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FARIA, A. P. P. A. Avaliacdo do hidrogel de celulose bacteriana na cicatrizacao
de feridas em equinos. 2021. 67 f. Dissertacdo (Mestrado)-Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2021.

RESUMO

Os equinos estdo predispostos a traumas e as feridas resultantes normalmente
cicatrizam por segunda intencéo, sendo comum complicacfes neste processo, como
a formacao de tecido de granulacdo exuberante. O hidrogel a base de biocelulose é
uma nova possibilidade terapéutica para o tratamento de feridas na medicina equina.
A biocelulose ou celulose bacteriana é um biopolimero produzido por nanotecnologia
com propriedades que auxiliam na cicatrizacdo de feridas epiteliais. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o uso topico do hidrogel a base de biocelulose a 1% em
feridas experimentais realizadas em equinos. Foram realizadas feridas experimentais
na regido lombar (4 cm?) em 4 cavalos adultos higidos. Nas feridas do grupo controle
o curativo foi realizado apenas com solucéo fisiolégica 0,9 % e as feridas do grupo
tratado receberam hidrogel a base de biocelulose a 1%. Biopsias das feridas cutaneas
foram realizadas dias 3, 7, 14 e 21 ap6s o procedimento cirdrgico. Analises
macroscopicas referentes a area das feridas e taxa de contracdo foram realizadas.
Andlises microscopicas e analises moleculares de expressao génica de citocinas (IL-
6, IL-10, TNF-a e TGF-B) e colageno (tipo | e tipo Ill) utilizando a técnica RT-gPCR
apos isolamento do RNA das amostras de bidpsias de tecido, tratadas ou ndo com
hidrogel de biocelulose. A avaliacdo macroscépica e microscépica revelou que a
utilizacao do hidrogel foi benéfica ao melhor aspecto do novo tecido cicatricial formado
e seu efeito celular anti-inflamatoério. Ja a avaliacdo molecular ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos em nenhum dos momentos avaliados. Assim, 0s
dados deste estudo permitem afirmar que o hidrogel de biocelulose é uma alternativa
no tratamento de feridas em equinos, sendo necessario dar continuidade nas

pesquisas que investiguem sua a¢cdo molecular na cicatrizagéo de feridas em equinos.

Palavras-chave: Biocelulose. Cavalo. Cicatrizacao de feridas. Citocinas.

Colageno.



FARIA, A. P. P. A. Evaluation of bacterial cellulose hydrogel in wound healing in
horses. 2021. 67 f. Dissertacdo (Mestrado)-Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2021.

ABSTRACT

Horses are predisposed to trauma and the resulting wounds usually heal by second
intention, with complications in this process, such as the formation of exuberant
granulation tissue, being common. The biocellulose-based hydrogel is a new
therapeutic possibility for the treatment of wounds in both human and equine medicine.
Biocellulose or bacterial cellulose is a biopolymer produced by nanotechnology that
has properties that aid in the healing of epithelial wounds. The aim of the present study
was to evaluate the topical use of hydrogel based on 1% biocellulose in experimental
wounds performed on horses. Experimental wounds were performed in the lumbar
region (4 cm2) on 4 healthy adult horses. In the wounds of the control group, the
dressing was applied only with 0.9% saline solution and the wounds of the treated
group received hydrogel based on 1% biocellulose. Skin wound biopsies were
performed 3, 7, 14 and 21 days after the surgical procedure. Macroscopic analyzes
referring to the wound area and contraction rate were performed. Microscopic and
molecular analyzes of gene expression of cytokines (IL-6, IL-10, TNF-a and TGF-3)
and collagen (type I and type Ill) using the RT-gPCR technique after isolation of RNA
from biopsy samples of fabric, treated or not with biocellulose hydrogel. The results of
the analyzes compared at each evaluated moment whether or not there was a
significant between the treatments. The macroscopic and microscopic evaluation
revealed that the use of the hydrogel was beneficial in terms of the best aspect of the
new scar tissue formed and its anti-inflammatory cell effect. The molecular evaluation
did not show any statistical difference between the groups at any of the moments
evaluated. Thus, the preliminary data of this study allow to affirm that the biocellulose
hydrogel is an alternative in the treatment of wounds in horses, being necessary to
continue the researches that investigate its molecular action in the healing of wounds

in horses.

Keywords: Bacterial cellulose. Horse. Wound healing. Cytokines. Collagen.
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1 INTRODUCAO GERAL

As feridas cutaneas sdo um grande problema tanto na medicina equina quanto
na medicina humana por acarretar em custos elevados com o seu tratamento, devido
principalmente as complicacdes e quadros de cronicidade ja que ambas as espécies
desenvolvem tipos particulares de feridas crénicas ndo respondendo
satisfatoriamente as terapias atuais (HARMAN, THEORET & VAN DE WALLE, 2019).

O equino é uma espécie que possui comportamento explosivo capaz de gerar
reacdes bruscas e rapidas que o predispbe a traumas e lesdes causando danos a sua
integridade, principalmente quando sua funcéo esta associada a atividades esportivas
ou de tracdo (PAGANELA et al., 2009). Devido a complexidade fisiologica do processo
de cicatrizacdo das feridas cutaneas, a perfeita regeneracéo dos tecidos é dificil de

ser alcancada, se tornando necessario lancar mao de novas terapias.

Neste contexto, a biocelulose ou celulose bacteriana, um biopolimero natural
produzido em escala comercial principalmente por bactérias do género
Gluconacetorbacter sp., tem sido objeto de pesquisas para que seja utilizado como
um biocurativo, ou seja, material de reparacao do tecidual (BARUD et al., 2008; LINA
et al.,, 2011; FORESTI et al., 2017). A biocelulose apresenta caracteristicas capazes
de auxiliar na cicatrizacdo da pele. Suas nanofibras podem ser incorporadas a
hidrogeis, se despontando a uma promissora possibilidade terapéutica para o
tratamento de feridas crénicas, queimaduras, Ulceras e lesdes irregulares (GUPTA et
al, 2016; CARBINATTO et al., 2018; PICOLOTTO et al., 2019). Sendo assim, na
medicina equina a justifica-se o desenvolvimento de pesquisas na area da cicatrizacao
de feridas para reduzir as taxas de eutanasia e a propor¢cédo de animais retirados do
esporte ou trabalho devido aos efeitos retardados da cicatrizagao deficiente e dos
distarbios fibroproliferativos dérmicos associados como a formacgdo de tecido de

granulacao exuberante.

Além disso, pesquisas recentes tém sugerido o cavalo como modelo
experimental ideal para realizagdo de pesquisas na area do tratamento de feridas, ja
que eles possuem uma estrutura dérmica semelhante em anatomia, fisiologia e
morfologia a derme humana, que pode garantir um maior sucesso nas pesquisas
desta area. Outra vantagem de se utilizar o cavalo, como modelo experimental é que

assim como o0s seres humanos eles desenvolvem naturalmente disturbios
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fibroproliferativos dérmicos durante as fases do processo cicatricial servindo como
modelo experimental superior para o desenvolvimento de substancias cicatrizantes,
quando comparado a outras espécies de mamiferos, ratos e camundongos por
exemplo (HARMAN, THEORET & VAN DE WALLE, 2019).

Apesar da importancia da biocelulose como uma opcao terapéutica, existem
poucas pesquisas avaliando o seu uso nas diferentes fases do processo cicatricial dos

animais, sobretudo na espécie equina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cicatrizag&o cutanea em equinos

O tipo de atividade desenvolvida pelo equino e as diferentes regides onde estes
animais vivem podem influenciar a quantidade e o tipo das lesdes observadas
(SANCHEZ-CASANOVA et al., 2014). As areas mais comumente afetadas sdo a
regido distal dos membros (metacarpo e metatarso), além do carpo e tarso e regiao
peitoral (WILMINK, VAN WEEREN, 2004).

Independente do tipo da leséo, a cicatrizacdo é um processo fisiologico que
ocorre em quatro fases e que se inicia a partir da perda de integridade da pele, uma
solucéo de continuidade que pode atingir os planos subjacentes em diversos graus.
Esse processo fisiologico depende da interacdo entre as células e varios outros
fatores que vao gerar uma série de reacdes quimicas (SENGUPTA et al., 2015).

Independente da regido afetada, a cicatrizagdo por primeira intencdo é
considerada ideal, no entanto nem sempre possivel de ser realizada, ndo sendo
incomum a ocorréncia de deiscéncia parcial ou total da sutura em inUmeros casos,
sendo a cicatrizacdo por segunda intencdo em muitos casos preconizada, por ser a
melhor opc¢do, quando n&o a Unica, nos casos em que a ferida se encontra muito
contaminada, com grave comprometimento tecidual e vascular e extensa perda
tecidual.

Geralmente a regido distal de membros sofrem maior contaminacéo, possuem
maior mobilidade devido a proximidade com articulacdes, baixa taxa de contracéo e
baixo suprimento sanguineo que esta relacionada a auséncia de paniculo carnoso o
que predispbe a formacdo de tecido de granulagcdo exuberante (TGE)
(HENDRICKSON, VIRGIN, 2005; THEORET, WILMINK, 2013). Desta forma, a
cicatrizacdo por segunda intencao € prolongada, e as complica¢cdes como infec¢do e
formacéao de tecido de granulacdo exuberante ou cicatriz hipertrofica séo frequentes.
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2.2 O equino como modelo experimental ideal em pesquisas na area

da cicatrizacéo

As feridas em cavalos séo de complicado e longo tratamento, frequentemente
requerem multiplas intervencdes de um profissional veterinario, principalmente
quando as feridas estéo localizadas nos membros, pois na maioria das vezes levam
ao desenvolvimento de um distarbio fibroproliferativo dérmico denominado de tecido
de granulagdo exuberante ou carne orgulhosa. Estas lesbes apresentam
preocupacdes estéticas e problemas funcionais, muitas vezes levando a claudicacéo,
sendo uma preocupacao em termos de bem-estar (HARMAN, THEORET & VAN DE
WALLE, 2019). O ser humano também desenvolve um disturbio fibroproliferativo
dérmico denominado queloide. Um estudo histolégico comparativo de queloides e
tecido de granulacdo exuberante determinou que as semelhancas em ambos 0s
tecidos foram caracterizadas principalmente por fibras de coladgeno desorganizadas
e espessas e um numero semelhantes de fibroblastos. Além disso, ambos os tecidos
incluem acumulo excessivo de matriz extracelular uma cobertura epitelial espessada
em lesdes com longo tempo de evolucdo (THEORET, C. L. e WILMINK, J. M., 2013).

Por razbes éticas existe uma dificuldade para desenvolver pesquisas na area
da cicatrizacdo de feridas e a formacdo de cicatrizes em seres humanos,
principalmente em estudos in vivo. Os quel6ides além de desfigurantes sdo muitas
vezes pruriginosos, dolorosos, de dificil tratamento e possuem uma elevada taxa de
recorréncia. Assim, visto o impacto econdmico e social que a cicatrizacao de feridas
acarreta em todo mundo, hd uma necessidade de desenvolvimento de pesquisas na
area (THEORET C.L. et al., 2013).

Quando comparamos humanos e equinos, ambos possuem semelhancas
anatdbmicas e morfofisioldgicas na estrutura da pele. J& entre pequenos mamiferos e
seres humanos esta semelhanca diminui. A cicatrizagdo dos camundongos, por
exemplo, ocorre principalmente pelo mecanismo de contracao devido a presenca do
musculo panniculus carnosus em seu tecido subcutaneo. Este musculo esta ausente
nos humanos e na regido de membros dos equinos (GERBER P.A. et al., 2014).

Isso confere semelhancas anatémicas entre algumas regifes da superficie
epitelial de cavalos e humanos, ja que ambas as espécies sdo caracterizadas por

terem uma pele rigida ou aderida, o que significa que a pele esta firmemente presa a
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base do tecido conjuntivo subcutaneo. Nos cavalos esta "pele rigida" esta presente
principalmente na regido dos membros e pode variar em outras regides da superficie
corporal, como o tronco que é caracterizado por apresentar uma "pele solta", tipica de
roedores de laboratério. Morfologicamente, nos estratos dérmicos de humanos e
equinos, a principal diferenca observada € a densidade dos foliculos pilosos, maior
neste ultimo (HARMAN, THEORET & VAN DE WALLE, 2019; GERBER P.A. et al.,
2014) (Figura 1).

Figura 1. Imagem ilustrativa esquematica da semelhanca epidérmica entre equinos e
humanos. A) Areas epidérmicas semelhantes em humanos e equinos, mostrando a

distribuicdo do musculo panniculus carnosus. B) Cortes esquematicos de pele de humanos e
de equinos.
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Fonte: Adaptado de HARMAN, THEORET, & VAN DE WALLE; 2019.

Os equinos podem fornecer um modelo experimental superior para estudar
cicatrizes em comparacdo com mamiferos de laboratorio utilizados em pesquisas,

como ratos e camundongos, ja que os cavalos sao 0s unicos mamiferos conhecidos,



19

além de seres humanos, capazes de desenvolver disturbios fibroproliferativos
dérmicos (HARMAN, THEORET & VAN DE WALLE, 2019). Segundo Theoret, uma
das principais limitagdes ao uso do cavalo como modelo experimental para o estudo
de cicatrizacao e feridas é que ao contrario dos camundongos, 0S equinos sao animais
de grande porte e o0 custo para sua manutencdo € alto, exigindo instalacbes e
alojamentos adequados disponiveis apenas em centros de pesquisa ou escolas de
veterinaria (HARMAN, THEORET & VAN DE WALLE, 2019).

Assim sendo, pesquisas que envolvam cicatrizacdo em equinos podem
fornecer importantes resultados na area de cicatrizacao de feridas e oportunidades
sem precedentes para desenvolver e testar novos tratamentos que acelerem e
melhorem o processo de formacdo de tecidos fibroproliferativos avancando

duplamente no tratamento de feridas humanas e veterinarias.
2.3 Fases da cicatrizacao

O processo cicatricial € dindmico e complexo, abrange matriz extracelular, as
células sanguineas, e o0s mediadores inflamatérios (citocinas e fatores de
crescimento), podendo ser dividido em fases que sobrepdem-se temporalmente,
caracterizadas por eventos que vao culminar na cicatrizagdo (HARMAN, THEORET &
VAN DE WALLE, 2019) (Figura 2).
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Figura 2. Gréfico ilustrativo das fases da cicatrizacdo em mamiferos. As fases compreendem
uma série de eventos que se sobrepbe temporalmente. Imediatamente apds a lesdo, o
sangramento é interrompido pela hemostasia, seguido por um processo inflamatorio intenso
que serve para limpar patégenos e induzir proliferacdo de células necessarias para preencher
0 espaco da ferida. A fase de remodelacao continua muito tempo apos a cicatrizacao.

Hemostasia
Inflamacé&o/desbridamento
Proliferagcéo
Maturacdo/Remodelamento

Resposta maxima

Tempo apos ferimento

Fonte: Adaptado de HARMAN, THEORET, & VAN DE WALLE; 2019.

Segundo alguns autores o processo cicatricial pode ser dividido em 4 fases,
gue sao elas: hemostasia, inflamatéria/desbridamento, proliferacdo e maturacéao
ou remodelamento (STASHAK, THEORET, 2009; HUSSNI et al., 2004). A fase
inflamatoria inicia-se imediatamente apds a ocorréncia da leséo e se prolonga até 4-5
dias depois. Como parte da fase inflamatéria ocorre inicialmente a hemostasia que
pode ser considerada uma fase a parte, que se inicia com a liberacdo de mediadores
quimicos que véao causar a diminuicdo do fluxo sanguineo da regido lesionada por
vasoconstricdo prevenindo a perda sanguinea e de liquidos corporais (ISAAC et al.,
2010).

A formacao de um tampao hemostatico primario é dependente de plaquetas. A
trombina, uma proteina com funcéo enziméatica presente no plasma e que catalisa a
conversédo do fibrinogénio em fibrina, induz as plagquetas a liberarem mediadores na
area lesada, dentre eles o TGF-B (Fator de Crescimento Transformador beta) e o
VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular). A ativacdo destes processos

bioquimicos produz fatores quimiotaticos e mediadores vasoativos que auxiliam o
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recrutamento das células inflamatoérias no reparo da lesdo (NETO et al., 2003; HINZ
B. et al., 2007).

Apos seis horas da-se inicio o processo de desbridamento da ferida, onde, além
das plaquetas ja presentes, sdo atraidos para o local da lesdo mondcitos,
polimorfonucleares (PMN) como neurtrofilos e macréfagos, juntamente com os
mastocitos, linfocitos e eosinofilos que vao se integrar ao processo para o controle da
infeccdo (ISAAC et al., 2010). Estas células vao permanecer no local da lesdo por
cerca de 3-5 dias e serdo responsaveis pela limpeza da ferida, fagocitose e
degradacdo do colageno e elastina. O macréfago, € a célula mais importante no
desbridamento; ele permanece do terceiro ao décimo dia, estabiliza a ferida e realiza
a limpeza da area lesionada por meio da fagocitose de bactérias e tecido necrosado,
direcionando o desenvolvimento do tecido de granulacédo e preparando a area para a
terceira fase de reparacgéao tecidual (NETO et al., 2003; ISAAC et al., 2010).

A fase de proliferagéo inicia-se 72 horas apds a ocorréncia da leséo e persiste
até o décimo quarto dia. Ela é caracterizada pela substituicdo da matriz de fibrina
provisoria pelo tecido de granulacao, sendo que é nesta fase que ocorre o literalmente
o “fechamento da lesao”, um evento caracterizado por trés processos, proliferacdo dos
fibroblastos, angiogénese, reepitelizacdo (GONCALVES; PARIZOTTO, 1998).

A fibroplasia ou proliferacéo de fibroblastos € caracterizada pela producéo de
elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, pelos proprios fibroblastos, que
serdo responsaveis pelo desbridamento e remodelamento fisiolégico da ferida. Os
fibroblastos e as células endoteliais sdo as principais células na fase de proliferacao,
porém pouco se sabe quais sdo os sinais que levam ao fim controlado dessa fase
(WITTE e BARBUL, 1997). Os fibroblastos irdo produzir o colageno, principal proteina
sintetizada durante o processo de cicatrizacdo, responsavel pela forca e integridade
do tecido. O colageno que ira sustentar uma rede de novos vasos formados
(neovascularizacdo) que servird de apoio e nutricdo para o tecido de granulagéo
recém-formado (ISAAC et al., 2010; ROCHA JR. et al., 2006).

Durante a angiogénese, as células endoteliais, induzidas por hipbéxia, migram
para o local da ferida, proliferando e formando vasos sanguineos. Esta etapa é
essencial para a nutricdo e a oxigenacao do novo tecido que esta sendo formado no
leito da ferida (GONCALVES; PARIZOTTO, 1998; ISAAC et al., 2010). Na sequéncia,

ocorre a contracdo da ferida, caracterizada pela reducdo do seu tamanho por
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movimento centripeto da pele. A contracédo da ferida vai ocorrer entre 0 quinto e 0
sexto dia, devido a capacidade de diferenciacédo dos fibroblastos, que se diferenciam
em miofibroblastos por estimulacdo do TGF-B. Os miofibroblastos possuem
microfilamentos citoplasmaticos similares as fibras de actina, que além de realizar a
contracdo da ferida, iniciam a sintese de componentes da matriz extracelular tais
como fibronectina e colageno tipo | e lll. Vale ressaltar que por ser um processo que
se sobrepde temporalmente, a contracédo da ferida vai auxiliar na sua reepitelizagcéo
(HINZ B. etal., 2007; PAGANELA et al., 2009; BOCHATON-PIALLAT ML. et al., 2016).

No processo de reepitelizacdo ocorre a migracdo de queratinécitos do leito da
ferida e dos anexos epiteliais. Fatores de crescimento como TGF-a (Fator de
Crescimento Transformador alfa) e EGF (Fator de Crescimento Epitelial) podem ser
0S provaveis responsaveis pelo aumento das mitoses e hiperplasia do epitélio e a
proliferacdo epitelial que se inicia por estimulagdo mitogénica e quimiotética dos
queratindcitos por estes mesmos fatores de crescimento citados (ISAAC et al., 2010).

A fase de maturacdo ou remodelamento é a fase mais longa do processo de
cicatrizacdo e pode durar meses ou até anos. E caracterizada por maturacdo dos
elementos e altera¢Bes na matriz extracelular, ocorrendo o depésito de proteoglicanos
e colageno. O tecido de granulacao retrocede é vai sendo substituido pelo colageno,
gue sofre remodelamento com a modificacdo das suas fibras, que se tornam mais
compactas e densas. O colageno, juntamente com outros elementos extracelulares
comprimem mecanicamente as paredes dos capilares sanguineos recém-formados,
diminuindo o nimero de fibroblastos ativos e a formacédo de novos vasos. Ocorre a
orientacao definitiva das fibras de coldgeno formando uma cicatriz com maior forca de
tensdo devido ao cruzamento de diferentes padrbes das fibras de colageno
(STASHAK, THEORET, 2009).

Os principais mediadores envolvidos nesta fase sdo TNF-a (Fator de Necrose
Tumoral alfa), IL-1 (Interleucina 1), PDGF (Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas) e TGF-f, produzidos pelos fibroblastos, além dos mediadores produzidos
pelas células epiteliais, como EGF (Fator de Crescimento Epidérmico) e TGF-B
(ISAAC et al.,, 2010). A regulacdo de todo processo de cicatrizagdo e mais
especificamente da deposicado de matriz extracelular que deve equilibrada, ocorre de
forma paracrina e autédcrina, mediado por células inflamatérias e do tecido conjuntivo,

que liberam citocinas e fatores de crescimento, influenciando na producao de
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colageno e metaloproteinases. Esta regulacdo € importante em condi¢des fisiologicas
ou patoldgicas, tanto no comec¢o do processo de reparo, onde a matriz extracelular
precisara ser sintetizada rapidamente, quanto no final, onde devera ser maturada e
remodelada e portanto, necessaria para a manutenc¢ao das fun¢des normais de todos
os tecidos (ECKES et al., 2000).

2.4 Biocelulose

Devido a caracteristicas das lesdes que normalmente ocorrem nos equinos que
comumente a leva a cicatrizacdo por segunda intencdo, a maioria dos tratamentos &
realizado utilizando-se curativos. Sao inUmeras as op¢des de curativos existentes na
atualidade e, embora haja essa variedade, a funcdo de todos eles se resume em
prevenir a desidratacdo do tecido pois leva a morte celular, acelerar a angiogénese,
estimular a epitelizacao e a formacéo do tecido de granulacao, facilitar a remocéo de
tecido necroético e fibrina, servir como barreira protetora contra microrganismos,
promover a diminui¢do da dor, evitar a perda excessiva de liquidos e evitar traumas
entre as trocas. Todos estes fatores podem causar um retrocesso indesejavel no
processo da cicatrizagao da ferida (FRANCO; GONCALVES, 2008).

Assim, diversas substancias tém sido testadas para este fim, sendo os
curativos substitutos da pele produzidos com bionanotecnologia um novo recurso
terapéutico que pode auxiliar no reparo de feridas cutaneas em animais. E neste
conceito de bionanotecnologia, a biocelulose ou celulose bacteriana se destaca. Entre
as diversas aplicacdes da membrana de CB, alguns exemplos seriam em regeneracao
tecidual como o Biofill da empresa brasileira Bionext (W. K. CZAJA et al., 2007) nos
biomateriais da norteamericana Xylos (W. K. CZAJA et al., 2006), o implante vascular
artificial Basyc, no diafragma para fones de ouvido da multinacional japonesa Sony,
na utilizacdo como substrato para OLEDs, como base para compositos para inser¢ao
de inumeros elementos (DONINI et al., 2010) e mais recentemente como bolus na
medicina radioativa (CHIOZZINI G. C. et al., 2020).

A biocelulose tem sido intensamente estudada e avaliada como material de
reparacao tecidual e diferentes variagbes da biocelulose tém sido aplicadas com
sucesso na cicatrizacdo da pele comprovando sua qualidade (BARUD et al., 2008;
LINA et al., 2011; FORESTI et al., 2017). Como biomaterial de reparacao tecidual, ela

se destaca pelas propriedades de biocompatibilidade, maleabilidade, elasticidade,
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transparéncia, capacidade de manter o ambiente da ferida Uumido e absorver os
exsudatos inflamatorios (BARUD et al., 2008).

A biocelulose € um biopolimero natural, sintetizado por bactérias gram-
negativas do género Gluconacetobacter sp., composta em grande parte de agua (98-
99%) apresentando propriedades Unicas como alta adsor¢do de liquidos, elevada
pureza quimica, biocompatibilidade, biodegradabilidade, elevada resisténcia
mecanica além de poder ser esterilizada sem ocorrer qualquer alteracdo em sua
estrutura e propriedades, caracteristicas de um curativo ideal (WU et al., 2014;
MANEERUNG et al.,, 2008). Varios microrganismos possuem a capacidade de
produzir celulose bacteriana, no entanto, as bactérias Gluconacetobacter xylinus
destacam-se devido a sua capacidade de produzir celulose em quantidades
comerciais (PILEHVAR-SOLTANAHMADI et al., 2018).

Durante a biossintese, essas bactérias sdo capazes de sintetizar celulose na
forma de membranas na interface ar/liquido em meio de cultura estético (Figura 3-A).
Estas membranas apresentam estruturas altamente porosas constituidas por uma
rede 3D microfibrilar aleatoria de cadeias de celulose alinhadas em paralelo (Figura
3-B) com alta permeabilidade a fluidos, sendo favoravel para adesao e proliferacéao
de células (PICHETH et al., 2017).

A biocelulose sob forma de membranas tém sido comercializadas
atualmente como uma opcéo de curativo ideal para feridas (Figura 4), com alta
biocompatibilidade in vivo, promovendo uma cicatriza¢cdo mais eficiente do que outros
produtos utilizados para este fim, sendo utilizadas em feridas e queimaduras,
proporcionando um ambiente Umido na regido, favorecendo a cicatrizacdo e
diminuindo a dor nestes pacientes (HELENIUS et al., 2006, ULLAH et al., 2016;
PICHETH et al., 2017).

A partir das membranas de biocelulose surgiu uma nova possibilidade
terapéutica para o tratamento de feridas como queimaduras, Ulceras cronicas, lesdes
de pele e outras les6es com leito irregular, o hidrogel a base de biocelulose (Figura
5). Este atua protegendo os tecidos formados ao redor e sobre o leito da ferida. Sua
producéo é realizada a partir do processo de desfibrilacdo das membranas biocelulose
gue origina uma dispersao de nanofibras que sao incorporadas ao hidrogel (GUPTA
et al, 2016; CARBINATTO et al., 2018; PICOLOTTO et al., 2019). O hidrogel a base

de biocelulose é uma rede de polimeros configuraveis em trés dimensdes com
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capacidade de absorver grandes quantidades de agua, soluc¢des salinas e fisiolégicas
em comparacdo com materiais absorventes gerais. O hidrogel a base de biocelulose
apresenta excelente propriedade hidrofilica, juntamente com sua alta taxa de
inchamento e biocompatibilidade, promovendo seu amplo uso em biomedicina,
engenharia de tecidos e administracdo de medicamentos. Outras caracteristicas do
hidrogel é a estabilidade em longo prazo, a facilidade de modificacdo bioquimica das
estruturas formadas e a incorporacdo de varios produtos para combinar as
caracteristicas mais importantes de cada um (MATRICARDI et al., 2013; YADOLLAHI
et al., 2015).

Figura 3. A) Cultivo da biocelulose em meio estatico, interface ar/liquido e membrana de
biocelulose sob sua forma natural, com 4 dias de cultivo. B) Fotoetromicrografia com vista
superior da rede microfibrilar da membrana de CB em sua forma natural.

Fonte: Adaptado de BARUD, H. G. O. et al., 2021.
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Figura 4. Membrana de biocelulose porosa utilizada como biocurativo em sua forma
comercial, produzida pela empresa Nexfill.

Fonte: http://gseven.com.br/biotecnologia/

Figura 5. Hidrogel a base de biocelulose a 1% aplicado sobre o leito irregular de uma ferida
epitelial experimental realizada na regiéo lombar de um equino.

2.5 Colageno

No processo de cicatrizagcdo o colageno é fundamental, sendo o principal
componente da matriz extracelular dos tecidos. Ele é a proteina mais comum e
abundante no reino animal, e corresponde a 30% do total de proteina no corpo
humano. Nos tecidos normais, os colagenos fornecem forca, integridade e estrutura.
Existem cerca de 20 tipos de colagenos, mas 0s mais importantes sao os tipos |, I,
I, IV e V. O colageno tipo | € o mais frequente, sendo sintetizado pelos fibroblastos,

e esta predominantemente em o0ssos e tendfes. O tipo Il € mais comumente
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encontrado em tecidos moles, como vasos sanguineos, derme e fascia (CAMPOS et
al., 2007).

A pele saudéavel e integra contém aproximadamente 80% de colageno tipo | e
20 % de colageno tipo lll. Por outro lado, o tecido de granulacéo expressa 30 a 40 %
de colageno do tipo lll, sendo este considerado colageno imaturo (CAMPOS et al.,
2007; ISSAC et al., 2010).

Durante o periodo inicial da cicatrizagdo, existe um aumento da quantidade de
colageno tipo Ill, que é um tipo de coldgeno mais fino e de orientacéo paralela a pele
dai sua importancia na cicatrizacdo da ferida cirargica (DIEGELMANN, 2000). A
degradacdo do colageno se inicia precocemente e é muito ativa durante o processo
inflamatorio, sendo fundamental para reorganizacdo da nova matriz. Esta degradacéo
ocorre em ambiente extracelular e é mediada por metaloproteinases e colagenases
séricas especificas (elastase, catepsina C e proteinase neutra) que sao enzimas que
guebram ligacdes peptidicas do colageno. A atividade das colagenases é controlada
por citocinas liberadas principalmente por células inflamatorias, endoteliais,
fibroblastos e queratinécitos (CAMPOS et al., 2007). A formacao da matriz extracelular
€ resultante de um balanco entre a deposicao da nova matriz (sintese) e degradacao
do coldgeno da matriz antiga, que se estrutura em uma rede densa e dinamica
resultante da sua constante deposicdo e reabsorcdo (DIEGELMANN, 2000;
BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

Na fase de remodelacao ocorre aumento da degradacao do colageno tipo lll e
aumento da producao do colageno tipo |. Sendo assim, o colageno tipo Il vai sendo
substituido pelo colageno tipo I. Este processo demora semanas a meses. Em cerca
de um ano ou mais, a proporcao de colageno | e Ill atinge proporcao semelhante a
inicial, antes da lesdo, porém nunca atingira 100% de sua resisténcia fisiologica
(ISSAC et al., 2010). Portanto, a liberacéo de citocinas e fatores de crescimento por
células inflamatorias influenciam a sintese de colageno e metaloproteinases, sendo
importante o estudo da modulacdo destes fatores que vao realizar a regulagao
necessaria tanto no comec¢o do processo de reparo da ferida, agindo na sintese da

matriz extracelular, quanto no final da cicatriza¢do, remodelando a ferida.
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2.6 Citocinas

A Interleucina IV (IL-6) € uma citocina pré-inflamatéria, uma glicoproteina
secretada por muitos tipos de células, como macréfagos, mondcitos, eosinofilos,
hepatécitos e da glia, sendo TNF-a e IL-1 potentes indutores. ApoOs lesao,
concentracfes plasmaticas de IL-6 sdo detectaveis em 60 minutos, com pico entre 4
e 6 horas, podendo persistir por 10 dias. E considerado o marcador mais relevante do
grau de lesdo tecidual durante um procedimento cirargico. Ela promove maturacao e
ativacado de neutrofilos, maturacdo de macréfagos e diferenciacdo/manutencao de
linfécitos-T citotoxicos e células natural killer. Contudo, também exerce propriedades
anti-inflamatérias durante a leséo, por liberar receptores soluveis de TNF (Fator de
Necrose tumoral) (SPAAS et al., 2016). A Interleucina 10 (IL-10) € uma citocina
anti-inflamatoria, um polipeptidio ndo glicosilado sintetizado por leucécitos e por
células ndo hematopoiéticas. A IL-10 desenvolve um papel regulatorio controlando a
producdo de citocinas pro-inflamatorias. Inibe principalmente TNF-a, IL-1 e IL-6,

produzidas por macréfagos e mondcitos ativados (LIN et al., 2000).

O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) € e uma citocina primordialmente proé-
inflamatoéria produzida principalmente por mondcitos, macréfagos e linfécitos-T.
Manifesta-se principalmente em macréfagos e mondcitos no géanglio da raiz dorsal,
estimulando a proliferacdo de linfécitos-T, fibroblastos e células natural-killer. Apos
procedimento cirargico, trauma ou durante as infeccdes, o TNF-a &€ um dos
mediadores mais precoces e potentes da resposta inflamatéria. Embora sua meia-
vida plasmatica seja de apenas 20 minutos, e suficiente para provocar mudancgas
metabdlicas e hemodinamicas importantes e ativar distalmente outras citocinas
(DESMOULIERE et al.,, 1993). A angiogénese € estimulada pelo TNF-a, e é
caracterizada pela migracao de células endoteliais e formacéo de capilares, essencial
para a cicatrizacdo adequada. Outras acfes do TNF-a consistem em: ativar a
coagulacao, estimular a expressao ou liberagado de moléculas de adesédo, PGE2 (fator
ativador de plaquetas), glicocorticoides e eicosanoides, e influenciar a apoptose
celular (LIN et al., 2000).

O Fator de Crescimento Transformador beta (TGF-3) € um fator de crescimento
produzido por plaquetas e macréfagos que inibe a producéo de IL-1, IL-2, IL-6 € TNF-

a. O TGF-B, que estimula os fibroblastos a produzirem colageno tipo | e a
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transformarem-se em miofibroblastos, que promovem a contracéo da ferida. Durante
a fase aguda da inflamacéao, ele inibe a diferenciacdo de queratindcitos e durante a
fase de reepitelizagéo, o TGF- estimula a migragcédo dos queratinécitos pela matriz de
fibronectina neoformada (TEXTOR, CLARK, WALKER et al., 2017). No geral,
fatores de crescimento atuam em varios processos fisioldgicos, ressaltando no
processo de cicatrizacdo, promovendo a proliferacdo do tecido dérmico com
consequente reepitelizacdo a partir da substituicdo das estruturas desordenadas do
coladgeno tipo Il e elastina por moléculas mais resistentes e estruturadas (VIEIRA et
al., 2018).

S&o0 poucas as pesquisas avaliando a resposta terapéutica utilizando técnicas
com alta especificidade e sensibilidade como a qPCR (Reacédo da Polimerase em
Cadeia em tempo real), e que avaliaram o perfil de expresséo génica do colageno e
mediadores inflamatérios especificos envolvidos no processo de cicatrizacdo de
feridas. A maioria dos resultados utilizando técnicas altamente sensiveis foram obtidos
a partir de estudos realizados com culturas de células, e pesquisas in vivo sobre o
monitoramento da sintese do colageno sdo limitadas, bem como de citocinas
inflamatorias especificas como interleucina 6 (IL-6) e 10 (IL-10), fator de crescimento
transformador 3 (TGF- B), fator de necrose tumoral a (TNF- a). O estudo da expressao
de genes especificos in vivo, em diferentes fases da cicatrizacdo da pele, pode
fornecer informacdes valiosas sobre parte desse complexo processo (SPAAS et al.,
2016).
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3 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o uso tépico do hidrogel a base de
biocelulose a 1% em feridas experimentais realizadas na regiao lombar de equinos.
Os resultados obtidos a partir da avaliacdo macroscopica, histologica e molecular de
bidpsias de feridas foram utilizados para verificar a interferéncia do hidrogel a base de
biocelulose a 1% na cicatrizacao de feridas cutaneas lombares em equinos, testando
a hipoétese de que o hidrogel favorece o processo cicatricial nesta espécie.
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4  JUSTIFICATIVA

A auséncia de estudos prévios in vivo na espécie equina com o uso do hidrogel
a base de biocelulose a 1% no tratamento de feridas, com dados clinicos,
histopatolégico, bem como os padrdes de expressdo génica determinados RT-gPCR
de fatores que interferem diretamente na cicatrizagéo, justificaram a realizacdo desta

pesquisa.
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nas dependéncias do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba (FMVA), UNESP, Aracatuba —SP.
Aprovacdo no Comité de Etica — FOA n° 00131-2018.

5.1 Caracterizacdo dos animais e obtencé&o do hidrogel

O hidrogel a base de biocelulose a 1% utilizado nesta pesquisa foi gentilmente
fornecido pela Seven® Indistria de Produtos Biotecnolégicos LTDA. Foram utilizados
quatro equinos, SRD, adultos e higidos. Os animais permaneceram em baias e foram
submetidos a um periodo de adaptacéo (15 dias) com regime alimentar padronizado:
racdo comercial® (1,5 % do peso corpoéreo), feno de Coast cross e dgua ad libitum.
Para a determinagdo da higidez dos animais, estes foram submetidos a exames
clinico e laboratoriais. No periodo de adaptacao, os animais foram vermifugados com

Ivermectina? na dose de 1,5 mg para cada 100 Kg de peso, via oral.

Antes do procedimento cirargico, foi realizado jejum hidrico e alimentar de seis
e 12 horas, respectivamente. A tricotomia do local a ser trabalhado foi realizada 12
horas antes do procedimento cirdrgico, diminuindo a possibilidade de uma infec¢éo
associada a danos aos foliculos pilosos.

5.2 Realizacéo das feridas

ApGs a contencdo em tronco apropriado, os animais receberam cloridrato de
cloridrato de xilazina® (0,5 mg.kg™) pela via intravenosa. Apds a antissepsia local com
solucéo de alcool iodado a 5% e posterior aplicacdo de anestesia infiltrativa com o uso
de cloridrato de lidocaina* a 2% sem vasoconstritor, ao redor do local a ser incisado.
As feridas foram confeccionadas com o auxilio de um bisturi com |[amina nimero 24 e
um molde de material esterilizavel quadrangular com 4 cm? para a remoc¢do do

fragmento de pele.

1Pro Equi 13 — Guabi — Orlandia — SP.

2 Padock gel — Ceva Santé Animale — Paulinia — SP.

3 Sedomin — Laboratérios Konig S.A. — Santana do Parnaiba — SP.

4 Cloridrato de Lidocaina 2% - Hipolabor Farmacéutica — Sabara - MG
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Os animais foram escolhidos aleatoriamente para as avaliagbes macro e
microscopicas, sendo que, em dois animais, as avaliacbes macroscopicas foram
realizadas no antimero direito e as microscopicas no esquerdo. Nos outros animais
vice-versa. As feridas craniais formaram o grupo tratado com hidrogel a base de
BIOCELULOSE a 1% (GT) e as feridas caudais formaram o grupo controle (GC).

A regido lombar previamente tricotomizada foi assepticamente preparada
usando iodopolividona solucéo tépica® a 1% e alcool® 70%. Quatro feridas cirlrgicas
foram realizadas em cada animal: duas na regido lombar direita e duas na esquerda,
uma cranial e outra caudal, distanciadas 10 cm uma da outra. A profundidade da
excisao incluiu pele e tecido subcutaneo. Apds o procedimento cirdrgico, todos os
animais receberam fenilbutazona’ (2,2 mg.kg, por via intravenosa) a cada 24 horas

durante 3 dias para controlar edema e dor.

5.3 Avaliacao das feridas

Durante todo o periodo experimental, os animais foram avaliados diariamente
com afericdo das frequéncias cardiaca e respiratdria, coloracdo das mucosas
aparentes, temperatura retal, motilidade intestinal, tempo de preenchimento capilar,
atitude e apetite. O tratamento das feridas cirargicas teve inicio 12 horas apés a
incisdo cirurgica e ocorreu diariamente até a completa cicatrizacdo. Todas as feridas
foram tratadas com solucéo fisiolégica estéril a 0,9%2. Ato continuo, as feridas craniais
receberam também uma fina camada do hidrogel a base de biocelulose a 1%°, em
guantidade suficiente para cobrir todo o leito da ferida.

A avaliacdo macroscépica foi realizada no dia da cirurgia, 12 horas apés a
confeccdo das feridas e nos dias 3, 7, 14 e 21 dias de pdés-operatdrio, com a
observacdo subjetiva das alteracbes presentes (hemorragia local, presenca de
coagulos, crostas, tecido de granulacéo, epitelizacdo e presenca de exsudato), e
objetiva, com documentacgéo fotografica, calculo da area da ferida e taxa de contracéo

da mesma.

5 Riodeine — Rioquimica Industria Farmacéutica — Sdo José do Rio Preto - SP

& Alcool BM Ciclo Hospitalar — Ciclo Farma Industria Quimica — Serrana - SP

7 Fenilbutazona OF — Ourofina Satde Animal — Cravinhos - SP

8 Cloreto de s6dio a 0,9% - Laboratdrio Sanobiol — Pouso Alegre - MG

9 Nexfill® Hydrogel - Seven Industria de Produtos Biotecnoldgicos Ltda - Ibipord, PR
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A avaliacdo macroscopica foi realizada no dia da cirurgia, 12 horas apos a
confeccdo das feridas e nos dias 3, 7, 14 e 21 dias de pdés-operatdrio, com a
observacdo subjetiva das alteragcdes presentes (hemorragia local, presenca de
coagulos, crostas, tecido de granulacdo, epitelizacdo e presenca de exsudato), e
objetiva, com documentacéao fotografica, calculo da area da ferida e taxa de contracéo
da mesma. A mensuracéo da area da ferida foi realizada por meio do Software Image
J (Wayne Rasband National Institutes of Health, USA). A taxa de contragcao da ferida
foi calculada pela equacao proposta por Ramsey et al. (1995): taxa de contrag&o(%)=
100 x (FO-FA) / FO, onde FO representa a area original da ferida, logo apds a sua
confeccdo e FA representa a area da ferida nos dias 3, 7, 14 e 21 das avalia¢des,

expressa sempre em porcentagem.

Para a avaliacao histopatologica do processo de cicatrizacdo foram realizadas
biépsias abordando a borda da ferida e tecido sadio adjacente com o auxilio de um
“punch” de 6 mm de diametro, nos dias 3, 7, 14 e 21 ap0s o procedimento cirdrgico.
As amostras foram processadas de forma rotineira para inclusdo em parafina e

realizacdo de cortes transversais de 6 pm.

Os cortes foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina e entdo
analisados a microscopia de luz, objetivando avaliar comparativamente a evolucao do
processo cicatricial, especialmente no concernente a reacdo inflamatoria provocada e
a cicatrizacdo obtida com os tratamentos utilizados. A classificacdo foi realizada de
acordo com o predominio dos parametros nos campos observados com objetiva de
40X em microscopio de luz, Nikon Eclipse E100. Na avaliacdo microscopica, foram
avaliados a inflamagédo (PMN - polimorfonucleares e Mono - mononucleares), a
proliferacdo celular (Fibroblastos e Neovasos - neovascularizacdo) e a deposicéo e
remodelacdo da matriz extracelular (MEC), de acordo com o score ilustrado no
Quadro 1.
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Quadro 1. Parametros e "scores" atribuidos para a avaliacao histolégica das feridas induzidas
experimentalmente em equinos.

; ., INFLAMACAO PROLIFERACAO MEC COLAGENOSA
SCORE PMN Mono Fibroblastos | Neovasos | Deposicdo | Remodelacéo
0 Raros/ Raros/ Raros/ Raros/ Raros/ Raros/

Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

1 Discreta Discreta Discreta Discreta Discreta Discreta
Moderada | Moderada Moderada Moderada | Moderada Moderada
3 Acentuada | Acentuada | Acentuada | Acentuada | Acentuada Acentuada

Fonte: Elaborado pelo Autor

5.4 Avaliagcdo molecular
Foram realizadas analises de PCR (Reacdo da Polimerase em Cadeia)

guantitativo em Tempo Real (RT-gPCR) para determinacdo do perfil da expressao

génica dos colagenos tipos | e lll e das citocinas IL-6, IL-10, TGF-B e TNF-a.

Imediatamente apds a colheita, as amostras foram acondicionadas em tubos
RNAse e DNAse free (Axygen Scientific Inc, Union City, CA, USA) e armazenadas a -
80°C, para posterior isolamento do RNA. Apdés a homogeinizacdo de
aproximadamente 30 mg de tecido com o homogeneizador de tecido (Ultra Stirrer,
modelo ultra 80-1, Biotech, S&o Carlos, SP, Brasil), o0 RNA total de cada amostra foi
extraido utilizando-se o kit comercial mirVanaTM miRNA Isolation, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, Massachusetts,
USA).

A concentracdo de RNA foi verificada no espectrofotbmetro NanoDrop® 1000
(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, Massachusetts, USA). O RNA de cada
amostra foi tratado com DNAse conforme o protocolo DNase |, RNase-free (Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) para remocdo de DNA gendmico. Em
seguida, a sintese de cDNA foi realizada conforme o protocolo M-MLV Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA), utilizando-se a

guantidade de 2000 ng de RNA para cada amostra.

A expressdo génica foi mensurada pela reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (RT-qPCR) utilizando um marcador SYBR™ Green, em um termociclador

de PCR em tempo real Stratagene® MX3005P qPCR System (Agilent Technologies
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Inc., Santa Clara, CA, USA). O mix de PCR foi feito com 0,5 uL (10 uM) de cada primer
do gene alvo, 1 uL de cada amostra, 18 yL de SYBR™ Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, Massachusetts, USA) para uma reacao de 20
pL de volume final.

Os ciclos consistiram de um periodo de 15 minutos a 95°C para ativacéo
enzimatica, seguida de 40 ciclos de temperatura a 95°C por 15 segundos e 60°C por
33 segundos, para amplificacdo dos produtos, com tomada de fluorescéncia ao final
de cada ciclo; a corrida foi finalizada com uma curva de dissociacéo iniciando em 95°C
por 15 segundos, depois a temperatura foi abaixada a 65°C, elevando-se novamente
a 95°C, variando 1°C a cada 30 segundos, momento em que a fluorescéncia foi obtida.

Para obtencdo de seis pontos na curva padrdo, foram realizadas diluicdes
seriadas (1:1, 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625) a partir de 2000 ng de RNA, em duplicata. Os
valores da quantidade relativa obtidos foram utilizados no célculo da quantificacédo
relativa da expressdo génica (QR), utilizando a seguinte formula: QR= Quatidade
relativa do gene alvo / Quantidade relativa gene housekeeping.

A sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (Primer) que foram utilizados
para avaliacdo da expressao génica, foram desenhados e escolhidos no Primer3 (v.
0.4.0) (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), com base da sequéncia equina disponivel.
O software UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) foi utilizado para a
correcdo dos primers previamente selecionados. Como controle endbégeno
(housekeeping), foi utilizado o gene GAPDH (gene que codifica a enzima
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase). Os oligonucleotideos F (Foward) e R

(Reverse) utilizados estdo demonstrados no Quadro 2.
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Quadro 2. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (Primer) que foram utilizados para
avaliagdo da expresséo génica por RT-gPCR.

Gene alvo Primer Forward (5°-3°) Primer Reverse (5°-3")
GAPDH-equus GGCAAGTTCCATGGCACAGT | CACAACATATTCAGCACCAGCAT
COL1A2-equus CTCGCTCACCACCTTCTCTC CAGTTCTTGGCTGGGATGTT
COL3A2-equus AAGGCTGAAGGAAACAGCAA TGTCCACACCGAATTCTTGA
TGF-B1-equus AGTTAAGCGTGGAGCAGCAT CTGGAACTGAACCCGTTGAT
TNF-a-equus AGCCCATGTTGTAGCAAACC | GAGACAGCTAAGCGGCTGAT
IL-10-equus CAAGCCTTGTCGGAGATGAT | CTCACTCGGAGGGTCTTCAG
IL-6-equus CCTGGGAGAAGATGAAACCA TCTGCCAGTACCTCCTTGCT

Fonte: Elaborado pelo Autor

5.5 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram efetuadas empregando-se o0 programa
GraphPad Prism® (Version 8.0 - GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). A analise
descritiva das variaveis foi apresentada por meio da média aritmética, mediana, desvio
padrdo e erro padrdo. Todos os dados foram testados quanto a normalidade e
homogeneidade de variancias. As diferencas estatisticas foram consideradas
significativas quando p<0,05. Os dados relacionados a area e taxa de contracéo da
ferida foram submetidos a andlise de variancia em parcelas subdivididas com medidas
repetidas no tempo, seguido do teste de Tukey para comparacfes mdultiplas de
médias. As medianas dos escores atribuidos na avaliacdo histopatologica foram
analisados pelo Teste de Dunn. Os dados relacionados a expressao génica relativa
de colagenos tipo | e Ill e citocinas inflamatérias foram submetidos a analise de
variancia em parcelas subdivididas com medidas repetidas no tempo, seguido do teste

de Tukey para comparagdes multiplas de médias.
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6 RESULTADOS

Neste estudo, nenhuma alteracdo no exame clinico dos animais foi observada

durante todo o periodo experimental.

6.1 Avaliacdo macroscépica

Na avaliacdo macroscopica das feridas observaram-se durante os primeiros
sete dias, sangramento, codgulos, exsudato e crostas, em todas as feridas de ambos
0S grupos, sendo mais evidentes no grupo controle (Figura 6). Na Figura 2, o tecido
de granulacéo foi notado a partir do 7° dia de avaliacédo (setas) e com maior evidéncia
no 14° dia em todas as feridas. Na avaliacdo com 14 dias também ja havia contracao
da ferida com observacao do inicio da formacédo da borda de epitelizacdo em todas as
feridas. Na avaliagdo com 21 dias as feridas nao estavam completamente
cicatrizadas, mas a epitelizacéo era evidente em ambos os grupos (*) (Figura 6).
Figura 6. Imagens fotograficas das feridas dos grupos controle e tratado, de acordo com os

dias de avaliacdo: 12 horas apds o procedimento cirargico; aos 3, 7, 14 e 21 dias pos-
operatorios.

As médias das areas e taxas de contracdo das feridas estdo ilustradas
respectivamente nos graficos da Figura 7 e 8. Ambas ndo apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos em nenhum dos tempos analisados (3, 7, 14 e
21 dias). Constatou-se em que na avaliacdo com trés dias, um aumento numérico
desta area no GC em relacdo ao GT. A partir do 7° dia, as areas foram semelhantes
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entre 0s grupos e apresentaram diminuicao gradativa até o 21° dia de avaliagcdo em

ambos os grupos (Figura 8).

Figura 7. Médias e desvios padrao das areas das feridas de equinos dos grupos controle (GC)
e tratado com hidrogel a base de biocelulose a 1% (GT) ap0s 12 horas, 3, 7, 14 e 21 dias de
observacao pés-operatodrios, sem diferenca significativa entre 0os grupos nos tempo avaliados.
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A taxa de contracdo da ferida foi estimada pela determinacdo da area nao
fechada da ferida em fungéo do tempo (Figura 5). Embora n&o tenha sido observada
diferenca significativa entre os grupos, no dia 7, a média da taxa de contracdo é
percentualmente menor no GT comparada com o GC, ficando muito proximas no dia

14 e novamente no dia 21 menor no GT.
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Figura 8. Médias e desvios padrao das taxas de contracao das feridas de equinos dos grupos
controle (GC) e tratado com hidrogel a base de biocelulose a 1% (GT) apés 3, 7, 14 e 21 dias

de observacdo pos-operatérios, sem diferenca significativa entre os grupos nos tempo
avaliados.
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6.2 Avaliacdo histopatologica

As medianas dos scores observados na analise microscopica com relacdo aos
polimorfonucleares, monadcitos, fibroblastos, neovascularizacdo, deposicdo de

colageno e remodelacdo de colageno estdo apresentados nas Tabelas 1, 2, 3,4,5¢
6, respectivamente.

As medianas dos scores dos polimorfonucleares apresentaram diferencas
significativas entre os grupos no dia 14 e no dia 21, com scores mais elevados no GC
em relacdo ao GT (Tabela 1).

No 3° e no 7° dia de avaliacdo, o processo inflamatério apresentou-se
acentuado (score 3) com a presenca de polimorfonucleares, predominio de neutrofilos
e de eosindfilos em todas as feridas experimentais, porém nao apresentando
diferenca significativa entre os grupos. A partir do 7° dia de avaliagdo, houve uma
reducé@o na presenca de infiltrados de polimorfonucleares (score 2,5), diminuindo a
intensidade progressivamente com o decorrer do tempo, para intensidade moderada
com 14 dias e intensidade discreta com 21 dias de avaliacdo, em ambos 0s grupos,

porém mais evidente no GC, apresentando diferenca significativa, sugerindo a fase
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inflamatoria mais duradoura nas feridas que néo receberam o hidrogel a base de

biocelulose a 1%, como ilustrado na Figura 9.

Tabela 1. Mediana (Md) e valores minimo e maximo (Min—Max) de polimorfonucleares nas
feridas de equinos dos grupos controle (GC) e tratado com hidrogel a base de biocelulose a

1% aos 3, 7, 14 e 21 dias de observacéo.

Dias de avaliacéo

Grupo 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Md | Min-Max | Md Min-Max | Md | Min-Max | Md Min-Max
Controle |[3Aa|3-3 2,5 Aa 2-3 2Aa|2-2 15Aa|1-2
Tratado 3Aa|0-3 25Aab |[1-3 1Bb|1-1 1Bb [(0-1

A2 medianas seguidas de letras diferentes, mailscula na coluna e mindscula na linha, diferem entre si
pelo teste de Dunn (p<0,05).

Figura 9. Fotomicrografias das bidpsias das feridas do GC (A) e GT (B) realizadas com 14
dias de pos-operatério. Coloracdo HE, objetiva de 40x. Nota-se a presenca de infiltrado de

polimorfonucleares mais intenso no GC (A).
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Com relagdo aos mondcitos, observou-se diferengas significativas entre os

grupos controle e tratado na avaliagcdo com 14 dias, com valores mais elevados no
GC. (Tabela 2).
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Tabela 2. Mediana (Md) e valores minimo e méximo (Min—Max) de mondcitos nas feridas de
equinos dos grupos controle (GC) e tratado com hidrogel a base de biocelulose a 1% aos 3,

7, 14 e 21 dias de observacéo.

Dias de avaliagdo
Grupo 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Md Min-Méax| Md Min-Max | Md Min-Max | Md Min-Max
Controle |2Aa |2-2 2 Aab 2-3 3 Ab 3-3 2Aab |2-3
Tratado 2Aac [1-2 3 Aa 2-3 2Bac |2-3 2Ac |1-2

A2 medianas seguidas de letras diferentes, mailscula na coluna e mindscula na linha, diferem entre si
pelo teste de Dunn (p<0,05).

As medianas dos scores de fibroblastos n&o apresentaram diferencas
significativas entre os grupos controle e tratado (Tabela 3). No dia 7 observou-se o
inicio do processo proliferativo, com deposicao de fibroblastos (score 1,5 no GC e 2
no GT), com aumento da intensidade no dia 14 e maxima intensidade no dia 21, em

ambos os grupos.

Tabela 3. Mediana (Md) e valores minimo e maximo (Min—Max) de fibroblastos nas feridas de
equinos dos grupos controle (GC) e tratado com hidrogel a base de biocelulose a 1% aos 3,
7, 14 e 21 dias de observacéao.

Dias de avaliacdo
Grupo 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Md Min-Max | Md Min-Max Md Min-Max | Md Min-Max
Controle |0 0-1 15 1-2 25 |2-3 3 3-3
Tratado 05 |0-1 2 2-2 3 3-3 3 3-3

A2 medianas seguidas de letras diferentes, mailscula na coluna e mindscula na linha, diferem entre si
pelo teste de Dunn (p<0,05).

Embora sem diferenca estatistica entre os grupos, foi possivel observar que as
1%,

neovascularizagéo mais precoce no 3° dia de avaliagdo e com valores mais elevados

feridas tratadas com hidrogel de celulose bactareiana a apresentam

guando comparadas as feridas que nao receberam o tratamento (Tabela 4).
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Tabela 4. Mediana (Md) e valores minimo e maximo (Min—Max) de neovascularizacdo nas
feridas de equinos dos grupos controle (GC) e tratado com hidrogel a base de biocelulose a
1% aos 3, 7, 14 e 21 dias de observacéo.

Dias de avaliacao

Grupo 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Md Min-Max Md Min-Max | Md Min-Max | Md Min-Max

Controle |05 [0-2 2 1-2 2,5 2-3 15 1-3

Tratado 15 |1-2 2 2-3 2 2-2 15 1-3

A2 medianas seguidas de letras diferentes, mailscula na coluna e mindscula na linha, diferem entre si
pelo teste de Dunn (p<0,05).

A deposicdo do colageno é evidente a partir do 3° dia de avaliagdo e com
intensidade maxima com 21 dias (Tabela 5). Nao foi constatada diferenca significativa
entre 0s grupos em nenhum dos tempos de observacédo, embora o GT apresentou
score mais elevado no dia 7, sugerindo deposicdo de coladgeno mais precoce em

relacéo ao GC.

Tabela 5. Mediana (Md) e valores minimo e méaximo (Min—Mé&x) de deposi¢do de colageno
nas feridas de equinos dos grupos controle (GC) e tratado com hidrogel a base de biocelulose
a 1% aos 3, 7, 14 e 21 dias de observacéo.

Dias de avaliacdo
Grupo 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Md | Min-Max | Md Min-Méx | Md Min-Méax | Md Min-Max
Controle |1 0-1 2 1-3 3 2-3 3 3-3
Tratado 1 1-2 3 2-3 3 3-3 3 3-3

A2 medianas seguidas de letras diferentes, mailscula na coluna e mindscula na linha, diferem entre si
pelo teste de Dunn (p<0,05).

A remodelagéo do colageno é evidente a partir do 7° dia de avaliacdo e com
intensidade maxima com 21 dias, sem apresentar diferenca significativa entre os

grupos (Tabela 6).
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Tabela 6. Mediana (Md) e valores minimo e maximo (Min—Max) de remodelacéo de colageno
nas feridas de equinos dos grupos controle (GC) e tratado com hidrogel a base de biocelulose
a 1% aos 3, 7, 14 e 21 dias de observacéo.

Dias de avaliacao
Grupo 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Md Min-Max | Md Min-Max | Md Min-Max | Md Min-Max
Controle |0 0-0 1 0-1 2 1-2 3 3-3
Tratado 0 0-0 1 1-1 2 2-3 3 3-3

A2 medianas seguidas de letras diferentes, mailscula na coluna e mindscula na linha, diferem entre si
pelo teste de Dunn (p<0,05).

6.3 Avaliacdo molecular
Os valores médios e erro padréo da expressao génica dos colagenos tipos | e Il
estdo representados na Figura 10. Ndo foram encontradas diferencas significativas

entre 0s grupos tanto para o colageno tipo | como para o colageno tipo Ill.

Ambos os tipos de colageno estiveram expressos de maneira semelhante nos
grupos estudados em todos os momentos avaliados, quando comparamos GC e GT,
nao sendo verificada diferenca significativa na expressao génica dos colagenos tipos
I e lll nas feridas que receberam o tratamento com o hidrogel a base de biocelulose a
1% ou ndo. No 3° dia de avaliagdo ambos os tipos de colageno ja estavam expressos
tanto nas feridas do grupo controle, como nas feridas tratadas, e ao longo do tempo,
observou-se um aumento progressivo na média dos valores da expressado génica de

ambos os colagenos.

Na comparacao realizada entre os tempos avaliados dentro de cada grupo
estudado (GC e GT), foram observadas diferencas significativas no decorrer dos
tempos de avaliagdo semelhantes para colageno tipo | e colageno tipo Il (Figura 10).
No GC houve diferenca na comparacao com 3 dias de avaliacdo entre 14 e 21 dias
(*). Ja no GT esta diferenca significativa na expressao génica de ambos os colagenos

foi observada somente na comparacao entre 3 e 21 dias (**).
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Figura 10. Médias e erro padréo para a expressao relativa dos genes colagenos tipos | e tipo
[l aos 3, 7, 14 e 21 dias de avaliagdo poOs-operatdrio nos grupos controle e tratado com
hidrogel de biocelulose a 1%. Nao diferiram entre si nos grupos, pelo teste de Tukey. (*) Indica
gue diferiram entre os momentos avaliados dentro do GC e (**) entre GT.
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N&o foi observada diferenca significativa entre GC e GT em nenhum dos
momentos avaliados para a expressao génica das citocinas envolvidas no processo
de cicatrizacdo que foram selecionadas para analise, IL-6, TNF-a, IL-10 e TGF-
(Figura 11).

Figura 11. Médias e erro padrdo para a expressao génica relativa de IL-6, TNF-q, IL-10 e
TGF- em amostras de bidpsia tecidual de feridas do grupo controle e tratadas previamente
com hidrogel a base biocelulose a 1%. Nao diferiram entre si nos grupos, pelo teste de Tukey.

6 10 -
o o 9
[ <
= 5 Z 8
2 4 £ 7
- - == 6
R= -0
O 2. (-9 .
2% 3 ; = 5
‘:zc< = 4 A
‘ﬁ 27 = 3 4
,.A ©w
£ & 2
14 a
0 T T T 1 0 T T T 1
3dias 7 dias 14 dias 21 dias 3dias 7 dias 14 dias 21 dias
Tempo Tempo
14 1 25 7 P OControle
12 4 —_ @ Tratamento
= 2
10 s
8 EER h
b<
6 T2 1A
‘O
4 1 Z
w
1 ﬁ_’{_‘ 2 05 A
21 3
0 T T T | 0 T T T |
3dias 7 dias 14 dias 21 dias 3dias 7 dias 14 dias 21 dias

Tempo Tempo



46

7 DISCUSSAO

Na medicina humana, o hidrogel a base de biocelulose a 1% € uma nova
possibilidade terapéutica no tratamento de feridas, pois oferece vantagens ao ser
utilizado como biocurativo devido as propriedades da biocelulose, como elasticidade,
natureza nao alérgica, biocompatibilidade, além de se adaptar bem as feridas com
leito irregular mantendo contato com a ferida em toda sua extensédo (GUPTA et al.,
2016). Estas caracteristicas despertam o interesse para o desenvolvimento de
pesquisas com 0 objetivo de validar a sua utilizacdo na medicina veterinaria,

especialmente para a espécie equina que € predisposta a problemas de cicatrizacao.

Apos a aplicacao do hidrogel a base de biocelulose a 1% nas feridas, 0 mesmo
sofreu um ressecamento natural formando uma pelicula fina e resistente que se aderiu
as bordas saudaveis da ferida conferindo & mesma uma cobertura protetora. Ja no
leito da ferida, esta pelicula formada pelo ressecamento do hidrogel atuou como um
andaime ou “scaffold” na engenharia de tecidos, facilitando o preenchimento da ferida

pelo tecido de granulagcdo recém-formado (PICHETH et al., 2017).

Além disso, essa camada fina e resistente formada pelo hidrogel a base de
biocelulose a 1% foi capaz de impedir a desidratacéo da ferida, mantendo a mesma
Uumida, um fator benéfico a cicatrizacdo, pois os exsudatos de feridas agudas contém
fatores de crescimento e outras substancias nutritivas que vao estimular a reparacéo
tecidual, (KATZ et al., 1991, SWAMINATHAN et al., 2019). Os achados da avaliagcéo
clinica nos permitem afirmar que as feridas que receberam o hidrogel a base de
biocelulose a 1% apresentaram aspecto cicatricial superior quando comparadas com
as feridas do GC, com um tecido de granulacédo mais uniforme, liso e sem granulacéo
exuberante. Acredita-se também que o hidrogel possua caracteristicas hemostéticas,
fato observado nas feridas tratadas, que apresentaram menor sangramento durante
0S curativos, corroborando os achados de PANDEY et al. (2017) que relatam o efeito
anti-hemorragico do hidrogel de biocelulose em feridas provocadas por queimadura

em pele de ratos.

O aumento inicial da &rea da ferida ocorre devido a retracdo das bordas da
lesdo por acdo das linhas de forca, conhecidas como “Linhas de Langer”,
determinadas pelos sistemas fibrilares da pele, principalmente das fibras elasticas. Na

confecgéo de feridas quadrangulares, a pele foi incisada em ambos os sentidos,
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longitudinal e transversal, determinando o aumento da area, devido a distensao
provocada pela incisdo transversal as “Linhas de Langer” (ALGOWER, 1977,
COELHO et al., 1999).

Neste estudo, as feridas do GC apresentaram aumento da area no 3° dia de
avaliacao, corroborando com os trabalhos de COELHO et al. (1999), MARTINS et al.
(2013) e LUCAS et al. (2017), que relataram o aumento das areas das feridas
cutéaneas na fase inicial do processo cicatricial da pele de cavalos. Por outro lado,
nosso dado discorda do estudo com uso topico de hidrogel em feridas de ratos, em
gue se observou aumento das areas das feridas em todos 0s grupos experimentais
(PANDEY et al, 2017), que pode ser justificado pelo tipo de musculatura presente no
subcutaneo destes animais que esta ausente nos cavalos.

A partir do 7° dia de avaliagdo até o 21° dia, as feridas de ambos 0s grupos se
comportaram de modo semelhante, apresentando progressiva diminuicdo da area,
com valores semelhantes. Segundo MADDEN et al. (1991), a diminuicdo da area da
les&o a partir do 7° dia ocorre devido ao mecanismo de contracdo que tem inicio neste
periodo e juntamente com a epitelizacdo caracteriza a cicatrizacdo por segunda
intencdo. Os polimorfonucleares sao as primeiras células a chegarem ao local da
ferida logo apos a lesao, atingindo nivel maximo apo6s 48 horas e sdo responsaveis
pela remocao de tecidos necrosados e bactérias, além da liberacdo de fatores
quimiotaticos recrutando macréfagos. Os valores de polimorfonucleares mais
elevados no GC nos dias 14 e 21 de avaliacdo sugerem uma reacado inflamatoria
prolongada neste grupo. Vale ressaltar que ambos os grupos (GC e GT) tiveram de
maneira controlada a acao anti-inflamatoria promovida pela utilizacdo em todos os
animais da fenilbutazona, um anti-inflamatorio ndo-esteroidal.

O numero de células mononucleares tende a aumentar durante o periodo de
cicatrizacdo, havendo a substituichio dos polimorfonucleares pelo infiltrado
mononuclear (WILMINK et al., 1999). Nesta pesquisa foi observado tal situacdo, com
diferenca significativa entre grupos tratados ou ndo com hidrogel a base de
biocelulose a 1% na avaliagdo com 14 dias, com maiores concentragdes no GC. Com
valores mais elevados de células inflamatérias, tanto de polimorfonucleares como de
monocitos no GC em todos os periodos experimentais, sugere-se que o hidrogel a

base de biocelulose a 1% teve uma acgao anti-inflamatoria nas feridas tratadas.



48

Em equinos, nas feridas com cicatrizacdo por segunda intencéo, € vantajoso o
uso de substancias capazes de acelerar o processo de cicatrizacdo e que também
possam reduzir a formacdo do tecido de granulagdo em excesso, ocasionado
principalmente porque nesta espécie, a producdo de fibroblastos continua mesmo
apos o completo preenchimento da ferida (WILMINK e WEEREN, 2004). Em feridas
de equinos tratadas com PRP (Plasma Rico em Plaguetas) notou-se que o
fechamento microscopico da ferida pode estar relacionado com a rdpida formacéo de
tecido de granulacdo e consequentemente com a proliferacdo de fibroblastos e o
grupo que recebeu PRP apresentou também melhor organizacéo dos feixes de fibras
colagenas. No entanto estes fatores ndo devem ser analisados isoladamente ja que
nao necessariamente refletem a qualidade do tecido cicatricial (SOUZA M. V. et al.,
2014). Com o melhor aspecto cicatricial observado macroscopicamente nas feridas
tratadas com o hidrogel a base de biocelulose a 1%, cogitou-se a possibilidade do
mesmo atuar na modulacdo da producédo de fibroblastos, principalmente na fase de
proliferacao celular, impedindo a formacéo de tecido de granulagdo em excesso. No
entanto, os dados relacionandos a proliferacdo de fibroblastos neste estudo néo
sustentam esta afirmacdo, visto que os valores dos scores destas células
apresentaram-se muito proOXimos entre ambos 0S grupos, sem apresentar diferenca
significativa (Tabela 3). Mas uma possivel explicacédo para este resultado pode estar

relacionada ao reduzido niumero de animais utilizados na presente pesquisa.

BN

Com relacdo a neovascularizagcdo, apesar de nao serem constatadas
diferencas significativas entre os grupos controle e tratado, observou-se valores mais
elevados das medianas do GT, que podem indicar um inicio precoce da
neovascularizacao nas feridas tratadas com hidrogel a base de biocelulose a 1%, um
resultado relevante, ja que uma maior vascularizagéo local pode propiciar um aumento
na concentragédo de citocinas associadas a cicatrizagédo no local da lesdo. A sintese
de colageno inicia-se cerca de quatro dias ap0s a ocorréncia da lesdo, sendo mais
significativa a partir do 7° dia (SCHULTZ et al., 2005). Apesar de nao haver diferenca
significativa, o resultado sugere que as feridas que receberam o hidrogel a base de
biocelulose a 1% apresentaram deposi¢ao precoce do colageno.

Os polimorfonucleares como neutréfilos e os macréfagos secretam mediadores
pro-inflamatérios que aumentam a producéo de metaloproteinases, que degradam a

matriz extracelular, prejudicando a migracdo celular, reduzindo a proliferacdo de
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fibroblastos e diminuindo a sintese colagénica (MASSON et al, 2013). Devido a menor
concentracdo do infiltrado de polimorfonucleares em estagios mais avancados da
cicatrizacéo (14 e 21 dias), nas feridas tratadas com hidrogel a base de biocelulose a
1% acredita-se haver uma acdo menos evidente dos mediadores pré-inflamatorios e
de metaloproteinases, justificando a deposicéo precoce de colageno nestas feridas. A
fim de se investigar melhor a base molecular envolvida na deposicao de colageno,
realizou-se a avaliacdo da expressao génica dos principais tipos de colageno
envolvidos na cicatrizagdo (colageno tipo | e tipo Ill) e mediadores inflamatorios, como
citocinas e fatores de crescimento, associadas a este processo. Apesar de néo
terem sido observadas diferencas significativas entre GC e GT na avaliagcdo da
expressao génica de ambos os coldgenos em nenhum dos tempos avaliados (Figura
10), ressalta-se um aumento progressivo na média da expressao génica relativa
destes, corroborando os estudos de SOUZA M. V. et al. (2014) na avaliacdo da
expressao génica dos colagenos tipo | e tipo Il em feridas de equinos tratadas com
Plasma Rico em Plaquetas. Estes resultados ndo permitem imputar ao hidrogel a base
de biocelulose a 1%, a inducéo a expressao génica de colageno nas fases inflamatoria
e proliferativa da cicatrizacdo da pele. Esta tendéncia de aumento progressivo
temporal dos valores médios da expressao génica observada nos colagenos tipo | e
Il com relacdo as fases de cicatrizacdo em ambos 0s grupos estudados também
discordam com os resultados de outros estudos em que se observou uma elevacéo
dos valores médios da expresséao do colageno tipo | e diminui¢do dos valores médios

do colageno tipo Il com o decorrer do tempo (SCHWARTZ et al., 2002).

A cicatrizacdo excessiva ocorre quando a sintese da matriz extracelular
permanece elevada por mais tempo que o considerado como normal o que resulta em
excesso na producdo de colagenos e de outros componentes, podendo ocasionar
problemas de cicatrizagcdo como fibroses e no caso da espécie equina, a formacao de
tecido de granulagédo exuberante (LEFEBVRE-LAVOIE et al. 2005, YOUNG &
MCNAUGHT, 2011). Com base na informagdo de que o excesso na producao de
colageno ocasione disturbios fibroproliferativos, esperava-se observar em nossos
resultados, que nas fases que antecedem o inicio da produc¢éo de colageno (antes do
4° dia ap6s confeccao da ferida), houvesse uma maior expressédo génica de colageno,
sobretudo nas feridas tratadas com hidrogel a base de biocelulose a 1%. Na

sequéncia, em momentos mais tardios, houvesse a diminuicdo da expresséo génica
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dos colagenos evitando a formacdo em excesso de tecido de granulacdo. No entanto,
somente com os dados obtidos neste estudo, ndo podemos afirmar que hidrogel a
base de biocelulose a 1% exerceu um efeito sobre a producdo e remodelacdo do
colageno. Os resultados também sugerem que os niveis de expresséo génica podem
nao ter uma relacdo direta com a quantidade de colageno produzido durante o
processo de cicatrizagdo. A cicatrizacdo de feridas consiste em um processo
dindmico impulsionado pela proliferacdo e diferenciacdo celular e € mediado por
diferentes citocinas, que entre suas diversas funcbes, também estimulam a
proliferacéo de fibroblastos que irdo sintetizar colageno (SINGER A.J., CLARK R.A,,
1999; SCHULTZ et al., 2005).

A IL-6 é um dos principais marcadores pré-inflamatérios apds a ocorréncia de
uma lesao, libera receptores para TNF-a e que esta intimamente ligado a maturacao
de neutrdéfilos (SPAAS et al.,, 2016), assim sendo, avaliamos a expressdo génica
relativa de citocinas inflamatérias envolvidas na cicatrizacdo. A expresséo génica de
IL-6 apresenta-se mais elevada nos membros em relacdo a regido toracica de
equinos, sugerindo que a esta elevacao pode estar relacionada com uma inadequada
cicatrizagdo. Nossos resultados revelaram que n&o houve diferenga significativa na
expressdo génica de IL-6 nas feridas tratadas com o hidrogel a base de biocelulose a
1% em nenhum dos tempos avaliados (Figura 11). Neste mesmo estudo realizado
por J. RGensen E. et al. (2020), simulou-se em feridas toracicas realizadas em cavalos
uma resposta inflamatoria intensa através de inoculacdo bacteriana nas feridas e foi
detectado um aumento da expressdo génica de TNF-a nos dias 7 e 14, em
comparacao com a expressao em feridas que ndo tiveram essa estimulacdo desta
resposta inflamatéria. Com os menores scores de células polimorfonucleares
observadas nas feridas que receberam o hidrogel a base de biocelulose a 1%,
supondo um efeito anti-inflamatério do hidrogel, esperava-se uma expressao génica
do TNF-a menos elevada neste grupo, uma vez que o aumento do numero de
neutroéfilos coincide com o aumento nos niveis de algumas citocinas pré-inflamatérias,
entre elas o TNF-a (T.A.M. ANDRADE A., et al., 2011). Entretanto, no presente
estudo, a expresséao génica de TNF-a nas amostras avaliadas, néo revelou diferenca

significativa entre os grupos em nenhum dos momentos avaliados (Figura 11).

A cicatrizacdo quando se encontra na fase proliferativa, € caracterizada pela

producédo de fatores de crescimento como o TGF- e citocinas anti-inflamatoérias, que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J%20Rgensen%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32101041
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sdo capazes de induzir a migracao e proliferacéo celular no local da ferida. A IL-10
desenvolve um papel regulatério controlando a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, inibindo principalmente TNF-a e IL-6 (LIN et al., 2000). Os resultados
obtidos em pesquisa ULLM et al. (2020) cujo modelo experimental in vitro em matrizes
3D de colageno, células foram cultivadas sob estimulo de IL-10 o que ocasionou uma
desdiferenciacdo de miofibroblastos, sugerindo uma influéncia paracrina da IL-10
secretada por macréfagos. Essa desdiferenciacéo é regulada de forma negativa com
a funcdo de evitar cicatrizes hipertroficas e formacdo de tecido de granulacéo
exuberante. Devido ao papel pleiotrépico da IL-10, avaliou-se sua expressao génica
nas amostras de biopsia tecidual, comparando o GC com o GT, nos diferentes
momentos, para verificar se no GT esta possuia uma maior expressao génica relativa,
sob a hipétese de que o hidrogel a base de biocelulose a 1% controlou a formacgéo de
tecido de granulacdo exuberante e também encontrar alguma relacdo com o0s
resultados da expressao génica relativa do TNF-a e IL-6. A partir dos resultados desta
pesquisa, como nao houve diferenca significativa entre os grupos em nenhum dos
tempos avaliados para a expressao génica relativa de IL-10 (Figura 11), nao foi
possivel afirmar que a IL-10 atuou diminuindo a resposta inflamatéria ou controlando
a formacéo de tecido de granulacdo exuberante em feridas tratadas com o hidrogel a

base de biocelulose a 1%.

Os fatores de crescimento também sdo amplamente estudados na cicatrizacao
prejudicada, jA que a ativacdo dos fibroblastos para sintetizar o colageno é
dependente de fatores de crescimento e das préprias condi¢cdes metabdlicas da ferida.
Porquanto, investigamos a expressado génica do TGF-B que no geral favorece a
deposicado de matriz extracelular (THEORET et al., 2001). Em um estudo realizado
em camundongos demonstrou que o TGF-B induz a secreg¢ao de colageno tipo | por
fibroblastos (GORDON J.R., GALLI S.J. 1995). No entanto, uma proliferacédo
potencialmente elevada de fibroblastos liberando niveis aumentados de matriz
extracelular pode contribuir para fibroplasia observadas nas feridas em geral. Assim,
a supressao do TGF-f relaciona-se a reducéo da formacao de tecido de granulacao
exuberante e melhora no aspecto de feridas em membros de cavalos (SILVEIRA, et.al,
2010). Segundo THEORET et al. (2001), uma expressao significativamente reduzida
de TGF-B pode regular substancialmente os processos fibréticos de feridas toracicas.
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Os resultados desta pesquisa, ndo permitem afirmar que o hidrogel a base de
biocelulose a 1% interferiu na expressao génica do TGF- e consequentemente na
regulacéo positiva ou negativa da deposicdo de matriz extracelular, visto que nao
houve diferenca significativa entre os grupos em nenhum dos momentos avaliados
(Figura 11). No geral, nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos niveis de
expressdo génica das citocinas entre feridas tratadas com o hidrogel a base de
biocelulose a 1% e as feridas nao tratadas e ndo foi observado também um padréo de
expressdo génica relativa. O hidrogel a base de biocelulose a 1% nao induziu
respostas inflamatorias locais diferentes entre os animais tratados e nao tratados
guando avaliamos estes marcadores em especifico, no entanto outros mediadores
envolvidos na cicatrizacdo de feridas e que ndo foram analisados nesta pesquisa
podem apresentar diferengas significativas.

Identificamos que dentre as limitacdes deste estudo podemos citar o reduzido
namero de animais utilizados na pesquisa, que poder ser justificado devido ao elevado
custo da manutencdo destes animais, bem como dos insumos necessarios para
andlise molecular e a escolha das citocinas selecionadas para a avaliagao.

Adicionalmente, estes resultados sdo de feridas cirargicas agudas
experimentais, diferindo das feridas rotineiramente encontradas na clinica de equinos.
Um modelo experimental com feridas cronicas, contaminadas ou mais profundas
poderia fornecer informacdes clinicas mais relevantes, porém tal modelo inexiste e a
incluséo de feridas crénicas de animais atendidos numa rotina introduziria um grande

namero de variaveis ndo controladas, justificando a utilizacdo deste modelo.

Os resultados em ensaios quantitativos da PCR revelam apenas a regulacao
de proteinas no nivel transcricional (MRNA) e ndo a regulacdo pés-transcricional, a
regulacéo da traducéo ou até a degradacao da proteina. As analises destes genes no
nivel da proteina provavelmente trariam informacdes diferentes. Assim sendo, a
combinacdo da técnica de RT-gPCR a outros métodos de andlise, como
imunohistoquimica, ELISA ou Western Blot em futuras pesquisas podera melhorar
ainda mais a compreenséao dos efeitos do hidrogel a base de biocelulose a 1% na

cicatrizacdo da espécie equina.
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8  CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo do hidrogel a base de biocelulose a 1% foi realizada de forma
inédita na literatura veterinaria sendo utilizado em feridas experimentais epiteliais
realizadas na espécie equina.

E nas condicdes experimentais deste estudo, conclui-se que o hidrogel a base
de biocelulose a 1% foi eficaz na cicatrizacao epitelial de equinos, pois interferiu a
nivel macroscopico e microscépico, ja que as feridas tratadas apresentaram um tecido
cicatricial com aspecto superior além de promover um efeito celular anti-inflamatorio,
visto que o uso do hidrogel a base de biocelulose a 1% inibiu a migracdo de neutrofilos

PMN na regido da ferida.

A nivel molecular ndo se constatou com estes dados interferéncia do hidrogel
a base de biocelulose a 1% no processo cicatricial de feridas experimentais na espécie
equina. Mas, assim como na medicina humana, o hidrogel de biocelulose pode ser
uma terapéutica promissora na cicatrizacdo de feridas de equinos e continuidade
desta pesquisa investigando o seu efeito molecular nas diferentes fases da
cicatrizacdo pode auxiliar na compreenséo de sua agéo no processo de cicatrizagcéo
de feridas, principalmente feridas de dificil cicatrizacdo, tanto na medicina veterinaria

como na medicina humana.
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