentamento; espessura por micrometria; capacidade
absortiva pelo método de Cobb e permeabilidade de gases pelo método de Gurley,
sendo todos os testes realizados no Laboratério de Polpa e Papel da Universidade
Federal do Parana e descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Testes fisicos da membrana-base de celulose vegetal.

Espessura Gramatura Resisténcia a Degradacgao Cobb (g.m-2) Gurley
(um) (g.m-2) tracdo (MPa) térmica (TGA) (s.100cm3)
45+ 3 402 47 +6 284 a 382 °C 63+9 0

Fonte: Claro, 2017.

A analise morfolégica da membrana foi realizada por meio de microscopia por
varredura. As imagens demonstraram que a membrana apresenta superficie

uniforme, ndo porosa e compacta (Figura 2).

Figura 2 — Microscopia eletrénica do filme de nanocelulose de Pinus sp (membrana base). umento

de 500x (A), e aumento de 10.000x (B).
Fonte: Claro, 2017.

2.2 EXPERIMENTAGAO ANIMAL

O experimento foi realizado apés a aprovagdo do Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR) sob o
protocolo 01117 (Anexo 1). Todos os procedimentos anestésicos e cirurgicos foram
realizados por médicos veterinarios no laboratério de técnica operatéria da PUCPR.
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Foram utilizados 117 ratos Wistar, machos, com 6 a 8 semanas de idade e
peso de aproximadamente 300g, provenientes do biotério da PUCPR. Os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura e luminosidade controlados, em
gaiolas individuais, forradas com maravalha que era trocada diariamente e com
fornecimento de agua e racéo apropriada ad libitum.

A identificagdo de cada animal foi realizada por crachas e os grupos foram
identificados com cores de crachas distintas. As Unicas pessoas com acesso aos
animais eram os envolvidos no experimento e os funcionarios do biotério.

As feridas cirurgicas foram induzidas por procedimento cirurgico antecedido
por anestesia com associagdo de cloridrato de cetamina 10% na dose 60mg/kg e
cloridrato de xilazina 2% na dose 8mg/kg, administrados por via intramuscular. Apos
ampla tricotomia envolvendo toda regido dorsal do animal, foi realizada antissepsia
com iodopolividona tépico 10% (Rioquimica®). Na regido cervical caudal e entre as
escapulas, foi produzida les&o circular, com tesoura cirurgica, com diametro de 3cm
e area total de 7,06cm?, onde foi removida pele até o limite da fascia muscular
(Figura 3).

Antes de ser aplicada, a membrana foi esterilizada por meio do processo de
autoclavagem a temperatura de 120°C por periodo de 40 minutos, em envelope
proprio para esterilizacao.

Dos 117 animais avaliados, 108 foram separados aleatoriamente em trés
grupos com 36 animais em cada. O Grupo Controle Negativo (GC-) — ndo recebeu
nenhum tratamento topico, sendo observada a cicatrizagcdo esponténea da ferida
cutanea; o Grupo Controle Positivo (GC+) — recebeu a aplicagdo de membrana de
CB (MEMBRACEL®) sobre a ferida (Figura 4) e o Grupo Tratamento (GT) — recebeu
a aplicagdo de membrana de CV sobre a ferida cutédnea (Figura 5).
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Figura 3. Les&o cutanea circular de 3cm de didmetro em rato Wistar.

\

Figura 4. Aspecto da membrana de celulose bacteriana (Membracel®) (A). A imagem (B) refere-se a
membrana aplicada sobre a lesdo cutdnea em rato Wistar.

ANALY 3 414
Figura 5. Aspecto da membrana d vegetal (A). A imagem (B) refere-se a membrana
aplicada sobre a lesdo cutanea em rato Wistar.

Outros nove animais formaram o Grupo Membrana Subcutaneo (GMS). Neles
foi realizada incisdo em formato de L, com auxilio de um bisturi, no mesmo local da
lesdo cutdnea dos outros grupos. Logo abaixo da incisdo (regido subcutanea) foi
implantado um disco da membrana de CV com 0,5 cm de diametro (Figura 6). Apés
trés semanas os animais foram submetidos a eutanasia e o segmento de pele foi
removido para analise histopatolégica. Durante trés semanas, foram observadas
reagdes cutaneas quanto a eritema, dor, prurido ou granulomas cutaneos e
fistulizacao caracteristicas de reacao do tipo corpo estranho.

Apds a realizagdo dos procedimentos cirurgicos, todos os animais foram
medicados com antibidtico terapia profilatica com enrofloxacina na dose de 5mg/kg e
analgesia com cloridrato de tramadol 3mg/kg, ambos administrados por via
subcutdnea a cada 12 horas por trés dias consecutivos, e caso fosse percebido
mudanga de comportamento como perda de apetite, desconforto local, agitagao ou

apatia, era realizada analgesia de resgate.
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Figura 6. Implantacdo do disco da membrana de celulose vegetal no tecido celular subcutédneo de
rato Wistar.

Nos grupos GC-, GC+ e GT foi utilizado como curativo gaze estéril e faixa
(atadura creponada) ndo compressiva ao redor do térax, durante dois dias para
permitir protecdo e aderéncia das membranas de CB e CV sobre as feridas
cutaneas. Apds este periodo os animais foram mantidos sem curativos para as

aferigbes das feridas em tempos distintos.

2.3 AVALIAGAO DA RETRAGAO CICATRICIAL

Todos os animais dos grupos GC-; GC+ e GT foram fotografados nos dias 4,
7, 11 e 14 dias, sendo nove de cada grupo, em cada tempo.

As imagens fotograficas serviram para a realizagdo de medidas das areas da
lesdo e calculo da area de retracdo da ferida, expressa em porcentagem, pela
féormula apresentada na Figura 7. As areas das lesdes foram calculadas pelo
programa IMAGE J 1.51K (Figura 8). Para realizagdo das fotografias todos os
animais foram sedados com Isofluorano (Cristalia ®) em campénula, e as fotos
obtidas, com o auxilio de um tripé préprio para fotografia, que mantinha a camera a
15 cm de distancia da superficie dorsal do animal. As avaliagbes foram as cegas,
medidas em centimetros, com escala em régua, sendo a régua posicionada ao lado

da ferida, na mesma distancia entre a ferida e a camera.

Figura 7. Férmula utilizada para calculo da area de retragdo da ferida expressa em porcentagem,
onde Ao corresponde a area inicial da ferida e At corresponde @ area no momento da aferigéo.

Area de retragdo (%) = (A0 — At) x 100
A0
Fonte: SINGLA et al., (2017).
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Figura 8 — Planimetria em programa de imagem IMAGE J 1.51K, para analise da retragéo cicatricial
das feridas cutédneas em ratos Wistar.

2.4 AVALIAGAO HISTOLOGICA

Animais de todos os grupos foram submetidos a eutanasia por meio de super
dosagem (5x o valor terapéutico do anestésico) da associagcdo do cloridrato de
xilazina e cetamina por via intramuscular e administragdo de 5mL de cloreto de
potassio a 10%, por via intracardiaca. Apdés a remogéo dos fragmentos de pele, as
amostras foram mantidas em formol tamponado a 10% e encaminhadas para a
analise histologica.

Para confecgdo das preparagbes histolégicas as amostram foram clivadas,
emblocadas em parafina e seccionadas em micrétomo (Micron HM 325- ZEISS-
Brasil) rotativo com navalhas descartaveis (Leica 818 — Alemanha) com secgdes de
4um de espessura. Cada amostra gerou trés ldminas, as quais foram coradas com
Hematoxilina e Eosina para avaliagdo histolégica, com Tricrémio de Mallory para
avaliacdo qualitativa e quantitativa de colageno, e coloragdo de Sirius Red para
analise quantitativa de colageno tipos | e lll. As analises de colageno serviram para
avaliacao de sua proliferacdo e maturagao, caracteristicas da fase de fibroplasia.

As laminas também foram analisadas as cegas por médico veterinario
patologista, membro da Associacdo Brasileira de Patologia Veterinaria, que
desconhecia a formag&o dos grupos experimentais. Foram utilizados escores
previamente descritos na literatura para inflamagdo (Quadro 1), angiogénese

(Quadro 2) e fibras colagenas (Quadro 3).
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Quadro 1. Descrigéo do escore e das caracteristicas citolégicas e histoldgicas analisadas em relagéo a
inflamacéo

ESCORE DESCRICAO HISTOLOGICA

GRAU 1 Inflamagdo aguda (formagcdo da membrana
piogénica).

GRAU 2 Predominio de inflamagdo aguda difusa

(predominio de tecido de granulagéo)

GRAU 3 Predominio de inflamacdo crénica (inicio da

proliferagao fibroblastica).

GRAU 4 Cicatrizagdo (desaparecimento de sinais de

inflamagao com células redondas ocasionais).

Fonte: Cotran et al. (2000).

Quadro 2. Descrigdo do escore e das caracteristicas histologicas analisadas em relagdo a
angiogénese.

ESCORE DESCRIGAO HISTOLOGICA

Grau 1 Quantidade de neovasos menor no tecido cicatricial que vista no

tecido saudavel adjacente

Grau 2 Quantidade similar de neovasos em ambos os tecidos.

Grau 3 Quantidade de neovasos maior no tecido cicatricial que a observada

no tecido adjacente.

Fonte: Garcia (2009).

Quadro 3. Descrigao do escore e das caracteristicas histologicas analisadas em relagéo as fibras de
colageno.

ESCORE DESCRIGAO HISTOLOGICA

GRAU 1 Discreta coloracao de Tricrdmio de Mallory quando

comparada ao tecido saudavel adjacente.

GRAU 2 Coloragao de Tricromio de Mallory com intensidade

semelhante ao tecido adjacente.

GRAU 3 Coloragao de Tricromio de Mallory com intensidade

maior que o tecido adjacente saudavel.

Fonte: Garcia (2009).

2.5 AVALIAGAO DA AREA DE COLAGENO

Para quantificagdo da area de colageno foram utilizadas as laminas com
coloracédo de Tricrdmio de Mallory. A area foi quantificada com o uso do programa
Image-Pro Plus 4.5.0.29. Por meio da marcagdo de cores predefinidas pelo
pesquisador, o programa fez a contagem de pixels da cor pré-determinada e
expressa a area desta cor em micrometros quadrados. A contagem da area foi
realizada em cinco campos microscopicos, da regido subcutanea da area central da

ferida, observada no aumento de 20x (Figura 9).
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Figura 9 — Fotomicrografia de corte transversal de cicatriz cutanea em rato Wistar. Nota-se o
colageno sendo corado em azul claro. Coloragéo Tricromio de Mallory (Objetiva 20x).

Para fazer a diferenciagdo dos colagenos tipo | e tipo Il nas amostras, foi
usada a coloragdo de Sirius Red; ela permite que o colageno tipo | fique de
coloracdo vermelha sob luz polarizada, enquanto o colageno tipo Il fica de
coloracédo verde. Usando o programa Image-Pro Plus 4.5.0.29, foi possivel
contabilizar as areas de colageno tipo | e tipo Ill nas amostras (Figura 10). A
contagem foi realizada em trés campos distintos da regido subcutédnea central da
ferida, observada no aumento de 20x.

Figura 10 — Fotomicrografia de cicatriz cutdnea em rato Wistar. Sob luz polarizada e coloragdo de
Sirius Red é possivel observar fibras de colageno tipo | (cor vermelha) e tipo Ill (cor verde). Objetiva
20x

2.6 AVALIAGAO CELULAR ESPECIFICA
Foram contados em numeros absolutos o numero de macrofagos, neutrofilos,
fibroblastos e vasos sanguineos, em 10 campos da regido abaixo da ferida, com

objetiva 20x, das laminas coradas com hematoxilina e eosina.

48



O 0 9 N U kW N -

—
S

—_ =
N =

2.7 AVALIAGAO IMUNO-HISTOQUIMICA

Para a montagem das laminas para avaliagcdo imuno-histoquimica foram
coletadas as areas centrais de oito feridas de cada grupo nos diferentes tempos,
totalizando 96 amostras. As laminas foram montadas utilizando o método de tissue
microarray (TMA) constituidas por 20 amostras por laminas. As amostras foram
submetidas a rea¢ao de imuno-histoquimica com o anticorpo antifator VIII ou fator de
Von Williebrand, um marcador com alta especificidade para tecido vascular, sendo
utilizado para quantificagdo da proliferagdo vascular. Para avaliagdo da area corada
pela reagao, foi utilizado o programa Image-Pro Plus 4.5.0.29, onde os pixels da
coloracdo caracteristica da reagcdo (cor marrom) foram totalizados, e os valores

expressos em micrometros quadrados (Figura 11).

LdVImdy . ' b ? _
Figura 11 — Fotomicrografia de corte transversal de cicatriz cutanea em rato Wistar, submetida a

reagao imuno-histoquimica com antifator VIII, caracterizada pela coloragdo marrom. Objetiva 20x.

2.8 ANALISE DE BIOCOMPATIBILIDADE E BIOSSEGURANGA NO GRUPO
MEMBRANA SUBCUTANEO (GMS)

Apos a implantagdo por trés semanas da membrana de CV nos animais
pertencentes ao Grupo Membrana Subcutédneo (GMS) (n=9), foram avaliadas
macroscopicamente possiveis reagdes locais como: presencga de eritema, prurido e
presencga de fistula na regido do implante. Apds este periodo de observacgéo, todos
0os animais foram submetidos a eutanasia e tiveram a area onde a membrana foi
implantada removida para analise histolégica. A avaliagdo microscopica foi feita pela
presencga de capsula fibrosa, neutrofilos, macrofagos, células gigantes e eosindfilos.

Em todos os animais do GMS, logo apds terem sidos submetidos a eutanasia,
foram coletadas amostras de sangue para avaliagdes bioquimicas séricas da
filtracdo renal pela ureia e creatinina, e de necrose hepatocelular e colestase, a partir
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da avaliacdo de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina,

respectivamente.

3. ANALISE ESTATISTICA

Para a comparagdo das porcentagens de retragdo da ferida, area total de
colageno, area de colageno tipos | e lll, andlise da imuno-histoquimica e contagem
celular especifica foi empregado o teste ANOVA multifatorial tipo Il considerando os
fatores tratamento e tempo de ferida cirurgica. Quando observadas diferencas
significativas nos fatores ou suas interagdes, foi realizada ANOVA tipo Ill para
desdobrar os fatores. Fatores com diferengas significativas foram comparados pelo
teste de Tukey, sempre que a homogeneidade de variancia foi observada (teste de
Levene), caso contrario foi aplicado o teste de Bonferroni, que minimiza o erro tipo Il.
Em todos os casos foi adotado um nivel de significancia de 0,05.

Os parametros inflamagédo, angiogénese e colageno analisados foram
baseados nos escores previamente definidos e suas medianas comparadas entre os
grupos do mesmo tempo e tempos do mesmo tratamento, por meio do teste n&o

parameétrico de Mann-Whitney (p<0,05).

4. RESULTADOS

4.1 AVALIAGAO MACROSCOPICA DO ASPECTO DA FERIDA E RETRAGAO
CICATRICIAL

No grupo GC- foi observada a presenca de crosta exuberante com presenca
de exsudacdo até o quarto dia. Nao foram observadas formacdes de crosta nas
feridas dos grupos GC+ e GT enquanto a membrana se mantinha aderida ao
ferimento. Apds a degradagdo das membranas notou-se formacéo de crosta fina e
delgada. O grupo GT apresentou maior quantidade de exsudagcdo em relagdo ao
grupo GC+. Os grupos GC- e GT apresentaram aderéncia da ferida nas gazes
utilizadas nos curativos, e foi necessario fazer o descolamento da ferida. A
degradagédo da membrana do grupo GC+ foi observada aos 11 dias apos aplicagéo;

a membrana do GT manteve-se integra e viavel até o sétimo dia (Tabela 2).
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Tabela 2. Imagens fotograficas das cicatrizes cutaneas dos Grupos GC-, GC+ e GT em diferentes
tempos de observagao (dias 4, 7, 11 e 14).

Tempo pos- Grupo controle Grupo controle Grupo tratamento

lesdo negativo (GC-)
P T ,“ :
#

positivo (GC+) (GT)
.E ’- 3 . V‘. .‘ 3

kg {

4 dias

7 dias

11 dias

14 dias

Os dados referentes a retragédo da ferida estdo demonstrados na Figura 12 e
na Tabela 3. Na comparagéao entre os grupos nos diferentes tempos o grupo GT
apresentou maior retragao da ferida aos 4 dias quando comparado ao grupo GC-
sendo estatisticamente significante. Na comparacgao dos diferentes tempos dentro de
cada grupo, houve diferenga estatistica no grupo GC- entre os dias 4-11 e 7-14, no
grupo GC+ entre os dias 7 — 11 e no grupo GT entre os dias 11 e 14.

Tabela 3 - Médias das porcentagens de retragéo das lesdes dos grupos Grupo GC-, Grupo GC+ e
Grupo GT nos dias 4,7, 11 e 14.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias p
GC- 30,5£15,03%A  49,0+18,3%8  62,7+19,18C  63,5+19,8%8 <0,0001
GC+ 34,3+7,5%A 47,611,834 62,8+16,3%° 68,2+23,3%C <0,0001
GT 44,6£9,1°°A 48,0+9,9°A 58,1+£19,9%A 70,8+17,5% <0,0001

P 0,0324 0,9546 0,5637 0,3110

Mediana * desvio padrdo. Valor de p da ANOVA para comparar grupos € tempos. Letras minusculas
comparam os grupos em cada tempo (analise vertical), letras mailsculas comparam os tempos
dentro de cada grupo (analise horizontal). Numeros azuis indicam presenca de membrana de
celulose bacteriana, numeros vermelhos indicam presenca de membrana de celulose vegetal.
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Figura 12 - Porcentagem da retragdo cicatricial cutanea nos diferentes tempos avaliados (4, 7, 11 e
14) dos grupos GC- (controle negativo), GC+ (controle positivo — membrana de celulose bacteriana) e
GT (tratamento — membrana de celulose vegetal).

4.2 AVALIAGAO HISTOLOGICA

A tabela 4 mostra os escores de inflamagao. Na comparagao entre os grupos
nos diferentes tempos ha diferenca estatistica aos 7 dias no grupo GT em relagao
aos demais, o qual demonstrou inflamagao difusa com predominio de tecido de
granulagao, enquanto os grupos GC- e GC+ apresentavam inflamagao crénica com
inicio da proliferagao fibroblastica. Na comparacao entre os tempos dentro de cada
grupo, ha diferenga estatistica do grupo GT entre os dias 4 - 7 dias, enquanto nos
grupos GC- e GC+ houve diferenca estatistica nos dias 7 - 11, demonstrando que
houve maior resposta inflamatoéria no grupo GT.

Tabela 4 - Medianas dos escores de inflamagéo dos grupos GC-, grupo GC+ e grupo GT nos dias 4,
7,11 e 14.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias P (tempos)
GC- 13A 3aA 3B 3aA <0,0001
GC+ 13A 3ah 3B 3B <0,0001
GT 1A 208 3B 3B <0,0001

p (grupos) 0,1912 0,0012 0,3679 0,3679

Mediana * desvio padrdo. Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras minusculas
comparam os grupos em cada tempo (andlise vertical), letras mailsculas comparam os tempos
dentro de cada grupo (analise horizontal). Numeros azuis indicam presenca de membrana de
celulose bacteriana, numeros vermelhos indicam presenga de membrana de celulose vegetal.

A tabela 5 demonstra a avaliagdo de escores de angiogénese. A comparagao

entre os grupos nos diferentes tempos, mostra que ha diferenga estatistica no grupo
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GT nos dias 4 e 14, com menor numero de neovasos quando comparado ao tecido
adjacente. Na comparagdo dos tempos dentro de cada grupo, ha diferenca
estatistica entre os grupos GC+ e GT no dia 14 onde ambos apresentaram
diminuigdo na quantidade de neovasos presente no tecido cicatricial quando
comparado ao tecido saudavel adjacente.

Tabela 5 - Medianas dos scores de angiogénese dos grupos GC-, grupo GC+ e grupo GT nos dias 4,
7,11 e14.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias P (tempos)
GC- 13A 2aA 2aA 2aA <0,0001
GC+ 13A 2aA 2aA 238 <0,0001
GT 1A 23A 23A 208 0,0004

p (grupos) 0,011 0,7540 0,5880 0,0004

Mediana * desvio padrdo. Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras minusculas
comparam os grupos em cada tempo (andlise vertical), letras mailsculas comparam os tempos
dentro de cada grupo (analise horizontal). Numeros azuis indicam presenca de membrana de
celulose bacteriana, numeros vermelhos indicam presengca de membrana de celulose vegetal.

A tabela 6 demonstra a avaliagdo de escores de colageno. A comparagéo
entre os grupos nos diferentes tempos ndo demonstrou diferenca estatistica. Na
comparacgao dos tempos dentro de cada grupo, ha diferenca estatistica aos 14 dias,
demonstrando que a maturagdo do colageno apresentou homogeneidade entre os
grupos com colocagdo mais intensa, quando comparado ao tecido saudavel

adjacente.

Tabela 6 - Medianas dos escores de colageno dos grupos GC-, grupo GC+ e grupo GT nos dias 4, 7,
11 e 14.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias p (tempos)
GC- 13A 13A 13A 23B <0,0001
GC+ 13A 13A 13A 23B <0,0001

GT 12A 12A 12A 23B <0,0001

p (grupos) 1,0000 1,0000 0,3388 0,2463

Mediana * desvio padrdo. Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras minusculas
comparam os grupos em cada tempo (andlise vertical), letras mailsculas comparam os tempos
dentro de cada grupo (analise horizontal). Numeros azuis indicam presenca de membrana de
celulose bacteriana, numeros vermelhos indicam presengca de membrana de celulose vegetal.

4.3 AVALIAGAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DE COLAGENO

A Figura 13 ilustra a aplicagdo da mascara de contagem de area total de
colageno realizada pelo programa Image-Pro Plus 4.5.0.29. Na comparagao entre os
grupos nos diferentes tempos (Tabela 7), ha diferenca estatistica no dia 11 entre os

grupos GC- e GT. Na comparagao dos tempos dentro de cada grupo, ha diferenca
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estatistica no grupo GC+ entre os dias 4 e 11 e no grupo GT nos dias 7 e 14, com

aumento significativo da area de colageno nos periodos.

Tabela 7 - Area total de colageno, expresso em micrometros quadrados, dos grupos GC-, grupo GC+
e grupo GT nos dias 4, 7, 11 e 14. Resultados expressos em média * desvio padrao.

GRU 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias P (tempos)
POS
GC-  15401,4+4417,5°*  18560,7+7166,6%* 18588,4+5241,6  23463,9+7928,13A 0,1371
GC+  12653,3+1791,3%A 18733+508,5248 19281,4+4923,920A8  24430,1+3881,9%8 0,0041
GT 14053,5£3313,12A  20151,6+1623,128  23729,7+1459,9°BC  27358,7+1582,13C <0,0001
p 0,3783 0,8674 0,1425 0,5134
(grupos)

Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras minldsculas comparam os grupos em
cada tempo (analise vertical), letras maiusculas comparam os tempos dentro de cada grupo (analise
horizontal). NUmeros azuis indicam presenga de membrana de celulose bacteriana, numeros
vermelhos indicam presenca de membrana de celulose vegetal.

:;.-‘*"'u';;?_f’.‘ F S o X;;;,_. P s S &5
Figura 13 - Fotomicrografia de corte transversal de cicatriz cutdnea em rato Wistar. Nota-se os pixels
de coloragéo vermelha a serem contados pelo programa Image-Pro Plus 4.5.0.29 para definigdo da

area total de colageno. Coloragao de Tricrdmio de Mallory. Objetiva 20x.

A Figura 14 demonstra a aplicagdo da mascara de contagem da area de
colageno tipos | e lll realizada pelo programa Image-Pro Plus 4.5.0.29. A tabela 8
demonstra as médias de area do colageno tipo | expressas em porcentagem. Na
comparagao entre os grupos nos diferentes tempos, ha diferengas estatisticas nos
grupos GC- e GT aos 7 dias. Na comparagao entre os tempos em cada grupo, ha
diferencga estatistica entre os dias 7 - 14 no grupo GC-, no grupo GC+ entre os dias 4
-7e7-11.
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Figura 15 — Fotomicrografia em microscépio de luz polarizada de cicatriz cutdnea em rato Wistar
mostra mascara aplicada pelo programa Image-Pro Plus 4.5.0.29 para contagem das areas dos
diferentes tipos de colageno, tipo | (azul) e tipo lll (amarelo). Coloragao Sirius red. Objetiva 20x.

Tabela 8 - Area total de colageno tipo |, expresso em porcentagem, dos grupos GC-, grupo GC+ e
grupo GT nos dias 4, 7, 11 e 14. Resultados expressos em média + desvio padrao.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias p (tempo)
GC- 56,7+15,83/8 71,845,138 65,4+27,928 40,210,524 0,0305
GC+ 46,617,924 65,8+19,82°8 52,5+20,92A 46,814,924 0,1408

GT 61,219,924 44,696 38,2+24,63A 39,616,334 0,1324

p (grupos) 0,2712 0,0185 0,2267 0,3052

Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras minldsculas comparam os grupos em
cada tempo (analise vertical), letras maiusculas comparam os tempos dentro de cada grupo (analise
horizontal). NUmeros azuis indicam presenga de membrana de celulose bacteriana, numeros
vermelhos indicam presenca de membrana de celulose vegetal.

A tabela 9 apresenta os resultados de area do colageno tipo lll, expressa em
porcentagem. Na comparagéo entre os grupos nos diferentes tempos, ha diferenga
estatistica entre no grupo GT no dia 7 com maior expressdo de colageno tipo |l
quando comparado aos outros grupos e no dia 14 no grupo GC+. Na comparagéo
entre os tempos dentro de cada grupo, ha diferenga estatistica no grupo GC- entre
os dias 11 - 14, no grupo GC+ nos dias 7 - 14 e no grupo GT entre os dias 4 - 7,

todos com maior expressao de colageno quando comparados ao periodo anterior.

Tabela 9 - Area total de colageno tipo Ill, expresso em porcentagem, dos grupos GC-, grupo GC+ e
grupo GT nos dias 4, 7, 11 e 14. Resultados expressos em média + desvio padrao.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias p (tempos)
GC- 30,3+9,134 32,117,734 4215,73A 79,115,738 <0,0001
GC+ 38,4+10,73A 36,1£17,13A 51,4422 138 66,1+3,6°8 0,0158
GT 33,2+7,8% 65,7+4,7°8 64,622,328 77,4+3,8% 0,0001

p (grupos) 0,3406 0,0010 0,1711 0,0012

Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras minldsculas comparam os grupos em
cada tempo (analise vertical), letras maiusculas comparam os tempos dentro de cada grupo (analise
horizontal). NUmeros azuis indicam presenga de membrana de celulose bacteriana, numeros
vermelhos indicam presenca de membrana de celulose vegetal.
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4.4 AVALIAGAO CELULAR ESPECIFICA

A contagem celular absoluta das amostras nos diferentes tempos néo
demonstrou diferenga estatistica em relagdo ao numero total de macréfagos (tabela
10), linfocitos (tabela 11) e fibroblastos (tabela 12). Houve diferenca estatistica na
contagem de neutrdfilos (tabela 13), entre os dias 4 e 7, com aumento no numero de
células, e os dias 7 e 11, com diminuigdo no numero de células, no grupo GC-.

Tabela 10 — Numero absoluto de neutrofilos dos grupos GC-, grupo GC+ e grupo GT nos dias 4, 7, 11
e 14. Resultados expressos em média * desvio padrao.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias p
GC- 78,6+68,5% 144,8+20,9* 55,5+23,13A 70,1+17,9%4 0,1158
GC+ 51,3+27,0% 49,7+24,934 38,8+11,13A 50,0+36,8%4 0,8063

GT 53,1+25,13A 50,2+19,9% 63,0£21,4%A 56,1+£25,43A 0,6790

p (grupos) 0,4306 0,0181 0,0698 0,3876

Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras minldsculas comparam os grupos em
cada tempo (analise vertical), letras maiusculas comparam os tempos dentro de cada grupo (analise
horizontal). NUmeros azuis indicam presenga de membrana de celulose bacteriana, numeros
vermelhos indicam presenca de membrana de celulose vegetal.

Tabela 11 — Numero absoluto de macréfagos dos grupos GC-, grupo GC+ e grupo GT nos dias 4, 7,
11 e 14. Resultados expressos em média + desvio padrio.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias p (tempo)
GC- 29,046,1 38,0+15,4 34,0£19,3 27,8+9,2

GC+ 30,048,3 33,8+13,2 35,5+14,7 26,5+10,6 0,3668
GT 28,6+16,3 29,8+8,8 22,1£10,2 29,2+9 4

p (grupos) 0,2596

Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras minUsculas comparam os grupos em
cada tempo (analise vertical), letras maiusculas comparam os tempos dentro de cada grupo (analise
horizontal). NUmeros azuis indicam presenga de membrana de celulose bacteriana, numeros
vermelhos indicam presenca de membrana de celulose vegetal.

Tabela 12 — Numero absoluto de linfécitos dos grupos GC-, grupo GC+ e grupo GT nos dias 4,7, 11 e
14. Resultados expressos em média * desvio padrao.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias p (tempo)
GC- 77,8+21,63A 106,2+87,6*  75,1+56,23A 44+16,12A
GC+ 51,6+20,6%A 77,115,934 33,5+14,73A 56,1+18,43A 0,1054
GT 60,5+16,32A 59,7+25,13A 58,4+29,33A 53,8+21,23A

p (grupos) 0,4611

Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras mindsculas comparam os grupos em
cada tempo (analise vertical), letras maiusculas comparam os tempos dentro de cada grupo (analise
horizontal). NUmeros azuis indicam presenga de membrana de celulose bacteriana, numeros
vermelhos indicam presenca de membrana de celulose vegetal.
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Tabela 13 — Numero absoluto de fibroblastos dos grupos GC-, grupo GC+ e grupo GT nos dias 4, 7,
11 e 14. Resultados expressos em média + desvio padrao.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias p (tempo)

GC- 1266,8+379,4%*  1586,2+278,1%*  1515,8+590,3%* 1581+307,4%A
GC+ 1379,7£316,3*4  1333,2+332,42A  1176+335,3%* 1364+375,2%A 0,4019
GT 1342,74323,5°*  1333,5+264,1*  1538,8+152,72*  1598,2+351,42A

p (grupos) 0,1082

Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras minldsculas comparam os grupos em
cada tempo (analise vertical), letras maiusculas comparam os tempos dentro de cada grupo (analise
horizontal). NUmeros azuis indicam presenga de membrana de celulose bacteriana, numeros
vermelhos indicam presenca de membrana de celulose vegetal.

4.5 IMUNO-HISTOQUIMICA DA EXPRESSAO DE FATOR Vil

A imunoexpressao do fator VIII na imuno-histoquimica é apresentada pela
Figura 15, que demonstra a contagem de area da expressdo do fator XIll
contabilizada pelo software e na tabela 14, as médias e desvio padrao das areas de
expressao do fator VIII na comparagéo entre os grupos nos diferentes tempos. Na
comparagao entre os grupos nos diferentes tempos, ha diferenga estatistica aos 4
dias no grupo GC+ com menor expressao do fator de Von Williebrand em relag&o
aos demais grupos. Na comparagédo entre os tempos dentro de cada grupo, ha
diferencga estatistica no GC- entre os dias 4 - 7 dias e 11 - 14, no grupo GC+ entre os
dias 4 -7 e 11 — 14 e no grupo GT entre os dias 7-11 e 11-14.

Figura 15 — Imuno-histoquimica da expressao do fator VIII. Os pontos vermelhos mostram a
contagem de area imunomarcada aferida pelo programa Image-Pro Plus 4.5.0.29.
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Tabela 14 - Area total da imuno-histoquimica para fator VIl em micrometros quadrados, dos grupos
GC-, grupo GC+ e grupo GT nos dias 4, 7, 11 e 14. Resultados expressos em média * desvio padrio.

GRUPOS 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias p (tempo)
GC- 196,247,237 120,1+7,7%8 125,845,7°8  47,8+20,6°C <0,0001
GC+ 63,6+10,7°8 145,52+17,13A  174,5+22 13~  55,08+27, 1% 0,0007

GT 171,1+7,828C 131,7+4,7%8 182,2422,33¢  47,2+19,6%* <0,0001

p (grupos) 0,0001 0,3764 0,2219 0,7919

Valor de p da ANOVA para comparar grupos e tempos. Letras minldsculas comparam os grupos em
cada tempo (analise vertical), letras maiusculas comparam os tempos dentro de cada grupo (analise
horizontal). Numeros azuis indicam presengca de membrana de celulose bacteriana, numeros
vermelhos indicam presenca de membrana de celulose vegetal.

4.6 ANALISE DE BIOCOMPATIBILIDADE E BIOSSEGURANGA

Durante o periodo avaliado ndo foram observadas alteragdes macroscoépicas
cutaneas como eritema, prurido, formacao de fistula ou exsudacdo nos animais
implantados (Figura 16). Os parametros bioquimicos séricos encontraram-se dentro
da normalidade em todos os animais. As médias e desvios padrao obtidos foram:
ALT 60.58 + 14.93, FA 68.66 + 21.10, ureia 55.59 * 4.6 e creatinina 0.67 + 0.06. Na
avaliagao histolégica em HE foi observado granuloma com material basofilico
(Figura 17).

Figura 16 - Aspecto macroscopico da regido dorsal de rato Wistar, apds 21 dias da implantagdo de
disco de 0,5 cm de celulose vegetal no tecido subcutaneo.
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Figura 17 - Fotomicrografia de granuloma encapsulado (seta) da membrana de celulose vegetal com
a presenca de material basofilico celular implantado no tecido celular subcutaneo de rato Wistar. Na
por¢gao superior nota-se presenga de tecido cutdneo com as camadas da derme, epiderme,
hipoderme e muscular sem presencga de fistulagdo ou reagdes cutaneas caracteristicas de reacéo a
corpo estranho. Coloragédo HE. 20x

5. DISCUSSAO

A membrana de CV utilizada no presente estudo, mesmo com sua fina
espessura e gramatura pequena, apresentou boas propriedades mecanicas,
conforme observado por Moon et al. (2011). Sua resisténcia a tragao foi de 47 Mpa,
valor superior a de CB usada por Fu et al (2012), que observaram resisténcia
mecanica de 10.32 Mpa. Xu et al. (2016) em estudo similar, avaliaram a resisténcia
de membrana de silicone e obtiveram valor bastante inferior, de apenas 0,45 Mpa, o
que demonstra que a membrana de CV proporciona boa protecdo a possiveis
traumas consecutivos ao fragil tecido de reepitelizagéo.

A resisténcia da membrana de CV a degradagado térmica foi superior as
temperaturas atingidas pelo processo de autoclavagem (120°C), método comumente
utilizado para a esterilizagcdo de materiais cirurgicos em unidades médicas, pois &
simples e barato, o que facilita 0 seu emprego na rotina hospitalar.

O corte no formato desejado e aplicagdo sobre a superficie umida das lesdes
foram extremamente faceis, sem a necessidade de hidratagdo prévia da membrana.
A superficie lisa, esteticamente uniforme e transparente foi considerada fator positivo
ao permitir a visualizacdo da lesdo e sua evolugao sem a necessidade de remogao
do curativo, facilitando o acompanhamento do quadro. Mesmas caracteristicas foram
encontradas em membranas de celulose produzidas a partir da fermentagao

bacteriana, demonstrando a semelhanca entre os materiais (ABRIGO et. al.,2014).
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A impermeabilidade a passagem de ar e baixa absorgao de agua observadas
na membrana de CV, podem ser explicadas pela auséncia de porosidade
evidenciada pela microscopia eletrénica, o que reduz consideravelmente a area de
superficie em relacdo ao volume do material, influenciando na maior resisténcia a
tragdo por aumentar a densidade e proximidade das nanofibras que compde o
curativo, em detrimento da capacidade absortiva, além de servir como barreira a
passagem de microrganismos externos (ANDREAU et al., 2015).

A auséncia de porosidade observada pela microscopia eletrbnica na
membrana de CV €& um importante diferencial em relagdo as membranas
sintetizadas a partir da fermentagcdo bacteriana. A porosidade permite melhor
absorgao da exsudagao e permeabilidade a gases (QIU, 2016).

Estudos prévios envolvendo a eficacia de membranas de celulose em lesdes
cutaneas iatrogénicas em ratos Wistar apresentaram tamanhos de lesdo de 1cm x
1cm (QIU et.al. 2016), 1,5cm x 1,5cm (NAPAVICHAYANUM et.al., 2016) e 2cm x
2cm (LI et.al., 2015). No presente experimento foi optado pela lesdo de 3cm x 3cm,
por esta apresentar maior desafio cicatricial, permitindo melhor avaliacdo da
formagao da cicatriz e do tempo de degradagdo da membrana de CV comparada a
membrana de CB.

Na analise macroscépica das feridas, notou-se que no grupo GC- houve
formagao de crosta exuberante, o que ndo foi constatado nas feridas dos grupos
GC+ e GT. Segundo Winter (2006) a crosta é formada a partir do ressecamento do
coagulo sanguineo, exsudato seroso e células inflamatorias, além da exposi¢cao da
derme, e que quando sio utilizados curativos oclusivos, como no caso da membrana
de CV, ndo ha a formacdo da crosta, pela capacidade da membrana manter o
ambiente hidratado e propicio a cicatrizagao.

Foi observada maior presencga de exsudagao nos grupos GC- e GT. No grupo
GC- a néo utilizagdo de nenhum método de tratamento, a ndo ser a gaze nos dois
primeiros dias, pode ser a causa do maior acumulo de exsudagao, pois uma das
fungcées da membrana é a absor¢do do exsudato excedente (SHAH et al., 2013). A
membrana de CV, por ter baixa porosidade e consequentemente baixa capacidade
de absorgéo e transporte de liquidos, ndo permitiu a passagem da exsudacgédo da
ferida que seria absorvida pela gaze, além disso a membrana de CV ndo demostrou
capacidade de absorc¢ao, levando ao maior acumulo de liquido entre a membrana e

a ferida. O grupo GC+ apresentou macro e microporos mais eficientes, por onde a
60



O© 00 I N n B~ W N =

W W W W W N N N N N DN N N N N e e e e e e e
AW = O 00N N N R WD, O O 0NN WD~ O

exsudagao foi absorvida pela propria membrana ou pela passagem pelos
macroporos, sendo que parte da exsudacdo foi absorvida pela gaze, ndo sendo
notado acumulos em nenhum momento.

O tempo de degradagdo das membranas variou, a de CV ocorreu no 7° dia,
enquanto a de CB foi degradada no 11° dia. O grupo GT obteve a maior retragdo da
ferida no dia 4, com 44,6% de area de retracao, isto demonstra que a membrana de
CV prové ambiente ideal para a proliferagdo celular, principalmente nos quatro
primeiros dias apos sua aplicagdo. Os grupos GC- e GC+ apresentaram maior
retragdo da ferida aos 7 (48,9%) e 14 dias (68,2%) respectivamente, ndo sendo
estatisticamente relevante em nenhum dos periodos.

Segundo Singla et al. (2017) a capacidade da membrana de favorecer o
ambiente ideal para a ferida, como manutencdo de umidade e oxigénio, migragéo e
proliferacdo celular e protecao fisica, favorecem a retracdo mais eficiente da ferida.
O maior acumulo de liquido notado no grupo GT, foi o unico acontecimento n&o
evidenciado nos outros grupos, talvez tenha promovido ambiente mais hidratado e
propicio a proliferacédo celular, e consequentemente maior taxa de retragao da ferida
principalmente nos primeiros quatro dias de lesao.

Segundo McColl et al. (2007) a retencéo excessiva de fluidos na superficie da
ferida pode resultar em maceracgao dos tecidos adjacentes e predispor a maior carga
bacteriana, resultando em cicatrizacao inadequada. Com os resultados obtidos,
nota-se que o acumulo de liquido de forma n&o excessiva na membrana do grupo
GT, mostrou-se benéfico para a o ambiente da ferida. Na analise estatistica o unico
grupo com retracdo de ferida relevante, foi o grupo GT aos 4 dias, quando foi
superior ao grupo GC-, sendo que nos dias 7, 11 e 14 a presenga da membrana n&o
influenciou a retragdo da ferida, sugerindo que a membrana de CV talvez apresente
otima eficiéncia em relagdo a retragdo cicatricial até os quatro dias de lesdo. Em
ndameros absolutos os grupos em que a membrana estava presente, apresentaram
maior retrag&o cicatricial em relagdo ao grupo GC-, concordando com os estudos de
Li et al. (2015), Napavichayanum et al. (2016) e Yu et al. (2017).

A degradagédo da membrana do grupo GC+ aos 11 dias, e do grupo GT aos 7
dias, evidenciam a necessidade de troca do curativo topico. De acordo com a bula
fornecida pelo laboratério Vuelo Pharma, produtor da membrana Membracel ®, a
troca da membrana deve ser realizada a cada 7 dias, quando utilizada em feridas

sem contaminagdo e em seres humanos. Sendo assim, a membrana de CV usada
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no presente estudo, talvez tenha o mesmo tempo de duragdo quando aplicada sobre
feridas nas mesmas condigdes.

As exsudacgdes observadas nos grupos GC- e GT ocorreram provavelmente
pela ndo aplicagdo de nenhuma membrana topica no tratamento do GC- e pela
baixa capacidade de absor¢cdo de liquidos da membrana do grupo GT, devido a
auséncia de porosidade da membrana do grupo GT, levando ao acumulo de liquido
entre a membrana e a ferida

Como o grupo GT apresentou maior retragdo da ferida nos primeiros quatro
dias, e ndo houve sinais de infecgdo ou rejeicdo da membrana de CV em nenhum
dos grupos, a presencga do exsudato nao influenciou negativamente o processo de
retragdo cicatricial. Segundo Yang et al. (2011) a caracteristica hidrofilica das
membranas evita ressecamento da ferida, o que favorece a atividade celular
regenerativa, estando de acordo com o observado no presente estudo e por Li et al.
(2015).

A aderéncia da gaze do curativo a ferida foi ocasionada pelo ressecamento do
exsudato. Em nenhum caso no presente estudo houve debridamento da ferida
durante as trocas de curativos, o mesmo foi relatado por Fu (2012). Para evitar a
aderéncia, recomenda-se troca do curativo compressivo de gaze e atadura,
mantendo a membrana sobre a ferida, com frequéncia superior a uma vez ao dia,
para evitar a aderéncia da gaze ou da faixa que protege a ferida com a membrana
aplicada.

Os escores de inflamagdo demonstraram padrdo de inflamagado aguda no GT
aos 7 dias, enquanto os outros grupos ja apresentavam proliferagcao fibroblastica.
Estudos prévios demonstram que o uso da membrana de CB apresenta atividade
anti-inflamatéria, quando comparada a cicatrizacdo espontanea de feridas, como
demonstrado por Qui et al. (2016) e Singla et al. (2017). Ap6s 11 dias todos os
grupos apresentavam padrdo histolégico semelhante. A falta de porosidade na
membrana de CV permitiu maior acumulo de exsudagédo entre a membrana e a
ferida, e a degradagdo da membrana ocorreu no mesmo periodo, fato que pode ter
auxiliado na manutencéo da inflamagéo com padréo agudo até o sétimo dia. Outro
fato a se considerar foi a degradacédo de membrana de CV que ocorreu aos 7 dias
apos aplicagao, ndo fornecendo mais a ferida em suas propriedades benéficas como

o efeito anti-inflamatério.
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A proliferacdo de colageno em uma ferida indica grande proliferacdo
fibroblastica, associada a 6timo ambiente para cicatrizacdo (GIL et al., 2013).
Quando comparamos qualitativamente os grupos, em relagdo a intensidade do
Tricrébmio de Mallory, verificamos que ha semelhanga entre os grupos com o passar
do tempo e que a maturagdo do colageno ocorreu de maneira semelhante. Fato que
nao foi observado por Li et al. (2015) e Napavichayanun et.al. (2016), ja que os seus
estudos demonstraram que as feridas tratadas com membranas a base de celulose,
apresentam azul mais intenso quando comparadas as do grupo controle.

Ao comparar quantitativamente a area total de colageno presente nos grupos
nos diferentes tempos, notamos que o grupo que recebeu membranas de CV,
apresentou maior area de colageno que o grupo GC- aos 11 dias de les&o. Estudos
realizados por Xie et al. (2013) e Masi et al. (2015) demonstraram que a expressao
de fatores de crescimento, como IGF, FGF (fator de crescimento fibroblastico),
VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular), TGF- (fator de crescimento
transformador beta) no local da lesdo, associada a baixa resposta inflamatoria e
angiogénese, sao 0s maiores responsaveis pelo aumento da proliferacdo de
colageno. Com os resultados obtidos neste estudo notamos que o grupo GT
apresentou menor contagem de neutrofilos, caracterizando menor mobilizagéo
celular inflamatadria local, com acumulo de exsudagao e maior retracio cicatricial aos
4 dias, sugerindo que a presenga da membrana de CV até os 7 dias, proveu a ferida
maior acumulo, maior producdo ou manutencdo dos fatores de crescimento,
refletindo em melhor retragdo cicatricial no inicio da cicatrizacdo, o que
provavelmente levou a grande proliferagdo fibroblastica e grande proliferacédo de
colageno aos 11 dias apos a lesao.

A partir dos resultados obtidos sugere-se que a membrana de CV estimula
maior expressao dos fatores de crescimento na ferida, sendo essa a provavel causa
da maior expressao de colageno, ja que o escore de angiogénese e de inflamacéo
apresentou semelhanca de escores entre os grupos.

Segundo Medeiros e Dantas (2016) o colageno tipo Ill tem grande
proliferacdo nas fases iniciais da cicatrizagdo, com pico de producgao entre 7 e 14
dias, sendo este fato observado no grupo GT, que apresentou maior porcentagem
de colageno tipo lll que os demais aos 7 dias e que grupo GC- aos 11 dias,
demonstrando assim maior proliferacdo e atividade fibroblastica no local da les&o.

Os demais grupos sO apresentaram valores de colageno tipo Ill semelhantes ao
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grupo GT aos 14 dias de lesdo, quando as membranas de celulose ja haviam sido
degradadas nos grupos GC+ e GT. Broughton et al. (2006) descrevem que o
alinhamento de miofibroblastos as fibras de colageno ocorrem por estimulo
principalmente dos fatores de crescimento TGF-f e PDGF (fator de crescimento
derivado de plaquetas), e que este alinhamento é o responsavel pela contragcéo da
ferida e que sua maior expressio esta relacionada a maior taxa de contracdo, fato
que justifica o porqué do grupo GT ter apresentado maior contragédo da ferida.

O colageno tipo | esteve presente em maior quantidade nos grupos GC- e
GC+ aos 7 dias, enquanto neste periodo predominou no grupo GT maior quantidade
de colageno tipo Ill. Como esta analise foi feita em proporgdo da quantidade de
colageno tipos | e Il expressa em porcentagem, uma maior porcentagem de
colageno tipo Ill resulta em menor porcentagem de colageno tipo |. Segundo
Goldberg e Diegelmann (2010) as fibras colagenas tipo Il comegam a ser
substituidas pelas tipo | a partir dos 21 dias, ndo estando no intervalo de tempo
observada no presente trabalho.

A contagem total de células inflamatorias apresentou diferenga estatistica
apenas na contagem total de neutréfilos no grupo GC- no dia 7, com maior numero
quando comparados aos outros grupos. Este maior numero de neutrofilos evidencia
o efeito anti-inflamatério que as membranas de celulose apresentam, onde o
ambiente criado pelas membranas diminui a mobilizagdo de células inflamatdrias,
principalmente nas fases iniciais da cicatrizagdo, corroborando estudos feitos por Fu
et al. (2012), Qui et al. (2014) e Xu et al. (2014) em que houve menor numero de
células inflamatérias nas analises histolégicas quando comparadas ao grupo
controle. Segundo Junqueira e Carneiro (2013), os neutrofilos sdo células
especializadas, que tem como fungdo a defesa primaria do organismo contra
patogenos, elas agem principalmente na producéo e liberagdo de substédncias como
superoxidos, elastases e proteases para o meio extracelular, e estes produtos sao
maléficos para o ambiente cicatricial, logo o menor recrutamento neutrofilico pode
ser considerando benéfico a cicatrizagéo.

A quantificacdo de vasos sanguineos realizada pela técnica de imuno-
histoquimica com uso do antifator VIl ou fator de Von Williebrand apresenta alta
especificidade para tecido vascular (WAGNER, 2002) ja sendo utilizada em estudos
anteriores (CHIBATA et al., 2003; ALVES et al., 2006; SKINOVSKY et al., 2005). Na

comparagao entre grupos, o grupo GC+ apresentou menor expressiao de
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proliferagdo vascular aos 4 dias, quando comparada aos outros grupos. Esta menor
expressao provavelmente se deve ao fato de que o grupo GC+ apresentou atraso
para chegar a fase proliferativa da cicatrizagdo, em que ha grande proliferagcao
vascular sobre o tecido de granulagdo em formagao (SIEFERT e SAKAR, 2012). Por
meio dos dados obtidos podemos notar que a maior expressdo de angiogénese
ocorre entre os dias 7 e 11, demonstrando grande diminuigdo aos 14 dias.

A reacéo tecidual da membrana €& importante fator de analise se a membrana
€ biocompativel ou ndo a um organismo. Em estudos conduzidos por Helenius et al.
(2005), Mendes et al. (2009) e Modulevsky et al. (2016) comprovou-se que as
membranas de CB s&o perfeitamente integradas ao organismo, mesmo fato
observado neste estudo com o uso de CV, pois do ponto de vista macroscépico nao
foram observados edema, eritema, prurido ou formagao de granulomas inflamatorios
e de fistulas por um periodo de 14 dias ap6s implantagdo da membrana no tecido
celular subcutaneo dos animais. Ademais, histologicamente ndo foram observadas
presenca de macréfagos, eosindfilos degranulados, capsula fibrosa ou edema ao
redor da membrana implantada.

As analises de bioquimica sérica, em que foram avaliados parametros de
toxicidade hepatocelular e filtracdo glomerular, revelaram encontrarem-se todos
dentro dos resultados fisiolégicos como o descrito por Roberto et al. (2018),

demonstrando que a CV nao é lesiva aos rins ou ao figado.

6. CONCLUSAO

A membrana de celulose de origem vegetal quando utilizada de maneira
topica em ratos Wistar apresenta facil manipulacéo e aplicagao sobre a ferida. A sua
utilizacdo é segura, pois quando aplicada sobre a lesdo cutanea ou quando
implantada no subcutaneo ndo causou toxicidade renal ou hepatica, e nem reacao
imunogénica induzida por corpo estranho.

Pode-se observar que o uso de membrana de origem vegetal impediu a
formacéo de crosta exuberante sobre a ferida, e contribuiu para a baixa mobilizagao
celular inflamatdria. Além disso, permitiu proliferagcdo de colageno e angiogénese no
leito da lesdo, com significante retragao cicatricial nos quatro primeiros dias apds a
lesdo. A degradagdo da membrana ocorreu aos sete dias, sendo necessario em
alguns casos a colocagdo de nova membrana, para que os efeitos benéficos da

utilizagdo fossem prolongados.
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