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Dedico esta dissertacao aos animais nela estudados, pois sem eles perguntas
jamais teriam respostas. Que o seu sacrificio beneficie o caminho de futuros

pesquisadores e pacientes.
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RESUMO GERAL

O retardo cicatricial constitui um desafio clinico e cirargico extremamente
recorrente, culminando em limita¢des fisicas, sofrimento emocional e maiores custos
de tratamento aos sistemas de saude por todo o mundo. Estudos recentes buscam
diferentes materiais que permitam acelerar o processo de reparacao tecidual,
interagindo com o leito vascular e carreando propriedades terapéuticas, dentre eles
a celulose vegetal. O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana, o estimulo cicatricial e seguranca ao emprego de membranas de
celulose vegetal acrescidas de 6leo essencial de Caléndula em lesGes cutaneas de
ratos. Uma membrana de celulose vegetal previamente desenvolvida foi revestida
por uma solucdo de caléncula e alginato pelo método casting. Apds a secagem,
discos de 6mm foram cortados e a atividade antiproliferativa contra cepas
bacterianas padrdo de S. aureus e E. coli foi determinada pelo método de disco
difusé@o. A retracdo cicatricial foi avaliada em 117 ratos Wistar machos com idade
padronizada, aleatoriamente divididos em trés grupos de 36 animais: Grupo GC
(controle negativo), Grupo GM (controle positivo com membrana comercial de
celulose bacteriana) e GMO (grupo tratamento com membrana de celulose vegetal e
caléndula). Cada grupo foi anestesiado e uma lesdo cutanea padrdo de 3 cm de
diametro foi criada cirurgicamente no dorso dos animais, que foram acompanhados
durante 14 dias, durante os quais foram novamente anestesiados para a tomada de
fotografias para planimetria da lesdo pelo software Image J aos 4, 7, 11 e 14 dias e
determinacao da retracdo de 50% da ferida pelo método de modelagem matemaética.
Nas mesmas datas, nove animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia para
a coleta de amostras histopatoldgicas e avaliacdo por escores, sob coloracdo de HE
dos graus de inflamacdo, reepitelizacdo e Tricromio de Mallory para
neovascularizacdo e deposicdo de colageno. A biosseguranca ao seu emprego foi
avaliada pelo implante de discos de 6mm no tecido subcutaneo de nove animais,
acompanhados durante 15 dias, quando foram submetidos a eutanasia para coleta
de amostra histopatoldgica e sérica. Os resultados demonstraram halo de inibi¢ao
de 8,03 = 0,13 mm e 8,70 + 0,7 mm para S. aureus e E. coli, respectivamente. A
retracdo cicatricial de GMO foi estatisticamente maior aos quatro dias com 49.87 +
4.73% com p<0,05, atingindo 50% de retracao aos 4.46 dias, ndo havendo diferenca
entre grupos nos demais dias. Nao houve diferenca estatistica entre os escores
histopatoldégicos ou observadas alteracbes seéricas ao implante subcutaneo. A
membrana de celulose vegetal acrescida de caléndula demonstrou potencial uso
terapéutico, seguranca ao seu implante e promoveu aceleracdo cicatricial até quatro
dias, sugerindo a sua reposicdo apos essa data. A atividade antiproliferativa in vitro
foi observada, sugerindo futuros ensaios.em feridas contaminadas.

Palavras-chave: Cicatrizacdo, Oleos Essenciais, Biotecnologia, Curativos
Hidrocoléides, Antibacteriano.



ABSTRACT

Recent studies have searched for different materials that could accelerate the
repairing process, interacting with wound milieu and hauling therapeutic cargo,
among them vegetal cellulose membrane. The present study evaluated the
antiproliferative activity, wound contracture and safety at use of a vegetal
nanocellulose dressing, with the addition of calendule essential oil, on a skin wound
model in rats. A previously developed cellulose film was coated by a dry casting
solution of the volatile oil and sodium alginate. Antiproliferative action was
determined against standard bacterial strains by disk-di ffusion method. Full
thickness, 3 cm in diameter, circular wounds were produced at the dorsum of 108
rats. Wound contraction was determined by digial planimetry at 4, 7, 11 and 14 days
comparing three ramdomly divided groups: CG (negative control group), BC (positive
control group, commercial bacterial cellulose film) and VCE (vegetal cellulose and
essential oil film). Histological samples were obtained and HE and Mallory stained
sections were evaluated to obtain inflammatory, reepithelization, amount of collagen
fibers and neoangiogenesis scores. Atoxicity was evaluated through the
subcutaneous implant of VCE. Serum biochemistry and histological samples were
collected after 15 days, and possible adverse reactions observed all through. Results
showed bacterial growth inhibition, better wound contraction of VCE at 4 days and no
serum changes, nor adversal effects. The VCE films demonstrated potential wound
therapeutic use and safety, suggesting bacterial prevention and avoidance of daily
dressing changes.

Keywords: Wound Healing, Essential Oils, Biotechnology, Hydrocolloid Dressings,
Anti-Bacterial Agents.
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CAPITULO 1

1.1. INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

A pele € o maior e mais exposto 6rgédo do corpo, e consequentemente
sua parte mais lesada. Ela constitui uma interface continua entre o meio
externo e o organismo, protegendo-o contra estimulos nocivos e perdas
volémicas, além de exercer uma variedade de funcdes essenciais bioquimicas,
imunoldgicas, de protecdo mecanica e adaptativas (Sood et al., 2014, Lin et a.,
2018).

A estrutura da pele é formada por trés camadas em ordem de
profundidade: epiderme queratinizada em camadas, com o0 extrato cOrneo
superficial a epiderme nucleada de quatro camadas; a derme, um tecido
conjuntivo rico em colageno de onde originam-se a maioria dos apéndices
cutaneos; e a hipoderme, rica em vasos sanguineos e tecido adiposo (Proksch
et al., 2008, Borena et al., 2015).

Quando este 6rgéao é ferido, o tecido conjuntivo fica exposto, deflagrando
uma complexa série de eventos celulares e bioquimicos necessarios para
restaurar sua integridade como barreira, fenbmeno denomidado cicatrizacdo
(Irion, 2005; Thakare, 2011). Porém, em situacdes onde as etapas cicatriciais
nao operam adequadamente, seja por influéncia de fatores externos como
presenca de patégenos ou intrinsecos ao hospedeiro, o tratamento de feridas
se torna imperativo para acelerar a reparacdo, o que evita distirbios mais
graves e melhora a qualidade de vida de pacientes (Andreau et al., 2015).

A importancia do tratamento de feridas € reconhecida desde o Egito
antigo, onde a limpeza de leito e aproximacdo das bordas eram realizadas,
bem como a utilizacdo de unguentos com mel e 6leos que visam acelerar o
processo cicatricial (Sispos et al., 2004).

Na sociedade moderna, a fisiologia da cicatrizagdo bem como o uso de
curativos em feridas, continuam sendo alvo de pesquisas dadas as
importancias econdmica e social, tendo em vista que complicacdes
relacionadas as feridas constituem elevado custo para sistemas de saude e

bem-estar emocional de pacientes em todo o mundo (Andreau et al., 2015).
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1.2 HISTOLOGIA DA PELE

Para o entendimento da fisiologia envolvida no processo cicatricial é
importante que se conheca 0s estratos e células que compde esse tecido. A
estrutura da pele é separada em epiderme, derme e hipoderme (Reinke e Sorg
et al., 2012).

A epiderme €& composta 95% por queratinécitos, células nucleadas
nutridas por difusdo através da camada dermal. Os queratinOcitos sao
responsaveis pela resposta epidermal priméaria a lesbes e sao originados por
diferenciacdo a partir de células-tronco das unidades pilosebaceas e cristas
epidermais na camada mais profunda da epiderme, area denominada de
extrato basal (Gantwerker e Hom, 2011). Essas células-tronco sao vitais para o
processo cicatricial por apresentarem relativa indiferenciagdo, potencial
proliferativo e de autorrenovacéo (Larouche et al., 2004). A medida que se
replicam, os queratinécitos deslocam as células mais velhas para a superficie,
passando pelos estratos espinhoso, granuloso, lucido e cérneo, a medida que
perdem progressivamente seu nucleo, assumem formato mais achatado até
que descamam, sendo substituidas totalmente a cada 48 dias (Gantwerker e
Hom, 2011). O extrato basal produz ainda interdigitacdes celulares que se
intercalam com as camadas da derme, formando a crista epidermal, uma
estrutura que aumenta a resisténcia mecanica, e normalmente é ausente em
feridas de cicatrizacdo recente, o que as torna mais sensiveis a traumas nessa
fase.

Logo abaixo localiza-se a derme, camada responsavel por abrigar a
maior parte dos apéndices dermais (glandulas apécrinas e foliculos pilosos) e
vasos da microcirculagéo incluindo capilares sanguineos da pele. E composta
por derme superficial ou papilar e profunda ou reticular (Figura 1.1). Em geral
lesbes que atinjam essa camada provocam a formacdo de cicatrizes
(Gantwerker e Hom, 2011).

Por dultimo, localiza-se a hipoderme, camada composta por vasos

sanguineos de maior calibre e tecido adiposo (Gantwerker e Hom, 2011).
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Stratum lucidum
e Stratum granulosum

Stratum spinosum

Figural.l. Corte histolégico das camadas cutaneas. Da profunda a superficial: derme; estrato
epidermal basal, interdigitando a crista epidermal, os estratos espinhoso, granuloso, licido e
cérneo, a medida que se observa o achatamento celular dos queratindcitos e ha perda de
nucleo.

Fonte: Cortesia de Mikael Haggstrom, Uppsala, Suécia, baseado no trabalho de Wbensmith;
sob a licensa de livre documentacdo GNU. Disponivel em: http://commons.wikimedia.
org/wiki/File:Epidermal_layers.png.)

1.3 FISIOLOGIA DO PROCESSO CICATRICIAL

O fechamento da epiderme superficial ou mucosas ocorre por
regeneracdo, descrita pela substituicdo especifica dos tecidos, j& a derme
apresenta a cura por reparo, uma forma inespecifica de cicatrizacao através do
preenchimento da lesé@o por tecido fibrético e a formacao de cicatrizes, sendo a
forma predominante em tecido cutaneo adulto (Eming e Krieg et al., 2007).

O processo de cicatrizagdo cutanea inicia-se imediatamente apds a
perda de continuidade do tecido e pode ser dividido para melhor entendimento
em quatro fases, que na realidade se sobrepbe em tempo e regido como
observado na Figura 1.2 (Epstein, 1999) e pode, inclusive, ocorrer em
diferentes fases, e em diferentes regides de uma mesma lesdo. Como uma
cascata de fatores que desencadeiam sucessivamente, interrupcdes desse

processo, podem perturbar as fases subsequentes, levando a atrasos na
3
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cicatrizacdo e até mesmo a formacdo de feridas cronicas ou cicatrizes. A
cicatrizacdo cutanea € composta pelas fases: de hemostasia, inflamatéria,

proliferativa/reparo e de remodelamento (Enoch e Leaper, 2005).

Il Cell proliferation
and matrix deposition

| Inflammation Il Matrix remodelling
! =
o  Fibroplasia '
C / +/Angiogenesis
8_ { ‘ /» Re-epithelialization
7 \/ + Extracellular matrix
o ), synthesis
£ / \~ Collagens \
5 A Fibronectin Extracellular matrix |
£ - Proteoglycans'  synthesis, degradation
% GiarildedeE | \ and remodelling \
® | . Bleeding . Pha ogytfsis \ T Tensile strength
2 |. Codgulation 90 L Cellularity
- Pldtelet Activation ,_ \ | Vascularity
+ Complement Activation \ \
; '« Macrophages
+ Cytokines .. ‘
[ | I I ] I I
0.1 0.3 1 3 10 30 100 300

Days after wounding (log scale)

Figura 1.2. Fases interponentes da cicatrizacao tecidual ao longo do tempo em dias e 0s varios
processos que ocorrem em cada fase. I-inflamacéo, Il-proliferativa e Ill-Remodelamento. A fase
de coagulacgéo localiza-se no inicio da curva inflamatéria.

Fonte: From Enoch S, Price P. Worldwide Wounds. Disponivel em:
http://www.worldwidewounds.com/2004/august/Enoch/Pathophysiology-Of-Healing.html.)

1.3.1 FASE DE HEMOSTASIA

A primeira fase do processo cicatricial inicia-se de segundos a minutos
apos o insulto inicial, completando-se apos algumas horas. Ao atingir a camada
dérmica, vasos sanguineos e linfaticos sdo rompidos debridando a regido
traumatizada para a remocao de antigenos e microorganismos (Strodtbeck,
2001). Esta fase também é chamada de “fase-lag”, na qual o organismo recruta
células e fatores necessarios a cicatrizagdo e por isso a ferida ainda imatura
encontra-se sem resisténcia mecanica (Robson et al., 2001).

A hemorragia inicial expde plaquetas aos receptores de colageno do
subendotélio vascular trombogénico, ativando-as (sistema intrinseco) e
promovendo sua agregacao e formacao de coagulo inicial, juntamente com os

fatores de coagulagdo liberados pelo tecido lesado (sistema extrinsico)
4
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(Gantwerker e Hom, 2011; Reinke e Sorg, 2012). Além da hemostasia primaria,
as plaquetas ativadas liberam serotonina e catecolaminas que promovem a
vasoconstricdo periférica reduzindo a perda sanguinea (Gantwerker e Hom,
2011).

Na sequéncia, ocorre uma vasodilatacdo e o coagulo formado preenche
0 espaco ocasionado pela lesdo, composto por fibrina, fibronectina, citocinas
compondo uma estrutura provisoria para a infiltracdo celular (Robson et al.,
2001; Reinke e Sorg, 2012). A vasodilatagdo permite a agregacao de
leucocitos, queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais & matriz formada
(Martin, 1997; Reinke e Sorg, 2012), além de servir como reservatério de
fatores de crescimento e citocinas liberados pelas plaquetas e leucécitos (IL-
1a, IL-1B, IL-6 and TNF-a) que, por sua vez, atraem células inflamatdrias,
predominantemente neutréfilos e macréfagos (Figura 1.3), dando sequéncia a

proxima fase do processo cicatricial (Gantwerker e Hom, 2011).

1.3.2 FASE INFLAMATORIA

Esta etapa € marcada pelo recrutamento de leucécitos para o sitio da
lesdo e pode ser dividida simplificadamente em fases inicial e tardia
(Gantwerker e Hom, 2011).

Os neutrdéfilos sdo as primeiras células a aportar massivamente o local
lesionado durante as primeiras 24 horas. Atraidos pela degranulacdo
trombocitaria e produtos da degradacdo bacteriana (Gantwerker e Hom, 2011,
Reinke e Sorg, 2012), permanecem por dois a cinco 2-5 dias, podendo se
estender por mais tempo em feridas infectadas. Sua funcéo é iniciar a limpeza
da ferida ao secretar proteinases para degradar o tecido necrotico (elastase,
catepsina G, proteinase 3) e destruir bactérias por fagocitose e secrecdo de
antimicrobianos (peptideos catibnicos e eicosandides), além de atuar como
quimioatrativos para outras células inflamatorias, iniciando a fase tardia (Eming
et al., 2007). Dessa maneira, € uma fase muito importante para o combate de
infeccdes (Robson, 2003).

Atraidos por produtos da apoptose dos neutréfilos, macréfagos infiltram
o sitio de lesdo aproximadamente trés dias apos injuria, auxiliando o processo

inflamatorio instalado ao fagocitarem patdégenos e restos celulares provenientes
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de células apoptéticas (Tziotzios et al.,, 2012; Profyris et al., 2012),
permanecendo até a conclusdo da fase inflamatodria tardia, conforme a Figura

1.3.

Inflammatory Phase (Day 3)
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Figura 1.3. llustracdo representativa do processo cicatricial inicial. 1- Agrega¢do plaquetaria
ativada pela exposi¢do ao subendotélio e fatores de coagulagéo liberados pelo tecido lesado.
2-Plaquetas liberam citocinas e fatores de crescimento atraindo neutréfilos (fase inflamatéria
inicial). 3- Produtos de apoptose dos neutréfilos atraem os macréfagos (fase inflamatéria
tardia).

Fonte: Singer et al.,
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1999.

Além de sua funcéo na limpeza da lesao e defesa do hospedeiro durante

a regeneracdo tecidual, os macréfagos sdo células chave ligadas a
reepitelizacao, formacao de tecido de granulacéo, angiogénese e contratura da
ferida (Rodero e Khosrotehrani, 2010). Ao sintetizarem fatores de crescimento
como TGF-B, TGF-a, VEGF, PDGF e FGF basico, promovem a proliferacédo
celular e sintese de matriz extracelular pelas células residentes (DiPietro e
Polverini, 1993). Esses fatores de crescimento e citocinas mantém, portanto, o
processo cicatricial inalterado, ativando a movimentacdo celular e tecidual
necessarias para as fases proliferativa e de reparo subsequentes (Gurtner et
al., 2008).

A inflamacédo €, portanto, uma etapa necesséaria a cicatrizacdo e sua
inibicdo (por exemplo: através de anti-inflamatorios) pode acarretar em reparo

inadequado. Sua interrupcéo ou prolongamento pode produzir ferida crbnica e
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eventualmente formacdo de cicatrizes com maior tempo para a retragcdo da
lesdo. Fatores que aumentam essa fase incluem obesidade ou ma nutricao,
carga bacteriana aumentada, trauma repetido, corpo estranho persistente,
movimentacdo de bordas e sitio da lesdo (Thomas, 1997; Hom e Odland,
2000).

1.3.3 FASE PROLIFERATIVA E DE REPARO

Entre trés e 10 dias, o foco do processo cicatricial se torna cobrir a
superficie da ferida, a restituicdo da trama vascular e a formacao de granulacao
(Reinke e Sorg, 2012).

A reepitelizacéo inicia-se com células-tronco localizadas nas glandulas
apocrinas e foliculos pilosos que diferenciam-se em queratindcitos,
repopulando o extrato basal e migrando as bordas da lesdo junto dos
queratindécitos locais. Ao encontrarem a matriz extracelular (MEC) colagena,
fixam-se a borda interna da ferida. L4, formam um assoalho sobre o qual se
depositara uma nova camada de queratindcitos, preenchendo defeitos e
digerindo a MEC através de proteases até que o contato com outro
queratindcito sinalize o fim da migracdo e digestao (Pilcher et al., 1999). Essa
pelicula protege a ferida de infeccdo e a mantém Umida com exsudato
contendo fatores de crescimento, sendo que curativos inadequados nessa fase
podem destruir essa camada e atrasar a cicatrizacao.

Abaixo da nova camada epitelial, a MEC continua a ser depositada,
sendo, em feridas cicatrizadas por segunda intencéo, formada por tecido de
granulacao. Inicialmente, fibroblastos locais migram a rede de fibrina formada
na fase de hemostasia, onde mediados por citocinas como o TGF-3 sintetizam
colageno imaturo tipo I, fibronectina e outras substancias que preenchem as
lacunas da lesdo, aumentando a forca mecénica da ferida (Reinke e Sorg, 2012
apud Madden e Peacock, 1971).

Sob a influéncia de VEGF e outros fatores de crescimento, a
neovascularizagdo/angiogénese inicia por “brotamento” a partir das células
endoteliais de vasos sanguineos periféricos a lesdo, com o objetivo de
restaurar a perfusdo. Essas células endoteliais ativadas por VEGF secretam

enzimas proteoliticas que dissolvem a lamina basal, se desprendendo e
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migrando ao sitio da leséo, orientadas por adesinas superficiais, se proliferando
e formando pequenas estruturas tubulares, os “brotos vasculares”, que se
interconectam e futuramente se diferenciam em vénulas e arteriolas (Sorg et
al., 2007). A angiogénese é bastante acelerada em feridas cicatrizadas por
primeira intencdo, devido & aproximacdo desses brotos (Gantwerker, Hom,
2011).

Os fibroblastos, colageno tipo 1ll e neovasos formam o tecido de
granulacdo (Robson MC, 2003) com tipica coloracdo vermelha devido a
angiogénese incompleta e fragilidade pela trama desorganizada de colageno
(Reinke e Sorg, 2012). Ao final dessa fase, o numero de fibroblastos é reduzido

por diferenciacdo em miofibroblastos e apoptose (Hinz, 2007).

1.3.4 FASE DE REMODELAMENTO

A ultima fase da cicatrizacdo ocorre a partir dos 21 dias e pode durar até
um ano apos a lesdo, no ser humano. Inicia-se ainda durante a fase
proliferativa a medida que a MEC proviséria e o coldgeno tipo Il séo
substituidos por colageno tipo | e as células remanescentes sofrem apoptose
(Gantwerker e Hom, 2011). Conforme o colageno tipo | é depositado, a
elasticidade da ferida aumenta drasticamente, devido a sua disposicdo em
feixe de fibras paralelas. Devido a substituicdo do tecido granulomatoso
vascularizado e a reducédo da angiogénese, a ferida nessa fase perde sua
coloracdo avermelhada, tornando-se mais palida e avascular (Greenhalgh,
1998). Finalmente, os miofibroblastos promovem a contracdo da cicatriz
através de suas multiplas ligacdes com o colageno e reduzem sua superficie.
Certos componentes subepidermais como foliculos pilosos e glandulas
sudoriparas nao se recuperardo apos o fechamento da lesdo (Tziotzios et al.,

2012; Profyris et al., 2012).

1.4 FERIDAS CUTANEAS

Feridas séo definidas como uma interrupcao ou defeito na continuidade
celular e integridade anatbmica, com consequente perda de sua estrutura
funcional por lesao fisica, térmica, infecciosa ou imunoldgica a pele (Percival

NJ, 2002, Shah et al 2017). A cicatrizacdo adequada € alcancada pela ativacéo
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e infiltracdo de células inflamatérias, macrofagos e neutrofilos, producdo de
citocinas pro-inflamatorias e consequente migracdo de fibroblastos ao sitio da
lesdo (Portou et al., 2015), No entanto, esse processo pode ser prejudicado
pelo envelhecimento, e anormalidades metabdlicas como hipertensdo venosa,
obesidade ou diabetes melitus (Guo et al., 2010, Chhabra et al., 2016).

Independente de sua etiologia, a dissolucdo da continuidade do tecido
resulta em interrupcao do fluxo sanguineo, alteracédo na sensibilidade, acumulo
de debris celulares e diferentes graus de contaminacdo (Magalhdes et al.,
2008). Feridas cutaneas normalmente afetam apenas derme e epiderme, no
entanto, feridas profundas ou que se tornam profundas podem atingir
hipoderme, fascia, tendGes, ossos e visceras, normalmente definidas como
Ulceras (Crovetti et al., 2004).

1.5 CLASSIFICACAO DOS TIPOS DE FERIDAS

Em termos gerais, feridas podem ser classificadas como agudas,
comumente produzidas por trauma penetrante e que reparam anatbmica e
fisiologicamente o tecido cutdneo no tempo esperado, tendo a inflamacao papel
crucial na mobilizacdo celular (Nicks et al., 2010), ou crdnicas, onde a
restauracdo da estrutura e funcéo da pele néo € atingida com sucesso (Sen et
al., 2009), estacionando em uma das fases de cicatrizagdo, normalmente a
inflamatéria (Dabiri et al., 2014) Feridas crénicas podem ainda evoluir
progressivamente para os tecidos subjacentes, principalmente em pacientes
cuja hospitalizacéo é prolongada e a mobilidade reduzida, tornando-se Ulceras
dolorosas e predispostas a infeccdes, osteomielite, septicemia e até mesmo
Obito (Posnett et al., 2009).

O processo de cicatrizacdo de feridas pode também ser classificado
segundo suas margens em trés tipos - cura por primeira intencdo, cura por
segunda intencdo ou cura por terceira intencdo. Em feridas cicatrizadas pela
primeira inten¢do, as margens sdo bem fechadas e a cicatriz remanescente é
minima ou nenhuma. Por outro lado, a cicatrizacdo de feridas por segunda
intencdo envolve a formacdo de tecido de granulagdo, que preenche os
espacos entre as margens da ferida e esta associada a uma perda significativa

de tecido, deixando pequenas cicatrizes. Feridas curadas por terceira intencéo

9
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sao geralmente as que estdo abertas durante trés a cinco dias, normalmente
resultando na formacdo de uma cicatriz extensa (Thakare, 2011).

Grandes feridas da parede corpdrea constituem desafio clinico e
cirdrgico, podendo culminar com complicacdes e limitacBes fisicas. Essas
feridas caracterizam-se pela impossibilidade de seu fechamento primario, por
meio da tracdo de suas bordas. Elas sdo decorrentes de traumas,
gueimaduras, neoplasias, Ulceras por pressao, infeccbes, vasculopatias,
fraturas abertas, laparostomias, dentre outros e seu tamanho varia nas
diferentes regides do corpo (Yaguishita, 2007).

Apesar da maioria das feridas cicatrizarem sem infeccdo, deiscéncia ou
outra anormalidade, aumentam a morbimortalidade e os custos de tratamento,
além de acarretarem dor e danos estéticos e funcionais permanentes (Mezadri
et al.,, 2009). Danos cutaneos podem ainda expor o organismo a fatores de
risco, como microrganismos patogénicos e causarem graves desequilibrios
homeostéticos (Lauto et al., 2010).

Nas Ultimas décadas, o aumento da longevidade humana,
principalmente em paises desenvolvidos, também acarretou em aumento na
casuistica de feridas crénicas (Kim et al., 2015).

Os gastos com complicacdes relacionadas a feridas incluem tratamentos
longos e intensivos, requerindo maior pessoal, intervencdes cirdrgicas e maior
tempo de internacao nos leitos hospitalares (Posnett et al., 2009). Por exemplo,
estima-se que o mercado norte americano de manejo de feridas movimentou o
valor de 3,1 bilhdes em 2012 e que deverda atingir 4.4 billhées de dolares até
2019 (Dabiri 2014).

Apesar de frequentemente investigada, a abordagem da cicatrizagao de
feridas continua a desafiar os pesquisadores (Andrade et al., 2014) buscando
formas mais eficazes de promover uma cicatrizacdo mais rapida, o que
reduziria substancialmente os gastos médicos e, sobretudo, melhoraria a

qualidade de vida de pacientes e familiares (Andreau et al., 2015).

1.6. CURATIVOS PASSIVOS E MEMBRANAS INTERATIVAS/BIOATIVAS
Por muitos anos, o objetivo do emprego de curativos passivos,

denominados dessa forma por meramente cobrir o leito da ferida, era formar
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uma barreira a colonizacdo bacteriana e manter a ferida seca. No entanto, a
impermeabilidade ao vapor pode resultar em umidade excessiva e maceracao
ao redor da ferida, requerindo trocas frequentes (Sussman e Weller, 2006; Xu
et al., 2016).

Atualmente, o alvo das pesquisas em tratamento de feridas deve ser
identificar os fatores etiologicos de atraso ou impedimento da fisiologia
cicatricial, aplicando um curativo com caracteristicas que controlem o estado
bioguimico e otimizem o processo de cura (Stojadinovic A et al., 2008, Dabiri G
et al 2014, Mir et al., 2018).

Para a progressao adequada da cicatrizacdo de feridas complexas, sdo
indispensaveis o desbridamento do tecido desvitalizado, a presenca de pouco
ou nenhum tecido necrético, a manutencdo da atividade enddgena
antimicrobiana e proteolitica, além do controle da inflamacdo e exsudato
excessivos, para manutencdo de um ambiente O6timo para 0S processos
fisiol6gicos (Strohal et al., 2013).

Para tanto, curativos ou membranas interativas tém sido desenvolvidos
no emergente campo da engenharia de tecidos. Sua denominacdo provém da
capacidade de modificar a fisiologia do leito da ferida e interagir com sua
superficie, por exemplo, promovendo a granulacdo e re-eptielizacdo ou
reduzindo o exsudato gracas a sua permeabilidade ao vapor de &gua e
oxigénio (Weller, 2009; Mayet et al., 2014; Sharma et al., 2014).

Uma membrana interativa ideal deve possuir propriedades como
protecdo mecanica do leito; protecédo a colonizacao bacteriana; manutencao da
umidade e hidratacdo; porosidade adequada promovendo angiogénese;
permeabilidade a passagem de gases; propriedade bactericida; absorcdo de
exsudacao e sangue no leito da ferida; favorecer a multiplicacdo e proliferacéo
celular; reduzir a resposta inflamatéria excessiva; boa degradabilidade e boa
biocompatibilidade com o hospedeiro; atoxicidade; facil aplicagdo; baixa
aderéncia e facil remocéo; longa vida util e baixo custo de producéo (Seaman,
2002; Boateng et al., 2008; Jhong et al., 2014; Mayet et al., 2014).

O requisito béasico para a utilizaggo de um material é a
biocompatibilidade, que se refere a um polimero biodegradavel que com o

tempo seja substituido por tecidos recém-regenerados (Kanani et al., 2010).
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Coladgeno, gelatinas, quitosana e alginatos sdo exemplos de membranas
interativas com propriedades similares aos tecidos dos mamiferos (Rajwade et
al., 2015).

Apesar dos esfor¢os nos ultimos anos, nenhuma membrana artificial foi
capaz de combinar todas as caracteristicas previamente citadas (Andreau et
al.,, 2015). Neste contexto, a triagem de outros materiais mantém sua
importancia (Lauto et al., 2010; Cherian et al., 2011; Andrade et al., 2014).

1.6.1 MEMBRANAS DE CELULOSE

Em relacdo as membranas biologicas, a celulose destaca-se por ser o
polimero mais abundante do planeta. Em 1886, o cientista Brown foi o primeiro
a produzir celulose a partir de processos fermentativos da bactéria Acetobacter
xylinum (Brown, 1886) e, atualmente, trata-se da fonte de celulose mais
amplamente utilizada para a producdo de membranas curativas (Sulaeva et al.,
2015). Esta celulose bacteriana apresenta caracteristicas favoraveis como seu
arranjo de fibras e porosidade, resisténcia mecanica, espessura fina, pureza e
cristalinidade superiores a celulose vegetal (Ul-Islam et al., 2012) e tem sido
empregada no manejo de feridas desde a década de 80 (Pitanguy et al., 1988).

No entanto, o elevado tempo de producao e alto custo das membranas
de celulose bacteriana levou a necessidade de novos estudos utilizando
membranas produzidas a partir de outras fontes de celulose, como as vegetais
(Singla et al., 2017).

A celulose vegetal pode ser amplamente encontrada ndo sé no plantio
florestal, mas também em grande quantidade nos residuos da producédo de
diversos materiais, 0 que normalmente representa um problema na
agroindustria (Hoenich, 2006).

Em comparacdo com a membrana de celulose bacteriana, a membrana
de celulose vegetal possui baixo custo de producao, alta disponibilidade, rapido
isolamento, boas propriedades mecanicas, térmicas, elétricas,
biocompatibilidade e biodegradabilidade. Membranas sintetizadas a partir de
celulose vegetal tem apresentado sucesso no auxilio da cicatrizagédo de feridas,

como o demonstrado por Cherian et al. (2011) e Singla et al. (2017).
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Comparada a outros polimeros biodegradaveis como o colageno,
quitosana e gelatina, a celulose vegetal apresenta propriedades mecéanicas
superiores. Devido sua moldabilidade, a celulose vegetal também ¢é utilizada
para compor tecidos cardiovasculares artificiais e em neurocirurgia. Essa
pelicula, apds o processamento, é dotada de permeabilidade seletiva,
possibilitando a passagem de vapor d’agua, mas impedindo a passagem de
microrganismos (Cherian et al., 2011).

Mesmo com o uso de curativos acima citados, muitas feridas podem
ainda persistir. Em feridas complexas, abertas por longo periodo, como ulceras
traumaticas, feridas térmicas ou feridas crénicas, a inflamacdo excessiva
promove um ambiente Umido, quente e nutritivo, ideal para a colonizacdo e
crescimento microbiano, interferindo com o processo cicatricial, aumentando a
resposta inflamatéria e morbidade do hospedeiro (Gallant-Behm et al., 2005;
WUWHS, 2008; Leaper et al., 2012, Norman et al., 2016).

Nesses casos, membranas bioativas sdo estudadas para transportar
substancias de uso tépico como antissépticos e antiinflamatorios, a fim de
alterar o ambiente da lesdo, estimulando a cascata cicatricial (Sharma et al.,
2014; Zahedi et al., 2010).

Pela possibilidade de inducdo de resisténcia bacteriana, o uso de
antibidticos tépicos no tratamento de feridas deixou de ser recomendado pela
Academia Americana de Dermatologia, e antissépticos tdpicos como a
clorexidina e iodo-povidona podem apresentar efeito citotoxico aos
queratindcitos, interferindo negativamente na regeneracao tecidual (Totoraitis
et al., 2017).

Desta forma, a pesquisa de outros antissépticos com pouca ou henhuma
citotoxicidade permitiria a reducdo do processo inflamatério sem a destruicédo
de queratinécitos, sendo de extrema valia em cicatrizacdo, principalmente por
22 intengdo, ao proteger o leito de infec¢gdes sem influenciar negativamente a

cascata cicatricial (Norman et al., 2016)

1.7 OLEOS ESSENCIAIS
Oleos essenciais sdo0 compostos aromaticos volateis extraidos de

plantas, cuja composicdo quimica depende da sazonalidade climatica,
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condicdes geograficas e das técnicas de destilacdo empregadas com a
utilizacao de diferentes solventes, através da compressao de frutos, folhas ou
raizes. Geralmente sdo altamente complexos, formados, as vezes, por mais de
uma centena de componentes quimicos (Olajuyigbe e Ashafa, 2014).

Oleos como os de Melaléuca (Melaleuca alternifolia) e Babosa (Aloe
vera) sdo empregados desde a antiguidade no tratamento de feridas e
inflamacdes (Gazim et al., 2008) e atualmente utilizados em pesquisas, como
na producédo de fibras curativas pela técnica de eletro-rotagdo (Rahman et al.,
2017). Entre eles, encontra-se o Oleo da flor de Caléndula (Calendula
officinalis), uma planta da familia Asteraceae, de crescimento anual e coloracdo
floral entre o amarelo e o laranja, encontrada amplamente na regido do
Mediterraneo.

Cultivada como alimento e para uso medicinal desde a ldade Média
como anti-inflamatorio, antisséptico, cicatrizante, antiespasmaodico, antiviral,
dentre outros, atualmente, seu uso é aprovado pela agéncia americana de
alimentos e drogas (FDA) como uma substancia segura da lista GRAS
(substancia generalizadamente reconhecida como segura) (Gazim et al., 2008).

A rica composicdo quimica de substancias dessa planta biologicamente
ativas inclui flavonoides, acido oleandico, saponinas, mono, di e triterpenos,
carotendides, glicosideos e esterois (Chakraborthy, 2008; Abdullabekova et al.,
2014). O conteudo total de flavondides dessa planta depende da espécie e da
regido de crescimento (Teske e Trentine, 1995).

Apesar de ndo completamente elucidada sua atividade bioldgica, tem

sido amplamente estudada ao longo dos anos.

Pesquisas realizadas demonstraram sua atividade antiinflamatoria
mediada sobretudo pelos monoésteres de faradiol (Della et al., 1994; Citadini-
Zanette et al., 2012; Dinda et al.,, 2015) e pela inibicdo da lipoxigenase,
observada em citosol de células pulmonares de ratos, induzida pela molécula

Isorhamnetina 3-glicosideo (Arora et al., 2013).

Sua atividade antioxidante também foi observada, relacionada ao
carotendide Lycopene (Efstratiou et al., 2012) e moléculas de Fe?* e &cido

ascorbico atuando sobre a peroxidacgéo lipidica lipossomal (Arora et al., 2013).

14



© 0 N o u b~ W N R

W W W W N N N N N N N N NN P P R R P R R p R p
W N P O VW 00 N O U1 B W N P O VO O N O U1 b W N » O

Diversos estudos também relacionados a atividade antimicrobiana e
antiproliferativa demonstraram acao antifiingica sobre 23 fungos testados pela
presenca de isbmeros do flavondide cadineno, bem como sobre bactérias
Gram negativas e Gram positivas, entre elas Candida Albicans, S. Aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Efstratiou et al., 2012,
Chakraborthy, 2008, Bissa e Bohra, 2011, Gazim et al., 2008), tendo como
grande vantagem o pequeno impacto no desenvolvimento de resisténcia
bacteriana e suceptibilidade em relacdo a outros compostos biocidas (Hammer
et al., 2012; Walsh et al., 2003).

A acdo cicatrizante da caléndula também tem sido comprovada
cientificamente, principalmente relacionada a presenca de triterpendides. Sua
tintura produziu um aumento na média de fibroblastos sobre feridas cutaneas
experimentais em coelhos (Citadini-Zanette et al., 2012), e na linhagem
fibroblastica NIH-3T3 in vitro (Dinda et al. 2015 ), inibicdo da degradacdo de
colageno em fibroblastos, mediada pelo flavonéide Quercertina (Nicolaus et al.
(2017) e o estimulo da angiogénese em membranas corioalantdicas de ovos
embrionados, fatores diretamente relacionados com as fases proliferativa e de
maturacdo do processo de reparo (Patrick et al., 1996).

Leach (2008), observou ainda soma dos efeitos antioxidante e
antimicrobiano influenciando positivamente no tempo de cicatrizacdo cutanea,
quando empregada a caléndula tépica a 2%.

Foram observados ainda os efeitos imunomodulatérios (Attard e
Cuschieri, 2009), antivirais (Kalvatchev et al., 1997) e antitumorais (Ukiya et al.,
2006) demonstrando uma ampla e variada atividade fitoquimica.

Varias espécies da familia Asteracea sdo reconhecidas por causarem
reacoes de hipersensibilidade tardia. Porém, este efeito é relativamente raro
com extratos de Calendula officinalis. A Cosmetic, Toiletry and Fragrance
Association (CTFA) alega que o uso de extrato de caléndula em preparacoes
cosmeéticas apresentou resultados negativos para ensaios de sensibilizacao
dérmica. A CTFA também realizou testes de irritagdo cutanea, que revelaram
baixo potencial de irritacdo. Um teste com o extrato de caléndula a 10%,
realizado em nove coelhos, apresentou indice primario de irritacdo dérmica de
0% (Fiume, 2001; Ministério da Saude e ANVISA., 2014).
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No entanto, apesar de apresentarem importantes caracteristicas
fitoquimicas favoraveis ao processo cicatricial, a volatilidade dos compostos
presentes nos 6leos essenciais pode ser um empecilho ao seu emprego em
membranas bioativas. Bilia et al. (2002) observaram através da cromatografia
de tintura alcodlica de caléndula uma estabilidade do flavonoide Isorhamnetin-
3-O-glicosideo, a 25°C de apenas 72 dias, durante os quais sua assinatura
cromatografica reduziu progressivamente. Similarmente, Zdoryk et al. (2014)
observaram, a partir de um més, o desaparecimento ou reducdo na intensidade
de zonas cromatogréficas referentes a calendulosideos e flavondides em uma
formulacéo topica a base de vaselina. A meia vida a 25°C chegou a um més e
dois meses a 5°C em frasco ambar, ndo atingindo 14 dias quando expostos a
luz.

Uma membrana bioativa deve liberar seus compostos de forma lenta e
sustentada durante todas as diferentes etapas da cicatrizacdo, mas a alta
volatilidade dos 6leos essenciais pode produzir perda ou liberacéo inicial muito
rapida desses compostos ativos, limitando sua eficacia (Andreau et al., 2015).

Algumas estratégias para fixar os 6leos essenciais a curativos incluem,
desde a sua simples imersdo em solugbes com principios ativos, ao
encapsulamento de principios ativos nas fibras poliméricas, que costituem a

matriz do curativo em questao (Andreau et al., 2015).

1.8 ALGINATO SODICO

O carreamento de Oleos essenciais pode ser realizado através do
“casting”, método através do qual solu¢des de 6leo essencial sdo associadas a
hidrocolbides, que, apds secos, produzem filmes aderindo a superficie
desejada.

Essa técnica tem sido amplamente utilizada na inddstria alimenticia para
a producéao de filmes de revestimentos comestiveis, que além de barreira fisica,
albergam caracteristicas antioxidativas com o objetivo de aumentar o tempo de
prateleira de alimentos como frutas e paes (Fakhreddin et al., 2013).

O polimero natural alginato enquadra-se nessa categoria devido ao seu
estatus de substancia generalizadamente reconhecida como segura (GRAS),

de facil disponibilidade, custo baixo, além de sua capacidade de micro
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encapsulamento e transporte de agentes fitoquimicos e antimicrobianos.
(Cordova et al., 2015; Alacrén-Moyano et al., 2017), inclusive sendo aplicado
na administracdo transdermal e transmucosa controlada de substancias ativas
(Liakos et al., 2013).

Entre os alginatos, o Alginato Soédico (NaAlg) é o polissacarideo
derivado de algas mais utilizado. Composto por cadeias de B-d-manuronato (M)
e a-l-guluronato (G) conectadas por ligagcbes covalentes, € um composto
biodegradavel e biocompativel capaz de absorver de 200 a 300 vezes seu peso
em agua (Gardner, 2004, Liakos et al., 2013), podendo ser absorvida pela pele
sem nenhum efeito téxico, liberando os compostos ativos por contato durante
sua absorcao (Sachan et al., 2009).

Diversos estudos investigaram a aplicacao de formulagbes baseadas em
alginato para a produgcdo de membranas curativas como NaALg-quitosana-
fibrina, nanofibras de alginato, NaAlg-oxido de polietileno, alginato-gelatina
(Pandima et al., 2013; Leung et al., 2014; Boateng et al., 2015).

Filmes de alginato pelo método de casting foram produzidos néo so6 para
sua utilizacdo na industria alimenticia, mas também como transportadores de
Oleos essenciais, antibidticos e antissépticos, apresentado atividade
antiproliferativa in vitro contra Escherichia coli e Candida albicans,
demonstrando seu potencial emprego como constituinte de membranas
interativas/bioativas (Alacron-Moyano et al., 2017; Liakos et al., 2013; Cossu et
al., 2015; Ng e Leow 2015).

Vérios estudos de toxicidade aguda envolvendo extratos de Calendula
officinalis, administrados por via oral (gavagem) a ratos ou camundongos,
comprovaram a auséncia de toxicidade em doses de até 5g/kg de peso, porém,
os resultados destes estudos ndo sdo diretamente correlacionaveis devido ao
uso da caléndula ser majoritariamente topico (Ministério da Saude e ANVISA.,
2014).

Embora uma série de beneficios sejam descritos a partir do emprego de
membrana de celulose vegetal e 6leo essencial de caléndula, a avaliacdo de
seus efeitos associados sobre o processo cicatricial, bem como a resposta

imunoldgica local e a sistémica, devem ser investigados.
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A possibilidade de adi¢cao do éleo de caléndula a matriz das membranas
de celulose vegetal representa uma inovacdo ainda maior em relacdo as
membranas de celulose provenientes de outras fontes, como a bacteriana, uma
vez que permite agregar propriedades que reduzam o tempo ou melhoram a
qualidade do processo cicatricial. Associada as caracteristicas como
resisténcia mecanica, presentes nos filmes de celulose vegetal, produz uma
membrana interativa, bioativa e de baixo impacto ambiental, sendo sintetizada

a partir de residuos agroflorestais a custos baixos.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL.:

Avaliar a eficacia e seguranca do emprego de membranas de celulose
vegetal com Oleo essencial de caléndula em sua formulagdo, sobre a

cicatrizacdo de feridas cutaneas.

2.30BJETIVOS ESPECIFICOS:
Os objetivos do presente estudo foram avaliar:
e O aspecto macro e microscoépico da ferida apds o uso da membrana:
o Tecido cicatricial,
o Qualidade e quantidade das fibras de colageno,
o Identificacdo de células inflamatorias,
o Proliferacéo fibroblastica,

o Angiogénese;

A atividade antiproliferativa da membrana sobre o crescimento de

microorganismos padréo (ATCC) in vitro;

e Se ha absorcdo da membrana pelo tecido cicatricial;

e Se ha degradabilidade da membrana apds sua aplicacdo sobre a lesao
cutanea;

e A reacdo imunologica local da implantagdo da membrana no tecido
subcutaneo aos 15 dias;

e Se ha alteracbes metabolicas toxicas (renais e hepaticas) séricas 15

dias apos o implante subcutaneo da membrana,;
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A reducao no tempo de cicatrizacéo pela adicdo de 6leo de caléndula a

formulacdo da membrana.

3. HIPOTESES

As membranas de celulose vegetal apresentam melhor atividade
cicatricial se comparadas ao grupo controle negativo e as membranas
obtidas por celulose de fermentacéo bacteriana (grupo controle positivo);
As membranas de celulose vegetal produzem halo de inibicdo
bacteriana in vitro para Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

As membranas de celulose vegetal ndo produzem toxicidades renal ou
hepética ao organismo; citotoxicidade ao uso tépico e ndo produzem
reacdo imunologica local com significancia clinica ao implante

subcutaneo.
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CAPITULO 2
Retracdao cicatricial e atoxidade de membranas de nanocelulose vegetal
incorporadas com 6leo essencial de Calendula officinalis em ratos
(Artigo cientifico que sera submetido a publicacédo do periédico
Carbohydrate Polymers)

2.1. INTRODUCAO

Feridas sédo definidas como interrupcdo ou defeito na continuidade
celular e integridade anatbmica, com consequente perda de sua estrutura
funcional por lesao fisica, térmica, infecciosa ou imunolédgica a pele (Percival
NJ, 2002, Shah et al 2017). A cicatrizacdo adequada é alcancada pela ativacao
e infiltracdo de células inflamatorias, producao de citocinas pré-inflamatérias e
consequente migracdo de fibroblastos ao sitio da lesdo (Portou et al., 2015). No
entanto, esse processo pode ser prejudicado pelo envelhecimento,
anormalidades metabdlicas, distarbios circulatorios, obesidade ou diabetes
melitus, entre outras condi¢des (Guo et al., 2010, Chhabra S et al., 2016).

A cicatrizacao inicia-se imediatamente apds a perda de continuidade do
tecido e pode ser dividida nas fases interponentes de hemostasia, inflamacéo,
proliferacéo, de maturacéo e remodelamento (Enoch S e Leaper JD, 2005).

Apesar da maioria das feridas cicatrizar sem infeccdo, deiscéncia ou
outra anormalidade, aumentam a morbimortalidade e os custos de tratamento,
além de acarretarem dor e potencial dano estético e funcional permanente
(Yaguishita, 2006; Mezadri et al., 2009). Danos cutaneos podem, ainda, expor
0 organismo a fatores de risco como microrganismos patogénicos e causarem
graves desequilibrios homeostaticos (Lauto et al., 2010, Hsiao T e Council M,
2017), principalmente em grandes feridas que se caracterizam pela
impossibilidade de seu fechamento primério, por meio da tracdo de suas
bordas, ou cicatrizagéo por terceira intencédo (Chhabra S et al., 2016).

Em situacdes onde as etapas cicatriciais ndo operam adequadamente,
seja por influéncia de fatores externos como a presenca de patdogenos ou
mesmo intrinsecos ao hospedeiro, torna-se imperativo o tratamento da ferida
para acelerar a reparacdo, melhorando a qualidade de vida de pacientes
(Andreau V et al., 2015).
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Atualmente, o alvo do tratamento de feridas deve ser identificar os
fatores etiologicos de atraso ou impedimento da fisiologia cicatricial, aplicando
curativo com caracteristicas que otimizem o processo de reparacao tecidual
(Stojadinovic A et al., 2008, Dabiri G et al 2014). Para isso, membranas que
interajam com o0 leito cicatricial, promovendo tecido de granulacéo,
reepitelizacdo, absorcdo exsudativa, tém sido desenvolvidas (Weller C, 2009;
Mayet N et al., 2014; Sharma S, Dua A, Malik A, 2014).

Uma membrana interativa ideal deve possuir propriedades como
protecdo mecanica do leito; protecdo a colonizag¢do bacteriana; manutencdo da
umidade e hidratacdo; microporosidade adequada promotora de angiogénese;
permeabilidade seletiva a passagem de gases, mas ndo de microrganismos;
absorcdo de exsudacdo e sangue no leito da ferida; deve favorecer a
multiplicacdo e proliferagdo celular; reduzir resposta inflamatoria excessiva;
possuir boa degradabilidade e boa biocompatibilidade com o hospedeiro;
atoxicidade; facil aplicacdo; baixa aderéncia e facil remocéo; alto tempo de vida
uatil estando embalada e baixo custo de producdo (Seaman S, 2002; Boateng
JS et al., 2008; Jhong JF et al., 2014; Mayet N et al., 2014).

Por isso, a pesquisa de novos materiais como curativos mantém sua
importancia (Lauto A et al., 2010; Cherian et al., 2011; Andrade et al., 2014),
visto que, apesar dos esforcos nos ultimos anos, nenhuma membrana
interativa foi capaz de combinar tais caracteristicas em um Unico composto
(Andreau V et al., 2015).

A celulose destaca-se por ser o polimero natural mais abundante do
planeta (Hoenich NA, 2006) e, atualmente, a celulose bacteriana trata-se da
fonte de celulose mais amplamente utilizada para a producdo de membranas
curativas (Sulaeva | et al., 2015). A celulose bacteriana apresenta
caracteristicas favoraveis como seu arranjo de fibras e porosidade, espessura
fina, pureza e cristalinidade superiores a celulose vegetal (Ul-Islam M, Khan T e
Park J, 2012).

No entanto, o elevado tempo de producao e o alto custo das membranas
de celulose bacteriana dao margem a novos estudos utilizando membranas
produzidas a partir de outras fontes de celulose, como as vegetais (Singla R et

al., 2017), amplamente encontradas ndo s6 no plantio florestal, mas também
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em grande quantidade nos residuos da producgéo de diversos materiais, 0 que
normalmente representa um problema na agroinduastria (Hoenich NA, 2006)

Em feridas complexas, abertas por longo periodo, como ulceras
traumaticas, feridas térmicas ou cronicas, a inflamagdo excessiva promove um
ambiente Umido, quente e nutritivo ideal para a colonizacdo e crescimento
microbiano, aumentando a resposta inflamatéria e morbidade do hospedeiro
(Jones SA et al., 2004; Gallant-Behm CL et al., 2005; WUWHS 2008; Leaper
DJ et al., 2012).

Membranas bioativas podem ser aplicadas nesses casos, transportando
substancias de uso topico como antissépticos e antiinflamatdrios, o que altera o
leito da leséo e estimula a cascata cicatricial (Sharma S et al., 2014; Zahedi P
et al., 2010).

Pela possibilidade de indugdo de resisténcia bacteriana, o uso de
antibioticos topicos no tratamento de feridas deixou de ser recomendado pela
Academia Americana de Dermatologia, salvo em feridas infeccionadas, cujo
retardo cicatricial e maior morbidade justificam o emprego. Antissépticos
tépicos como clorexidina e iodo-povidona podem apresentar efeito citotoxico
aos queratindcitos, interferindo negativamente na regeneracdo tecidual
(Totoraitis K et al., 2017).

Desta forma, a pesquisa de outros antissépticos com pouca ou henhuma
citotoxicidade permitiria a reducdo do processo inflamatério sem a inducéao de
degeneracéo de queratindcitos ao uso tépico.

Entre eles, encontra-se o0 06leo essencial (OE) da flor de caléndula
(Calendula officinalis), cultivada para uso medicinal desde a Idade Média como
anti-inflamatoério, antisséptico, cicatrizante, antiespasmodico e antiviral,
aprovada pela agéncia americana de alimentos e drogas (FDA) como
substancia segura da lista GRAS (Substancia generalizadamente reconhecida
como segura) (Gazim ZC et al., 2008).

Estudos demonstraram sua acdo antiproliferativa mediada pelos
isdmeros do flavonoide cadineno, sobre fungos, bactérias Gram negativas e
Gram positivas como Candida albicans, S. aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (Efstratiou E et al., 2012, Chakraborthy GS, 2008,
Bissa S e Bohra A, 2011, Gazim ZC et al., 2008), com a vantagem de
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apresentar pequeno impacto no desenvolvimento de resisténcia bacteriana e
sucetibilidade em relacdo a outros compostos biocidas (Hammer KA, Carson
CF, Riley TV, 2012; Walsh SE et al., 2003).

Sua acao cicatricial, mediada pelo flavondide quercertina foi observada
em diferentes estudos (Saini P et al., 2012; Dinda M et al., 2015; Nicolaus C et
al., 2017), bem como a atividade antiinflamatoria mediada sobretudo pelos
monoésteres de faradiol e pelo flavondide Isorhamnetin 3-glicosideo (Della LR
et al., 1994; Citadini-Zanette et al., 2012; Arora D et al., 2013) tornando atrativo

seu emprego em lesdes.

Uma membrana bioativa deve liberar seus compostos de forma lenta e
sustentada durante todas as diferentes etapas da cicatrizacdo (Andreau V et
al., 2015), mas a alta volatilidade dos 6leos essenciais pode produzir perda ou
liberacdo inicial muito rapida desses compostos ativos, e limitar sua eficicia
(Alarco’n-Moyano JK et al., 2017).

O carreamento de 6leos essenciais pode ser realizado pelo método de
casting, no qual uma solucédo é produzida em associacdo a hidrocoldides, e
apos seca, produz filmes aderentes a superficie desejada, amplamente
utilizados na induastria alimenticia para a producdo de filmes de revestimento
comestiveis, com o objetivo de aumentar o tempo de prateleira de alimentos
como frutas e paes (Fakhreddin S et al., 2013). O polimero natural alginato é
amplamente empregado nessas solucdes, devido ao seu estatus de substancia
generalizadamente reconhecida como segura (GRAS), de facil disponibilidade,
custo baixo, além de sua capacidade de microencapsulamento e transporte de
agentes fitoquimicos (Co’rdova K et al., 2015; Alacrén-Moyano JK et al., 2017),
inclusive sendo aplicado na administracdo transdermal e transmucosa
controlada de substéncias ativas (Liakos | et al., 2013).

Diversos estudos investigaram a aplicacao de formulagfes baseadas em
alginato para a producdo de membranas curativas (Pandima DM et al., 2013;
Leung V at al., 2014; Boateng J et al., 2015) e como transportadores de 6leos
essenciais, antibiéticos e antissépticos, apresentando atividade antiproliferativa
in vitro contra Escherichia coli e Candida albicans, o que demonstra seu

potencial emprego como constituinte de membranas interativas/bioativas
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(Alacron-Moyano JK et al., 2017; Liakos | et al., 2013; Cossu A et al., 2015; Ng
SF e Leow HL 2015).

Dessa forma, a adicdo do 6leo de caléndula a matriz das membranas de
celulose vegetal representa uma inovacao ainda maior ja que permite associar
propriedades que reduzam o tempo ou melhorem a qualidade do processo
cicatricial a resisténcia mecéanica e biocompatibilidade, produzindo uma
membrana bioativa, de baixo impacto ambiental e sintetizada a partir de
residuos agroflorestais a custos reduzidos.

O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade
antiproliferativa bacteriana in vitro, a retracdo cicatricial cutanea in vivo e a
seguranca ao uso topico e interno de uma membrana de nanocelulose vegetal

associada ao casting de alginato e 6leo essencial de caléndula.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 OBTENCAO DA MEMBRANA DE CELULOSE VEGETAL

As membranas de nanocelulose vegetal provenientes do pinheiro (Pinus)
foram desenvolvidas e produzidas no Laboratério de Tecnologia da Madeira da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Florestas, Colombo-
PR) em um estudo prévio (Claro, FC 2017).

Neste estudo, utilizou-se polpa branqueada pelo processo Kraft, obtida
da madeira de Pinus., primeiramente homogeneizada em liquidificador
laboratorial com agua destilada. A pasta obtida foi inserida na concentragéo de
3% em base seca no moinho Super Masscoloider Masuko Sangyo, sob rotacéo
de 1500 rpm e 20 passes para a formacdo da suspensdo de nanofribilas de
celulose (Figura 2.1) para preparo do gel de Celulose Nanofibrilada (CNF).
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Figura 2.1. Imagem fotografica do moinho Masscoloider Masuko Sangyo (A),
em funcionamento (B), e do disco de pedra rotativo necessario para o preparo
de celulose nanofibrilada.

Fonte: Claro FC et al., 2017.

A massa necesséaria para a producdo de membranas com gramatura
objetivada de 20 a 60 g/m? foram calculadas. Considerando 0,0294 m? a area
de cada filme, as suspensées foram diluidas em agua destilada a 3x10° g.mL*
e agitadas por um minuto, até completa homogeneizacdo. Em seguida a
suspensao foi filtrada sobre membrana de nylon de 22 ym em peneira de 60
mesh e prensada com placa de vidro. O conjunto peneira, suspensao e placa
de vidro foi secado em estufa a 60 °C por 24 h (Figura 2.2).

Figura 2.2. Imagem fotogréfica da filtracdo da suspensdo de nanocelulose (a) e do
sistema de filtracéo (B).
Fonte: Claro FC et al., 2017.

As membranas foram posteriormente submetidas a microscopia
eletrbnica de varredura no Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade
Federal do Parana (UFPR) e analise térmica por termogravimetria, ensaio de
tracdo e arrebentamento, espessura por micrometro eletrénico, avaliacdo da
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gramatura, avaliacdo da absorcédo de 4gua pelo método Cobb e permeéancia a
passagem de ar pelo método Gurley no Laboratério Polpa e Papel da mesma

universidade.

A propriedades fisicas da membrana base utilizada para a impregnacéo
com 6leo de caléndula, avaliadas por Claro FC et al. (2017) foram compiladas

na tabela 2.1.

Tabela 2.1. Testes fisicos da membrana-base de celulose vegetal.

Espessura Gramatura Resisténcia Degradacdo Cobb (g.m- Gurley
(Mm) (g.m-2) a Tracdo Térmica 2) (s.100cm3)
(MPa) (TGA)
45+ 3 40 £ 2 47 £ 6 284 a 382 °C 63+9 0

A superficie da membrana a microscopia eletrénica revelou a auséncia

de porosidade como se pode observar na Figura 2.3.

Figura 2.3. Fotomicrografias do filme de nanocelulose de Pinus. Ampliagao de
500x (A), e aumento de 10 Kx(B). Fonte: Claro FC et al., 2017.

2.2.2. IMPREGNACAO COM OLEO ESSENCIAL

As membranas obtidas foram cortadas em discos de 3cm de didmetro,
perfuradas multiplas vezes com agulha hipodérmica 40x12 para a producdo de
poros macroscopicos e esterilizadas em papel grau em autoclave a 121°C por
15 minutos. Os discos foram colocados em placas de petri de vidro
previamente esterelizadas e recobertos pela solugdo de Oléo
essencial/Alginato conforme Liakos et al. (2013), onde permaneceram, em

capela de fluxo laminar, abrigados de luz, por 24h até sua secagem.
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Posteriormente, os discos foram embalados com plastico filme
previamente esterelizado sob lampada UV, onde permaneceram até o dia da

aplicacao (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Imagem fotogréfica da membrana de celulose vegetal antes e
depois de impregnada com casting de caléndula/alginato.

A solucao de casting foi produzida em ambiente controlado em farmacia
de manipulacdo (BioLev Ltda.). Para tanto, em uma proveta, misturaram-se 0,6
g de alginato sédico (Sigma) a 10mL de agua destilada e aquecidos a 100°C
por aproximadamente uma hora até sua completa dissolucdo. Apds o
resfriamento da solucdo viscosa a temperatura ambiente, adicionou-se 0,1 mL
de glicerol (Sigma) como agente plastificante ao volume fixo de 10 mL de
solucédo. Por ultimo, 1,0 mL de oleo de caléndula (Lazlo) e 0,1 mL de Tween 20
(Sigma) foram lentamente adicionados a solugédo e homogeneizados. Utilizando
uma pipeta, derramou-se 0,5 mL da solucdo final sobre cada membrana ja
cortada, em placa de petri, onde permaneceram até a secagem por

aproximadamente 24h.

2.2.3 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA BACTERIANA IN VITRO

Os testes de atividade antibacteriana foram realizados no Laboratério de
Microbiologia da Clinica Veterinaria Escola (CVE) da Pontificia Universidade
Catodlica do Paranad (PUCPR), em capela de fluxo laminar, cinco dias apds o
preparo das membranas.

Avaliou-se a atividade antimicrobiana das membranas pelo método de

disco difusdo de Kirby-Bauer, contra duas cepas bacterianas padrao (ATCC),
27
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Staphyloccoccus aureus (ATCC 0023, Newprov®) Gram positiva e Escherichia
coli (ATCC 0039, Newprov®) Gram negativa. As cepas liofilizadas foram
dissolvidas e cultivadas por 24 horas a 37°C em caldo BHI (Newprov®), em
seguida, diluidos em solucdo de NaCl 0,9% a 105 UFC/ml e semeados com
swab estéril sobre placas contendo agar Muller-Hinton (Newprov®).

Logo em seguida, um disco de membrana com caléndula e um disco de
celulose vegetal sem adicado do OE utilizado como controle, cortados em 6 mm
de didametro, foram colocados sobre o meio. As placas foram entdo tampadas e
incubadas a 37°C por 24 horas. Placas semeadas e ndo semeadas foram
incubadas como controle negativo e positivo. Realizou-se a leitura do halo de
inibicdo produzido com um paquimetro digital, efetuando os testes em triplicata.
A atividade antimicrobiana é registrada quando a zona de inibi¢cao for maior que
6 mm (Goun EG et al., 2003).

2.2.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

A experimentacdo animal foi iniciada ap6s a aprovacdo do Comité de
Etica em Uso de Animais (CEUA) da PUCPR, sob o protocolo nimero
01117/2017.

Para o desenvolvimento experimental, utilizou-se 126 ratos Wistar,
machos, pesando aproximadamente 300g, com idade entre 6-8 semanas,
provenientes do biotério da UFPR. Os animais foram mantidos no biotério da
PUCPR em gaiolas individuais com tampa gradeada, forradas com maravalha
absorvente, trocada duas vezes ao dia, sob temperatura e fotoperiodo
controlados com disponibilidade de agua e comida ad libitum. Os animais foram
aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais conforme a tabela
2.2.

Tabela 2.2. Numero de animais nos grupos experimentais: GC (grupo controle
negativo), GM (grupo controle positivo), GMO (grupo tratamento) e GS (grupo

implante subcutaneo), totalizando 126 animais.

GC GM GMO GS Total

36 36 36 36 126
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2.2.5 EXPERIMENTACAO ANIMAL

Os procedimentos cirurgicos foram executados no laboratério de técnica
operatoria da PUCPR, conduzidos por médicos veterinarios.

Inicialmente, os animais foram anestesiados com a associacdo de
cloridrato de xilazina 2% (Cristalia), na dose de 8 mg/kg e cetamina 10%
(Cristalia), na dose de 60 mg/kg, por via intramuscular, ndo ultrapassando 0,4
ml totais. Logo apds, uma ampla tricotomia envolvendo toda regido dorsal do
animal, foi realizada a assepsia com lodopolividona tépica 10% (Rioquimica®).

Em seguida, uma lesédo circular com molde de 3 cm de didametro foi
produzida na regido interescapular com bisturi, removendo-se pele e tecido
subcutédneo adjacente até o limite da fascia muscular. Os animais foram

tratados aleatoriamente conforme cada grupo experimental (Figura 2.5).

AT A ',‘_ .

4O Vil A
Figura 2.5 — Imagem fotografica do molde circular de 3 cm de diametro (esq.),

e da lesdo circular que atingiu pele e tecido subcutaneo, sendo preservada a
fascia muscular (dir.).

Dividiram-se os animais em trés grupos: Grupo GC (Grupo Controle
Negativo) - cicatrizagdo espontanea, por segunda intencdo, sem a aplicacéo de
membrana; Grupo GM (Grupo Controle positivo) - aplicagdo de membrana de
celulose bacteriana (Membracell®), cobrindo toda a extenséo da ferida e Grupo
GMO (Grupo Tratamento) — aplicacdo de membrana de celulose vegetal
impregnada com Oleo essencial de caléndula, cobrindo toda a exensdo da
ferida. Apos completado o procedimento, todos os animais receberam curativo
fixado por gaze estéril e faixa ndo compressiva ao redor do tronco, removido

apos dois dias.
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Ao fim dos procedimentos cirargicos, medicaram-se todos 0s animais
com antibiotico enrofloxacina na dose de 5mg/kg e cloridrato de tramadol
12,5mg/kg, ambos a cada 12 horas, no dia do procedimento e por trés dias

consecutivos.

2.2.6 AVALIACAO MACROSCOPICA E DA RETRACAO CICATRICIAL

Os animais de todos os grupos foram sedados com Isoflurano (Cristalia)
em campanula e fotografados a 15 cm da superficie do animal, com o auxilio
de um tripé e régua para escala nos dias 4, 7, 11 e 14, produzindo 268
imagens. Para realizacdo de planimetria das areas de lesdo, o programa
IMAGE J 1.51K foi utilizado, por avaliador cego (Figura 2.6). A fotos foram
utilizadas ainda para a observacdo macroscépica do aspecto lesional. Os
critérios utilizados foram a formacdo de crostas, presenca de exsudato e
debris, eritema e processo infeccioso.

Posteriormente, efetuou-se o calculo da porcentagem de retracdo da
ferida de cada grupo segundo a férmula utilizada por Xu R et al. (2017), em que
AFi representa a area inicial da lesdo e AFf a &rea da lesé@o no dia fotografado:
Taxa de Cicatrizacao (%) = (AFi - AFf) / AFi x 100%

=4 Image

b B
File Edit Font Results |

[area ] 2
1 250466

Figura 2.6 — Planimetria em programa de imagem IMAGE J 1.51K .

L

As fotos também foram utilizadas para a verificagdo da porcentagem de
membranas presentes em cada grupo, nos diferentes tempos avaliados, a fim
de observar sua adeséo ao leito da ferida. Foram consideradas como aderidas

apenas as membranas ocupando visualmente mais que 25% da area da lesao.

30



© 0 N o u b~ W N R

O = S )
w N = O

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

2.2.7 AVALIACAO HISTOLOGICA

Nos dias 4, 7, 11, e 14 apés o procedimento cirdrgico, nove animais de
cada grupo foram submetidos a eutanasia, seguida da coleta de amostras para
processamento, avaliagdo histologica da ferida e comparagdo da celularidade
cicatricial e atividade inflamatoria. As eutanasias foram realizadas com super
dosagem da associacdo do cloridrato de xilazina e cetamina por via
intramuscular e administracao de cloreto de potassio 10% por via intracardiaca.

Apés, fragmentos de pele e tecido subcutaneo com margem de 0,5 cm
ao redor da leséo foram obtidos, sendo acondicionados em formol tamponado
a 10% por 24h e encaminhados para processamento no laboratério de
patologia da CVE.

As amostras foram clivadas longitudinalmente no centro da ferida,
emblocadas em parafina e seccionadas em um micr6tomo rotativo com
navalhas em cortes de 5 um de espessura, preparando-se duas laminas por
lesdo. Uma das secgbes foi corada com Hematoxilina e Eosina (HE) para a
avaliacdo da inflamacdo e reepitelizacdo e a segunda com coloracdo de
Tricromio de Mallory para avaliacdo da angiogénese e producédo de fibras de
colageno.

Apo6s a confeccdo, as laminas foram avaliadas de forma cega por um
meédico veterinario patologista e a resolucédo das fases inflamatérias avaliada
conforme o escore de Cotran RS et al. (2000). A inflamacao foi classificada em:
Grau 1, inflamagdo aguda (formacdo da membrana piogénica); Grau 2,
predominio de inflamacdo aguda difusa (inicio da formacdo do tecido de
granulacao); Grau 3, predominio de inflamacao crénica (inicio da proliferacéo
fibroblastica); Grau 4, cicatrizacdo (desaparecimento de sinais de inflamacéo
com células redondas ocasionais).

A reepitelizacédo dos bordos da ferida foi classificada segundo Sinha UK
e Gallagher LA (2003) sendo: Grau 0, queratindcitos observados apenas nas
margens da ferida; Grau 1, reepitelizacdo cobrindo area menor que 50% da
ferida; Grau 2, reepitelizacdo cobrindo mais de 50% da ferida;, Grau 3,
reepitelizacao cobrindo toda a ferida com espessura irregular; Grau 4,

reepitelizacao cobrindo toda a ferida com espessura normal.
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As fibras colagenas e neoangiogénese foram avaliadas através do score
definido por Garcia VG et al., (2010) adaptado para a coloracao de Tricromio
Mallory sendo: Grau 1, colageno com coloracdo discreta comparada ao tecido
adjacente saudavel; Grau 2, colageno com intensidade semelhante ao tecido
adjacente saudavel; Grau 3, coldgeno com intensidade maior que o tecido
adjacente saudavel. A angiogénese foi avaliada também a partir do escore
definido por Garcia VG et al. (2010), sendo: Grau 1, quantidade de neovasos
menor que a observada no tecido saudavel adjacente; Grau 2, quantidade
similar; Grau 3, quantidade maior que a observada no tecido adjacente.

Posteriormente, as laminas utilizadas para a demonstracdo dos
resultados foram digitalizadas em scanner Axio Zen 2.3 (Zeiss) em

amplificacédo de 20x.

2.2.8 ATOXIDADE AO IMPLANTE SUBCUTANEO

Nove animais foram anestesiados sob protocolo descrito anteriormente e
fragmentos de membrana com adi¢c&o de calendula de 6 mm de diametro foram
implantados em seu tecido subcutdneo. Os animais foram diariamente
observados quanto a possibilidade de reacdes cutaneas como eritema, edema,
prurido e fistulacdo durante 15 dias, quando foram novamente anestesiados
para coleta de 5 mL de sangue, por puncao intracardiaca, em tubo seco para
as avaliagcbes bioquimicas. O objetivo foi verificar possivel repercussao
sistémica ao implante. As amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a
3500 rpm para separacdo do soro e guantificacdo das concentracdes séricas
de Ureia (método colorimétrico, Labtest), Creatinina (método cinético,
Laborclin), Alanina aminotransferase (ALT) (método cinético, Labtest) e

Fosfatase Alcalina (FA) (ensaio de ponto final, Labtest) processados no
analisador QuickLab (Drake). ApGs a coleta, foi realizada a eutanasia para
coleta de fragmentos de pele e subcutaneo, os quais foram fixados e corados
em HE para avaliacdo de possivel presenca de reacao imunoldgica local com
significancia clinica ao implante (Figura 2.7).
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Figura 2.7 — Aplicacdo da membrana de celulose vegetal com caléndula no
espaco subcutaneo.

2.2.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo das porcentagens de retracdo da ferida foi
empregado o teste ANOVA, comparando as médias e desvios padrdo entre
grupos e entre tempos do mesmo tratamento, utilizando um grau de
significancia de p < 0.05. As porcentagens de membranas aderidas a lesdo em
cada tempo foram comparadas entre GM e GMO através do teste-t para duas
amostras. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar as medianas
dos escores de inflamacdo, reepitelizacdo, intensidade de colageno e
neoangiogénese entre tratamentos, com grau de significancia de p < 0.05. Para
estas avaliagbes utilizou-se o programa STATGRAPHICS Centurion XVI,
versao 16.1.11.

2.2.10 MODELAGEM MATEMATICA

O método de modelagem matematica foi empregado para determinar
precisamente em qual data a retracdo cicatricial atingiu 50% da area inicial da
ferida, através do programa Table Curve 2D v.5.01.02. Os dados obtidos foram
ajustados a um modelo utilizando a curva de Gauss cumulativa através do
procedimento de Marquidt e avaliacdo de minimos quadrados. Na avaliacdo da

qualidade do ajustamento das equagbes, considerou-se o coeficiente de
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determinacdo ajustado (RZaj), o erro padrdo da estimativa em porcentagem
(Syx%) e analise de residuos com o intuito de determinar uma curva de
progressdo da retracdo da ferida ao longo do tempo que fosse

matematicamente representativa.

2.3. RESULTADOS
2.3.1. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA BACTERIANA IN VITRO

As membranas produziram halos de inibigdo nas culturas de S. aureus e
E. coli com médias e desvios padrdo de 8,03 mm + 0,13 e 8,70 mm % 0,7
respectivamente. O disco-controle de membrana celuldsica vegetal nao

produziu halo de inibicdo (Figura 2.8).

& /A4

Figura 2.8. Imagens fotograficas do halo de inibicdo em cultura de S. aureus
(A), do halo de inibicdo em cultura de E. coli (B).

2.3.2 AVALIACAO MACROSCOPICA E DA RETRACAO CICATRICIAL

O Grupo GMO produziu feridas com crostas mais delgadas e Umidas
gue os demais grupos, ndo sendo observada sua formacao em alguns animais.
Ja em GC as crostas eram exuberantes semelhantemente a GM (figura 2.9). A
aderéncia de GMO foi menos uniforme, com maior presenca de membranas

aderidas parcialmente ao leito, enrugadas ou dobradas (Figura 2.10).
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Figura 2.9. Imagens fotogréficas das cicatrizes cutaneas dos grupos GC —
Grupo controle negativo, GM- Grupo membrana de celulose bacteriana e GMO
— Grupo de membrana de celulose vegetal e 6leo de caléndula, em diferentes
tempos de observacgéo (dias 4, 7, 11 e 14).

Os dados da retracao cicatricial sdo apresentados na Tabela 2.2 e na
Figura 2.11. Foi observada significancia estatistica do grupo GMO em relacdo
aos outros grupos com maior retracdo cicatricial aos quatro dias (p = 0.0068) e

entre tempos de GM entre sete e 11 dias (p = 0.043).
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Tabela 2.3. Médias das porcentagens de retracdo das lesdes de GC (grupo controle
negativo), GM (grupo controle positivo) e GMO (grupo tratamento) nos dias 4, 7, 11 e
14. Os dados foram expressados em médias e desvios padrdo utilizando um grau de
significancia de p < 0.05. As letras minasculas demonstram as rela¢gdes entre grupos e
mailsculas entre tempos de um mesmo grupo. O asterisco indica diferénca
significativa entre grupos (p = 0.0068).

GC GM

4 30.47 + 15.03 34.27 £ 7.57 A
7 48.99 + 18.30 8 47.58 +11.88
11 62.71 +19.17 3B€ 62.82 + 16.34 2B
14 68.25 + 23.37 & 63.48 £ 19.89 2B

GMO
49.87 £+ 4.73 A
54.37 £ 10.45 A
62.30 £ 18.43 @B
70.88 £ 17.60 28

Retragédo da Ferida

80F =

70 .
[ 1 Grupos
60| ] -=GM
% [ 1 = GC

[ . ] — GMO
50 B

40l ]

30:— _
4 7 11 14
Dias
Figura 2.11. Porcentagem da retracdo cicatricial em funcdo dos tempos
avaliados (4, 7, 11, 14 dias) dos Grupos GC, GM e GMO. O asterisco indica

diferenca estatistica de GMO em relacdo aos demais grupos aos 4 dias.

As porcentagens de membranas aderidas ao leito da ferida nos dias
avaliados encontram-se na Tabela 2.3. Aos 14 dias nenhum animal de GM ou
GMO apresentou membrana aderida a lesdo. GM apresentou porcentagens de

aderéncia significativamente maiores em todos os tempos avaliados.

Tabela 2.4. Porcentagem de membranas aderidas a ferida de GM e GMO em
4, 7 e 11 dias. p<0.05 indica diferenca estatistica entre os grupos. Aos 4 dias p
=0.038, aos 7 p=0.029 e aos 14 dias p=0.022.

Tempos 4 dias 7 dias 11 dias 14 dias
GMO 70.83% 49.60% 24.20% 0%
GM 91.66% 81.48% 61.11% 0%
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2.3.3 MODELAGEM MATEMATICA

As curvas obtidas pelo método de modelagem matematica
demonstraram que a retracdo de 50% da leséo foi atingida respectivamente por
GC, GM e GMO aos 7.32, 7.28 e 4.46 dias, como observado na figura 2.12.

30

Figura 2.12. Curvas ajustadas para retracdo da lesdo x tempo (linhas)
proximas as porcentagens de retracdo observadas nos dias 4, 7 11, 14
(pontos) nos grupos: GC — Grupo controle negativo (linha preta), GM - Grupo
membrana de celulose bacteriana (linha vermelha) e GMO — Grupo membrana
de celulose vegetal e 6leo de caléndula (linha azul), obtidas pelo método de
modelagem matematica, mostrando claramente o GMO atingindo 50% de
retracdo cicatricial antes dos demais grupos.

O valor de R2aj de GMO foi 0.9750228051 e o erro padrdo Syx% =
1.4608225122. A andlise da porcentagem de residuos ao longo do tempo,
revelou um ajuste confidvel muito proximo ao 0% (Figura 2.13). Todos os
valores supracitados demonstram baixa probabilidade de erro, portanto, um
ajuste fidedigno do modelo utilizado a curva obtida pela coleta de dados de
retracdo cicatricial, permitindo inferéncia de resultados cicatriciais em dias nao

observados pelo estudo.
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Figura 2.13. Grafico representativo da analise de residuos em porcentagem
nos dias 4, 7, 11 e 14. Observa-se residuo muito proximo a 0 em todos os
tempos, indicando que o modelo de curva ajustada pela modelagem representa
matematicamente, de forma fiel, a curva de retracdo de feridas obtida pelo
estudo.

2.3.4 AVALIACAO HISTOLOGICA

A avaliacdo do processo inflamatério, presenca de colageno,
neovascularizacdo e reepitelizacdo foi significantemente igual ao teste de
Kruskal-Wallis entre os grupos.

O processo inflamatoério na coloracdo de HE apresentou o predominio do
Grau 1 (formacdo de membrana piogénica) no dia 4 e Grau 3 (inflamagéo
cronica com inicio de proliferacdo fibroblastica) do dia 7 em diante, nao
atingindo Grau 4 (desaparecimento de sinais de inflamacéao) (figura 2.14).

A presenca de fibras colagenas na coloracdo de Tricrobmio de Mallory
iniciou em Grau 1 (discreta) no dia 4, progredindo a Grau 2 (moderada) apenas
no dia 14. A neovascularizacdo pela coloracdo de Tricromio de Mallory foi
classificada como Grau 1 (discreta) aos 4 dias, passando a Grau 2 (moderada)
a partir do dia 7 em diante (figura 2.15). O escore de reepitelizacdo obtido foi
Grau 0 em todos o grupos e tempos avaliados, sendo observada a presenca de
queratindcitos apenas nas bordas das feridas até os 14 dias (figura 2.16).

No Grupo GMO foram observados focos com granuloma subcutaneo
contendo material basofilico amorfo; sem no entanto, presenca de material
celulésico fagocitado em nenhum momento, assim como observado

posteriormente no grupo subcutaneo.
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Figura 2.14. Acima: corte histolégico corado em HE, sob amplificacdo de 20x
aos 4 dias, demonstrando membrana de celulose (seta vermelha), crosta
serocelular (seta branca) e formagédo de infiltrado inflamatorio agudo (setas
pretas), configurando Grau 1. Abaixo: corte sob mesma técnica aos 7 dias,
demonstrando inflamacédo cronica com presenca de macréfagos (setas pretas)
e fibroblastos (setas vermelhas), configurando Grau 2.
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Figura 2.15. Acima: corte histolégico corado em tricromio de Mallory, sob
amplificacdo de 20x aos 4 dias, representando intensidade leve de colageno e
angiogénese (Grau 1) Abaixo: corte sob mesma técnica aos 14 dias,
representando intensidade moderada de colageno e angiogénese (Grau 2)
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Figura 2.16. Corte histolégico corado em HE, sob amplificagdo de 20x
evidenciando a presenca de queratindcitos no tecido saudavel adjacente (seta
preta) e no bordo do leito (seta vermelha).

2.3.5. SEGURANCA SISTEMICA AO IMPLANTE SUBCUTANEO

Ao implante subcutaneo nédo foi observado nenhum efeito adverso
macroscopico como prurido, eritema, edema, migracdo do implante ou
fistulacdo durante o periodo avaliado. Os parametros bioquimicos séricos
encontraram-se dentro da normalidade em todos os animais, comparados com
Lima CM et al. (2014).

As médias e desvios padrdo obtidos foram: ALT 60.58 + 14.93, FA 68.66
+ 21.10, Ureia 55.59 *+ 4.6 e Creatinina 0.67 = 0.06. Na avaliacdo histolégica
em HE foi observada a formacdo de granuloma por corpo estranho
encapsulando a membrana celulésica com a presenca de células gigantes
multinucleadas. A presenca de material basofilico atribuiu-se a solucdo de

casting utilizada (Figura 2.17).
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Figura 2.17. Imagem de granuloma encapsulando membrana de celulose (seta
preta) (aumento de 20x). Nota-se a presenca de material basofilico (seta
verde), associado aos compostos da solugédo do casting; as setas vermelhas
indicam a presenca de clélulas gigantes multinucleadas caracteristicas do
processo imunoldgico local de reacdo ao corpo estranho (em aumento de 40x
no retangulo ao canto direito).

2.4. DISCUSSAO

A membrana de celulose utilizada no presente estudo como base para a
incorporacdo de 6leo essencial de caléndula apresentou boas propriedades
mecanicas, como observado anteriormente em estudos com celulose (Moon RJ
et al., 2011). Sua resisténcia a tracdo de 47 MPa foi superior a de outros
curativos estudados, como celulose bacteriana (10.32 MPa) (Fu L et al., 2012)
e silicone (0,45 MPa ) (Xu R et al., 2015), o que confere boa protecdo a
possiveis traumas consecutivos ao fragil tecido de reepitelizacdo, mesmo com
sua fina espessura e gramatura pequena (Claro FC et al., 2017).

Sua resisténcia a degradacdo térmica foi superior as temperaturas
atingidas pelo processo de autoclavagem (121°C) comumente utilizados para a
esterilizacdo de materiais cirdrgicos em unidades médicas pela simplicidade
operacional e baixo custo, facilitando seu emprego na rotina clinica.

A superficie lisa, esteticamente uniforme, transparente e de fécil
aplicacdo, caracterizam aspectos positivos da membrana ao permitir a
visualizacdo da lesdo e sua evolucdo sem a necessidade de remocdo do
curativo. A soma desses fatores permitiria 0 emprego em regides irregulares
como, por exemplo, queimaduras em face de pacientes humanos onde
curativos como enxertos de pele sédo evitados por produzirem um impacto

estético negativo apos sua degradacéo.
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A impermeabilidade & passagem de ar e baixa absorcdo de &agua
observados por Claro et al. (2017) podem ser explicados através da auséncia
de porosidade evidenciada pela microscopia eletrénica, o que também reduz
consideravelmente a area de superficie em relagdo ao volume do material e
consequentemente sua capacidade absortiva.

Sem a presenca de poros, a resisténcia a tracdo aumenta devido a
maior proximidade (densidade) entre as nanofibras que compde o curativo.
servindo também como barreira a microorganismos externos (Andreau V et al.,
2015).

No entanto, uma alta porosidade microscépica pode influenciar a
aderéncia celular, ao conferir alta area de superficie ao material e
subsequentemente favorecer a proliferacdo e diferenciacao celulares (Xu R et
al., 2015).

A permeabilidade a vapor de agua de um curativo pode influenciar
diretamente o processo cicatricial. Em 1962 George Winter postulou que um
dos maiores problemas para pacientes sofrendo de defeitos de peles sérios
seria a desidratacao total da superficie da ferida (Queen D et al., 1987).

ApOs uma injaria a perda evaporativa na superficie da ferida pode ser
até 20 vezes maior que a da pele integra, e ao ser diretamente exposta ao ar
crostas compostas de plaquetas, sangue e fibrina se formam para evitar a
desidratacdo e consequente perda da vitalidade celular. As crostas contém
ainda uma carga de microorganismos maior que a do tecido subjacente,
sugerindo também a funcdo de aprisionamento de patégenos (Queen D et al.,
1987; Van der pol E et al., 2016).

No entanto, sob um curativo oclusivo adequado, a mobilidade celular
epidermal através do exsudato umido formado pode ser até trés vezes mais
rapida do que sob uma crosta ressecada (Winter G, 1962; Winter G, 2006).

Por outro lado, a retencdo excessiva de fluidos na superficie da ferida
pode resultar em maceracao dos tecidos adjacentes e predispor a maior carga
bacteriana, resultando em uma cicatrizagao inadequada.

Por isso, a umidade balanceada é necessaria para uma cicatrizagdo
otima (McColl D et al., 2007). Em estudos recentes a taxa de transmissao de

vapor de agua (WVTR) tem sido estudada como parametro para determinacao
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de umidade otima sob curativos, associada a melhora da reepitelizagdo e
contratura das feridas cirargicas (Xu R et al., 2016).

No grupo GM, a auséncia de diferenca estatistica em relacdo ao GC
pode ser explicada pela porosidade da celulose bacteriana associada a
presenca de furos de 2mm, as quais reduziram, através da absorcdo e
drenagem do exsudato ao meio externo, a umidade otima da ferida a um nivel
semelhante ao GC no modelo estudado, resultando em ressecamento do leito
e formacé&o de crostas de maneira semelhante.

Talvez uma membrana com furos menores ou ausentes fosse suficiente
para drenar apenas o0 excesso de exsudato do leito, como observado no estudo
de Fu et al. (2012), onde uma mebrana de celulose bacteriana sem furos
produziu melhor retracdo, com pouca formacéao crostosa, mantendo a umidade
da ferida.

Em estudo clinico, a membrana utilizada em GM foi empregada em
pacientes com lesfes por queimaduras, com trocas sugeridas aos sete dias, 0
que produziu bons resultados, no entanto houve associacdo topica de
digluconato de clorexidine 4% em dias intercalados, o que pode ter favorecido
a umidade média da lesdo e a baixa carga patogénica do leito (Vieira JC et al.
2007).

Uma maior retracéo da leséo entre sete e 11 dias foi observada em GM,
acompanhada de aumento do escore de neovascularizagdo maior presenca de
fibroblastos a partir do 7° dia. A queda mais abrupta na porcentagem de
animais com curativo aderido ocorreu apdés o 11° dia de 61,11% para O,
sugerindo, troca de curativo entre sete e 11 dias e corroborando com Vieira et
al. (2007).

JA& em GMO uma retracdo das lesGes estatisticamente maior foi
observada ao 4° dia, atingindo 50% do fechamento da lesdo, segundo a
modelagem matematica, com 4.46 dias, contra 7.32 e 7.28 dias em GC e GM
respectivamente. A reparacédo mais rapida foi atibuida a melhor manutencéo de
uma umidade otima desse grupo. A protecdo contra perda evaporativa, devido
a impermeabilidade e presenca de furos menores da membrana de celulose

vegetal (1,2 mm), produziu uma camada exsudativa consistente evidenciada
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pela formacgao de crostas umidas e delgadas, acelerando a mobilidade celular
do leito como demonstrado por Winte (2006).

Ademais, o exsudato excessivo foi drenado, o suficiente para evitar
umidade excessiva no leito e consequente retardo cicatricial por maceragao do
tecido adjacente (Ousey K et al., 2016).

A partir do sétimo dia ndo mais foi observada significancia entre GMO e
os demais grupos estudados. Esse fato foi acompanhado pela abrupta queda
no numero de membranas aderidas a lesdo (de 70.83% para 49.6%), 0 que
justifica a reducdo da umidade 6tima do leito de quase metade dos animais
estudados. O ressecamento do leito e auséncia da protecdo mecanica, nesse
caso, tanto do curativo quanto das crostas permitiram a desvitalizacao celular e
retardo na movimentacéo e proliferacéo celulares (Winter G 2006).

Consequentemente foi observado atraso da curva de retragdo cicatricial
de GMO, demonstrando menos de 1/3 das porcentagens retraidas por GC e
GM entre quatro e sete dias, tornando os grupos estatisticamente semelhantes
adiante.

O descolamento em maior nimero das membranas de GMO poderia ser
explicado pelos furos menos numerosos e nao uniformemente distribuidos
comparados aos do GM, o que pode ter influenciado em sua aderéncia ao
produzir uma drenagem heterogénea do exsudato presente, visto que em
alguns animais de GMO, as membranas encontravam-se dobradas ou
enrugadas, limitando-se a uma pequena porcéo do leito.

A presenca do 6leo de caléndula na composicéo final do curativo foi
evidenciada pela atividade antiproliferativa in vitro. Apesar do halo menor que o
observado por outros estudos, como 14 mm para S. aureus (Chandurkar P et
al., 2015) o total de 6leo do presente estudo foi de 7,1 mg/cm? contra 16
mg/cm? anterior. Além disso, o objetivo do curativo é ocluir toda a superficie da
lesdo e mesmo uma pequena zona de inibicdo alcancaria além das bordas do
leito, inibindo a colonizacdo microbiana.

O filme de alginato produzido demonstrou sua eficacia como carreador
dos compostos volateis da caléndula mesmo apds a secagem, tornando

bioativa a membrana de celulose vegetal.
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Nicolaus et al. (2017) relataram uma inibicdo da colagenase in vitro,
apresentando maior intensidade de fibras colagenas ao tratamento com
caléndula. No entanto, a maior retracdo cicatricial ndo péde ser associada a
atividade da caléndula de GMO, visto que o escore de colageno avaliado nao
diferiu de GC pelo método subjetivo utilizado. Uma maior retracdo inicial de
GMO poderia ser justificada pela deposicéo precoce de outros constituintes da
matriz extracelular como a fibronectina (Chantre CO et al., 2018), ndo avaliados
no presente estudo ou através da mensuracdo objetiva da espessura da
camada colagena como a realizada por Zhang X et al.,, 2015, para uma
comparacao mais exata entre grupos.

Outra justificativa seria a baixa concentracdo de caléndula do curativo
apos diluida com o exsudato do leito o que pode ter tornando sua acao
inexpressiva, visto que os volumes utilizados na producdo do curativo foram
pequenos em comparacao a outros estudos e o conteudo drenado ao curativo
com gaze nos primeiros dias era abundante.

A reepitelizagcdo maior que Grau 0 néo foi observada em nenhum grupo
até os 14 dias, sugerindo que os animais ndo atingiram a fase cicatricial de
remodelamento. Esse fato pode ser justificado pela auséncia de forca
mecanica da ferida, que aumenta exponencialmente com a deposicdo de
colageno (Gantwearker EA e Hom DB, 2011), observado apenas em
quantidade moderada até os 14 dias de estudo. Associado a esse fato, a
mobilidade extrema do leito da lesdo no modelo estudado, evidenciada pelo
namero de membranas ausentes ou dobradas, podem ter promovido um
desbridamento da lesdo, restringindo a fragil camada de queratindcitos em
diferenciacdo aos bordos, predominando o tecido de granulagdo nas demais
areas, em todos 0s grupos nos dias avaliados.

As feridas cutaneas do presente estudo tinham 3cm?, e foram avaliadas
por até 14 dias, e este periodo pode ser insuficiente para detalhamento de toda
a formacéo cicatricial; Fu et al. (2012) avaliaram feridas cutaneas de 1cm?, e
observaram que a fase de remodelamento e fechamento completo da leséo
ocorreu apenas aos 14 dias.

Apesar do maior grau de desafio proposto neste estudo, uma leséo de

~7 cm? sobre uma regido constantemente articulada, ndo foi observado retardo
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do processo cicatricial pelo emprego das membranas de celulose vegetal com
caléndula em nenhum momento estudado, demonstrando a aplicabilidade em
regides articulares. A auséncia de necessidade de trocas diarias representa
ainda outra facilidade ao seu emprego.

Os escores inflamatoérios iguais entre GMO e GC demonstraram a
auséncia de atividade pro-inflamatoria excessiva das membranas, sem interferir
com a celularidade imunoldgica avaliada e subsequentes etapas cicatriciais e
permitindo conforto aos animais, apresentando comportamento e consumo de
ingesta normais, apesar da lesdo extensa.

Ao implante subcutdneo ndo foi observado nenhum efeito adverso
macroscopico ou alteracdes bioquimicas séricas, o que demonstra atoxidade,
seguranca ao emprego e sugere uso interno. A membrana néo foi, todavia,
absorvida pelos macrofagos locais como esperado, mas encapsulada formando
granuloma, o que sugere gque sua degradabilidade tépica ocorra por atrito e

gueda de seus fragmentos.

2.5 CONCLUSAO

A membrana de celulose vegetal acrescida de Oleo essencial de
caléndula mostrou-se segura ao uso topico e subcutaneo, de facil feitura,
sustentavel e com baixo custo de producdo. Sua aplicacdo de maneira simples
permitiu uma cicatrizag&o inicial precoce e os estudos antimicrobianos in vitro
indicam potencial uso em feridas contaminadas. Entretanto, por estes
resultados, sugere-se a reposicdo dos curativos a cada quatro dias para a
sustentacao do estimulo cicatricial positivo até a reparacao completa da leséo,
caso contrario, havera reducao significativa dos seus beneficios e similaridade

com a cicatrizacdo espontanea.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

A membrana de celulose vegetal acrescida de 6leo essencial de
caléndula mostrou-se segura ao uso topico e interno, de facil feitura,
sustentavel e com baixo custo de producéo. Sua aplicacdo de maneira simples
permitiu uma cicatrizacéo inicial precoce e os estudos antimicrobianos in vitro
indicam potencial uso em feridas contaminadas. Entretanto, por estes
resultados, sugere-se a reposicdo dos curativos a cada quatro dias para a
sustentacao do estimulo cicatricial positivo até a reparacdo completa da leséao,
caso contrario, havera reducao significativa dos seus beneficios e similaridade
com a cicatrizacao espontanea.

O Grupo GMO (grupo de membrana de celulose com 6leo de caléndula)
apresentou melhor retracéo cicatricial na fase inicial da cicatrizacdo (até quatro
dias pds-lesédo) e mostrou retracdo de 50% da area, cerca de trés dias antes
dos demais grupos, resultados que sao bastante animadores, sugerindo troca
de curativo no periodo de quatro dias para a possivel preservacdo do beneficio
observado e até potencializacdo do processo cicatricial.

O Grupo GM (Grupo membrana de celulose bacteriana) apresentou alta
porcentagem de aderéncia até sete dias em regido articulada constantemente,
atribuida a sua uniformidade de furos e capacidade absortiva.

Uma similar padronizacdo do tamanho e distribuicdo dos furos em GMO
produziria maior maleabilidade e superficie de contato do curativo, bem como a
uniforme drenagem do exsudato, evitando mobilidade e aderéncia dos
curativos. A capacidade absortiva, por sua vez, permitiia maior
encorporamento da solucao de casting.

O casting de alginato e 6leo de caléndula apresentou atividade
antibacteriana contra Gram + e Gram — favoravel sob o ponto de vista
antimicrobiano, no entanto sua presenca na ferida foi provavelmente diluida,
abaixo do nivel terapéutico, pelo exsudato do leito, o que inferiu auséncia de

acado anti-inflamatéria e cicatricial observaveis microscopicamente.
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Para maior efetividade, talvez seja uma op¢ao, a concentragdo da carga
de Oleo de caléndula, ao reduzir o volume fixo final de agua destilada,
consequentemente sera necessario menor volume de solucdo por membrana.
Com isso maior concentracdo de Oleo de caléndula seria absorvida pelo
curativo e permaneceria sobre o leito, mesmo apos diluir-se a umidade da

lesao.

A absorbabilidade e maior superficie de contato, produzida por
porosidade média, propiciaria ainda melhor aderéncia ao leito ao absorver o

exsudato excessivo.

Alguns parametros de porosidade ideal como WVTR e porcentagem de
porosidade foram determinados por Xu R et al., 2016 e poderdo ser utilizados
como parametros para ensaios futuros com a mesma membrana vegetal,
busca-se um ponto médio entre a auséncia de porosidade de GMO, que
conferiu resisténcia mecanica e boas propriedades fisicas, e a alta porosidade
que acelera a retracdo cicatricial ao favorecer a adesdo e proliferacdo

celulares, todavia reduzindo a resisténcia do curativo.
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include molecular weight, mannuronate/guluronate ratic for alginates, degree of esterification for
pectin, degree of deacetylation for chitosan. Editors are unlikely to send papers for formal review
with a statement such as "sodium alginate was purchased from XXX Inc.” unless additional
information is supplied. For papers invalving synthesis, polysaccharide derivatives must also be well-
characterized. For papers describing identity or application of newly-discovered polysaccharides,
purity and monosaccharide composition are essential; some molecular size and linkage information
is highly desirable.

Hypotheses - Nearly all scientific papers benefit from indusion of a statement of hypothesis. Such
statements should be concise, declarative, and should describe the one or more key hypotheses that
the studies upon which the manuscript is based were intended to confirm or refute. Inclusion of a
hypothesis statement makes it simple to contrast the hypothesis with the most relevant previous
literature and point cut what the authors feel is distinct about the curmrent hypothesis (nowelty). It
also permits the authors to describe why they feel it would be important to prove the hypothesis
correct (significance).

Topics of interest to the journal:
# structure-property relationships
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