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RESUMO

A alta incidéncia de feridas cutaneas em animais, associada a importancia de uma pele integra na
manutencdo da homeostasia corporal, levam a constante busca de materiais para 0 uso no
tratamento dessas. Sendo assim, este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da membrana de
colageno ndo desnaturado na cicatrizacdao de feridas cuténeas induzidas experimentalmente em
ratos Wistar. Apds a ressec¢cdo de um fragmento de pele, os animais foram divididos em trés
grupos: controle, tratado com &gua ultrapura e tratado com a membrana de colageno nao
desnaturado. Quinze dias apds a cirurgia, os animais foram submetidos a eutanésia e a regido da
ferida foi coletada para analise histoldgica. Os resultados mostraram que o grupo tratado com a
membrana de UC-II obteve um reparo tecidual acelerado, comparado aos demais grupos,
mostrando uma rapida reepitelizacdo e reducdo do infiltrado linfoplasmocitario, assim como a
presenca de tecido cicatricial ja no 10° dia do curso de tratamento. Através destes dados, foi
possivel confirmar a eficacia da membrana de UC-I1 no tratamento de feridas cutaneas.

Palavras-chave: UC-II; Ferida de pele; Reparo.



ABSTRACT

High incidence of skin wounds in animals in conjunction with the importance of an unimpaired
skin in the maintenance of body homeostasis lead to constant search for skin treatment materials.
Therefore, the purpose of this study is to evaluate the effects of undenatured collagen membrane
in healing of experimental induced skin wounds in Wistar rats. After the resection of a skin
fragment, the animals were divided in three groups: control, treated with ultrapure water and
treated with undenatured collagen membrane. Fifteen days after surgery, the animals were
submitted to euthanasia and the lesion region was collected for histological analysis. Results
showed that the group treated with UC-II membrane obtained an accelerated tissue repair
compared to the other groups, showing a quick reepithelization and decrease of
lymphoplasmacytic infiltrate, as well as presence of cicatricial tissue at day 10 of the treatment.
Through these data, it was possible to acknowledge the efficacy of UC-11 membrane in skin wound
treatment.

Keywords: UC-II; Skin wounds; Repair.



SUMARIO

LINTRODUQGAO. .....cuuitiirtieteenererterteererseeresserseessesssessessessessessessessnssnsso 7
pJ0) 331 0 N V40 TP 9
3REVISAO DE LITERATURAL.......cttutttiertneeeneeteetneerneeesneesneessnessneessnsssnnssnnsm 10
3.1 CICATRIZACAO DE FERIDAS . .......ooiiiiiiieie e, 10
3.2 0 COLAGENO TIPO I NAO DESNATURADO (UC-I).....oiviiiieeieeieeeseeeeeeeeee e, 13
3.3 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS DE FERIDAS CUTANEAS.........ccoooiviiiiiiiinne, 14
3.4 O COLAGENO NO TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS.........coeiiiiiieiiiiiinne, 16
4 MATERIAIS E METODOS.......ccuciitittuieeeettneeeerrnneeeersnneeessenneeeessnneessssnseessssnnsenn 18
A1 CIRURGIA. ...t e, 18
42 TRATAMENTO . ..ottt e, 20
A3 EUTANASIA . ..., 20
4.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA..........uiiiiiiei e, 21
SRESULTADOS. ....uettttueeeertneeerrsneeerssnneeessssneeesssseesssssnsesssssnesssssnnesessssnnssssnis 22
6 DISCUSSAOD.....uittuietueeteeeneteteeetnereneresnessnesssnsesnesssesssnesssesssnsssssessnsssnesssnsssnin. 30
(0], (0 31 017N 0 TSP 32

REFERENCIAS



1 INTRODUCAO

Uma pele integra desempenha fun¢des fundamentais na manutencdo da homeostasia no
corpo, agindo como barreira fisica e quimica, regulando o desequilibrio de fluidos, temperatura,
entre outras (SORG et al., 2016). Portanto, a capacidade de reparo tecidual é considerada um fator
de sobrevivéncia na natureza (REINKE; SORG, 2012). A cicatrizacdo de feridas cutaneas ocorre
em fases bem distintas, sendo elas: hemostasia, inflamacgdo, proliferacdo, neovascularizacao,
reepitelizacdo e remodelamento (RODRIGUES et al., 2018), e conta com queratindcitos,
fibroblastos e macrofagos como pecas chaves para que este processo ocorra (RODERO;
KHOSROTEHRANI, 2010).

Como descrito por Dire e Welsh (1990), convencionalmente, as feridas cutaneas séo
manejadas inicialmente com lavagem local e desbridamento, com o intuito de reduzir a
contaminacdo e manter o fluxo sanguineo. Outra estratégia citada por Balsa e Culp (2015) é a
cultura bacteriana, que representa um passo importante na determinacdo do antibidtico a ser
utilizado. Antibioticos locais de amplo espectro séo frequentemente utilizados, e adicionalmente,
compressas frias, anestésicos e antiinflamatorios ndo esteroidais podem ser utilizados para a
analgesia.

Para a manutencgdo de condigdes propicias para a cicatrizagdo, curativos oclusivos podem
ser utilizados (DEVRIENDT; ROOSTER, 2017), fornecendo assim, um ambiente Umido, que
permite uma epitelizacdo mais rapida (BALSA; CULP, 2015). A terapia de pressdo negativa pode
ser uma boa aliada no aumento de fatores de crescimento e citocinas no local e na formagéo do
tecido de granulacdo, enquanto drenos auxiliam na eliminagdo do excesso de liquidos e sangue da
ferida, que podem ser meios de cultivo para bactérias (BALSA; CULP, 2015).

Como uma alternativa para o tratamento de feridas cuténeas, o colageno tipo Il nédo
desnaturado (UC-1I) se mostrou util na producdo de biomateriais, por suas propriedades
fisicoquimicas, versatilidade, resisténcia e baixo custo (CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014). O
colageno é a proteina em maior quantidade no organismo dos mamiferos (PATINO et al., 2002) e
desempenha um papel estrutural importante (RICARD-BLUM, 2011), formando redes, que
servem de suporte para células adjacentes, contribuindo assim, na estabilidade dos tecidos
(CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014).

De acordo com Chattopadhyay e Raines (2014), implantes de matriz de colageno

promovem um aumento na reepitelizacdo e na formacdo do tecido de granulagdo, além de



reduzirem a contracdo da ferida. Conforme relatado por Park et al. (2000), este material também é
capaz de auxiliar no crescimento de fibroblastos, servindo de suporte para a sua fixagdo e
proliferacdo. Ademais, a biomembrana de coldgeno induz a neoformagdo tecidual em média 3
vezes mais rapido do que o normal sem produzir efeitos adversos e ainda estimula o crescimento

piloso, ao que parece (KAASI et al., 2018).



2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da membrana de colageno néo desnaturado na

cicatrizacao de feridas cutaneas induzidas experimentalmente em ratos Wistar.



3 REVISAO DE LITERATURA

De acordo com Rodrigues et al. (2018), o maior 6rgao do corpo € a pele, fator essencial na
protecdo dos tecidos internos contra diversos agentes nocivos. Os autores relatam que devido a sua
funcdo, esta estrutura possui grande susceptibilidade a lesdes, o0 que impacta tanto a salde do

paciente, quanto economicamente.

3.1 CICATRIZACAO DE FERIDAS

O processo de cicatrizacdo de feridas € altamente complexo e envolve diversas interacoes
entre células e matriz extracelular (MEC), além da ativagdo de mediadores (ROSINCZUK et al.,
2016). Segundo Lazarus et al. (1994), qualquer interrupcao tecidual de estruturas anatdmicas em
que ocorra a perda de funcdo pode ser caracterizada como uma ferida, de modo que, conforme
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descrito por Reinke e Sorg (2012), lesdes na pele sdo classificadas como feridas abertas ou externas.

A restauracdo tegumentar nos mamiferos pode ser dada por meio de regeneracao ou reparo: na
primeira forma, ocorre uma substituicdo tecidual especifica, enquanto na segunda, que representa
a forma mais comum de cicatrizacdo em adultos, ha a formacdo cicatricial através da fibrose
(REINKE; SORG, 2012).

Conforme descrito por Tazima, Vicente e Moriya (2008), ha trés maneiras pelas quais a
cicatrizacao de feridas pode ocorrer, de acordo com a extensdo da lesdo e da presenca ou nao de
infeccdo: primeira, segunda e terceira intencdo. Na cicatrizacdo por primeira intengdo ha pouca
perda tecidual e edema, a ferida possui bordas aproximadas, ndo ha infecgdo e nem formacéo de
tecido de granulacdo. Na segunda intencdo pode ou néo haver infeccdo e a ferida apresenta uma
maior perda tecidual, por isso, ndo é fechada cirurgicamente, mas atraveés de contracdo e
epitelizagdo. Por fim, na cicatrizagdo por terceira intengdo, a ferida comumente se apresenta
infeccionada, portanto é necessario um tratamento prévio, para que posteriormente as bordas da
ferida sejam aproximadas através de sutura.

Segundo Sorg et al. (2016), lesGes que atingem apenas a epiderme e parcialmente a derme
sdo classificadas como feridas de espessura parcial. Por outro lado, feridas de espessura total séo
descritas como lesdes nas quais ha perda tanto da epiderme e derme, quanto de estruturas
adjacentes, como anexos de pele. Neste tipo de ferida ocorre a formacéo do tecido de granulacéo,
que desempenha a funcdo de cobrir a area lesionada, enquanto o reparo tecidual ainda nao se

finalizou.



A proliferacdo, migracdo e diferenciacéo celular sdo fundamentais para a formagao de um
novo tecido no local da lesdo. O inicio do reparo se da quando as caracteristicas de rigidez e
composicao da matriz extracelular sdo alteradas, sinalizando para que os fibroblastos se convertam
em miofibroblastos (ROSINCZUK et al., 2016).

De acordo com Rodrigues et al. (2018), a cicatrizagéo € dividida nas fases de hemostasia,
inflamacdo, proliferacdo, neovascularizacdo, reepitelizacdo e remodelamento, que ocorrem de
modo sequencial, e também simultaneamente. As principais células envolvidas no processo do
reparo, segundo Rodero e Khosrotehrani (2010), sdo queratindcitos, fibroblastos e macrofagos,
cujas diferencia¢fes sdo essenciais para que 0 processo ocorra de maneira consecutiva.

Na primeira fase da cicatrizacdo, logo ap6s a injlria, ocorre uma vasoconstri¢cao local,
seguida da formacdo de agregados de fibrina, recrutamento de células inflamatérias, como
mondcitos e neutrofilos, e a liberagio de fatores de crescimento (ROSINCZUK et al., 2016). Além
disso, neste estagio ocorre a formacdo de uma matriz proviséria a partir de fibrina, fibronectina,
vitronectina e trombospondinas provenientes do codgulo sanguineo, servindo assim, como reserva
de fatores de crescimento e suporte para a migracao de fibroblastos, leucdcitos, queratindcitos e
células endoteliais (REINKE; SORG, 2012).

Os neutrofilos permanecem no leito da ferida de 2 a 5 dias, se ndo houver infeccéo,
realizando um debridamento (REINKE; SORG; 2012), e posteriormente entram em apoptose,
liberando citocinas responsaveis pelo recrutamento de macréfagos (RODERO;
KHOSROTEHRANI, 2010). A degranulacdo de mastocitos e plaquetas, quimiocinas e fatores
ativados por hipdéxia induzem a quimiotaxia de mondcitos, que posteriormente sofrem
diferenciacdo em macréfagos, aumentando sua populacdo na ferida (RODRIGUES et al., 2018).
Estas células possuem atividade fagocitica, agem na producdo da matriz extracelular, na
proliferacdo de fibroblastos e na angiogénese, assim como na producdo tanto de mediadores
proinflamatdrios, quanto anti-inflamatdrios, em uma fase mais tardia. Sendo assim, sdo elementos
criticos para o processo de reparo tecidual (SORG et al., 2016).

Conforme relatado por Reinke e Sorg (2012), por volta de 3 a 10 dias pds-injuria, a fase de
proliferacdo € iniciada e tem como objetivo cobrir a superficie da lesdo, formar tecido de
granulacdo e restabelecer a vascularizacdo local. A nova matriz no leito da ferida é um fator
fundamental na prevencdo de infeccBes e na restauracdo da resisténcia mecanica, sendo formada

através da sintese de elementos como o colageno tipo Il e a fibronectina.
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A reepitelizacdo ocorre na medida em que queratindcitos iniciam a sintese de camadas da
epiderme, enquanto componentes da MEC s&o formados por fibroblastos e miofibroblastos, sendo
que este ultimo tipo celular sofre uma intensa proliferacao e é responsavel pela contracdo da ferida,
o que resulta na aproximagcio de suas bordas (ROSINCZUK et al., 2016).

A formacéo de novos vasos sanguineos € essencial no fornecimento de nutrientes e oxigénio
para que a cicatrizacdo ocorra (GURTNER et al., 2008). Primeiramente, fatores de crescimento se
ligam aos seus receptores em células endoteliais, ativando-as, e com isso, elas se proliferam e
migram para a ferida, iniciando o processo descrito por Reike e Sorg (2012), como brotamento
capilar.

O pericito é uma célula que exerce um importante papel no desenvolvimento vascular,
providenciando barreiras sanguineas e regulando o fluxo capilar (SORG et al., 2016). Além disso,
este tipo celular possui a capacidade de se diferenciar em fibroblastos produtores de colageno,
auxiliando assim no processo de formagdo da cicatriz (HUMPHREYS, 2010).

No século XIX, o cirurgido francés Alexis Carrel descreveu em detalhes a formacédo do
tecido de granulacéo, cujo principal elemento é o fibroblasto (RODRIGUES et al., 2018), sendo
caracterizado também pela presenca de granuldcitos, macréfagos, alta vascularizacdo e uma matriz
frouxa de colageno, representando um tecido de transi¢cdo (REINKE; SORG, 2012). A nova MEC
é produzida pelo fibroblasto através da sintese de colageno, fibronectina, glicosaminoglicanos,
proteoglicanos e &cido hialurdnico e serve de arcabouco para a migracéo e organizacdo celular
(REINKE; SORG, 2012), além de auxiliar na contracdo da ferida, de acordo com Rodrigues et al.
(2018).

Concomitante a formacdo do tecido de granulacéo, se inicia a Ultima fase da cicatrizacao,
0 remodelamento tecidual (REINKE; SORG, 2012), que pode ocorrer por meses a anos, com a
finalidade de formar uma cicatriz, segundo Sorg et al. (2016). Neste estagio, miofibroblastos,
células endoteliais e macréfagos sofrem apoptose, enquanto metaloproteinases substituem o
colageno tipo Il presente no tecido de granulacdo por colageno tipo | (RODERO;
KHOSROTEHRANI, 2010). Caso a apoptose das células ndo ocorra ou haja a deposicdo exagerada
de MEC, cicatrizes hipertréficas podem se formar (DESMOULIERE et al., 1995). O novo
colageno depositado no local da ferida se apresenta em fibras densamente compactadas, diferente
do padrdo de uma pele saudavel (SORG et al., 2016).
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Finalmente, a angiogénese e 0 aporte sanguineo sdo reduzidos até cessar a atividade
metabdlica da ferida, que ja madura, é caracterizada como avascular e acelular. Apds a cicatrizacao,
0s anexos epidéermicos ndo sdo capazes de voltar a crescer no local da lesdo (REINKE; SORG,
2012).

3.2 0 COLAGENO TIPO Il (NAO DESNATURADO)

A proteina considerada a mais abundante no organismo dos mamiferos segundo Patino et
al. (2002), é o colageno. Este elemento é fundamental na formacdo da matriz extracelular,
formando redes com suas fibrilas, que servem de arcabouco para as células adjacentes
(CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014), tanto em tecidos conjuntivos, quanto em tecidos
intersticiais (GELSE; POSCHL; AIGNER, 2003).

O col&geno possui uma estrutura composta por trés cadeias polipeptidicas, que formam,
conforme Chattopadhyay e Raines (2014), uma tripla hélice denominada tropocolégeno, que por
sua vez, de acordo com os estudos de Gelse, Pdschl e Aigner (2003), é capaz de se organizar em
fibrilas, a estrutura quaternaria. A glicina é essencial para a formac&o da tripla hélice, ocupando
uma posi¢do a cada trés residuos na cadeia de polipeptideos, resultando assim, em uma unidade de
repeticio Gly-X-Y, um elemento presente em todos os tipos de colageno (GELSE; POSCHL;
AIGNER, 2003). Segundo Chattopadhyay e Raines (2014), triplas hélices podem ser
homotriméricas, ou seja, possuem trés cadeias idénticas, ou heterotriméricas, contendo trés cadeias
distintas, sendo esta ultima a modalidade mais comum.

Foram identificados 29 tipos de colageno (CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014), cujas
fungdes variam dependendo do local onde se encontram, mas de modo geral, cumprem papéis
estruturais (RICARD-BLUM, 2011). Os tipos de coldgeno sdo nomeados com numerais romanos
(I - XXI1X) e classificados de acordo com a sua organizacdo supramolecular e estrutura: formadores
de fibrilas, associados a fibrilas com tripla hélices interrompidas (FACIT) (MIENALTOWSKI;
BIRK, 2014), formadores de rede, colagenos de membrana basal, entre outros, sendo que 0s
colagenos formadores de fibrilas constituem 90% do total (GELSE; POSCHL; AIGNER, 2003).
As fibrilas sdo heterotipicas, ou seja, sdo compostas por mais de um tipo de colageno, de modo
que seus principais formadores sdo os colagenos tipo I, Il e 11 (MIENALTOWSKI; BIRK, 2014).

Os diversos tipos de colagenos cumprem fungdes variadas, principalmente na manutencéo
e estabilidade dos tecidos (GELSE; POSCHL; AIGNER, 2003), regulando a migragao,
proliferacdo e diferenciagéo de células adjacentes (RICARD-BLUM, 2011). De acordo com Gelse,
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Pdschl e Aigner (2003), essa proteina € muito relevante no desenvolvimento de érgaos, ja que
auxilia no armazenamento local e distribuicéo de fatores de crescimento e citocinas, o que também
a torna um transportador de fatores terapéuticos. Segundo Tazima, Vicente e Moriya (2008), o
colageno produzido pelos fibroblastos também é responsavel pela resisténcia da cicatriz.

O colageno tipo 1l representa o principal formador da cartilagem hialina e da matriz da
cartilagem articular, além de estar presente também no epitélio corneal, corpo vitreo, notocorda,
transicdo epitélio-mesenquimais embrionarias e no nucleo pulposo dos discos intervertebrais
(MARK, 2006). Este tipo de coldgeno também é encontrado na zona fibrocartilaginosa de enteses
de ambos tenddes e ligamentos (MIENALTOWSKI; BIRK, 2014). Conforme descrito por Gelse,
Pdschl e Aigner (2003), o colageno tipo Il possui duas variantes de splicing: 1A, a modalidade
embrionaria presente no mesénquima pré-condrogénico, pericondrio, osteofitos, vértebras e
tumores congénitos; e 11B, a principal na cartilagem madura.

O colageno tipo Il ndo desnaturado (UC-11) € um suplemento glicosilado, derivado da
cartilagem esternal de galinhas (BAGI et al., 2017), cuja composi¢do de aminoacidos é uma peca
chave para a estabilizag&o e renovagdo da cartilagem (WALRAND et al., 2008). Este material se
mostrou capaz de reduzir a inflamacgdo e dor relacionadas a osteoartrite, quando administrado
oralmente, através do mecanismo de tolerancia oral, na qual ocorre a inibicdo da resposta imune
contra o colageno tipo Il presente em cartilagens articulares (STABILE et al., 2019).

Neste mecanismo, o UC-II induz células T regulatérias especificas no tecido linfatico
associado ao intestino (GALT), que secretam citocinas anti-inflamatorias ao interagir com o
colageno tipo Il na articulagio (GENCOGLU et al., 2020). A IL-4 produzida neste processo
também auxilia no reparo da cartilagem, alterando o metabolismo dos condrécitos para repor a
MEC (LUGO et al., 2013). O UC-II exerce um papel adicional na artrite, segundo TONG et al.

(2010), levando a uma diminuicdo dos niveis séricos de citocinas inflamatdrias.

3.3 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS DE FERIDAS CUTANEAS

A ferida deve ser preparada de modo a reduzir a contaminacéo local, para posteriormente
ser fechada através de sutura (primeira intencdo) ou por cicatrizacdo por segunda intengédo
(COCKBILL; TURNER, 1995). Para isso, a limpeza da ferida € feita, preferencialmente, com
solucdo salina tamponada com fosfato ou ringer lactato, removendo o tecido desvitalizado e debris
(BUFFA et al., 1997).
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Para garantir uma cicatrizacdo rapida e uma perfusdo sanguinea adequada na ferida, deve
ser realizado o desbridamento, removendo o tecido lesionado, por meio do uso de enzimas,
cirurgicamente (BALSA; CULP, 2015) ou por biocirurgia, na qual usa-se larvas (JONES, WALL,
2007).

Conforme descrito por Balsa e Culp (2015), ap0s a limpeza, deve ser realizada uma cultura
da ferida, para a escolha correta do antibidtico a ser usado. A antibioticoterapia sistémica deve ser
usada apenas em casos de infeccdes. Geralmente, usa-se um antibiético local de amplo espectro,
para inibir a proliferacdo bacteriana na ferida. Outras alternativas como pomadas, curativos a base
de prata ou hiperosmoticos, como o mel, podem ser utilizadas como antimicrobianos. Para o
controle da dor, pode-se usar compressas frias, anestésicos e antiinflamatorios nao esteroidais. Em
casos mais severos, 0 uso de opidides pode ser necessario.

Curativos devem ser usados como barreira fisica e para manter um ambiente propicio para
0 reparo, caso ndo ocorra o fechamento por primeira intengdo (PERCIVAL, 2002). De acordo com
Balsa e Culp (2015), no manejo de feridas abertas, a manutencdo da umidade local impede a
formacéo de crostas, favorecendo a presenca de neutrdfilos, que reduz a ocorréncia de infecgdes,
e promove uma maior rapidez na epitelizacdo. Além disso, no fluido da ferida h& enzimas, citocinas
e fatores de crescimento, que colaboram na cicatrizacdo. Camadas de contato podem ser usadas,
conforme relatado por Devriendt e Rooster (2017), com a finalidade de promover desbridamento
autolitico, estimular o tecido de granulacgéo e a epitelizagdo ou pelo efeito antimicrobiano.

A terapia de pressdo negativa pode ser usada nas fases iniciais do reparo para a reducéo da
carga bacteriana (DEMARIA et al., 2017), da formacdo de seroma e hematoma e aumento de
citocinas e fatores de crescimento (BALSA; CULP, 2015), assim como do tecido de granulagéo
(NOLFF et al., 2014).

A colocacdo de drenos pode ser incluida no manejo de feridas contaminadas fechadas
cirurgicamente, para o favorecimento da drenagem de liquido e sangue, que pode servir de
substrato para bactérias se multiplicarem, ou em casos em que ha um grande espago morto
(BALSA; CULP, 2015).

Com o desenvolvimento do manejo de feridas, varios bioscaffolds estdo sendo aprimorados.
Estes materiais possuem coladgeno e fatores de crescimento, servindo como um suporte na

formacdo da matriz extracelular, epitelizacdo e angiogénese (BALSA; CULP, 2015).
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3.4 O COLAGENO NO TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS

No manejo de lesdes cutaneas ha a constante necessidade da evolucdo de produtos voltados
para o reparo, substituicdo e melhora dos tecidos, e neste ponto, o colageno apresenta uma grande
diversidade de aplicacdes (FERREIRA et al., 2012).

A utilizagdo do coldgeno como um biomaterial moderno se deu inicio em 1881.
Naquele ano, Joseph Lister, que fundou a cirurgia moderna, e seu ex-aluno
William Macewen relataram de modo independente as vantagens de uma sutura
biodegradavel denominada ““catgut”, um biomaterial rico em colageno, preparado
a partir do intestino delgado de uma ovelha. Ao longo dos anos subsequentes,
inimeras inovagdes tém estendido o alcance do coldgeno na engenharia e reparo
de tecidos moles. (CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014, p. 1, traducdo
nossa).

O colageno possui grande disponibilidade, biocompatibilidade, baixa imunogenicidade,
facilidade de processamento, capacidade de interagir com ceélulas e biodegradabilidade
(FERREIRA et al., 2012). Sendo util em varias aplicacbes, como a distribuicdo de fatores de
crescimento, células ou farmacos, por sua capacidade de ligacdo, e a formacéo de arcaboucos para
as células, auxiliando no processo de regeneracdo e reparo tecidual, devido a sua habilidade de
formar redes (GELSE; POSCHL; AIGNER, 2003).

Os animais sdo a principal fonte de extracdo do colageno, ja que possuem grande
disponibilidade desta proteina em seu organismo (FERREIRA et al., 2012). Sendo assim, deve-se
atentar ao risco de transmissao de patdgenos e reacdes alérgicas, que podem ser evitadas com a
utilizacdo do colageno proveniente da expressdo heteréloga em leveduras, por exemplo
(CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014).

Conforme relatado por Ferreira et al. (2012), o processamento do colageno pode resultar
em diversas formas, como po, géis, membranas, filmes e misturas com outros polimeros, que
podem ser utilizados como agentes hemostaticos, na regeneracdo e substituicdo de tecidos, em
suturas, como envoltorio de nervos, entre outros. Segundo Chattopadhyay e Raines (2014), o
colageno mais utilizado em feridas € o tipo I, classificado como formador de fibrilas.

Membranas e filmes de colageno permitem esterilizacdo e tém a capacidade de retornar a
sua flexibilidade, depois de hidratados. Estes materiais tém sido utilizados, inicialmente, como
uma barreira fisica no tratamento de feridas (CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014). No entanto,
eles possuem vantagens adicionais, como auxiliar no crescimento de fibroblastos, servindo de

suporte para a sua fixacdo e proliferacdo (PARK et al., 2000). A estrutura tecidual natural é
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alcancada a medida que o arcabougo a base de colageno promove uma resposta quimiotatica,
orientando o comportamento celular (STEVENS, 2008).

De acordo com Chattopadhyay e Raines (2014), implantes de matriz de colageno exercem
os efeitos de aumento na formacéo do tecido de granulacéo e reepitelizacao e reducéo na contracao.
Do mesmo modo, estudos relatados por Kaasi et al. (2018), mostraram que o uso de biomembranas
de colageno no tratamento de feridas cutaneas foram capazes de induzir a neoformacao tecidual,
levando a um fechamento completo da ferida, em média 3 vezes mais rapido do que ocorre
normalmente. Além disso, ndo foram observados efeitos adversos e, aparentemente, houve uma

estimulacdo do crescimento piloso.
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4 MATERIAIS E METODOS

Trabalho aprovado pela comissdo de ética na utilizacdo de animais sobre o protocolo de
registro CEUA/UFU 020/20.

Para este experimento, foram utilizados ratos Wistar, cedidos pela Rede de Bioterismo da
Universidade Federal de Uberlandia, sendo 54 animais machos, com peso aproximado de 300
gramas e idade de 12-15 semanas.

Os ratos foram mantidos em microisoladores na Rede de Bioterismo da Universidade
Federal de Uberlandia durante o periodo do experimento. A ragdo e a agua foram oferecidas ad
libitum e 0 ambiente possuia temperatura controlada de 22°C (+ ou - 2°C), luminosidade no sistema
de 12 horas claro/12 horas escuro e com controle de exaustéo de ar.

Todos os animais foram submetidos a criacdo da lesdo cutanea no dorso, e posteriormente,
foram divididos em trés grupos com 18 animais cada: grupo controle (C), controle positivo (CP) e
tratado (T).

e Grupo Controle (C): Nao recebeu nenhum tipo de tratamento.

e Grupo Controle Positivo (CP): Foi tratado uma vez ao dia com agua ultrapura sobre a les&o.

e Grupo Tratado (T): Foi submetido a aplicacdo diaria da membrana de UC-11 umedecida
com agua ultrapura sobre a ferida.

Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos, com seis (6) animais cada, que foram

analisados aos cinco (5), 10 e 15 dias pds lesdo.

Tabela 1 - Grupos de tratamento

Tempo de

Grupos Tratamento tratamento
C Nenhum 5.10e 15 dias
CP Agua ultrapura 3,10 e 15 dias
T Membrana de UC-II 5.10 e 15 dias

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
4.1 CIRURGIA

Os animais foram deslocados do alojamento para a sala de cirurgia, na qual foram
submetidos a indugdo anestésica por via intramuscular, com cloridrato de quetamina 10%, na dose
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de 100 mg/kg, e cloridrato de xilazina 2%, na dose de 15 mg/kg. Também foi administrado
cloridrato de tramadol, na dose de 12,5 mg/kg, 10 minutos antes da cirurgia (Figura 1). Para a

manutenc¢do anestésica, foi utilizado Isoflurano.

Figura 1 - Rato Wistar submetido a aplicacdo intramuscular profunda de cloridrato de tramadol, apds inducao

anestésica. Fonte: Da propria autora (2021).

O animal foi posicionado em decubito ventral e, posteriormente, foi feita a tricotomia da

area por arrancamento (Figura 2A) e antissepsia com alcool iodado a 3% (Figura 2B).

Figura 2 - Observa-se rato Wistar em decUbito ventral, submetido a manutencao anestésica com isoflurano através de
méscara. A. Nota-se a tricotomia realizada por depilagdo manual; B. Antissepsia com &lcool iodado 3%. Fonte: Da

prépria autora (2021).

Foi utilizado um trépano de 7,5 mm de diametro para a demarcacdo da area da pele a ser
resseccionada, 1 cm caudal a cernelha (Figura 3A), que foi removida completamente por meio de
tesoura de iris, com exposicdo da fascia muscular (Figura 3B). Para analgesia, todos os animais
foram submetidos a aplicacdo de cloridrato de tramadol, na dose de 12,5 mg/kg, por via

intraperitoneal, imediatamente apds a cirurgia e a cada 24 horas durante 4 dias.
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Figura 3 - Rato Wistar submetido a criacdo do defeito cutaneo. A. Observa-se a demarcacéao da lesdo com um trépano
de 7,5 mm de diametro. B. Remocdo de segmento cutaneo com tesoura cirdrgica de iris. C. Aspecto final da ferida

cirtrgica. Fonte: Da propria autora (2021).

4.2 TRATAMENTO

Imediatamente ap0s a cirurgia, a membrana de UC-I1 foi aplicada e umedecida com agua
ultrapura no grupo T (Figura 4A). O grupo CP foi submetido a limpeza com a mesma agua. Nos
dias seguintes, uma vez ao dia, cada animal dos grupos CP e T era submetido a limpeza da ferida,
utilizando gaze embebida em &gua ultrapura. Em seguida, era aplicado 1 mL de agua ultrapura
sobre o ferimento dos animais do grupo CP (Figura 4B), e no grupo T, era reaplicada a pelicula de

UC-II umedecida com agua ultrapura.

Figura 4 - Rato Wistar submetido ao tratamento da ferida. A. Aplicacdo da membrana de UC-I1 na lesdo. B. Observase

a instilacdo de dgua ultrapura na ferida cirurgica. Fonte: Da prdpria autora (2021).

4.3 EUTANASIA

Ao final dos respectivos periodos de tratamento (5, 10 e 15 dias), todos os animais foram

submetidos a eutandsia por aprofundamento anestésico por via intraperitoneal, com cloridrato de



lidocaina 2%, na dose de 57 mg/kg, seguido de tiopental sédico 5%, na dose de 200 mg/kg. Apos
a confirmacdo de parada respiratéria, foi realizado deslocamento cervical.

4.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Imediatamente apds eutanasia, foi coletado um fragmento de tecido da area onde foi criada
a ferida, por meio de um trépano de 10 mm de diametro.

O fragmento coletado foi fixado em solucdo de formalina tamponada a 10% e passou por
processamento, seguindo as técnicas de rotina, que inclui desidratacdo, diafanizacao e inclusdo em
parafina. Cada peca resultou em 7 laminas, de cortes longitudinais, com 5 micrémetros de
espessura, que foram coradas por Hematoxilina e Eosina.

Foi realizada uma anélise descritiva duplo cego, considerando a presenca de crosta,
reepitelizacdo e infiltrado linfoplasmocitario na ferida. Cada critério foi classificado como discreto,
moderado, intenso ou ausente.

Para a elaboracdo de graficos e um melhor entendimento do comportamento das lesdes,
cada classificacdo foi associada a um escore: 4 para caracteristicas intensas, 3 para moderadas, 1
para as discretas e 0 para as ausentes, exceto para a crosta, que foi classificada como presente (1)
ou ausente (0). A média do escore de cada grupo foi calculada baseada nos valores de escore

encontrados para cada animal nos dias 5, 10 e 15 do estudo.
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5 RESULTADOS

As caracteristicas das feridas foram avaliadas de acordo com sua taxa de reepitelizacao,
infiltrado linfoplasmocitario e presenca de crosta. Aos 5 dias todos 0s grupos apresentaram uma
taxa de reepitelizacdo ausente, acentuada infiltracdo linfoplasmocitaria e presenca de crosta. No
10° dia todos grupos apresentaram reepitelizacdo, variando de acentuada a discreta, e reducdo do
infiltrado linfoplasmocitario e da presenca de crosta. Aos 15 dias, notou-se uma intensa
reepitelizacdo, diminuicdo do infiltrado linfoplasmocitario e auséncia de crosta de modo geral em
todos 0s grupos.

Ao avaliar o grupo C, notou-se que em relacdo a reepitelizacdo, os escores medios foram
ausente (0) no 5° dia, discreto (= 1) no 10° dia e moderado (= 3) no 15° dia. No grupo CP, 0s
escores médios observados foram ausente (0) no 5° dia, discreto (= 1) no 10° dia e acentuado (= 4)
no 15° dia. O grupo T obteve médias de escore de ausente (0) no 5° dia, moderado (= 3) no 10° dia
e acentuada (4) no 15° dia (Grafico 1). E possivel afirmar que ao longo dos dias, mesmo com

diferenca nas caracteristicas, todos 0s grupos atingiram a reepitelizacéo.

Escore médio da Escore médio da Escore médio da
Eeepitelizacio do grupo C Reepitelizagdo do grupo Reepitelizagdo dogrupo T
3 CP 4
4 3 ook
- 1 ____..-" - .l :
e-usy NN Lol o
5 dias 10 dias 15 dizs 5 dias 10 dias 15 dias = s
5 dias 10 dias 15 dias

Gréfico 1 - Os gréaficos apresentam os escores médios encontrados em cada grupo, nos dias 5, 10 e 15 do estudo,
considerando a reepitelizacdo da ferida. Considera-se 0 = ausente, 1 = discreto, 3 = moderado e 4 = acentuado. A linha
de tendéncia se apresenta crescente. Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Ao analisar o infiltrado linfoplasmocitario, os grupos C e CP obtiveram escore médio
acentuado (4) no 5° dia, moderado (= 3) no 10° dia e ausente (= 0) no 15° dia. O grupo T obteve
escore médio moderado (= 3) no 5° dia, discreto (1) no 10° dia e ausente (= 0) no 15° dia (Grafico
2). E possivel afirmar que ao longo dos dias, mesmo com diferenca nas caracteristicas, todos 0s

grupos mostraram reducao do infiltrado linfoplasmocitario nas lesdes.
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Gréfico 2. Os graficos apresentam os escores médios encontrados em cada grupo nos dias 5, 10 e 15 do estudo,
considerando o infiltrado linfoplasmocitario da ferida. Considera-se 0 = ausente, 1 = discreto, 3 = moderado e 4 =
acentuado. A linha de tendéncia apresenta-se decrescente. Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Ao analisar a presenca de crosta na ferida, os grupos C e CP, em média, a crosta se
encontrava presente nos dias 5 e 10, e ausente no 15° dia do estudo. No grupo T, a crosta so estava
presente, em média no 5° dia (Gréfico 3). Houve redugdo da crosta nas feridas ao longo do tempo
de estudo.

Escore médio da presenga Escore médio da presenga Escore médio da presenga
de crostano grupoC de crostano grupo CP de crostano grupo T
1 1 1 1 1
= 2 - as 10dias 15 dia
Sdias 10dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias > dia 10dias  15dias

Gréfico 3. Os gréficos apresentam os escores médios encontrados em cada grupo nos dias 5, 10 e 15 do estudo,
considerando a presenca de crosta na ferida. Considera-se 1 = presente e 0 = ausente. A linha de tendéncia apresenta-
se decrescente. Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Ao comparar cortes histologicos dos diferentes tempos de tratamento do grupo C, é possivel
observar a reducéo da crosta, representada pela camada eosinofilica na parte superior do tecido nas
fotomicrografias, de modo que se encontra ausente no 15° dia do tratamento (Figura 7). Com
relacdo ao infiltrado linfoplasmocitario, evidenciado pelos pontos basofilicos apresentados de
modo difuso na derme e na crosta, entre os dias 5 e 10 (Figuras 5 e 6, respectivamente), nos cortes
apresentados, ndo houve reducdo, sendo ausente no 15° dia de tratamento. A reepitelizacao,
visualizada como epitélio pavimentoso estratificado, se mostrou mais evidente apenas no 15° dia
de tratamento, junto a uma fina camada de queratina (Figura 7). Foi possivel observar deposi¢édo

de colageno na derme em padréo denso, caracterizando um tecido cicatricial (Figura 8).
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Figura 5 - Fotomicrografia de pele de rato. Observa-se ferida do grupo C, com 5 dias de tratamento. Destaca-se a
espessa crosta (*) e o infiltrado linfoplasmocitario (). Obj. 20x. Fonte: Da prépria autora (2021).

Figura 6 - Fotomicrografia de pele de rato. Observa-se ferida do grupo C, com 10 dias de tratamento,evidenciando a
reducéo da crosta (*) e o infiltrado linfoplasmocitario (*). Obj. 20x. Fonte: Da prdpria autora (2021).
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Figura 8 - Fotomicrografia de pele de rato. Observa-se ferida do grupo C, aos 15 dias de tratamento, com deposicao

de colageno em padrao denso (>). Obj. 40x. Fonte: Da propria autora (2021).

No grupo CP, foi observado que a ferida se comportou da mesma maneira que no grupo C
ao longo do periodo de observacdo. Entretanto, a crosta se apresentou mais espessa no grupo C e
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a reepitelizacdo do grupo CP no 15° dia de tratamento se mostrou mais desenvolvida, com o inicio
de formac&o de cristas epidérmicas e padrdo de coladgeno denso (Figuras 9, 10 e 11).

visualizar intenso infiltrado linfoplasmocitario () e presenca de crosta (*). Obj. 20x.Fonte: Da prépria autora (2021).
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Figura 11 - Fotomicrografia de pele de rato. Observa-se ferida do grupo CP, no 15° dia de tratamento. E possivel

evidenciar a reepitelizagdo (+), com a formagao de cristas epidérmicas (°), presenca de queratina (<) e padréo denso
de deposicao de colageno (>). Obj. 20x. Fonte: Da propria autora (2021).

Ao avaliar o grupo T, a presenca de crosta e infiltrado linfoplasmocitario foram observadas
no 5° dia de tratamento (Figura 12). No 10° dia de tratamento, foi possivel observar reducéo
significativa dos critérios citados anteriormente e a presenca de reepitelizacdo com cristas
epidérmicas e deposicdo de colageno em padrao denso e de queratina (Figura 13 e 14). No 15° dia
de tratamento, foi possivel observar uma reepitelizacdo mais intensa, neovascularizacao e auséncia
de crosta e infiltrado linfoplasmocitario (Figuras 15 e 16).

Figura 12 - Fotomicrografia de pele de rato. Observa-se ferida do grupo T, com 5 dias de tratamento. Destaca-se a
presenca intensa de infiltrado linfoplasmocitario (*) e crosta (*). Obj. 20x. Fonte: Da prépria autora (2021).
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visualizar a presenca de crosta (*), reducdo do infiltrado linfoplasmocitario (*), presenca de cristas epidérmicas (°).
Obj. 20x. Fonte: Da prépria autora (2021).

Figura 14 otomicrografia de pele de rato. Observa-se ferida do grup T, com 10 dias de tratamento, na qual é
possivel visualizar deposi¢do de coldgeno em padrdo denso (>) e queratina (<). Obj. 20x. Fonte: Da propria autora
(2021).
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Figura 15 - Fotomicrografia de pele de rato. Observa-se ferida pertencente ao grupo T, no 15° dia de tratamento,

evidenciando a presenca de reepitelizacdo (+) com cristas epidérmicas (°), deposicdo de colageno em padrédo denso
(>), presenca de crosta (*) e leve infiltrado linfoplasmocitério (). Obj. 20x. Fonte: Da prdpria autora (2021).

Figura 16 - Fotomicrografia de pele de rato. Observa-se ferida do grupo T, no 15° dia de tratamento, destacando-se a
neovascularizacdo (~). Obj. 40x. Fonte: Da propria autora (2021).

29



6 DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, € possivel afirmar que ao longo do curso
de tratamento, mesmo com diferenca nas caracteristicas, todos 0s grupos apresentaram
reepitelizacdo e reducdo do infiltrado linfoplasmocitario e crosta.

Em todos os tempos de tratamento, o grupo T obteve melhor desempenho no processo
cicatricial, quando comparado aos demais grupos. Houve uma reducdo mais rapida do infiltrado
linfoplasmocitério, concomitante com o desenvolvimento da reepitelizacdo.

Ao avaliar os cortes histologicos apresentados, pode-se observar que o desenvolvimento
epitelial do grupo T também se destacou dos outros, ao formar estruturas mais préximas as de uma
pele integra de modo precoce, o que também foi descrito nas pesquisas de Kaasi et al. (2018). No
10° dia de tratamento, ja era possivel visualizar cristas epidérmicas, fibras de colageno em padréo
denso e certa queratinizacdo. Este resultado corrobora os estudos de Chattopadhyay e Raines
(2014), que afirmam que implantes de matriz de colageno levam ao aumento da reepitelizacao.

O presente estudo comprova também o que foi descrito por Gelse, Péschl e Aigner (2003),
que relatam que o colageno forma arcaboucos para as células, auxiliando reparo tecidual, e por
Park et al. (2000), cuja pesquisa descreve que este material serve de suporte para a fixacdo e
proliferacdo de fibroblastos. Estes dados convergem para o fato que a cicatrizacdo é favorecida
pela aplicacdo do colageno.

De acordo com Taniguchi e Matsumoto-Oda (2018), a crosta é o produto da coagulacao da
linfa extravasada de uma leséo combinada com pus e tecido morto. Os autores relatam que quando
ha& remocdo da crosta antes da cicatrizagdo completa, esta ocorre mais lentamente e a infec¢édo €
favorecida. Foi observada auséncia da crosta no grupo T a partir do 10° dia de tratamento sem a
presenca de infecgéo, o que indica que a membrana de UC-I1 substituiu e exerceu o papel da crosta,
favorecendo a cicatrizagdo e agindo como uma barreira fisica.

Quanto ao infiltrado linfoplasmocitério, no 5° dia de tratamento ja se mostrava menor no
grupo T em relacdo aos demais e foi possivel observar uma queda mais acentuada ao 10° dia. A
reducdo observada neste periodo indica que a fase inflamatdria se encontrava mais avangada,
seguindo para o proximo estagio do reparo tecidual, evidenciando uma maior rapidez na evolugéo
da cicatrizagao.

Foi observado discreto infiltrado linfoplasmocitario em trés individuos no 15° dia de

tratamento. Uma hipdtese da causa da sua permanéncia, é a presenca da membrana de UC-II, ja
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que de acordo com Ackermann (2013), o infiltrado indica inflamagé&o, promovendo a eliminagéo
de microrganismos, tecido necrotico e materiais estranhos. Neste caso, a membrana representaria
um corpo estranho ao organismo.

Apesar da leve inflamacdo tecidual no 15° dia de tratamento em alguns individuos, néo foi
observado nenhum efeito adverso da aplicacdo da membrana de UC-I1I nas feridas, assim como nos
estudos de Kaasi et al. (2018).
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7 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste estudo, foi possivel confirmar a eficacia da membrana de
UC-II na cicatrizacdo de feridas cutaneas induzidas experimentalmente em ratos Wistar. O material

se mostrou capaz de acelerar o reparo tecidual sem causar efeitos adversos.
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