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DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO FISICA E AVALIACAO DO
POTENCIAL CICATRIZANTE DE FILMES DE COLAGENO CONTENDO ACIDOS
GRAXOS ESSENCIAIS.

CATHARINA GRACE SANTOS

Diversos biomateriais tém sido utilizados na tentativa de incorporar substancias que
viabilizem o processo de reparo tecidual, destacando-se o colageno por ser
biocompativel, e ndo imunogénico. Os acidos graxos essenciais (AGEs) vem sendo
utilizados em diversos tipos de lesbes e em diferentes estagios do processo de
reparo cicatricial. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar
fisicamente e avaliar o efeito de filmes de coldgeno contendo AGEs sobre a
cicatrizacdo de feridas de segunda intencéo. Os filmes foram produzidos com duas
formulacbes comerciais de AGE® (AGE50® e AGE100®) e -caracterizados
macroscopica, mecanicamente, e por meio da microscopia Optica. Para o estudo de
cicatrizacdo, foram realizadas feridas cirdrgicas no dorso de 80 ratos, cobertas com
filmes de colageno (FCOL), filmes de colageno contendo AGE50® (FAGES0) e
filmes de colageno contendo AGE100® (FAGE100). Feridas sem coberturas foram
utilizadas como controle (CTR). Os animais foram eutanasiados apos 3, 7, 14 e 21
dias. Foram obtidos os indices macroscopicos de retracdo das feridas (IRF) e
realizada analise histolégica da éarea cicatricial por meio de microscopia de luz
convencional e polarizada. Os dados foram analisados por meio de analise de
variancia, considerando significativo p<0,05. Os filmes FAGE50 e FAGE100
formaram peliculas transparentes, continuas e homogéneas, e exibiram maior
espessura (p<0,05), maior alongamento (p<0,001) e deformacdo (p<0,01), e
menores modulos de Young (p<0,001). No ensaio de cicatrizacdo, ndo foram
observados sinais macroscopicos de abscessos ou de cicatrizes hipertréficas em
nenhum dos grupos. Em 7 dias, o IRF observado em FAGES5O foi significativamente
maior que em CTR (p<0,01), enquanto que, em 14 dias, ambos FAGE50 a FAGE100
mostraram aumento significativo destes indices em relacdo a CTR (p<0,001) e COL
(p<0,01). FAGE50 e FAGE100 promoveram aumento da infiltracdo neutrofilica em 3
dias (p<0,01), mas reduziram significativamente o infiltrado linfocitica em 14 dias
(p<0,05). Também foi observado desenvolvimento precoce do tecido de granulacéo,
da reepitelizacdo de anexos dérmicos, bem como melhor organizacdo colagénica.
Este estudo sugere que os filmes de colageno contendo acidos graxos essenciais,
particularmente FAGESO0, constituem biomateriais promissores a serem utilizados
como coberturas ou curativos de feridas dérmicas para aprimoramento do processo
de reparo cicatricial.

Palavras-chave: filme. acido graxo. colageno. cicatrizagéo.
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DEVELOPMENT, PHYSICAL CHARACTERIZATION AND ASSESSMENT OF THE
HEALING POTENTIAL OF ESSENTIAL FATTY ACIDS-INCORPORATED
COLLAGEN-BASED FIMS

CATHARINA GRACE SANTOS

Many biomaterials have been used in attempt to incorporate active compounds in
order to improve wound healing, and collagen matrices have been highlighted due to
the biocompatibility, atoxicity and lack of immunogenicity. Essential fatty acids (EFAS)
have been applied in a range of lesions and in differents steps of wound healing.
Thus, the aim of this study was to develop, physically characterize and assess the
effects of EFAs-incorporated collagen-based films on second intention wound
healing. The films were manufactures with two commercial formulations of EFAs
(AGE50® and AGE100®), and characterized according to their macroscopic
appearance and mechanical properties, as well as by light microscope. For the
wound healing assay, surgical wounds were performed in the back of 80 Wistar rats,
and dressed with collgane-based films (COL), and collagen-based films containing
fatty acids (AGEF50 and AGEF100). Undressed wounds were regarded as controls
(CTR). The animals were euthanized after 3, 7, 14 and 21 days. The macroscopic
wound contraction rates (WRC) were assessed and the wounded areas were
analyzed by conventional and polarized light microscope. Data were analyzed by
variance analysis, regarding as significant p<0.05. Both AGEF50 and AGEF100
formed transparent, continuous and homogeneaous films, and exhibited increased
thickness (p<0.05), greater stretching (p<0.001) and deformation (p<0.01) rates, and
lower Young module (p<0.001). In the biological assay, no macroscopic sign of
abscess or hypertrophic scar formation was observed in none of the groups. At 7
days, the WRR of AGEF50 was significantly higher than CTR (p<0.01), whereas at
14 days, both AGE 50 and AGE100 showed a significant increase of the WRR
compared to CTR (p<0.001) and COL (p< 0.01). Both films promoted increased influx
of neutrophils at 3 days (p<0.01), but reduced significantly the mononuclear infiltrate
at 14 days (p<0.05). It was also observed earlier maturation of the granulation tissue,
full epithelization and cutaneous appendages development, as well as better
collagenization, in AGEF50 and AGEF100. These data suggest that EFA-
incorporated collagen-based films, particularly AGEF50, represent promising
biomaterials to be applied as wound dressings in order to provide improvement of
wound healing.

Key-Words: wound dressing. fatty acids. collagen. wound healing.

XVii



UNIVERSIDADE TIRADENTES
DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE — Catharina Grace Santos

Capitulo | — Introducao e Objetivos

18



UNIVERSIDADE TIRADENTES
DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE — Catharina Grace Santos

1.1 INTRODUCAO

A pele € um 6rgdo que corresponde a primeira linha de defesa contra as
agressdes externas, quando ocorre uma interrup¢do na sua continuidade surge a
ferida. O grau de extensdo e de comprometimento de tecido e 6rgdos vai depender
da gravidade e intensidade do trauma. A regeneracao e a cicatrizacdo sao os dois
processos que compdem a restauracao dos tecidos, o0 que determina se a reparacao
tecidual ocorrera por regeneracéo ou cicatrizacdo é a extensao da lesédo ou qual tipo
de orgdo foi lesado (TOCCO et al, 2012). Na pele o mecanismo que mais
comumente ocorre para fazer o reparo da lesdo denomina-se cicatrizagdo, o qual é
um processo complexo e harmonioso e envolve um conjunto de eventos celulares e
moleculares assim como fendmenos bioquimicos e fisiolégicos (MANDELBAUM et
al., 2003).

O processo de cicatrizagao por segunda intencao ocorre no reparo tecidual de
feridas com maior grau de perda de tecido, ou seja, lesdes que podem envolver o
tecido subcutaneo, musculo ou osso. O reparo cicatricial € composto por varios
estagios complexos, interdependentes e simultaneos, os quais podem ser descritos
em cinco fases principais: fase de coagulacdo, inflamatéria, proliferativa, de
contracdo e de remodelacdo (RIBEIRO et al., 2009).

Existem diversos produtos utilizados como cobertura para feridas e, ainda
assim, a tematica da reparacdo tecidual continua impulsionando estudos,
principalmente no que se refere & aceleracdo do processo cicatricial com relacdo ao
melhor resultado de formacédo de cicatriz (RODRIGUES et al., 2010). Dentre estes
produtos, os filmes poliméricos, tém obtido cada vez mais destaque e tém sido alvo
de muitas pesquisas, objetivando sua utilizacdo no processo cicatricial (RODAS,
2004).

O uso de filmes de coldgeno tem promovido maior rapidez e eficacia no
processo cicatricial, 0 colageno possui caracteristicas que o tornam um excelente
biomaterial, capaz de interagir com tecidos naturais. Colageno é a principal proteina
estrutural dos tecidos dos animais vertebrados, sendo encontrado abundantemente
no tecido conjuntivo. O colageno tipo | € encontrado predominantemente em animais
de grande porte, e esse tipo de colageno tem papel fundamental no processo de
cicatrizacdo (ALBUQUERQUE et al., 2009).
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Uma classe de compostos que tem sido utilizada amplamente como
coadjuvante no reparo cicatricial, sdo os acidos graxos essenciais (AGE), os quais
sao originados de Oleos vegetais e possuem diversas caracteristicas que os tornam
um dos principais produtos utilizados no processo de cicatrizacdo. Caracteristicas
tais como: alta capacidade de hidratacédo local, grande poder de regeneracéo
tissular, potente acédo bactericida, aceleracdo do processo de granulacdo tecidual,
entre outras (COLLINS e SULEWSKI, 2011). Eles aceleram o processo cicatricial por
meio de varios mecanismos, como por exemplo, a atracdo de leucocitos para 0s
locais de inflamacé&o e a promocgé&o da entrada de fatores de crescimento no leito da
ferida, e possuem ainda a grande vantagem de poderem ser utilizados em diversos
tipos de lesBes de pele (HATANAKA e CURI, 2007).

Os AGEs interferem no reparo cicatricial de diversas formas, dentre elas:
aumentam a permeabilidade do filme, promovem mitose e proliferacdo celular,
estimulam a angiogénese e aceleram o processo de granulacdo tecidual (IBRAHIM
et al.,, 2011). Os compostos utilizados no presente trabalho, com a finalidade de
serem incorporados aos filmes de colageno hidrolisado, foram fornecidos pela
TECPON (Industria e Comércio de Produtos Quimicos- RS) na forma de
formulagbes comerciais. As formulagdes comerciais de AGEs utlizadas foram:
AGE50® e AGE100®.

Testes realizados com o AGE100® pelo Instituto GENOTOX-ROYAL em
parceria com a TECPON, apresentaram resultados favoraveis ao uso do AGE100®
no processo de reparo cicatricial (GENOTOX e ROYAL, 2007). A partir deste
panorama, uma vez que, tanto os filmes de coldgeno como os AGEs tém sido
amplamente utilizados no tratamento de feridas, surgiu o interesse no

desenvolvimento de filmes de coladgeno com incorporacédo de AGE®.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar o potencial cicatrizante de filmes de
colageno hidrolisado contendo AGE® sobre o processo de reparo cicatricial por

segunda intencdo em modelo murino.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver filmes de colageno hidrolisado contendo AGE100®

- Desenvolver filmes de colageno hidrolisado contendo AGE50®

- Caracterizar os filmes obtidos através de avaliacdes macroscépicas, analises de
propriedades mecénicas (tensdo/deformacao), espessura e microscopica optica.

- Avaliar o efeito dos filmes em modelo experimental murino de cicatrizacdo de

feridas cirargicas por segunda intencao.
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Capitulo Il — Reviséao de Literatura
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e corresponde a primeira linha de
defesa contra as agressdes do meio externo, sendo responsavel ainda pela
termorregulacéo, pela percepcao e pela defesa. Sua estrutura € formada por trés
camadas, a epiderme, a derme e a hipoderme, as quais estado descritas na figura 1.
A epiderme por ser a Unica a estar em contato com 0 meio ambiente tem como
funcao principal a de protecéo, sendo também um importante 6rgdo sensorial. E uma
camada com profundidade diferente de acordo com a regido do corpo, pois regides
sujeitas a maior atrito como palmas das méos e pés tém uma camada mais grossa
(conhecida como pele glabra por ndo possuirem pelos), e tém espessura variavel
(KUHNEN e SILVA, 2010).

Esta camada € constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, ou seja, possui células escamosas em varias camadas, e por anexos
cutaneos. As células que a compde sdo: queratindcitos, os quais sdo as células
principais, melanécitos e células de Langerhans. A epiderme ndo possui vasos
sanguineos, 0s nutrientes e oxigénio chegam a epiderme por difusdo a partir de
vasos sanguineos da derme. (SOUZA et al., 2009).

A derme é a camada intermediaria da pele, constituida por tecido conjuntivo e
formada por fibras colagenas e elastina, por isso uma de suas principais funcdes é
servir de tecido de sustentacdo para a epiderme. Na derme encontram-se 0s
fibroblastos, macréfagos, linfécitos e granuldcitos. A derme subdivide-se em duas
camadas: a camada papilar em contato com a epiderme que é formada por tecido
conjuntivo frouxo e promove maior superficie de contato e maior resisténcia ao atrito
da pele; A outra camada da derme chama-se camada reticular, constituida por
tecido conjuntivo denso ndo modelado, onde predominam as fibras colagenosas
(GALDINO et al., 2010).

Na derme localizam-se 0s vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervos e
orgaos sensoriais tais como: Corpusculo de Vater-Pacini (sensibilidade a pressao);
Corpusculo de Meissner (detecta pressdes de frequéncia diferente); Corpusculo de

Krause (sensiveis ao frio); Orgdo de Ruffini (calor); Célula de Merckel (tato e
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pressdo) e o foliculo piloso. A camada mais interna da pele, a hipoderme (tecido
adiposo subcuténeo) é constituida por tecido conjuntivo frouxo sendo responsavel
pelo isolamento térmico, pelo reservatorio nutricional da pele, modelagem da
superficie corporal, absorcdo de choque, fixacdo de 6rgdos e por proteger as

estruturas mais internas do corpo humano (LESSA et al., 2012).

Poro Corptiseul Glé;:)n,dula
; orpusculo sebacea
sudoriparo de Meissner,

Camada cornea

Epiderme - (queratinizada)

Terminagao
nervosalivre

Derme— WSEE A1 ¢ : f ) Glandula
BV A ¥ 7 ‘ sudoripara

I L Musculo eretor
5 do pélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Artéria

Veia Foliculo piloso

Figura 1. Estrutura da pele, exemplificando suas camadas e alguns elementos.
(fonte: www.betaneamartins.com.br)

2.2 Feridas

A interrupcdo na continuidade da pele denomina-se por ferida, as quais
podem ser lesGes no tecido epitelial, mucosa ou 6rgdo com comprometimento de
sua estrutura anatébmica e sua funcao fisiologica. De acordo com a gravidade e a
intensidade do trauma e da lesdo, a ferida pode ser considerada superficial ou
grave. Na primeira, apenas as estruturas superficiais sdo afetadas, entretanto a
ferida grave pode lesionar vasos sanguineos calibrosos, musculos, nervos, tenddes,

ligamentos ou 0ssos. Independente de sua etiologia, a cicatrizacdo da ferida seguira
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um curso previsivel e continuo, o qual passara por varias etapas do processo
cicatricial (ALBUQUERQUE et al., 2009).

No momento do trauma sdo interrompidas as conexdes vasculares e
nervosas, quanto mais extenso for o traumatismo, maior serd o0 numero de
elementos lesados. Nas feridas podem ser encontrados tecidos desvitalizados,
sangue extravasado, microorganismos ou corpos estranhos e 0 processo de
cicatrizacdo € desencadeado pelo organismo imediatamente apds a lesdo tecidual
(MORAIS et al., 2008).

Existem diversos parametros para a classificacao de feridas, elas podem ser
classificadas quanto as causas, quanto ao conteido microbiano, quanto ao tipo de
cicatrizacdo, quanto ao grau de abertura e quanto ao tempo de duracdo. Quanto as
causas elas podem ser: cirargicas, traumaticas e ulcerativas. Segundo GOMES et al
(2005) as feridas cirurgicas sdo aquelas provocadas intencionalmente e subdividem-
se em: incisa, na qual nao ocorre perda de tecido e as bordas no geral sdo fechadas
por sutura; por excisdo, onde ha remocdo de uma éarea de pele e por dltimo as
feridas causadas por cirurgia e procedimentos diagnésticos. Feridas traumaticas sédo
aguelas provocadas acidentalmente por agentes mecanicos (contencéo, perfuracao,
corte), quimicos (produtos quimicos e outros) e agentes fisicos (frio, calor e
radiacdo). As feridas sdo consideradas ulcerativas quando séo lesdes escavadas,
circunscritas na pele, formadas pela morte e expulsdo do tecido e resultam
geralmente de traumatismo ou doencgas relacionadas a diminuicdo do suprimento
sanguineo (GOMES et al., 2005).

Quanto ao conteudo microbiano as feridas classificam-se em: limpas, limpas-
contaminadas, contaminadas e infectadas. Limpas sdo aquelas que apresentam
condicbes assépticas sem presenca de microorganismos; limpas-contaminadas
apresentam lesdo inferior a seis horas entre o trauma e o atendimento, nao
apresentando uma contaminacao significativa; contaminadas apresentam lesdo com
tempo superior a seis horas entre 0 momento do trauma e o atendimento, porém néo
apresentam sinais de infeccdo; as feridas infectadas apresentam evidéncia de
intensa reacdo inflamatoria com presenca de agente infeccioso no local e destruicéo
de tecidos (MAIA, 2006).

Quando a classificagdao envolve o tipo de cicatrizacdo as feridas séo
denominadas de primeira, segunda e terceira intencdo. Nas feridas de primeira

intencdo ndo ha perda de tecido e as bordas ficam justapostas; as de segunda
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intencdo apresentam perda de tecido e suas bordas ficam distantes, estas feridas
estdo exemplificadas nas figuras 2 e 3; as feridas que cicatrizam por terceira
intencdo sdo aquelas que apds cicatrizarem necessitam de uma correcdo cirdrgica.
Feridas classificadas quanto ao grau de abertura podem ser classificadas em ferida
aberta, as quais tém as bordas de pele afastadas e em ferida fechada, nas quais as
bordas séo justapostas. Por ultimo, a classificacdo de acordo com o tempo de
duracdo, na qual existem dois tipos de feridas, a aguda e a crbnica; a primeira
refere-se a feridas recentes e a segunda faz alusdo a feridas com tempo de

cicatrizacdo maior que o esperado (SIMAS, 2010).

2.3 Reparo de Feridas

Na ocorréncia de qualquer tipo de lesdo na pele, independente de sua
etiologia, o organismo ira produzir uma resposta com o objetivo de restaurar o tecido
lesionado. O processo inflamatério € um mecanismo de defesa contra um agente
agressor, seja ele qual for e simultaneamente ao inicio desse processo ocorrem 0s
mecanismos que irdo desencadear a regeneracao ou cicatrizagdo, 0S quais Sdo 0s
dois processos que compde a restauracao dos tecidos (GROAH et al., 2010).

Por exemplo, nos casos de pneumonia (inflamacédo) e corte na pele (trauma
seguido de inflamacéo), o mecanismo de defesa é o mesmo para os dois casos, ou
seja, a inflamacao, embora os agentes agressores sejam diferentes. Apés instalada
a inflamacao, esta podera evoluir de forma distinta, seja para uma regeneracado ou
para uma cicatrizacdo, o que define se a reparacdo tecidual ocorrera por
regeneracao ou cicatrizacdo € a extensao da lesdo ou qual tipo de 6rgao foi lesado.
O processo de regeneracao tecidual vai depender de trés fatores: o tipo do tecido
lesionado, a intensidade da lesdo e a manutencdo da estrutura prévia do tecido
(MELO et al., 2010).

O tecido exerce influéncia na regeneracdo de acordo com sua classificagéao,
0s mesmos sao classificados de acordo com a capacidade de proliferacdo, ou seja,
a capacidade que suas células (na vida adulta) ttm em entrarem no ciclo celular.
Com relagédo a essa capacidade, as células podem ser classificadas em estaveis,
labeis e permanentes. Uma célula é estavel quando estd em fase quiescente e ao

sofrer estimulo € capaz de proliferar, exemplo: células endoteliais, fibroblastos,
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musculo liso, parénquima do figado, do rim e do péncreas. Células labeis séo
aguelas que estdo sempre em replicagcdo, ou seja, permanecem continuamente no
ciclo celular, como exemplo: células da pele, mucosa e medula 6ssea. Por altimo as
células permanentes, sdo as que dificilmente entram no ciclo celular e por isso nédo
tém a capacidade de se dividir, como os neurbnios e os midcitos (OLIVEIRA et al.,
2010).

A regeneracao € um processo que ocorre com reposicao do tecido original, no
qual as células mortas sédo substituidas pelas células do parénquima do mesmo
orgdo, ou seja, as células vizinhas da area lesada tém a capacidade de proliferar e
substituir as células mortas da area lesionada. Portanto se o tecido for constituido
por células labeis ou estaveis vai haver regeneracdo, se sua constituicdo for de
células permanentes o processo de reparacao tecidual sera por cicatrizagdo, mesmo
que a intensidade da lesdo seja minima. Por outro lado, em um tecido de células
labeis e estaveis se a lesdo for extensa, a reparagcdo pode ocorrer por cicatrizacdo, €
0 que ocorre quando o tecido de granulacéo é formado. Outro fator que interfere é a
matriz celular, que contribui para a sustentacdo e conexdes da célula com o tecido
conjuntivo, para que ocorra regeneracdo a matriz precisa se manter integra, se a
lesdo na matriz for extensa ocorrera cicatrizacdo (TODERKE et al., 2010).

Na cicatrizacdo as células lesadas sédo substituidas por tecido fibroso
(cicatriz), esses mecanismos ndo se excluem mutuamente, ou seja, apds a leséo
pode ocorrer no mesmo tecido regeneracdo e cicatrizagdo. Danos tissulares de
qualguer natureza (fisica, quimica ou biolégica) desencadeiam de imediato uma
série de eventos que podem ocasionar rubor, tumor, calor e dor. Na pele o reparo
cicatricial normalmente ocorre por cicatrizacdo. O processo de cicatrizacdo de
feridas consiste em um conjunto de eventos celulares e moleculares, os quais séo
constituidos por fenémenos bioquimicos e fisiologicos que interagem
harmoniosamente visando a reparacao tissular (RIBEIRO et al., 2009).

Este fenbmeno fisiopatologico representa uma resposta defensiva do corpo
humano para uma variedade de lesdes. A cicatrizacdo de feridas pode ocorrer de
trés maneiras distintas, dependendo da coaptacédo ou ndo de suas bordas, da perda
de substancia e da presenca ou nao de infeccdo secundaria. Neste sentido, o
processo de reparo cicatricial € comumente classificado em cicatrizagdo por primeira
intencdo, segunda intencéo e terceira intencdo. A cicatrizagcdo por primeira intengao

ocorre por reepitelizacédo, processo no qual a mitose das células epiteliais ocasiona
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o crescimento precoce do epitélio nas bordas das feridas (TAZIMA et al., 2008). As
feridas que cicatrizam por primeira intengdo s&o, mais comumente, feridas
superficiais, agudas, em que a perda de tecido € minima ou nenhuma e suas bordas
sao passiveis de aproximacdo, como representado na figura 2 (MORE e ARRUDA,
2008).

O reparo cicatricial por segunda intengcdo ocorre numa ferida que envolve
algum grau de perda de tecido e de acordo com MORE e ARRUDA (2008) sé&o
feridas que podem envolver o tecido subcutdaneo, o musculo, e possivelmente, o
0ss0. As bordas dessa ferida ndo podem ser aproximadas, e geralmente séo feridas
crdnicas como as ulceras. O risco de infec¢cao € maior, tornando lenta a cicatrizagéo
e esta ocorrera de dentro pra fora, ao contrario da primaria, conforme ilustrado na
figura 3. Resultam em formacao de cicatriz e tém maior indice de complicacdes do
que as feridas que se cicatrizam por primeira intencdo (DANTAS et al., 2011).

Cicatrizacao terciaria ou por terceira intengcdo ocorre quando intencionalmente
a ferida é mantida aberta por um determinado periodo, como se fosse uma
cicatrizacdo por segunda intencdo, por diversas razbes como para permitir a
diminuicdo ou reducéao de edema ou infec¢éo, ou para permitir a remocao de algum
exsudato através de drenagem, como por exemplo, feridas cirdrgicas, abertas e
infectadas com drenos. Posteriormente ocorrera suturagcdo, como no processo de
cicatrizacdo por primeira intencdo, dessa forma, as feridas cicatrizam por 32 intencéo
ou 12 intencéo tardia (VIEIRA, 2006).

Ferida Incisional Cicatriz

Figura 2. Representacao de uma cicatriza¢do primdria ou por primeira intengéo.

(Fonte: Pathology cliques)
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Ferida Tecido de Cicatriz
Aberta granulacao

Tecido de Cicatriz
granulagao

Figura 3. Cicatrizacéo secundéria ou por segunda intencao.

(Fonte: Pathology cliques)

O reparo cicatricial €é composto por varios estagios complexos,
interdependentes e simultdneos, os quais podem ser descritos em fases. Existem
classificacdes que consideram trés fases no processo cicatricial, a fase inflamatoria,
seguida pela fase de proliferacao e finalizando com o estagio de remodelacdo. Para
classificar o processo de forma mais completa MANDELBAUM et al (2003) dividem-
no em cinco fases principais: coagulacao, inflamacao, proliferacdo, contracdo da
ferida e remodelacdo. Em um determinado momento essas fases coincidem e
ocorrem simultaneamente, promovendo o0 sucesso da cicatrizagdo (WING e
MIDWOOD, 2011).

A primeira fase é a de coagulacdo e seu inicio ocorre imediatamente apés o
surgimento da ferida e para ocorrer depende da atividade plaquetaria e da cascata
de coagulacdo. Nesse periodo ocorre uma complexa liberacdo de substancias
vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento e proteases, as quais
desencadearao outras fases. A formagédo do coagulo ndo serve apenas para coaptar
as bordas das feridas, mas também para cruzar a fibronectina, oferecendo uma
matriz provisoria, em que os fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos
possam ingressar na ferida (COTRAN e ROBBINS, 2010).

A segunda etapa € a inflamatoria ou exsudativa, intimamente ligada a fase

anterior, por promover a ativacdo do sistema de coagulacdo sanguinea e liberacdo
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de varios mediadores quimicos. Além destes, essa fase depende das células
inflamatdrias como os leucocitos polimorfonucleares (PMN), macréfagos e linfocitos.
Os PMN chegam no momento da injuria tissular, sendo responsaveis pela fagocitose
das bactérias e ficam por um periodo que varia de trés a cinco dias. O macroéfago €
a célula inflamatéria mais importante desse estagio, permanecendo por volta do
terceiro ao décimo dia. A fibronectina também exerce importante papel nessa fase,
sua utilidade é servir como aderente para consolidar o coagulo de fibrina, as células
e 0 componente da matriz extracelular. Nesta fase a ferida pode apresentar edema,
vermelhidao e dor (RIBEIRO et al., 2009).

A fase proliferativa ou regenerativa é a terceira e se caracteriza pela formacgéao
do tecido de granulacdo, na qual o colageno € o principal componente do tecido
conjuntivo reposto. E a etapa responsavel pelo fechamento da lesédo propriamente
dita, podendo ser dividida em trés subfases, nas quais ocorrem mecanismos
essenciais para o processo cicatricial: reepitelizacdo, na qual ocorre a migracao de
gueratinécitos ndo danificados das bordas da ferida e dos anexos epiteliais, € um
processo que vai organizar a cicatriz. Angiogénese € 0 mecanismo responsavel por
estimular a formacdo de novos vasos sanguineos, sendo essencial para o
suprimento de oxigénio e nutrientes para a cicatrizacdo. E por ultimo a fibroplasia,
processo em gue ocorre migracao e proliferacdo dos fibroblastos no local da leséo,
sendo extremamente importante na formacao do tecido de granulacdo (TAZIMA et
al., 2008).

O quarto estagio referencia a contracdo da ferida, onde ocorre movimento
centripeto das bordas da ferida. Os miofibroblastos sdo as células responsaveis por
essa fase. Uma ferida tem contracdo mesmo quando ha enxertos que diminuem
razoavelmente o tamanho da ferida. Nas cicatrizes ocasionadas por feridas de
segunda inten¢do a contracdo pode reduzir até cerca de 60% da area de superficie
da leséo cutanea (MANDELBAUM et al., 2003).

Remodelacdo € a ultima das fases, ocorrendo quando o leito da ferida esta
totalmente coberto por tecido de granulagdo. Nessa fase o tecido de granulagéo sera
cada vez mais enriguecido por uma quantidade maior de colageno, e o tecido
comeca a adquirir a aparéncia de massa fibrotica, caracteristica da cicatriz. A
remodelacdo é responséavel pelo aumento da forca de tensdo e pela diminui¢cdo do
tamanho da cicatriz e do eritema, este processo ocorre lentamente levando meses

ou as vezes anos para sua conclusédo (OKEN et al., 2009).
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Por mais completo e eficiente que seja o processo sistémico de reparagao
tecidual, € necessério, na maior parte dos casos, propiciar condi¢cdes locais através
de terapia topica adequada para tornar viavel e acelerar o processo fisiologico. A
importancia do tratamento tépico de feridas é fundamentada sobre o processo de
reparacdo tecidual, sendo norteada de acordo com CAMARGO (2006), pelos
principios de remocédo de tecidos necroticos e corpos estranhos do leito da ferida,
eliminacdo de processos infecciosos, invalidacdo de espacos mortos, absorcdo do
excesso de exsudato, manutencdo da umidade do leito da ferida, promoc¢édo do
isolamento térmico e protecdo da ferida contra traumas e invasédo bacteriana. Os
tratamentos tépicos sé@o realizados, em sua maioria, por meio das coberturas e
curativos, 0s guais existem em grande variedade na atualidade. Porém, numerosos
estudos séo realizados em busca de produtos que atuem no reparo de feridas a fim
de promover uma cicatrizagcédo cada vez mais eficaz e em menor espaco de tempo, e
na atualidade existe um imenso destaque para produtos naturais (FERREIRA et al.,
2012).

2.4 Curativo e Coberturas

O curativo € a realizacdo do procedimento que consiste na limpeza e
aplicacdo de uma cobertura na ferida com a finalidade principal de promover rapida
cicatrizacdo e prevenir contaminacéo e infeccdo. E um processo com as seguintes
etapas: limpeza, desbridamento e indicacdo da cobertura adequada. Cobertura € o
material que se aplica sobre a ferida objetivando promover a cicatrizacéo e proteger
contra danos maiores (ADEWUMI e OGUNJINMI, 2011).

Os curativos tém inameros objetivos e finalidades, tais como: auxiliar o
organismo a promover a cicatrizagao, eliminar os fatores desfavoraveis que retardam
a cicatrizagcdo da lesdo, diminuir infecgbes cruzadas, através de técnicas e
procedimentos adequados, limpar a ferida, promover o processo cicatricial através
da eliminacéo de fatores que possam retarda-la, tratar e prevenir infeccdes, prevenir
contaminagcdo exogena, remover corpos estranhos, proteger a ferida contra traumas
mecanicos, promover hemostasia, fazer desbridamento mecéanico e remover tecidos
necréticos, reduzir edemas, drenar e absorver secre¢fes e exsudatos inflamatorios,

diminuir odor, manter a umidade da ferida, fornecer isolamento térmico, dar conforto
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psicoldgico ao paciente, diminuir a intensidade da dor e limitar a movimentagdo em
torno da ferida (GOMES et al., 2005).

A limpeza da ferida € um processo de fundamental importancia para a
reparacao tecidual, pois o processo cicatricial ndo evoluird de forma adequada
enquanto todos os agentes externos ndo forem retirados do leito da ferida. Além de
conferir protecdo a ferida, a limpeza tem outros objetivos, tais como: a remogéo de
detritos e corpos estranhos, de microrganismos da superficie do tecido lesionado e
de remover excesso de exsudatos e tecido necrotico. Outro beneficio proporcionado
pela limpeza é a promocéao e preservacéo do tecido de granulagdo. Conforme o grau
da leséo, o processo de limpeza envolvera a realizacdo do desbridamento, que é a
remocdo do tecido desvitalizado ou necrosado. Os métodos utilizados para tal
procedimento podem ser instrumental, mecanico, autolitico e quimico. O
desbridamento pode ser classificado em seletivo e ndo seletivo, o primeiro ocorre
quando a remocdo do tecido desvitalisado ndo afeta o tecido vivo e o segundo é
guando ha remocao também do tecido vivo subjacente (GORDON et al., 2010).

Além da limpeza e desbridamento, outro principio que constitui a terapia
topica de feridas € a oclusdo com as coberturas. Atualmente existem diversos tipos
de coberturas disponiveis para auxiliar no processo de cicatrizacdo. Algumas
caracteristicas que uma cobertura adequada deve possuir para manter o meio
propicio para a reparacao tissular sdo: manutencdo da umidade entre a ferida e a
cobertura, remocao do excesso de exsudato, permissédo da troca gasosa, promogao
do isolamento térmico, protecdo contra infec¢do e remocao sem causar traumas. Na
realizacdo do curativo deve-se manter o meio umido no leito da ferida porque uma
ferida seca exige maior atividade metabdlica e necessita de mais tempo para a cura.
Algumas vantagens da manutencdo do meio Uumido séo: estimular a vascularizacéo,
a formacgao do tecido de granulacdo e a epitelizagcdo; facilitar a remocao do tecido
necrético; diminuir a dor e evitar traumas no momento da realizacdo do
procedimento (ROSSI et al., 2010).

O tipo de cobertura a ser utilizada sera variavel de acordo com o tamanho,
local e natureza da ferida. Existem varios tipos de categorias para classificar as
coberturas, podem ser classificadas quanto ao contato com o leito da ferida, sendo
consideradas coberturas primarias quando colocadas diretamente sobre o leito da
ferida, sdo secundarias quando sdo alocadas sobre a cobertura primaria, por

s

exemplo, o acido graxo é uma cobertura primaria e a gaze é secundaria e sao
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classificadas como mistas quando o produto possui duas camadas, uma que
permanece em contato com o leito da ferida e a outra que se comunica com 0 meio
externo. Quanto ao desempenho as coberturas podem ser passivas, interativas ou
bioativas: as coberturas que protegem e cobrem as feridas sdo consideradas
passivas, as interativas mantém um ambiente Umido e sua estrutura se altera a
medida que reage com a ferida. Por sua vez, as bioativas s&o aquelas que fornecem
elementos necessarios a cicatrizacdo estimulando a cura da ferida (PETROIANU,
2010).

Alguns dos principais produtos utilizados como coberturas disponiveis no
mercado sdo: 4cidos graxos essenciais, alginatos, coberturas com prata, coberturas
com carvdo e prata, cobertura hidrobalanceada, hidrocol6ide, hidropolimero,
hidrogel, colageno, filme transparente, gaze de acetato de celulose, coberturas com
silicone, compressa ndo aderente, entre outros. Os acidos graxos essenciais (AGES)
possuem alta capacidade de hidratacdo, proporcionando nutricdo celular e
manutencdo da funcdo e integridade das membranas celulares. Os alginatos
possuem ions de célcio em sua constituicdo, dessa forma a terapia topica ocorre
através da troca ibnica do célcio pelo sédio do exsudato, e a partir dessa troca as
fibras de alginato transformam-se em um gel, tornando Umido o leito da leséo.
Apresentam indicacbes para feridas sangrantes, cavitarias, Ulceras por pressao,
feridas traumaticas e deiscéncias. Como contra indicacdo tém-se as feridas
isquémicas, feridas com pouca ou nenhuma exsudacéo e lesbes por queimaduras
(CARNEIRO et al., 2010).

As coberturas com prata tém como principal mecanismo de acdo o controle
das bactérias presentes no leito da lesdo. Agindo pela liberacdo da prata em contato
com o exsudato, pois a bactéria tem tropismo pela prata e ao entrar em contato com
a mesma nao ocorre a multiplicagdo bacteriana; sédo indicadas para reducdo da
multiplicagéo bacteriana no leito da ferida e contra indicadas para feridas secas e em
fase de granulacdo (fase proliferativa) e em casos de exposicdo Ossea; as
coberturas com pratas requerem coberturas secundarias. As coberturas de prata
podem estar associadas a outros componentes, como por exemplo, o carvao, que
ird reduzir o odor da ferida. As coberturas hidrobalanceadas sdo capazes de
absorver e liberar umidade ao mesmo tempo, promovendo um hidrobalanceamento,
sdo indicadas para feridas infectadas, criticamente colonizadas e com leve a
moderada exsudacéo (SILVA et al, 2011).
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Os hidrocoloides sdo coberturas interativas, ou seja, participam do controle
ambiental da ferida através da promocdo do meio Uumido, que acontece através da
interacdo da camada interna da cobertura com a lesdo. Hidropolimeros séo
almofadas de espuma de poliuretano capazes de absorver os fluidos e impedir seu
retorno ao leito da ferida, sdo recobertos por filmes semipermeavel para manter a
temperatura constante e o meio umido no leito da ferida; sdo utilizados em feridas
com pequena quantidade de exsudato. O hidrogel € uma cobertura hidroativa tendo
como mecanismo de acdo amolecer e remover o tecido desvitalizado por autdlise,
promovendo um desbridamento atraumético e mantendo a umidade do leito da
ferida; séo contra indicados para feridas com grande exsudacéo e feridas infectadas.
A cobertura formada por colageno e alginato de calcio € indicada para feridas néo
infectadas e que nado apresentem tecido desvitalizado e com pouco exsudato
(LIMOVA, 2010).

Filme transparente é um filme de poliuretano, seu mecanismo de acdo é
através da permeabilidade seletiva favorecendo trocas gasosas e evaporacao da
agua e impedindo a entrada de fluidos e microrganismos. Gaze de acetato de
celulose impregnada com vaselina é indicada para queimaduras de primeiro grau,
alguns tipos de enxertos e algumas Ulceras podendo causar irritagdo; apresentam
contra indicacéo para feridas exsudativas e com necrose de coagulacdo. Coberturas
de silicone compdem-se de uma tela de poliamida elastica revestida com silicone
suave, sdo indicadas para prevenir Ulceras por pressdo e para proteger a pele
recém-cicatrizada. A compressa nao aderente é pouco absorvente, sendo indicada
para pés-operatorio, feridas superficiais, abrasdes e cortes (SANT'ANA, 2011).

A maioria dos produtos que foram citados acima apresenta contra indicagcao
ou representa um custo econbmico nao satisfatorio, ndo sendo acessivel para a
maior parte da populacdo. Devido a estes fatores, diversas pesquisas tém sido
realizadas com o objetivo de buscar novos materiais que auxiliem no processo de
reparo de tecido, ou filmes que atuem como substitutos de modo a restaurar, manter
e melhorar a funcdo do tecido lesionado, com custo econémico reduzido e que
possa ser acessivel a maior parcela da populacdo, sendo a todos. Dentre os
diversos tipos destacam-se os filmes de colageno, os quais sao filmes de
recobrimento utilizados no processo de reparo, também denominados curativos
(NUNES et al., 2011).
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Os filmes servem para utilizagdo como substituto de pele humana, protegéo e
reconstru¢cao da epiderme, como barreira protetora contra infeccdes e como base
para administracdo de medicamentos dermatoldgicos e cosméticos. Os filmes
podem ser formados por diferentes tipos de polimeros, 0s quais sdo componentes
macromoleculares, como por exemplo, proteinas, lipidios ou polissacarideos
(vegetais ou microbianos). Entretanto, independente do tipo do componente, as
formulacdes destes filmes devem conter a0 menos um componente que seja eficaz
para formar uma matriz continua, adequada, coesa e aderente. RIGO (2006) relata
que tais formula¢gBes sdo constituidas de pelo menos um agente formador de filme
(macromoléculas), solvente (agua, etanol, agua/etanol, entre outros), plastificante
(glicerol, sorbitol, etc.) e agente ajustador de pH ( acido acético, NH4;OH, etc.)
(RIGO, 2006).

Os polimeros estédo presentes em todos 0s setores da economia como saude,
construcdo civil, embalagens, agricultura, entre outros e o petréleo sempre foi uma
das suas principais fontes de matéria-prima. Porém os altos custos e aumento da
poluicdo ambiental relacionada ao petréleo impulsionaram o desenvolvimento de
novos tipos de polimeros, os biopolimeros, os quais sdo produzidos por organismos
vivos (BORSCHIVER et al., 2008). A utilizagdo de polimeros naturais
proporcionando diferentes propriedades quimicas, fisicas e bioldégicas como
curativos de feridas tem sido largamente estudada em virtude dos diversos
beneficios destas macromoléculas, como por exemplo, potencializar de maneira
geral o processo de reparacéo tissular. Terapias utilizando filmes de coladgeno vém
demonstrando potencial na cicatrizagdo, visto que seu uso promove uma
predominéancia de colageno tipo | (MACIEL et al., 2010).

Segundo RODAS (2004), um substituto dermo-epidérmico deve satisfazer
algumas condicbes basicas como: propriedade adequada ao manuseio, resisténcia a
fratura, resisténcia a tracao, controle de sua estrutura, tamanho de poros, possuir
degradacédo controlada com formacdo de produtos atoxicos, ndo produzir reacdes
inflamatorias e propiciar a invaséo de células endoteliais para a formacéo de novos
vasos e outras células como fibroblastos (RODAS, 2004).

Diferentes tipos de biomateriais (materiais bioativos que tém a capacidade de
interagir com tecidos naturais, podendo ser naturais ou sintéticos) tém sido utilizados
como coadjuvantes no reparo cicatricial. O uso de membranas de colageno e

citoquinas (grupo de glicoproteinas que atuam na resposta imune) vém sendo
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propostos ha anos por promoverem mais rapidez e eficacia no processo cicatricial
(MACIEL et al., 2010).

2.5 Filmes de Colageno

O colageno é um excelente biomaterial por possuir determinadas
caracteristicas, como por exemplo: ser biocompativel (n&o induzir respostas
teciduais ou imunologicas adversas), possuir baixa toxicidade e imunogenicidade.
Além disso, o colageno é importante, por proporcionar uma matriz provisoria para 0s
granulécitos, macréfagos e fibroblastos e por ser quimiotaxico o colageno contribui
para gue essas células possam ingressar no leito da ferida (na fase de coagulacao).
Outra vantagem de filmes a base de colageno € a maturacdo célere do colageno e
seu alinhamento (ALBUQUERQUE et al., 2009).

Coldgeno é a principal proteina estrutural dos tecidos dos animais
vertebrados, sendo encontrada abundantemente no tecido conjuntivo, mais
especificamente, na pele, cartilagem, 0ssos, tenddes e dentes, geralmente em locais
que resistem a grandes tensdes. Sua estrutura pode ser observada na figura 4.
Essa proteina pode desempenhar diversas fun¢des no corpo humano como: manter
as células dos tecidos unidas e fortalecé-las, sendo responsavel também pela
cicatrizacdo e/ou regeneracdo em caso de corte ou cirurgia, e também, acredita-se
que é responsavel pelo envelhecimento humano. O colageno tipo | é o mais
encontrado, este tipo forma fibras e feixes de coldgeno, no corpo humano o
colageno representa 30% do total de proteinas (NUNES et al., 2011).

O colageno tipo | é encontrado predominante em animais de grande porte,
especialmente na pele, tendbes e o0ssos, onde existe transmissdo de forcas
extremas. As demais moléculas de coldgeno podem ser encontradas, por exemplo,
em cartilagens e humor vitreo, o do tipo Il, vasos sanguineos e trato gastrointestinal
do tipo Il (ALBUQUERQUE et al., 2009). O colageno tipo | é capaz de nortear a
génese de tecidos em desenvolvimento, sendo mais um fator que o torna altamente
favoravel na sua utilizagdo como biomaterial. Com o processo de fibrilogénese, as
fibras de colageno se tornam progressivamente mais espessas e mais numerosas,
as células fagocitarias vdo desaparecendo e o tecido de granulagdo passa a ser
constituido por tecido conjuntivo com maior densidade e menos vascularizagdo
(E'GUES, 2005).
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O colageno utilizado para a formacao de filmes poliméricos € uma proteina
extraida da articulacdo e pele de bovinos. O colageno possui oito dos nove
aminoacidos essenciais, ndo contém triptofano, e possui uma concentracdo de
glicina e prolina, cerca de vinte vezes superior, as demais proteinas (ZIEGLER e
SGARBIERI, 2009). O coldgeno tem sido utilizado para fins cosméticos, no combate
ao envelhecimento e as rugas, no setor alimenticio ele é utilizado para fabricacao de
iogurtes, embutidos e sobremesas de facil preparo, como a gelatina por exemplo e
na area de produtos farmacos é utilizado para a producao de capsulas, entre outros.
(WESTGATE e CUTTING, 2012).

A sua forma hidrolisada é o colageno obtido por um processo de hidrélise
seguido de liofilizacdo para consumo humano, esse processo permite a obtencéo de
tamanho minimo de fragmentos protéicos, o que permite uma rapida absorcéo pelo
organismo chegando facilmente a corrente sanguinea. O coldgeno hidrolisado pode
ser encontrado na forma liquida, em capsula ou p6. A gelatina é uma proteina
derivada da hidrélise parcial do colageno animal e a conversdo do colageno em
gelatina pode ser obtida através do aquecimento do colageno, em meio acido ou
meio alcalino (SILVA et al., 2011).

Os biomateriais criados a partir do colageno representam uma alternativa
terapéutica com aplicacdo variada na area médica e odontolégica por apresentar
excelente biocompatibilidade e acelerar o processo cicatricial (OLIVEIRA et al.,
2010). O filme de colageno ndo deve servir apenas para preencher espagos, mas
principalmente deve estimular uma resposta bioldgica quando utilizado. Devido a
sua propriedade desempenha um papel dominante em manter a integridade
estrutural e a cura da ferida (UKONG et al., 2008).
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(Fonte: Pathology cliques)

2.6 Acidos Graxos Essenciais (AGEs)

Os AGEs sdo uma espécie de gordura especial, moléculas universais,
delicadas e flexiveis que ndo podem ser sintetizadas pelo organismo, devem
originar-se diretamente da dieta alimentar, sendo também denominados como
acidos graxos insaturados. Os AGEs, também denominados por triglicerideos de
cadeia média, sdo produtos originados de Oleos vegetais poli-insaturados e
encontram-se nos lipidios estruturais das células. Sdo obtidos de fonte vegetal, ndo
sao sintetizados pelo organismo, pois ndo ha enzimas para produzi-los. As principais
fontes naturais sdo sementes e frutos de plantas (améndoas, nozes, abacate,
azeitona), peixes gordurosos e 6leos vegetais (BATISTA et al., 2005).

As principais fungdes dos AGEs no organismo sdo: transporte de material
pelas membranas celulares, o que garante a vida da célula através do fluxo
equilibrado de nutrientes, residuos e produtos da atividade biolégica; sé&o
componentes estruturais importantes de todas as membranas, seja revestindo uma
célula ou em seu interior; manutencdo da impermeabilidade da pele; regulacdo da
sintese e transporte do colesterol e sintese de prostaglandinas que atuam na
ativacdo de determinadas células brancas do sangue, diminuicdo da pressao arterial
e inibicdo da inflamacdo (RUSTAN e DREVON, 2005).

Os AGEs transportam e metabolizam gordura e mantém a funcdo e a
integridade estrutural das membranas das células. Possuem excelente absorgéo

para uso topico ao formarem uma pelicula que previne escoriagdes devido a grande
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capacidade de hidratacdo e nutricdo celular local e ainda possuem alto poder de
regeneracao tissular quando em lesdes epidérmicas (YAMAMOTO, 2006). Os AGEs
ainda possuem papel fundamental nos processos de inflamacédo e proliferacéo
celular devido ao seu mecanismo de acdo que se da por meio da atracdo de
leucécitos para os locais de inflamagcdo, sendo assim potentes agentes
quimiotaxicos; agem também facilitando a entrada de fatores de crescimento e
apesar de ndo serem agentes debridantes, sdo capazes de estimularem o
desbridamento autolitico, acelerando o0 processo cicatricial através desses
mecanismos (FRE, 2009).

Os AGEs além de protegerem a pele, prevenirem e tratarem infeccdes, por
terem acéo bactericida, interferem em diversas etapas do processo de cicatrizacao.
Podendo assim, serem usados em todas as fases do reparo cicatricial. Eles agem
como bactericida e interferem na cicatrizagcdo aumentando a permeabilidade da
membrana celular, promovendo mitose e proliferacdo celular, estimulando a
angiogénese, mantendo o leito da ferida Umido e acelerando o processo de
granulacao tecidual (HATANAKA e CURI, 2007).

As principais indicacdes do AGE sao: hidratacdo da pele integra, aplicacao
em feridas de pele em geral, tratamento de feridas abertas, para prevenir e tratar
Ulceras de pressado, para tratar rachaduras de mamilos e para recuperacdo de
gueimados. Os AGEs possuem vantagens tais como ndo requererem dosagem
especifica, permitirem tratamento domiciliar, possuem também versatilidade na
combinagdo com outros produtos, podem ser usados em feridas infectadas ou néao
infectadas, sdo de facil aplicacdo, seja por spray ou gotejamento, propiciam resposta
cicatricial rapida e permitem o tratamento de lesdes extensas (GOMES et al., 2008).

As formulacbes comerciais que foram utilizadas na pesquisa foram o0 AGE50®
e 0 AGE100®. Diversos testes com o AGE100® foram realizados pelo Instituto
GENOTOX-ROYAL em parceria com a TECPON Industria e Comércio de Produtos.
Os testes feitos para a composi¢cdo acima apresentaram resultados negativos para:
toxidade dérmica doses repetidas em pele escarificada de ratos; toxidade dérmica
aguda em ratos; deteccdo de mutacdes cromossOmicas pela analise de
micronucleos em células da medula O0ssea e em células da epiderme de
camundongos tratados; avaliacdo da eficacia farmacolégica de produtos para

tratamento de Ulcera de pressao e condi¢des relacionadas a ratos. Todos os testes
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apresentaram resultados favoraveis ao uso do AGE100® no processo cicatricial
(GENOTOX-ROYAL, 2007).

Os filmes poliméricos também podem ser formados por AGE, sendo que as
formulacbes comerciais utilizadas no trabalho continham &cido oléico e &cido
linoléico na sua composicao. O acido oléico € um &cido carboxilico por possuir um
grupo funcional COOH, é de cadeia longa por possuir 18 carbonos na sua estrutura
e tem papel fundamental no metabolismo, principalmente na sintese dos horménios.
O é&cido linoléico também possui 18 carbonos e € essencial na dieta humana, a
estrutura e molécula destes acidos graxos estdo descritas nas figuras 5, 6, 7 e 8.
BATISTA et al (2005) estudaram a adi¢do de acidos graxos em filmes de pectina e
puderam observar que o0s &cidos promoveram aumento significativo da
permeabilidade ao vapor de &gua dos filmes de pectina. Apesar dos AGEs
apresentarem-se como hidrofébicos, BATISTA et al (2005) justificaram o fato devido
aos mesmos conterem grupos carboxilicos altamente polares que podem interagir
com moléculas de agua, e dessa forma facilitar a transferéncia de umidade através
do filme.

O tipo de AGE utilizado no preparo dos filmes é um fator de mudanca nas
propriedades dos filmes, por exemplo, acidos graxos com maior numero de cadeias
carbOnicas sdo capazes de diminuir a permeabilidade do filme, enquanto acidos com
cadeias menores tornam-na maior. Com relacdo a solubilidade em agua, em geral
0s acidos graxos tem a tendéncia de diminuir a solubilidade do filme, porém se os
mesmos nao se incorporarem a matriz filmogénica, ndo serdo capazes de diminuir a

solubilizac&o dos filmes em agua (BATISTA et al., 2005).

Acido oléico

Figura 5. Estrutura quimica do 4cido oléico

(fonte: www.3dchem.com)
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Figura 6. Representacdo da molécula de acido oléico em 3D.

(fonte: www.3dchem.com)

Figura7. Estrutura quimica do acido linoléico

(fonte: www.3dchem.com)

Figura 8. Estrutura molecular do &cido linoléico

(fonte: www.3dchem.com)
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2.7 Métodos para caracterizagao dos filmes

2.7.1 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas de um filme sdo um dos parametros mais
importantes a serem analisados, pois elas influenciam diretamente na sua utilidade.
Estas propriedades determinam como os filmes irdo reagir as influéncias mecanicas
externas. Flexibilidade, resisténcia a tragdo e alongamento adequados, séo
caracteristicas importantes que permitem identificar se um filme é adequado ou n&o
para a utilizacdo a que se destina (LIEBERMAN e GILBERT, 2007).

As propriedades mecanicas que os filmes apresentam s&o: resisténcia a
tracdo, elongagdo, modulo de Young e forca resultante. As mesmas séo avaliadas
durante a realizacdo do teste de tracdo, no qual uma amostra sera deformada até
gue ocorra seu rompimento. Resisténcia a tracdo € a forca maxima que um filme
pode suportar até 0 momento de sua ruptura (SARKER et al., 2011).

A elongacdo por sua vez é o grau de maleabilidade do filme, ou seja, a
capacidade que o filme tem em se deformar antes de se romper. Modulo de Young
ou modulo de elasticidade € a relacéo entre a resisténcia a tracdo e a porcentagem
de alongamento e indica o grau de rigidez do filme. Forca resultante € a forca de
tracdo que promove o inicio da deformacao nao elastica do filme (RIGO, 2006).

Existem diversos fatores que podem influenciar diretamente as propriedades
mecanicas, de acordo com COUTINHO et al (2003), a estrutura de cada polimero
tém influéncia direta sobre sua densidade e suas propriedades mecéanicas. As
propriedades mecéanicas e de barreira sdo superiores nos filmes a base de proteinas
do que naqueles constituidos por polissacarideos devido a estrutura das proteinas
(OLIVEIRA et al., 2007).

O poder coesivo do filme é outro parametro que exerce influéncia nas
propriedades mecanicas. Estruturas poliméricas de cadeia longa, como o colageno,
por exemplo, produzem matrizes de filmes com adequado poder coesivo. MAIA et al
(2000) relata que o aumento da interacdo molecular entre as cadeias de proteinas
promove a formacdo de filmes com maior forca, entretanto menos flexivel e

permeavel.
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A estrutura, a composicao quimica do produto, a presenca de aditivos, o tipo
de solvente e as condicbes do ambiente para formacdo do filme também
determinam o poder de coesdo do filme. O grau de coesdo influencia nas
propriedades mecanicas e de barreira dos filmes, sendo que quanto maior a coesao
estrutural, menor sera a flexibilidade, a porosidade e a permeabilidade (RIGO,
2007).

SHIMAZU et al (2007) afirmam que os plastificantes também influenciam as
propriedades mecanicas, visto que a adicdo de plastificante pode promover melhora
nas propriedades dos filmes. REIS et al (2011) estudaram a relagdo entre a
deformacéo dos filmes e a concentracao de glicerol aplicada, concluindo que menor
guantidade de glicerol resultou em filmes com menores valores de deformacéao.

MONTERREY- QUINTERO e SOBRAL (2000) afirmam que o glicerol quando
adicionado aos filmes, exerce grande influéncia nas propriedades mecéanicas e na
solubilidade dos filmes. Estudos com filmes a base de pectina e amido, realizados
por COFFIN e FISHMAN (1994), constataram que a adicdo de glicerol diminuiu a
resisténcia a tracdo e aumentou o alongamento dos filmes em questao.

A umidade relativa é outro fator que pode influenciar nas propriedades
mecanicas dos filmes. MALLI et al (2010) observaram que maior umidade relativa no
momento da secagem resulta em maior grau de cristalinidade e maior teor de
umidade residual na estrutura filmogénica, o que torna mais facil ocorrerem
alteracdes no armazenamento e utilizacao destes filmes. Para que isto ndo ocorra é
de fundamental importancia controlar a umidade relativa durante o armazenamento

antes da efetivacdo das analises.

2.7.2 Espessura

A espessura dos filmes é um parametro importante e exerce influéncia sobre
suas propriedades, sendo também necessaria para realizacdo de outras andlises,
como a resisténcia mecanica e as propriedades de barreira aos gases e ao vapor
d’agua, dessa forma é de grande importéncia o seu controle e conhecimento.
Conforme OLIVEIRA (1996), quando controlada, a espessura permite a
uniformidade desses materiais, a repetibilidade da medida de suas propriedades e a

validade das comparacfes entre as suas propriedades.
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Entretanto, CORREA (2011) relata que o controle da espessura dos filmes
ndo é um processo simples, principalmente nos filmes do tipo casting. O suporte da
solucéo filmogénica e o local onde a mesma permanecera durante o processo de
secagem, necessitam de rigoroso controle, pois podem gerar diferencas na
espessura e na homogeneidade dos filmes. De acordo com SANTOS (2004), a
heterogeneidade de espessura € um dos mais graves defeitos de fabricacdo dos
filmes biodegradaveis, visto que variacbes na espessura de um material podem
afetar diversas de suas propriedades.

MALI et al (2010) constataram que ao se produzir filmes pelo método casting,
a medida da espessura vai depender intensamente da viscosidade da solucéo
filmogénica. Para a dispersdo de solu¢cdes muito viscosas deve-se utilizar um
equipamento adequado para dispor o fluido no seu suporte. J& em solu¢bes mais
diluidas, é possivel controlar a espessura conhecendo a gramatura.

OLIVEIRA (1996) conceitua gramatura como o peso de uma definida area do
material e tem uma relacdo diretamente proporcional com a resisténcia mecanica
dos filmes, ou seja, valores elevados de gramatura resultam em maior resisténcia
mecanica. Maiores interacdes intermoleculares nos filmes, resultam em maior
espessura, portanto dependendo do tipo de polimero utilizado os filmes podem
apresentar espessuras diferentes. Como foi relatado por SRIAMORNSAK e
KENNEDY (2008), os quais compararam as diferencas de espessura entre filmes de
pectina e alginato. Sendo os de pectina mais finos que os de alginato, fato que se
explica pela menor massa molecular da pectina, que causa um arranjo molecular
mais compacto (CORREA, 2011).

Estudos realizados por CUQ et al (1996) relatam uma relacdo diretamente
proporcional entre tensdo na ruptura e espessura. FAKHOURI et al (2007)
realizaram estudos sobre a influéncia da espessura nas propriedades de filmes de
gelatina, concluindo que a forca na ruptura, a permeabilidade ao vapor de 4gua e a
cor dos filmes sé&o influenciados linearmente pelo aumento da espessura
(FAKHOURI et al., 2007).
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Capitulo lll — Material e Métodos

Procedimento Experimental
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3. METODOLOGIA

Materiais e Aparelhos utilizados: colageno hidrolisado (Gelita), glicerol
(Vetec), formulagdo comercial de acidos graxos essenciais com 6leo de girassol:
AGES50® (Tecpon), formulacdo comercial de acidos graxos essenciais: AGE100®

(Tecpon), acido aceético (Vetec), tween 80 (Vetec) e tween 20 (Vetec).

3.1 Elaboracgao dos filmes

Os filmes foram preparados segundo técnica “casting” descrita por Monterrey-
Quintero e Sobral (2000) e Vicentini (2003), que consiste na desidratacdo de uma
solugdo coloidal, chamada de solugao filmogénica (SF). As solugdes filmogénicas
foram constituidas de: 2,13 g de colageno, 100g de solugdo de acido acético 0,5
mol/L, 0,213g de AGE100® ou AGE50®, 0,319g de glicerol quando a SF foi
composta de AGE100® e 0,425g de glicerol quando constituida de AGE50® (15% e
20% de glicerol em relagdo a massa do colageno respectivamente) e 0,2g de tween
20 para o AGE100® e 0,1g de tween 80 para o AGE50®. Para a obtenc&o dos filmes
de coldgeno contendo ambas as formulacGes, foram realizados os seguintes
procedimentos: o colageno comercial hidrolisado foi disperso em solucdo de acido
acético 0,5mol/L, o glicerol foi adicionado a dispersdo como agente plastificante e o
tween 20/80 foi adicionado como agente emulsificante.

Posteriormente a SF foi aquecida na placa agitadora e aquecedora
gradualmente até 55°C e mantida na agitagdo por 20 minutos apds atingir a
temperatura desejada. O AGE50® e o AGE100® foram incorporados a SF através
do turrax (aparelho homogeneizador que permite a homogeneizagao entre a SF e o
AGE®), em uma agitagdo de 30.000 rpm, na concentracdo de 10% em relagdo a
massa do colageno apds a fase de aquecimento. Foram produzidos filmes de
colageno sem AGE® e filmes com AGE50® e AGE100®. Posteriormente, as SF
foram vertidas em placas de poliestireno e entdo desidratadas em estufa com
circulagado e renovagao de ar (Marconi, MA 037) com controle de temperatura de
(40£ 0,5 °C) e com um tempo de secagem médio de 24 h (VICENTINI, 2003). Os
filmes foram acondicionados em umidade relativa (UR) de 58% em dessecadores

contendo solucdo saturada de NaBr durante 2 dias a 25°C antes de serem
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caracterizados. ApGs esta etapa, os filmes foram retirados das placas, cortados em

quadrados, e esterilizados por raios ultravioleta 30 minutos antes do uso.

3.2 Caracterizacao dos filmes

As analises para caracterizacdo dos filmes foram realizadas para os trés
experimentos, filmes com AGE100® (FAGE100), filmes com AGE50® (FAGES0) e
filmes de coldgeno hidrolisado sem AGE® (FCOL). As caracterizacbes realizadas
foram: avaliacAo macroscopica, analise de propriedades mecéanicas

(tensdo/deformacédo), espessura e microscopia optica.

3.2.1 Avaliagdo macroscoépica dos filmes

Os filmes foram submetidos as analises preliminares macroscopicas para
andlise de suas superficies, nas quais foram observadas as seguintes
caracteristicas: continuidade (auséncia de rupturas e fraturas apos a secagem),
homogeneidade (auséncia de particulas insoluveis ou visiveis ao olho nu, ou zonas
de opacidade ou de cores diferenciadas), manuseabilidade (possibilidade de ser
manuseado sem riscos de ruptura) e a capacidade de formacdo de uma pelicula
continua (MONTERREY e SOBRAL, 1999). Esta andlise se deu por meio de
avaliacdo macroscopica, atribuindo escores de + a +++ sendo classificados em

deficiente, boa e excelente, respectivamente.

3.2.2 Espessura

Foi determinada conforme MONTERREY e SOBRAL (1999). Ap6s a
desidratacdo a espessura dos filmes foi medida com um microbmetro manual
(micrdmetro externo digital, Pantec, precisdo + 0,001, com superficie de contato de
6,4 mm de diametro) em 5 pontos diferentes do filme, sendo uma no centro e as

outras quatro no perimetro. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

47



UNIVERSIDADE TIRADENTES
DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE — Catharina Grace Santos

3.2.3 Analise de propriedades mecéanicas: tensédo/deformagéo

As propriedades mecéanicas foram determinadas com o0 uso de um
texturbmetro, no modo tracdo (TA-TX2, Stable Micro Systems, England). Apés o
acondicionamento em ambiente com 58% de umidade relativa, durante 48 horas, as
amostras foram retiradas e cortadas em forma retangular (20 x 10 mm), sendo
utilizados 10 corpos de prova (com 20 mm) para cada amostra. A espessura das
amostras foi determinada em trés pontos com o uso de um micrémetro (micrémetro
externo digital, Pantec, precisdo + 0,001 mm, com superficie de contato de 6,4 mm
de diametro) e foi calculado o valor médio da espessura. O médulo de Young foi
calculado a partir da regido linear da curva de tensédo x deformacéo, entre 0,00 e
1,00% de alongamento. A resisténcia (tensdo de ruptura e alongamento) do material
foi calculada através da area abaixo da curva de tenséo x deformacédo. A separacéo
das garras comecou a partir de 10 mm e a velocidade do teste foi de 1 mm/s. Cada
medida de tenséo de ruptura (s), alongamento maximo e médulo de Young foram a
média de 10 leituras (RIGO, 2006).

3.2.4 Andlise microscopica: microscopia optica

Os filmes foram montados em laminas de vidro e observados em um
microscopio optico (marca Carl Zeiss) com um aumento de 400 vezes. Para analisar
qualitativamente a superficie dos filmes (com relacdo a homogeneidade,
continuidade e particulas insoltuveis) foram tiradas fotografias dos filmes com uma

maquina fotografica (marca Kodak) acoplada ao microscapio.
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3.3 Ensaio bioldgico de cicatrizagao

Para o procedimento cirdrgico, foram utilizados um total de 80 ratos machos
Wistar (300-350g) mantidos em gaiolas com cama de maravalha, trocadas
diariamente, mantidos a temperatura controlada de 22°C, em regime de luz com
ciclo claro-escuro de 12h, recebendo agua ad libitum e dieta padrdao Labina®
(Purina, S&o Paulo, Brasil). A confeccdo das feridas foi realizada sob anestesia
geral, com injecdo intraperitoneal de 0,1 mL/100 g de peso de uma solucdo
composta por 1 mL de quetamina (50 mg) e 1 mL de xilazina (20 mg). O dorso dos
animais foi tricotomizado e a antissepsia foi efetuada com polvidine (PVPI). Foram
entdo realizadas feridas cirargicas padronizadas com punch metalico de 8 mm de
diametro. Nao foi realizada sutura das feridas. Apds o término do ato operatorio, 0s
animais receberam diclofenaco de potassio na dose de 10 mg/kg, por via
intramuscular, com finalidade de minimizar a sintomatologia pds-operatéria. Os
animais foram entdo subdivididos nos seguintes grupos (n=20): CTR — feridas sem
filmes ou feridas abertas; FCOL - feridas cobertas com filme de colageno
hidrolisado; FAGES0 — feridas cobertas com filme de colageno hidrolisado contendo
AGE50®; FAGE100 - feridas cobertas com filme de colageno hidrolisado contendo
AGE100®. Apoés 3, 7, 14 e 21 dias a partir dos procedimentos cirdrgicos, cinco
animais de cada grupo foram eutanasiados em camara de dioxido de carbono
(modelo CGSCO2G —Beiramar), onde receberam um fluxo de ar contendo 100% de
CO,, durante 10 minutos. Constatada a morte dos animais, foi realizada a remocé&o
dos espécimes equivalentes a area cicatricial com margens de 3,0 mm. Os
espécimes foram acondicionados em frascos plasticos contendo solucdo de
formalina (formol 10%, pH 7,4) e fixados por 48 h. Previamente ao experimento foi
realizado teste piloto nos animais com filmes de diferentes concentragbes de AGE®
no intuito de observar o surgimento de sinais de toxicidade topica.

3.3.1 Determinacgéo do indice de retragéo clinica das feridas

As feridas foram mensuradas nos dias 0 (imediatamente apés a cirurgia), 3, 7,

14 e 21 dias de pds-operatoério (imediatamente apds a eutanasia), com o auxilio de

paquimetro (marca Mitutoyo, digital, precisdo £ 0,01mm). A partir das medidas das
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bordas da ferida, padronizada na face lateral direita e borda inferior, foi obtido o valor
de sua area, sendo avaliada a contracdo da ferida através da seguinte formula: (area
inicial - area do dia da medida) + area inicial x 100= percentual da contragdo no dia
da medida (TEO e NAYLOR, 2002).

3.3.2 Analise histomorfologica da reacédo inflamatoria (sec¢cfes coradas
em HE).

Para avaliacdo das caracteristicas histomorfoldégicas associadas ao processo
inflamatorio/reparativo, foram analisadas as seccfes histologicas coradas em HE
(dos dias 3, 7, 14 e 21) observando-se 0s seguintes critérios: intensidade e tipo do
infiltrado inflamatdrio.

A intensidade do processo inflamatério foi observada e determinada de
acordo com o0s seguintes critérios: (0) — auséncia de infiltracdo inflamatoria; (1) —
guando as células inflamatdrias, independente de seu fendtipo, constituirem menos
de 10% da populacéo celular observada na area da ferida cirargica; (2) — quando as
células inflamatorias, independente de seu fenétipo, constituirem entre 10% a 50%
da populacao celular observada na area da ferida cirargica. (3) — quando as células
inflamatorias, independente de seu fendétipo, constituirem mais de 50% da populacéo
celular observada na area da ferida cirargica. A tipagem da reacao inflamatoria foi
determinada considerando-se a analise qualitativa das diferentes células
inflamatorias individualmente, a saber: neutréfilos, eosindéfilos (inflamacdo aguda),
linfécitos, plasmécitos e macréfagos (inflamacgdo cronica), identificadas pela sua

morfologia especifica.

3.3.3 Anédlise da deposicdo colagénica (sec¢cbes coradas em

picrossirius)

Foi realizada a analise descritiva dos trés grupos, detendo-se na identificacéo

do colageno, classificacdo em tipo | ou lll de acordo com a birrefringéncia

apresentada, observacdo do aspecto morfologico das fibras (estiradas ou onduladas,
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delgadas ou espessas, curtas ou longas) e disposicao dos feixes (reticulares,
entrelacados ou paralelos), tanto na por¢ao superficial quanto profunda da ferida.

3.3.4 Analise Estatistica

Foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk para verificagcdo de normalidade
dos dados. Os dados com distribuicdo normal foram analisados pelo teste de
variancia (ANOVA) com extenséo Post-hoc de Tukey. Os dados que nao atenderam
ao pressuposto de normalidade foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis, com
extensdo post-hoc de Dunnet. Foi utilizado o nivel de significancia de 5%, de modo

gue as diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 CaracterizacfGes dos Filmes

4.1.1 Avaliacdo macroscopica dos filmes

As formulacdes descritas na metodologia possibilitaram a formacéo dos filmes

poliméricos. O filme de colageno hidrolisado (FCOL), o filme de colageno hidrolisado
contendo AGE50® (FAGESO0) e o filme de colageno hidrolisado contendo AGE100®
(FAGE100), estdo apresentados na figura 9 (a, b, c¢). Os filmes produzidos com

colageno, com AGE50® e os filmes com AGE100® apresentaram-se transparentes.

FCOL

FAGES0 |

| FAGE100

Figura 9. Filmes poliméricos produzidos a partir de colageno hidrolisado e acido graxo essencial. (a)

FCOL, (b) FAGES0, (c) FAGE100.

As solucdes filmogénicas pesquisadas produziram filmes poliméricos com

continuidade, homogeneidade, manuseabilidade e formacdo de pelicula continua

consideradas compativeis ao uso seguro, conforme distribuicdo na tabela 1.

Tabela 1. Andlise macroscépica dos filmes: FCOL, FAGE50 e FAGE100.

Filmes Homogeneidade Continuidade  Manuseabilidade Formacao de
pelicula continua
FCOL +++ +++ +++ +++
FAGE5S0 +++ +++ +++ +++
FAGE100 +++ +++ +++ +++

Excelente: +++; Boa: ++; Deficiente:+
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De acordo com relatos de ROSSI et al (2010), o atendimento satisfatorio as
caracteristicas macroscopicas dos filmes constitui um critério de extrema relevancia
para sua utilizacdo como curativo dérmico. Portanto, filmes escuros, descontinuos,
de dificil manuseio ou opacos teriam pouco apelo comercial. No presente estudo, 0s
filmes FCOL, FAGES50 e FAGE100 apresentaram resultados altamente satisfatorios
para os parametros de continuidade, homogeneidade, manuseabilidade e formagao

de pelicula continua.

4.1.2 Espessura

A espessura é um importante parametro para avaliar as propriedades dos
filmes, através dela é possivel avaliar a homogeneidade e uniformidade (RIGO,
2006). A adicdo de AGE50® e AGE100® aos filmes de colageno (FCOL) resultou
em aumento significativo da espessura das amostras, porém quando comparados
entre si, os filmes com acidos graxos essenciais nao apresentaram diferenca
significativa, conforme descrito na tabela 2.

RIGO (2006) e FAKHOURI et al (2007) afirmam que a espessura é um
parametro importante para avaliar a homogeneidade, para definir a uniformidade dos
materiais, para a repetibilidade das medidas das propriedades e validade das
comparacoes entre as propriedades dos filmes. RHIM e NG (2007) relatam que a
maior espessura dos filmes pode interferir em suas propriedades mecanicas,
particularmente a elasticidade e flexibilidade. Adicionalmente, CUQ et al (1996) em
estudos sobre filmes de proteina miofibrilar, afirmaram que quanto maior a
espessura dos filmes, maior sera a tensdo na ruptura, fato associado ao aumento
das interacdes intermoleculares nos filmes de maior espessura, e quanto maior a

tensdo na ruptura, maior a resisténcia mecanica dos filmes.

4.1.3 Avaliagéo de Propriedades Mecanicas
As propriedades mecanicas, expressas na tabela 2, demonstram as

deformagdes reversiveis ou irreversiveis (Taxa de Alongamento), a rigidez do filme

(Mddulo Young) e a forca exercida no momento da fratura (Tenséo). A incorporacao
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de AGE® na composicdo dos filmes de coldgeno modificou suas propriedades,
aumentando significativamente sua taxa de alongamento e deformacéo, e reduzindo
0 modulo de Young (p<0,05). Estes dados indicam uma maior elasticidade dos
filmes de colageno contendo AGE® (FAGE50 e FAGE100). Esta alteracdo nas
propriedades mecénicas foram bastante satisfatorias, posto que, determinam uma
maior flexibibilidade dos filmes, 0 que € estratégico para o manuseio, transporte e
armazenamento da cobertura, sem que haja deformacao e ruptura, garantindo seu
carater protetor quando utilizado como curativo ou cobertura de feridas dérmicas
(SCARMINIO, 1989; ROBERTSON, 1993). E possivel que a incorporacdo dos
acidos graxos nas matrizes de colageno tenha causado um rearranjo na distribuicéo
das proteinas que compdem o polimero, alterando sua coeséo e, por consequéncia,

suas caracteristicas mecanicas.

Tabela 2. Distribuicdo dos valores obtidos a partir da anélise mecénica dos filmes de colageno
hidrolisado (FCOL) e filmes de colageno contendo acidos graxos essenciais (FAGE50 e FAGE100).

B Médulo de ~
Tenséo Alongamento Espessura Deformacao
Grupos Young
(Mpa) (%) (mm) e=Al/lo
(Mpa)
FCOL 37,45 + 14,96 0,62 0,29 633,34 +128,50° 0,05 +0,004* 0,06 +0,03°

FAGE50 36,78 + 8,557 8,92 + 3,94° 32,97 + 15,61° 0,07 £0,02° 0,73 +0,49°
FAGE100 28,83 +9,93° 9,96 + 5,85" 44,34 + 27,28° 0,07 +0,01° 0,63 +0,45"
P value

p=0,107 P=0,0001 P=0,0001 p=0,001 p=0,006
(Anova)

Letras diferentes na mesma coluna representam valores significativamente diferentes (p<0,05).

4.1.4 Analise microscoOpica: microscopia 6ptica

A morfologia e a superficie dos filmes produzidos foram observadas no
microscopio optico. A figura 10 mostra as micrografias correspondentes ao filme de
colageno hidrolisado (FCOL), ao FAGES0 e ao FAGE100, respectivamente. Ambos
os filmes contendo acidos graxos essenciais exibiram caracteristicas superficiais
satisfatorias, com aspecto homogéneo, continuo, sem granulacdes. Estes dados
parecem sugerir que houve uma boa incorporacdo dos AGEs®, sem formacéo de

particulas insolaveis.
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FCOL T ‘ FAGE100

et}

Figura 10: Fotomicrografias dos filmes de colageno hidrolisado (FCOL), FAGE50 e FAGE100.
Observar pelicula continua, homogénea e sem evidéncias de particulas insollveis (400x).

4.2 Ensaio Biologico de Cicatrizagao

4.2.1 indice de Retracéo da Ferida (IRF)

A analise das caracteristicas macroscopicas das feridas ao longo do periodo
experimental (figura 11) ndo mostrou sinais de exsudagao purulenta (abscesso) nas
fases inflamatérias do reparo (3 e 7 dias), nem de formacdo de cicatrizes
hipertréficas ou atréficas nas fases finais (14 e 21 dias). Estes dados sugerem que 0

curso do reparo ocorreu sem intercorréncias durante o experimento.

Dia0 7 dia 21 dias

14 dias

FAGES50

Figura 11. Caracteristicas macroscopicas das feridas dos diferentes grupos estudados ao longo do

periodo experimental.
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Conforme demonstrado na figura 12, ndo foi observada diferenca significativa
no IRF dos grupos em 3 dias (p> 0,05). Em 7 dias, o IRF dos filmes FAGES5O0 foi
significativamente mais elevado do que o CTR (p <0,01), enquanto que em 14 dias,
tanto o filme FAGE50 e FAGE100 mostraram um aumento significativo do IRF
comparado ao CTR (p <0,001 e 0,001) e FCOL (0,001 e 0,01). Em 21 dias, todos os

grupos apresentaram retragao completa das feridas.

100 17
90 A
80 1
70 T
60 T
50 1
40
30 A
20 A
10 A
0

el EIR

---Tk-- FCOL
—&— FAGE 50

—— FAGE 100

indice de contragdo da ferida (%)

0 3 7 14 21
Tempo (dias)

Figura 12. Avaliagdo das taxas de retragdo das feridas (IRF) ao longo do tempo em sequéncia.
(a) FAGESO0 é significativamente diferente do CTR (p <0,01).
(b) FAGESO é significativamente diferente do CTR (p <0,001) e FCOL (P <0,001).
(c) FAGEL00 ¢ significativamente diferente do CTR (p <0,001) e FCOL (P <0,01).

Os maiores indices de contracdo da ferida observados em FAGES50 e
FAGE100 sugerem que a presenca de &acidos graxos essenciais melhorou
significativamente a dindmica do reparo. Ja esta bem estabelecido que a contracao
da ferida é um fenbmeno intimamente relacionado com a diferenciacéo
miofibroblastica. Esta € uma alteracdo fenotipica sofrida por fibroblastos, que
adquirem fendtipo contratii em resposta a acdo do fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), uma citocina liberada por leucdcitos mononucleares
(linfécitos e macréfagos/histiécitos) na area lesada (THANNICKAL et al., 2003). Uma
vez que tem sido relatado que acidos graxos estimulam a sintese de TGF-B, e
induzem a expressdao de antigenos contrateis (a actina de musculo liso) em
fibroblastos, diferenciando-os em miofibroblastos (MISHRA, SIMONSON, 2008), é
possivel especular que os indices aumentados de contracdo da ferida poderiam
estar associados com uma liberacdo aumentada de TGF-B induzida pelos acidos

graxos dos filmes FAGE50 e FAGE100. Deve ser destacado que a inexisténcia de
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diferenca significativa em 3 dias parece dar suporte a esta teoria, ja que o infiltrado
inflamatoério neste periodo € neutrofilico (polimorfonuclear) e néo linfo-histiocitario
(mononuclear). Adicionalmente, em 21 dias ja seria esperada uma reducao
importante da populacdo de miofibroblastos, provavelmente induzida por apoptose
(Ribeiro et al., 2009), o que justifica a falta de diferenca significativa entre os grupos
nesta etapa final do experimento.

4.2.2 Analise Histolbgica

Em 3 dias (figura 13a-d), todos o0s grupos apresentaram exsudacao
plasmatica intensa, associada a infiltracdo marcada de neutréfilos
polimorfonucleares. Edema intersticial era notavel na base das feridas, enquanto
uma neoformagdo vascular suave foi evidenciada nas areas marginais. Em 7 dias
(figura 13e-h), CTR, FCOL e FAGE100 apresentaram tecido de granulacdo imaturo,
com formacdo de numerosos vasos capilares irregulares e infiltracdo intensa de
linfécitos e histiocitos. Em FAGESO, o tecido de granulacdo apareceu mais maduro,
com proliferacéo fibroblastica notavel, bem como a deposicao de fibrilas de colageno
arranjadas paralelamente. O processo de recuperacdo de epitelizacéo foi inferior a
30% da area da ferida em todos os grupos.

Em 14 dias (figura 13i-l), a epitelizacdo completa foi observada em 100% dos
FAGE50 e FAGE100. Além disso, rudimentos de apéndices cutaneos foram
observados a partir da linha de brotamento do epitélio, particularmente nas margens
das feridas. Ambos os grupos tratados com AGE® exibiram tecido epidérmico
maduro, com camada granulosa bem desenvolvida e queratinizacdo abundante. A
cicatriz primaria foi bem desenvolvida, com proliferacao fibroblastica intensa, e tecido
de granulacao residual leve. Em 21 (figura 13m-t) dias, houve epitelizacdo completa
em todos 0s grupos, embora 0s anexos cutaneos tenham sido observados somente
em FAGES50 e FAGE100. O tecido conjuntivo foi intensamente fibrético, com

auséncia de infiltrado inflamatorio em todos os grupos.
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Figura 13. Seccdes histolégicas coradas em HE dos grupos CTR (a/el/iim/q), FCOL (b/f/j/n/r),
FAGESO0 (c/g/klols) e FAGE100 (d/h/l/plt). (a-d) fase inflamatéria do reparo em 3 dias, (e-h) formacéo
da reacao de granulagdo em 7 dias, (i-l) desenvolvimento da cicatriz primaria em 14 dias, (m-p)
cicatriz fibrosa bem desenvolvida em 21 dias nos grupos experimentais (100x). (g-t) caracteristicas do
epitélio de revestimentoto dérmico, com formacdo de anexos cutaneos ora rudimentares ora bem
diferenciados apenas em FAGES50 e FAGE100 em 21 dias (400x).

Os achados morfolégicos observados nas fases iniciais do experimento (3 e 7
dias) sugerem uma aceleracdo dos eventos bioldgicos que caracterizam o processo
de reparo, particularmente no componente fusocelular, compativel com fibroblastos,
nos animais tratados com FAGES50. Recentemente, MAGDALEON et al (2011)
demonstraram que o tratamento com &cido oléico, linoléico e palmitico induzem

proliferacao fibroblastica in vitro. Os elevados teores de acido oléico e linoléico que
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constituem o AGE® poderiam, portanto, justificar o amadurecimento fibroblastico
precoce da reacdo de granulacdo. Além disso, &cidos graxos insaturados, como
acido oléico, parecem exercer atividade antiinflamatoria por modular a adesao
leucdcito-endotélio (IBRAHIM et al., 2011). Este fenébmeno poderia reduzir a
magnitude da fase inflamatéria aguda e, por consequéncia acelerar a instalagéo e
desenvolvimento da reagao de granulagao.

Os achados morfoldgicos nas fases finais do experimento (14 e 21 dias)
sugerem fortemente uma acdo modulatéria dos AGEs® sobre a proliferacdo de
ceratindcitos dérmicos. Tém sido demonstrado, que o0s ceratindcitos dérmicos
utiizam AGEs para sintese de corpos lamelares, estruturas importantes para
formacdo das membranas lipidicas (FEINGOLD et al.,, 1991). Por outro lado, a
inibicdo experimental da biossintese de AGEs blogueia a formacdo dos corpos
lamelares, retardando o fendmeno de corneificacdo e maturidade de tecidos
dérmicos (SCHMUTH et al., 2000). Adicionalmente, SCHMUTH et al (2005)
demonstraram a expressao diferenciada de proteinas transportadoras de acidos
graxos (PTAC) durante o desenvolvimento da epiderme e anexos dérmicos,
sugerindo a participacdo ativa destes compostos na formacdo e amadurecimento
destas estruturas epiteliais. Neste sentido, é possivel especular que a
disponibilizacdo adicional de AGEs, promovida pelos filmes FAGE50 e FAGE100,
poderia ter levado a um aumento no metabolismo dos ceratindcitos, resultando em
formacdo mais rapida de um revestimento epidérmico corneificado maduro e
desenvolvimento precoce de anexos dérmicos. Contudo, outras investigacdes se
fazem necessérias, analisando o padrdo de expressdo de PTACs em tecidos
epiteliais durante o processo de reparo, a fim de investigar os mecanismos
associados ao aumento do metabolismo de ceratindcitos em resposta a oferta local
de AGEs.

Conforme pode ser demonstrado na figura 14, a intensidade da reacao
inflamatoria decresceu ao longo do tempo experimental. Em 3 dias, FAGE50 e
FAGE100 exibiram escores médios mais altos de infiltracdo inflamatdria
(representada, nesta etapa, por neutroficos) em comparacdo com CTR (p<0,01),
enquanto que em 14 dias, o infiltrado inflamatorio (desta feita, constituido de
linfécitos e ocasionais histiécitos) se mostrou significativamente reduzido nestes
grupos (p<0,05). Nao foi observada diferenca entre os grupos nos periodos de 7 e
21 dias (p>0,05).
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Figura 14. Analise semiguantitativa dos escores médios (média = desvio padrao) da intensidade da
reacao inflamatoria ao longo do periodo experimental nos grupos estudados.

* Significativamente diferente de CTR (p<0,05).

** Significativamente diferente de CTR (p<0,01).

Os dados observados em trés dias sugerem que 0s acidos graxos presentes
nos filmes aumentaram significativamente o influxo local de neutréfilos durante a
fase aguda do reparo. Achados similares foram descritos por Pereira et al (2008),
gue creditaram este aumento de polimorfonucleares a uma acédo estimulatoria dos
acidos graxos oléico e linoléico sobre a expressdo de moléculas de adeséo vasculo-
endoteliais (VEGF) em neutrdfilos, potencializando a adesédo leucocitaria ao
endotélio, bem como a liberacdo aumentada de um potente quimiotatico, a CINC-
2a/B (do inglés, neutrophil chemoattractant 2 alpha/beta) durante a resposta
inflamatoria. Por outro lado, foi recentemente relatado que o &cido oléico regula
negativamente a reacdo inflamatéria de longa-duracdo (CARRILLI et al., 2012),

tendo sido sugerido que este efeito poderia ser determinado por apoptose de
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linfécitos T em resposta a exposi¢do ao acido graxo. A menor infiltragdo de linfécitos
em FAGES0 e FAGE100 observada j4 em 14 dias parece ratificar esta teoria. Desta
forma, é possivel sugerir que a presenca de acidos graxos nos filmes utilizados no

presente estudo poderia ter acelerado o curso da resposta inflamatoria.

4.2.3 Analise morfoldgica de colagenizacéo

Em 3 dias (figura 15), estruturas fibrilares extremamente delicadas
esverdeadas ou amarelo-esverdeado (colagénio tipo Ill) com dimensdes variadas e
disposigoes reticulares foram observadas em todos os grupos. Em 7 dias (figura
15), as fibras de colageno tipo Il estavam mais espessas e mais densas, dispostas
em um arranjo reticular no CTR e FCOL, e dispostas paralelamente em FAGES0 e
FAGE100. Em 14 dias (figura 15), houve substituicdo de fibras de colageno do tipo
Il para tipo I, as quais eram curtas, finas, delicadas e irregularmente dispostas no
CTR, mas mais longas e dispostas em uma disposi¢ao paralela no FCOL, FAGES0 e
FAGE100. Em 21 dias (figura 15), todos os grupos apresentaram fibras de colageno

tipo | grosseiramente entrelagadas.

FAGES0 FAGE100

3 dias

7 dias

14 dias

21 dias
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Figura 15: Deposicao de colageno nos grupos experimentais durante o tempo de curso do estudo.
Em trés e sete dias, houve uma predominancia de finas e delicadas fibrilas de colageno llI
(birrefrigéncia esverdeada), enquanto que em 14 dias estas fibras foram substituidas por fibras mais
grossas e fibras de colageno do tipo I. Em 21 dias, todos os grupos apresentaram fibras de colageno

tipo | grosseiramente entrelacadas (Sirius Red/ Luz Polarizada, aumento de 400x).

A andlise da deposicao de colageno ao longo do processo de reparo parece
corroborar a hipétese de um provavel efeito estimulatério dos AGEs veiculados nos
filmes sobre os fibroblastos, conforme previamente relatado por Magdaleon et al
(2011). No entanto, é importante destacar que, no presente estudo, o efeito
modulatério pareceu estar mais relacionado com um aprimoramento da atividade
fibroblastica, tanto de sintese como de degradacdo do colageno depositado,
determinando uma aceleragdo na remodelagao da cicatriz colagénica sem produzir
uma excessiva sintese de fibras colagenas (cicatriz hipertrofica).

Em forma global, os dados obtidos neste estudo sugerem que a incorporacao
de &cidos graxos essenciais a matrizes de coldgeno promovem aceleracdo do
processo de reparo, e que estes efeitos estimulatérios parecem estar associados a
uma provavel atividade bioestimulatéria sobre ceratindcitos e fibroblastos. Desta
forma, os filmes FAGE50 e FAGE100 parecem representar excelentes biomateriais
com potencial aplicacdo na industria farmacéutica, como curativos de feridas abertas
ou substitutos dérmicos temporarios. No entanto, estudos posteriores ainda sao
demandados a fim de investigar os mecanismos fisiopatolégicos, bioquimicos e/ou
moleculares associados ao efeito pré-cicatrizante dos filmes desenvolvidos no

presente estudo.
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V — CONCLUSOES
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos neste estudo, foi possivel concluir que:

Os filmes FAGES50 e FAGE100, nas formulacdes selecionadas, exibiram
caracteristicas macroscopicas satisfatérias para uso como coberturas de
feridas dérmicas.

A incorporacdo dos acidos graxos essenciais melhorou as propriedades
mecanicas dos filmes, aumentando a elasticidade e flexibilidades dos
mesmos, comparado aos filmes produzidos apenas com colageno.

Os filmes FAGES50 e FAGE100 se mostraram capazes de modular eventos
biolégicos associados ao processo de reparo cicatricial em roedores,
incrementando a resposta fibroblastica/colagénica e acelerando a maturagao

epidérmica, bem como a neoformacéo de anexos dérmicos.
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Titulo do Projeto: Desenvolvimento, caracterizagao e avaliacdo de potencial cicatrizante de
filmes de colageno contendo acidos graxos
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Objetivos do Projeto

OBJETIVOS E HIPOTESES OU PRESSUPOSTOS DO PROJETO (Ver anexo)

OBJETIVO GERAL:

- Avaliar o efeito de filmes de colageno hidrolisado contendo acidos graxos essenciais
(AGE®) sobre o processo de reparo cicatricial por segunda intengédo em ratos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Caracterizar fisica-quimica e termicamente os filmes.

- Avaliar o efeito dos filmes em modelo experimental (roedor) de cicatrizagédo de feridas
cirargicas por segunda intencgao.

- Avaliar a concentracao de acidos graxos (0-5%) em filmes de colageno hidrolisado.

Sumario do Projeto

Na ocorréncia de qualquer tipo de lesdo na pele, independente de sua etiologia, o organismo ira
produzir uma resposta com o objetivo de restaurar o tecido lesionado. A resposta é o processo de
cicatrizacé&o de feridas, que consiste em um conjunto de eventos celulares e moleculares, os quais
séo constituidos por fendmenos bioquimicos e fisioldgicos que interagem harmoniosamente visando
a reparacéo tissular. Por mais completo e eficiente que seja o processo sistémico de reparacgéo
tecidual, € necessario, na maior parte dos casos propiciar condigdes locais através de terapia topica
adequada para tornar viavel e acelerar o processo fisiolégico. A area de engenharia tecidual vem
impulsionando pesquisas pela busca de novos materiais que auxiliem no processo de reparo de
tecido, ou membranas que atuem como substitutos de modo a restaurar, manter e melhorar a fungéo
do tecido lesionado. Terapias utilizando filmes de colageno vém demonstrando potencial na
cicatrizacéo, fato atribuido a sua etnofarmacologia, visto que seu uso promove uma predominéancia
de colageno tipo I. Um dos objetivos do trabalho sera desenvolver um novo tipo de filme que é a
base de colageno hidrolisado, ou gelatina. E as estes filmes sera incorporado AGE- acidos graxos
essenciais em diferentes proporgdes. A caracterizacéo dos filmes sera feita através de avaliagéo da
tensao/deformacéo, microscopia eletrénica de varredura, analise térmica, espectroscopia de infra-
vermelho, permeabilidade ao vapor de agua e gordura. A avaliagdo do processo cicatricial sera
realizada por meio do ensaio biolégico, no qual as feridas realizadas nos roedores ser&o analisadas
de acordo com varios critérios que seréo citados na metodologia. Por meio desta pesquisa espera-se
desenvolver uma nova membrana biolégica de colageno hidrolisado associada ao AGE, que
promova melhores resultados cicatriciais ndo sé para feridas de segunda intengéo, mas também para
outras lesdes de pele.
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ABSTRACT

Purpose: Evaluate the effects of fatty acids-incorporated collagen-based dressing

films on wound healing in rodents.

Methods: Therefore, surgical wounds were performed in the back of 80 Wistar rats,
and dressed with collgane-based films (COL), and collagen-based films containing
fatty acids (AGEF50 and AGEF100). Undressed wounds were regarded as controls
(CTR). The animals were euthanized after 3, 7, 14 and 21 days, and the macroscopic
wound contraction rates (WRC) were assessed. The wounded area was also

analyzed by conventional and polarized light microscope.

Results: No sign of abscess or hypertrophic scar formation was observed in none of
the groups. At 7 days, the WRR of AGEF50 was significantly higher than CTR
(p<0.01), whereas at 14 days, both AGE 50 and AGE100 showed a significant
increase of the WRR compared to CTR (p<0.001) and COL (p< 0.01). Both films
promoted increased influx of neutrophils at 3 days (p<0.01), but reduced significantly
the mononuclear infiltrate at 14 days (p<0.05). It was also observed earlier
maturation of the granulation tissue, full epithelization and cutaneous appendages
development, as well as better collagenization, in AGEF50 and AGEF100.
Conclusions: In conclusion, our data suggest that the application of AGEF50/100 as

wound dressing improved wound healing in rodents.

Key-words: Wound healing, fatty acids, biological dressings.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito de acidos graxos incorporados a membranas de colageno

sobre a cicatrizacdo em roedores.

Métodos: Feridas foram confeccionadas no dorso de 80 ratos Wistar e cobertas com
membranas de coldgeno (COL) e membranas de coldgeno contendo &cidos graxos
(AGEF50 e AGEF100). Feridas nao cobertas foram usadas como controle (CTR). Os
animais foram sacrificados em 3, 7, 14 e 21 dias, e foram determinados os indices
de contracdo das feridas (WCR). As feridas foram analisadas por microscopia de luz

convencional e polarizada.

Resultados: Nao foram observados sinais de abscessos ou de cicatrizes
hipertréficas em nenhum dos grupos. Em 7 dias, o WCR observado em AGEF50 foi
significativamente maior que em CTR (p<0,01), enquanto que, em 14 dias, ambos
AGEF50 a AGF100 mostraram aumento significativo destes indices em relacédo a
CTR (p<0,001) e COL (p<0,01). AGEF50 e AGEF100 promoveram aumento da
infiltracdo neutrofilica em 3 dias (p<0,01), mas reduziram significativamente o
infiltrado linfocitica em 14 dias (p<0,05). Também foi observado desenvolvimento
precoce do tecido de granulagéo, da reepitelizacdo de anexos dérmicos, bem como

melhor organizacgéo colagénica.

Conclusdes: Os dados obtidos sugerem que a aplicacdo de AGEF50 e AGEF100
como coberturas de feridas acelerou o processo de reparo em ratos.

Palavras-chaves: Cicatrizacao, acidos graxos, coberturas biolégicas.

Introduction

Wound healing is a complex process that occurs in three overlapping
pathophysiological phases named inflammatory reaction, proliferation, and
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remodeling’. The inflammatory phase is characterized by vascular events which
allow the influx of leukocytes into the wound site, responsible for microbial and
necrotic tissue elimination®. The proliferative phase refers to the restoration of the
epidermis and collagen formation, and involves migration and proliferation of
keratinocytes from the wound edges, as well as fibroblast and endothelial
proliferation to form the granulation tissue and further primary collagen scar. The
remodeling phase starts during the proliferative phase but continues for a long time
after injury (up to many months), and is characterized by increased collagen turnover
and wound contraction in an attempt to restore skin morphological and functional

integrity°.

However, in the case of full-thickness burn injuries and chronic wounds such
as pressure ulcers, venous ulcers and diabetic foot ulcers these processes are
damaged and new technologies have been developed to improve the healing in
these conditions®. Thus, the last two decades have witnessed the introduction of
many new dressings, based on the concept of creating an optimum environment to
allow epithelial cells to move unimpeded, for the treatment of wounds®. Such
optimum conditions include a moist environment around the wound, effective oxygen

circulation to aid regenerating cells and tissues and a low bacterial load®.

Collagen matrix is known to provide physical support for cellular proliferation
and qualifies as an excellent material for wound dressing due to its biodegradable
and biocompatible properties’. In addition, the incorporation of bioactive molecules,
such as curcumin® and usnic acid®, or natural products, such as red propolis
extract'®, into collagen-based films have been successfully used to improve wound

healing in experimental models.

Fatty acids are chemical compounds that present a long hydrocarbonate chain
and a carboxyl-terminus group, which compose the biological membrane structures;
function as precursors of intracellular messengers; and are oxidizers, generating
adenosine triphosphate (ATP) and have been applied to wound treatment*. Studies
have demonstrated that fatty acids are able to modulate a wide range of biological
activities involved in wound healing, such as differentiation of fibroblasts into
myofibroblasts®?, fibroblasts proliferation®®, endothelial-leukocyte adhesion®*.

Keratinocytes differentiation and development of the cutaneous appendages™.
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Hence, this study aimed to evaluate the healing potential of fatty acids-
incorporated collagen-based films on second-intention wound healing in rodent

model.

Material and Methods

Materials

For this study, it was used gelatin (Gellita South America, Cotia/SP, Brazil),
glycerol, tween 20 and 80, acetic acid (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro/RJ,
Brazil), commercial formulation of essential fatty acids containing oleic/linoleic acids
(AGE100®/ Tecpon, Cachoeirinha/RS, Brazil), commercial formulation of essential
fatty acids with oleic/linoleic acids and sunflower oil (AGE50®/Tecpon,
Cachoeirinha/RS, Brazil).

Films preparation

The films were prepares by casting method from a solutions of 2.13% of
gelatin powder solubilised in acetic acid (0.5 M) in a vessel equipped with a
mechanical stirrer, with heating to 55°C for 20 minutes. Glycerin (15% or 20% w/w)
as plasticizer and tween 20 or 80 (9,4% or 4,7% w/w) as emulsifier, respectively,
were added to solution while stirring. Thereafter, fatty acid AGE 50 or AGE 100 (10%
w/w based on the weight of the gelatin powder) (TECPON, Brazil) added to the
solutions, the compositions of the formulations films are listed in Table 1. The
solution was homogenized in a Alpax Ltda, Diadema, S&do Paulo, Brazil) at 30,000
rpm for 10 min. The emulsion (100 mL) was poured into disposable Petri dish, placed
on a leveled surface, and dried at 40 °C for 24 h. The obtained films were peeled
from the disposable Petri dish plates and stored at 25 °C for 48 h in desiccators at
58% relative humidity (RH) before the tests were carried out. The prepared films with

a size of 2 x 3 cm2 were sterilized for 30 min in UV-irradiation before use.
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TABLE 1. Compositions of the formulations films.

Experimental Film Glycerol Solvent
AGEF 50 15 % Tween 80 (4.7%)
AGEF 100 20% Tween 20 (9.4%)
Animals

The animals used in this study were adult male Rattus norvegicus albinus,
Wistar lineage, weighing 250-300 g. The rats were housed in clear plastic cages with
solid floors and loose hardwood chip beding, and supplied with food and water ad
libitum in a temperature and humidity-controlled environment. Experimental protocols
and procedures were approved by the University Tiradentes Animal Care and Use
Committee (CEUA n° 440911).

Surgical Procedures and Groups

Eighty rats were anesthetized with intraperitoneal ketamine-xylazine (100
mg/kg - 5mg/kg) and standard-sized round-shaped surgical wounds were performed
in the back of the animals, using metallic punch of 8.0 mm. Animals were handled in
accordance to the principles of aseptic chain in order to avoid bacterial
contamination. Subsequently, rats were randomly assigned into four groups of 20
animals each: CTR, undressed wounds; COL, dressed with collagen-based films;
AGEF50 — dressed collagen-based films containing AGE50® fatty acids formulation;
and AGEF100 - dressed collagen-based films containing AGE100® fatty acids
formulation. After 3, 7, 14 and 21 days, five animals of each group were euthanized
in CO2 chamber, and the healing/scar area was surgically removed, formalin-fixed

and paraffin-embedded.

Assessment of the wound contraction rates
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For the macroscopic analysis and assessment of the wound contraction rates,
after 3, 7, 14, and 21 day, the craniocaudal and latero-lateral measures of each
wound were assessed by a digital caliper (precision 0.01 mm), prior to the excision of
the wounds, and the final wound areas were obtained through the equation A = m xR
X r, where R represents the craniocaudal axis and r corresponds to the latero-lateral
axis of the wounds. Clinical features of the wounds were monitored regarding to the

presence of crust,secretion, necrosis, and hypertrophic scars.
Histological procedures and morphological analysis.

Serial 5 pum thick sections were obtained from the paraffin-embedded samples
and stained in hematoxylin-eosin. The intensity of the inflammatory response was
assessed as follows: 0 — absence ofinflammatoryinfiltrate; 1—I nflammatory cells
representing lesst han 10% of the cell population; 2 — inflammatory cells
representing between 10% and 50% of the cell population; and 3 — inflammatory
cells representing more than 50% of the cell population. The inflammatory profile was
classified as acute (predominance of polymorphonuclear cells) and chronic
(predominance of mononuclear cells). For the assessment of the collagen deposition,
histological sections stained in Sirius Red and analyzed under polarized light were
used to the descriptive analysis. Collagen fibers were analyzed according their
birefringence pattern (greenish/yellow-greenish or orange, orange-reddish),
morphological appearance (wavy or stretched, thin or thick, short or long), and
architectural arrangement (reticular, parallel or interlaced). All readings were

performed by investigators blinded to treatments (six histological sections/animal).

Statistical analysis

The data concerning the wound contraction rates were analyzed using
ANOVA followed by Tukey’s test, whereas the analysis of the inflammatory infiltrate
was carried out by Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s test. P values less than

0.05 were considered significant.
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Results

Macroscopic analysis and wound contraction rates assessment

Fig.1 presents the macroscopic aspects of the wounds over the time course of
the experiment, showing no sign of abscess formation in the early phases (3 and 7
days) or hypertrophic cars in the final ones (14 and 21 days).

Day 21

Day 0 Day 3 Day 7 Day 14

CTR |

COL

AGEF50

2
AGEF100 |

FIGURE 1. Macroscopic features of the wounds of the different groups over the time-

course of the experiment.

As demonstrated in Fig. 2, no significant difference was observed in the WRR
of the groups in 3 days (p>0.05). In 7 days, the WRR of AGEF50 was significantly
higher than CTR (p<0.01), whereas in 14 days, both AGE 50 and AGEF100 showed
a significant increase of the WRR compared to CTR (p<0.001 and 0.001) and COL
(0.001 and 0.01). In 21 days, all the groups presented full retraction of the wounds.
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FIGURE 2. Assessment of the wound retraction rates (WRR) throughout the time.

(d) AGESO is significantly different from CTR (p<0.01).
(e) AGESO is significantly differento from CTR (p<0.001) and COL (P<0.001).
() AGE100 is significantly different from CTR (p<0.001) and COL (P<0.01).

Histological analysis

In 3 days, all the groups presented intense plasmatic exudation, associated to
marked infiltration of polymorphonuclear neutrophils. Interstitial oedema was
remarkable in the bottom of the wounds, whereas mild vascular neoformation was
evidenced in the marginal wounded areas. In 7 days, CTR, COL and AGEF100
exhibited immature granulation tissue, with formation of numerous irregular capillary
vessels and intense infiltration of lymphocytes and histiocytes. In AGEF50, the
granulation tissue appeared more mature, with remarkable fibroblastic proliferation
as well as deposition of parallel-arranged collagen fibrils. The epithelization process
recovered less than 30% of the wounded area in all the groups. In 14 days, the
epithelial lining recovered more than 70% of the wound surface in CTR and COL, but
only two samples of of both groups presented full epithelization. However, the
epithelization process was complete in 100% of AGEF50 and AGEF100. Moreover,
rudiments of cutaneous appendages were observed budding from the epithelium line,

particularly | the margins of the wounds. The primary scar was well developed, with
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intense fibroblastic proliferation, and mild residual granulation tissue. In 21 days,
there was full epithelization in all the groups, although the cutaneous appendages

were only observed in AGEF50 and AGEF100. The connective tissue was intensely

fibrotic, with absence of inflammatory infiltrate in all the groups (Fig. 3).

FIGURE 3. Histological findings observed in CTR (a/e/i/m/q), COL (b/f/jin/r), AGEF50
(c/g/klo/s) and AGEF100 (d/h/l/p/t). (a-d) inflamatory phase of wound healing at 3
days, (e-h) granulation tissue formation at 7 days, (i-l) development of the primary
fibrous scar iat 14 days, (h-p) well developed fibrous s scar at 21 days in the
experimental groups (HE, 100x magnification). (g-t) Details of the epithelial features,
showing formation of cutaneous appenfages only in AGEF50 and AGEF100 (400x

magnification).
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As shown in Fig. 4, the intensity of the inflammatory infiltrate decrease over
the time course of the experiment. At 3 days, AGEF50 and AGEF100 presented
increased polymorphonuclear neutrophils infiltrate compared to CTR (p<0.01),
whereas in 14 days, the mononuclear inflammatory content was significantly reduced
in both groups (p<0.05). No difference among the groups was observed in the
inflammatory cells content in 7 and 21 days (p>0.05).

3days 7 days
3,5 1 3 1

2,5 1

2,5 1

1,5 1 I

1,5 1

Score intensity of the
inflammatory response

05 1 0.5 1

Score intensity of the
inflammatory response

CTR CoL AGEF50 AGEF100 CTR COL AGEF50 AGEF100

14 days 21 days

2,5 1 2,5 1

1,5 1

0.5 L 05 - i 1
0 T T 1 0 - T T ]
CTR coL

CTR CoL AGEF50 AGEF100 AGEF50 AGEF100

1,5 1

Score intensity of the
inflammatory response
Score intensity of the
inflammatory response

FIGURE 4. Histological assessment of the mean scores (x SD) of the intensity of the

inflammatpry response in the studied groups over the time course of the experiment.

* Significantly different from CTR (p<0.05).

** Significantly different from CTR (p<0.01).

Morphological analysis of collagenization
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In three days, extremely delicate greenish or yellow-greenish fibrillar structures
(type-Ill collagen) with varied dimensions and reticular dispositions were observed in
all the groups. In seven days, type-Ill collagen fibers thicker and denser, disposed in
a reticular arrangement in CTR, and COL, and parallel arranged in AGE50 and
AGE100. In 14 days, there was replacement of type Il for type | collagen fibers,
which were short, thin, delicate and irregularly disposed in CTR but longer and
arranged in a parallel disposition in COL, AGE50 and AGE100 (Fig. 5).

CTR COL AGES0 AGE100

3 days

7 days

14 days

21 days

FIGURE 5. Collagen deposition in the experimental groups during the time-course of
the study. In three and seven days, there was a predominance of thin delicate type Il
collagen fibrils (greenish birefringence), whereas in 14 these fibrils were replaced by
thicker and longer type | collagen fibers. In 21 days, all the groups presented grossly
interlaced type | collagen fibers (Sirius Red/Polarized Light, 400x magnification).
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Discussion

The increased wound contraction rates observed in the wounds dressed with
AGEF50 and AGEF100 suggest that the presence of essential fatty acids improved
significantly the healing process. It is well established that the wound contraction is
closely associated to the differentiation fibroblasts into myofibroblasts, a phenotypic
change mediated by transforming growth factor beta (TGF-B), a cytokine widely
released by mononuclear inflammatory cells within the wound®®. Once it has been
previously reported that fatty acids are able to enhance the synthesis and release of
TGF-B, and induce the expression of contractile antigens (a smooth muscle actin) in
fibroblasts, changing them into a myofibroblastic phenotype, in experimental in vitro
studies™?, it is possible to speculate that such increased contraction rates might be
likely related to higher levels of TGF-B and more expressive myofibroblastic
differentiation. Therefore, the lack of significant difference among the groups at 3
days seems to support this theory, since the inflammatory response was rich in
polymorphonuclear instead of mononuclear cells, which are the main source of TGF-
B. Moreover, at 21 days, a substancial apoptosis-mediated decrease of the
myofibroblats is expected'’, which justifies the findings obtained in this study.
Nevertheless, further investigations analyzing the variations in the myofibroblasts
subsets by immunohistochemical and molecular methods are necessary in order to

assess the validity of such hypothesis.

The morphological evidence of a mature more cellular and less vascular
granulation tissue observed in AGEF50 at7 days suggest an acceleration of the
biological events of wound healing. It has been recently reported that oleic and
linoleic acids induce fibroblasts proliferation in vitro**. Therefore, the high content of
such fatty acids in AGE50® formulation might be related with the improvement in the
fibroblast-consistent spindle-shaped cell component, promoting earlier maturation of
the granulation tissue. Moreover, unsaturated fatty acids, such as oleic acid, seem to
exert anti-inflammatory activity by modulating the endothelial-leukocyte adhesion™®.
This biological property might shorten the acute phase of the inflammatory response,
and consequently accelerate the installation and development of the granulation

tissue.
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The semi-quantitative analysis of the intensity of the inflammatory response
showed that both fatty acids-incorporated collagen-based films increased significantly
the influx of neutrophils into the wounded area during the acute inflammatory phase
of wound healing. Similar findings have been previously reported®®, who also
demonstrated that such increase in the polymorphonuclear content content were
likely related to an oleic and linoleic-induced enhancement of the expression of
vascular endothelial growth factor-alpha (VEGF-alpha) by neutrophils, improving the
endothelial-leukocyte adhesion, as well as an increased release of cytokine-induced
neutrophil chemoattractant 2 alpha/beta (CINC-2alpha/beta), a potent chemotactic
cytokine during the inflammatory response. Nevertheless, it has been recently
reported that oleic acid is able to downregulate long-term inflammatory responses®®,
and suggested that this biological phenomenon might be related to apoptosis of T
cells mediated by oleic acid exposure. The reduced content of monulcear
inflammatory cells in AGEF50 and AGEF100 observed at 14 days seems to support
this theory. Therefore, it is possible to suggest that the presence of fatty acids might
have speeded-up the time-course of the inflammatory response, by accelerating the

acute phase and shortening the chronic phase.

The analysis of the epithelization process in 14 days suggested that the fatty
acids might have played a modulatory role on the proliferation and migration of
epidermal keratinocytes, accelerating the full epithelial recovery of the wound
surface. In fact, it has been previously reported that keratinocytes use fatty acids to
synthesize lamellar bodies, which are regarded as important structures to the
formation of the cell lipid membranes®. In addition, the experimental inhibition of fatty
acids blocks the formation of such lamellar bodies, impairing the keratinization

process and maturation of the epidermal tissue™®.

The earlier development of dermal appendages was also observed in AGEF
50 and AGEF 100. Recent essays have demonstrated the overexpression of fatty
acids transport proteins (FATP) over the time-course of the development of the
epidermis and cutaneous appendages, suggesting the active participation of such
lipid molecules in the formation and maturation of the epidermal-derived structures™®.
Accordingly, it is possible to suggest that the additional availability of fatty acids,
derived from AGEF50 and AGEF100, might have increased the keratinocytes

metabolism, resulting in earlier formation of mature keratinized epithelial lining and
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cutaneous appendages. However, further researchassessing the FATP expression in
epithelial tissues during wound healing is necessary to investigate the precise
mechanisms underlying the keratinocytes metabolic enhancement in response to the

increased fatty acids supply.

The analysis of the collagenization seemed to corroborate the hypothesis of a
possible stimulatory effect of fatty acids on the fibroblasts, as previously reported by
others studies™®. Notwithstanding, the modulatory effects observed in this study
appeared to be related to an improvement of both synthesis and degradation of the
collagen molecules, promoting faster remodeling of the collagen scar, without
excessive deposition of these fibers, which would ultimately lead to hypertrophic scar

formation.

Conclusions

In conclusion, our data suggest that the incorporation of fatty acids into
collagen-based membranes hasten wound healing. Such modulatory effects seem to
be associated to a possible biostimulatory activity on keratinocytes and fibrobalsts.
Thus, AGEF50 and AGEF100 appear to be biomaterials with potential application in
the pharmaceutical industry as wound dressing or temporary dermal substitutes.
Nevertheless, further studies are still required in order to clarify the pathological,
biochemical and molecular mechanisms underlying the healing activity of the

membranes evaluated in this research.
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