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RESUMO

A antibioticoterapia visa reduzir ou eliminar o numero de microrganismos presentes
na ferida. Os sistemas de liberacdo de farmacos, como os transdérmicos, séo
fundamentais para promocao de acdes terapéuticas, onde é possivel controlar a
liberacdo dos farmacos por um longo periodo. O latex extraido da seringueira Hevea
brasiliensis, um polimero natural, destaca-se por suas propriedades fisicas e pela
producdo de biomembranas. Acerca disto, 0 objetivo deste estudo visou avaliar
diferentes tratamentos de feridas induzidas em ovinos utilizando biomembrana de
latex com e sem gentamicina quanto a melhora da cicatrizacao e reducao da carga
bacteriana, correlacionando a carga bacteriana e cicatrizagédo, e verificar possiveis
alteracdes dos marcadores bioquimicos de lesdo hepatocelular e funcdo renal
causadas pelas biomembranas. Para isso, 10 ovinos receberam trés ferimentos no
hemitorax esquerdo e direito, os quais ficaram expostos por 24 h, a fim de promover
contaminagdo microbiana. Apds isso, 0s animais receberam tratamento, de forma
aleatdria (randomizada), com cobertura de biomembrana sem e com gentamicina ou
nao receberam cobertura alguma (grupo controle). Foi realizado a microscopia de
forga atbmica nas biomembranas. As feridas foram avaliadas morfometricamente e
guanto a carga bacteriana total, e além disso, foi testada a sensibilidade a diferentes
antimicrobianos e as préoprias biomembranas. Foi realizada avaliacdo hematologica e
bioquimica para verificar alteracdes renais e hepaticas. Foi verificado o processo
cicatricial por andlises histoloégicas nos momentos dia zero (M0), dia treze (M13) e dia
vinte e cinco (M25). As diferencas entre os tratamentos foram verificadas pelo teste
de ANOVA com pos-teste de Tukey ou Friedman com pds-teste de Dunn, e as
correlacdes foram realizadas pelos coeficientes de Pearson ou Spearman. Observou-
se uma superficie uniforme com presenca de granulos nas biomembranas sem
farmaco e nas incorporadas a dispersdo homogénea do farmaco, nao alterando a
estrutura da superficie. As biomembranas com ou sem associa¢ao do antibiético ndo
aceleraram o processo de cicatrizacao de feridas cutaneas em ovinos. O tamanho das
feridas tratadas reduziu em 40% em 7 dias e o fechamento total ocorreu em 25 dias.
Os testes hematoldgicos e bioquimicos ndo apresentaram alteracdes relevantes, nem
renais e hepaticas. Nao houve correlacdo entre o tamanho da ferida e a carga
bacteriana. Das 121 coldnias isoladas, as mais frequentes foram Staphylococcus
coagulase negativa (50,41%). A biomembrana de latex com gentamicina promoveu
reducdo da carga bacteriana sem inducdo de resisténcia antimicrobiana. Observou-
se aumento da inflamacéo no M13 da ferida controle e no M13 e M25 dos tratamentos
com a biomembrana de latex e de latex incorporado com gentamicina. A biomembrana
incorporada com o antimicrobiano promoveu melhor aparéncia macroscopica da
cicatrizagdo sem evidéncia de cicatrizes hipertroficas e queloides.

Palavras-chave: Biomembrana de latex natural. Liberacdo sustentada. Atividade
antimicrobiana. Biomaterial. Liberacdo de Farmaco.
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ABSTRACT

The antibiotic therapy aims to reduce or eliminate the number of microorganisms living
in the wound. The releasing system of drugs, like transdermal ones, are fundamental
for the promotion of therapeutical actions, which make it possible to control the release
of drugs for a long period. The latex extract from the rubber tree Hevea brasiliensis, a
natural polymer, stands out for its physical features and for the production of
biomembranes. Hereof, the objective of this study aims to evaluate different treatments
of experimental wounds in ovine using latex biomembranes with or without gentamicin
in relation to the improvement of healing and reduction of the of bacteria, correlating
to the load of bacteria and wound healing, checking possible alterations of the
biochemistry markers of hepatocellular injuries and renal functions caused by the
biomembranes. To this end, 10 ovine received three wounds in their left and right
hemithorax, which were exposed for 24 hours, aiming to promote macrobiotics
contamination. After that, the animals received treatment, in a random way, with the
coverage of the biomembrane with or without the gentamicin or didn’t receive any
coverage (control group). Atomic force microscopy was conducted in the
biomembranas. The wounds were evaluated morphometrically in relation to the total
load of bacteria, and besides that, the sensibility was tested to different antimicrobials
and to the biomembranes themselves. Hematologic and biochemistry evaluation was
made in order to check renal and liver changes. The healing process was verified
through histological analyses in the moments day zero(MO), day thirteenth (M13) and
day twenty-fifth(M25). The differences between the treatments were verified by the
ANOVA test with post-test of Tukey or Friedman with post-test of Dunn, and the
correlations were made by the coefficients of Pearson or Spearman. An even surface
containing granules was seen in the biomembranes without drugs and in the
incorporated ones a homogeneous dispersion of the drugs was observed, which didn’t
change the aspect of the surface. The biomambranes with or without the association
of the antibiotics didn’t accelerate the healing process of skin wounds in ovine. The
size of the wounds treated was reduced by 40% in 7 days and the total healing of the
wounds happened in 25 days. The hematological and biochemical tests didn’t show
significant changes, neither renal nor hepatic. There wasn’t correlation between the
size of the wound and the bacterial load. From the 121 isolated colonies, the more
frequent ones were Staphylococcus with negative coagulases (50,41%). The latex
biomembrane with gentamicin promoted the reduction of the bacterial load without the
induction of antimicrobial resistance. It was observed an increase in the inflammation
in M13 of the wound control and in M13 and M25 of the treatments using the latex
biomembrane and with latex incorporated to gentamicin. The incorporated
biomembrane with antimicrobials promoted better macroscopic aspect of the healing
with no evidence of hypertrophic scars or keloids.

Keywords: Natural Latex Biomembrane. Sustained Release. Antimicrobial Activity.
Biomaterial. Drugs Releasing.
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1. INTRODUCAO

A aplicacdo de antibioticos topicos em um sistema de absorgdo percutanea
originou-se em 1965, sendo um processo adotado por Stoughton (ALLEN JR;
POPOVICH; ANSEL, 2013).

O emprego da terapia antimicrobiana topica € comumente utilizado em feridas
procedentes ou ndo de procedimentos cirdrgicos e tratamentos cronicos
(LINEAWEAVER et al., 1984) na finalidade de reduzir, eliminar (FOSSUM, 2013) e
prevenir contaminacdo bacteriana (GERONEMUS; MERTZ; EAGLSTEIN, 1979).
Ademais, a carga bacteriana presente no sitio da ferida pode ser considerada néo
somente um risco de infeccdo, mas também um fator de retardo cicatricial, ma
formacdo do tecido de granulacdo, exsudacdo excessiva e presenca de dor
(KRAHWINKEL; BOOTHE, 2006).

A classe dos aminoglicosideos séo bactericidas e agem contra microrganismos
Gram-negativos aerdbicos, comumente encontrados em lesGes expostas e sdo
aplicados para prevenir infeccdes por estes (GARNER et al., 2020).

A antibioticoterapia pretende reduzir ou eliminar o niumero de microrganismos
presentes na ferida, sendo que no tratamento de feridas abertas, a antibioticoterapia
topica € preferivel a sistémica (WELCH FOSSUM, 2013), na medida em que a
aplicacdo topica propicia maiores concentracdes de antibidtico na ferida
independentemente da circulacao sanguinea local (KRAHWINKEL; BOOTHE, 2006).
Além dos riscos da infeccédo, a presenca de microrganismos atrasa a cicatrizacao dos
tecidos, ocasionando em ma formacao do tecido de granulagéo, exsudacao excessiva
e aumento da dor (KRAHWINKEL; BOOTHE, 2006).

O sistema de liberacéo do principio ativo da forma farmacéutica, seja ela liquida
ou sélida, é a principal etapa do desenvolvimento de um medicamento, pois o foco
principal é conseguir com que o agente terapéutico chegue ao local especifico com
niveis de concentracdo suficiente para desenvolver o efeito terapéutico desejado
(HERCULANO et al., 2009).

Para uma melhor compreenséo, quando é administrado um medicamento por
via oral ele percorrer todo o trajeto do trato gastrointestinal para ser absorvido e chegar
na corrente sanguinea para alcancar a regido-alvo necessaria para o efeito

terapéutico. Nos ultimos anos os materiais poliméricos tem se sobressaido no
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desenvolvimento de matrizes para liberacéo controlada de farmacos (HERCULANO;
BRUNELLO; GRAEFF, 2007).

O desenvolvimento de um novo sistema de liberacdo de farmacos €
fundamental na promocdo das acOes terapéuticas, contudo isto s6 é possivel a
medida que novas tecnologias sdo desenvolvidas, de forma a reduzir as limitacdes
existentes nas terapias existentes (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Um método interessante para o transporte de farmacos sédo as formulagbes
transdérmicas, que facilitam a passagem do farmaco através da pele, com a finalidade
de atingir a circulacdo sanguinea e que representa uma alternativa em relacédo as
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas dos farmacos (SILVA et al., 2010).

Os polimeros séao o principal suporte para o desenvolvimento de um sistema
transdérmico para entrega de medicamentos, 0s quais funcionam como reservatério
de farmacos ou formadores de matriz (Figura 1) (KANDAVILLI; NAIR;
PANCHAGNULA, 2002).

Figura 1: Representacdo de sistemas de entrega transdérmica de farmacos.

Sistema Micro
] reservatorio
M Suporte B Reservatorio

Controle liberacdo [l Camada liberagéo
Camada adesiva B Base oclusiva

Sistema Sistema Sistema Adesivo
Reservatério Dispersao/Matriz

Fonte: Adaptado de Kandawvilli; Nair; Panchagnula, 2002.

A entrega transdérmica de farmacos podem ocorrer por diferentes sistemas,
entre os quais, temos 0s sistemas reservatorios onde o farmaco encontra-se entre
uma camada de suporte impermeavel e uma membrana polimérica que controla a taxa
de liberagdo, ou os farmacos podem estar dispersos em polimeros adesivos nos
sistemas matriciais, e nos sistemas de dispersdo-matriz, no qual o farmaco é disperso
em uma matriz polimérica hidrofilica ou lipofilica, e os sistemas de micro reservatorio
que combina sistemas de reservatorios e dispersdo em matriz (KANDAVILLI; NAIR;
PANCHAGNULA, 2002).

Dentre estas aplicacdes, destacam-se 0 uso nas cicatriza¢des de feridas, que

pode ocorrer por primeira intencéo (as bordas das feridas estdo justapostas sendo
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possivel uni-las), por segunda intencédo (as bordas ndo estdo préximas, ndo sendo
possivel a unido e a ferida cicatriza-se de forma aberta) ou de terceira intencao
(corrigidas cirurgicamente apos formacdo de tecido de granulagdo) (MARIA DE
FATIMA; ANDRADE; MORIYA, 2008).

O processo dinamico para restauracdo da estrutura lesionada ocorre
imediatamente com a liberacdo de granulos de plaquetas, contendo citocinas e fatores
de crescimento que permitem o recrutamento de células inflamatdrias para o sitio da
lesdo (GURTNER et al., 2008; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009).

O processo de cicatrizacao de uma ferida ndo pode ocorrer sem a formacao de
Novos vasos sanguineos, processo denominado de angiogénese (DVORAK et al.,
1995; SINGER; CLARK, 1999).

A atividade angiogénica é fundamental para 0s organismos vivos em processos
como o crescimento de orgaos, reproducdo e reparacdo de feridas. Caracteriza-se
pela formacédo de novos vasos sanguineos a partir da vascularizacdo pré-existente,
envolvendo a proliferagcdo, migracdo, regulacdo e diferenciagdo das células
vasculares durante o processo de cicatrizacao, benéfica na recuperacéo de lesdes,
tais como acidente vascular cerebral isquémico, quando bem regulada (MELO-REIS
et al., 2010).

Dessa forma, a sequéncia do processo cicatricial inicia-se com o
desbridamento local (fase inflamatéria), formacdo de tecido de granulacdo e
angiogénese, seguido de proliferacao de fibroblastos, formacéo de matriz extracelular
e colageno, reepitelizacdo e remodelamento tecidual (GURTNER et al., 2008;
VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ, 2009).

A Figura 2, representa o esquema do processo de cicatrizacdo de feridas sem
infeccdo, o que compreende a fase de hemostasia, onde ocorre a formacao do
coagulo sanguineo evitando o sangramento e a contaminacdo microbiana.
Posteriormente ocorre a fase inflamatoria responsavel pela liberacdo de plaquetas e
gueratindcitos, além de fatores de crescimento e citocinas precursores da formacéo
de novos vasos. Na fase da proliferacdo ocorre a chegada das células epiteliais, na
borda da ferida, em conjunto com a angiogénese e a producdo de colageno pelos
fibroblastos, formando assim uma nova matriz extracelular. Desta forma a lesdo é
regenerada de forma continua, onde os fibroblastos se diferenciam em
miofibroblastos, os quais apresentam um maior efeito contratil favorecendo o
fechamento da leséo (KARPPINEN et al., 2019; PEREIRA et al., 2019).
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Figura 2: Esquema do processo de cicatriza¢édo de feridas com células envolvidas em
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Fonte: Adaptado de Tottoli et al., 2020.

O processo de cicatrizacdo das feridas provenientes de traumatismos e
cirurgias, também chamadas de feridas agudas, segue as etapas normais do processo
cicatricial de forma previsivel e organizada. As feridas classificadas como crénicas,
como as Ulceras de pressao, vasculares e diabéticas, se caracterizam pela reparacdo
tecidual de forma desordenada devido a etapa de inflamacdo persistente,
aparecimento de microrganismos e formacéao de biofilme (TOTTOLI et al., 2020).

As feridas cronicas geralmente sdo infectadas por Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, o que pode
interferir no processo cicatricial. Uma vez instalada a infec¢gdo, os microrganismos
podem chegar a corrente sanguinea e/ou levar a formacdo de biofilme, uma matriz
rica em nutriente que protege os microrganismos aumentando sua proliferacdo e
deixando-os mais resistentes aos tratamentos (GARMS et al., 2019; TOTTOLI et al.,
2020).

Existem uma série de antibidéticos comumente empregados para o tratamento
de infec¢cbes dérmicas, tais como: ciprofloxacina, metronidazol, moxifloxacina,
gentamicina, etc. O sulfato de gentamicina (C21H4307) é um complexo de
aminoglicosideo congéneres com as principais estruturas C1, Cla, C2, C2a e C2b,
produzido por fermentacédo de Micromonospora purpurea ou M. echinospora, utilizado
como o sal de sulfato (Figura 3) (FRIESEN et al., 2018; GEMEINDER et al., 2021).
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Figura 3: a) Estrutura do sulfato de gentamicina; b) Estruturas que se diferem na

posicdo 5’ e 6’ no anel 1.
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Fonte: Adaptado de O’Sullivan et al., 2020.

Trata-se de um antibiotico de largo espectro e que apresenta sua ac¢ao por inibir
0 crescimento de uma vasta variedade de microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos, incluindo espécies resistentes a tetraciclina, cloranfenicol, canamicina, e
colistina, especialmente as Pseudomonas spp., Proteus spp., Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. (KORZYBSKI; KOWSZYK-GINDIFER; KURYLOWICZ, 2013).

Os aminoglicosideos apresentam caracteristicas bactericida, sdo melhor
absorvidos com a pele lesionada, queimada ou em processo de cicatrizacado, e mesmo
com a descobertas de novas classes de antimicrobianos, seu uso persiste devido a
frequentes problemas de resisténcia bacteriana (FERNANDES et al., 2009)

O mecanismo de acdo do farmaco ocorre na inibicdo da sintese protéica
bacteriana por ligacdo a subunidade ribossomal 30S, levando a leitura incorreta do
RNA mensageiro, ocasionando a morte celular (AMSTERDAM, 2015).

A gentamicina pode ser aplicada topicamente para tratamento de infeccfes
locais, como impetigo contagioso, dermatite eczematosa e dermatite seborreica, e
infec¢des oculares superficiais (conjuntivites, ceratites, ceratoconjuntivites, tlceras na
cornea, blefaroconjuntivites) (BRASIL, 2017).

Como desvantagem, o sulfato de gentamicina, quando utilizado em altas
concentracbes e por um longo periodo de tempo, promove sérios problemas de
toxicidade (nefrotoxicidade e ototoxicidade) (OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN,
2006).

As drogas nefrotéxicas levam a um desequilibrio dos mecanismos fisiol6gicos
da filtracdo glomerular e tubular, ocasionando o aumento dos niveis de creatinina
sérica (MARTINEZ et al., 2006).
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A otoxicidade se da pelo acumulo do farmaco na endolinfa e perilinfa do ouvido
interno e consequentemente leva a perda de audicdo (GARDNER et al., 2016).
Ademais, outros 6rgdos também parecem ser afetados, como o figado, induzindo ao
aumento da atividade sérica das enzimas hepaticas, além de ocorrer infiltracdo
leucocitaria, congestao e necrose hepaticas (GARDNER et al., 2016; NAJAFI et al.,
2017).

Todos esses efeitos adversos parecem ser reduzidos quando a gentamicina €
aplicada topicamente, reduzindo a absorcdo sistémica da mesma (WANG et al.,
2019). Todavia, seu uso se faz importante pelo amplo espectro de acdo diante das
bactérias Gram-negativas, além do baixo custo em relacdo a outras classes de
antimicrobianos de igual efetividade (ALMEIDA; WAGNER, 2014).

A incorporacdo de antibidticos em dispositivos para liberacdo controlada tem
se tornado uma pratica comum no meio médico, pois proporcionam uma elevada
concentracdo do farmaco no local infectado, sem que haja toxicidade sistémica
(FERNANDES et al., 2009).

Os biopolimeros naturais tém sido uma alternativa interessante como suporte
para liberacao controlada, tais como a quitosana, alginato, celulose e o latex natural.
O latex natural utilizado é extraido da seringueira Hevea brasiliensis, uma arvore
extensivamente cultivada no sudeste da Asia, no entanto € nativa da bacia do rio
Amazonas, no Brasil (GEMEINDER et al., 2021). Este suporte tem se mostrado
promissor em aplicagcbes biomédicas, onde pesquisas demonstraram que o latex
natural € um material biocompativel com inUmeras aplicacbes (FRADE et al., 2001,
HERCULANO et al., 2010).

O biomaterial apresenta alta resisténcia mecéanica e baixo custo. Outros
estudos evidenciaram que o latex possui a propriedade de acelerar a angiogénese e
gue algumas moléculas angiogénicas, como fatores de crescimento, sdo conhecidos
por estimular a proliferacao celular (Figura 4) (ALVES, 2010; FERREIRA et al., 2009).



29

Figura 4: Implante de biomembrana de latex — Angiogénese: a) Controle, b)
Tratamento.

Fonte: (FERREIRA et al., 2009).

A utilizacdo do latex com o intuito de cicatrizacdo ja foi descrito em humanos
em feridas de pacientes diabéticos (NUNES et al., 2016), Ulceras venosas cronicas
(FRADE et al., 2012), feridas e queimaduras (SILVA; ALENCAR, 2017) e em animais
avaliando-se a reparacdo tecidual de bovinos (ZIMMERMANN et al., 2018), de
coelhos em transplante conjuntival (PINHO et al., 2018), em estomago (FERREIRA et
al., 2014) e feridas cutaneas (ROSA, 2016); em ratos em lesao térmica corporal por
escaldamento (BOLINA-MATOS et al., 2013), neoformagédo tecidual (ANDRADE,
2007), lesBes cutaneas agudas (BOLINA-MATOS et al., 2013), regeneracdo de 0Ssos
longos (CARLOS et al, 2019) e em cdes em herniorrafia diafragmatica
(ZIMMERMANN et al., 2008).

Contudo, apesar de seu potencial cicatricial, a biomembrana de latex néo
apresenta atividade antimicrobiana quando ndo impregnada a uma substancia com
essa finalidade (GARMS et al., 2017).

Yonashiro Marcelino et al. (2018), ao analisarem biomembranas incorporadas
com o antifungico fluconazol observaram em ensaios in vitro a liberagdo do farmaco
pela biomembrana por 48 h. Em ensaios baseados na metodologia de difusdo em
disco e diluicho em caldo, verificaram de forma positiva a susceptibilidade do
microrganismo Candida albicans frente a biomembrana com o farmaco em
concentracdes de 25 ug e 50 pg, sugerindo seu uso como curativo dermatologico.

Outro estudo com antifingico incorporado ao latex natural foi apresentado por
Silva et al. (2020), no qual o farmaco utilizado foi o voriconazol. Dentre 0s ensaios
realizados neste estudo, relataram que a biomembrana liberou 13,23% do farmaco
em 1 hora e 24,20% durante 48 horas, o que demonstra a liberacédo sustentada e em

testes de macrodiluicdo a biomembrana incorporado com o voriconazol apresentaram
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valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) de 4,37 pg. mL? frente ao
microrganismo Candida parapsilosis.

Tanaka et al. (2021), incorporaram sulfadiazina de prata ao latex natural com o
escopo de desenvolver um curativo dérmico para o tratamento de queimaduras
infectadas com Candida ssp. . Em suas analises observaram que a biomembrana
produzida com o farmaco liberou a 32,4% da sulfadiazina de prata ao longo de 192
horas e no ensaio de macrodiluicdo o curativo desenvolvido inibiu o crescimento dos
microrganismos Candida albicans e Candida parapsilosis em concentragfes de 75,0
e 37,5 ug. mL ™.

Em ensaios realizados em biomembranas de latex contendo o farmaco
metronidazol incorporado, observou-se a entrega do farmaco, em ensaios in vitro, de
10,63mg (53,15%) por 29,9 horas e ainda quando o metronidazol foi incorporado ao
latex, ndo houve interacdo quimica conforme resultados dos testes em espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (HERCULANO et al., 2011).

Garms et al. (2017), apresentaram resultados satisfatorios ao analisarem
biomembranas de latex incorporadas com ciprofloxacino, um antimicrobiano efetivo
aos microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. Nos ensaios realizados
parametrizados com a metodologia de diluicdo em caldo, os resultados revelaram
inibicdo bacteriana completa da biomembrana com o farmaco frente ao fungo
Burkholderia lata.

Apesar de recentemente alguns trabalhos mostrarem a incorporacdo de
antimicrobianos e antifUngicos nas biomembranas de latex, até o momento, ndo
existem estudos avaliando o efeito da biomembrana de latex na cicatrizacéo de feridas
em ovinos, nem mesmo estudos avaliando sua toxicidade por meio da avaliacao das
alteracdes laboratoriais e dos parametros clinicos e padrdo microbiologico
decorrentes do uso da biomembrana de latex impregnada com gentamicina.

Em estudos com outras espécies, Fernandes et al. (2009) descreveram 0 uso
de quitosana como dispositivo de liberacdo controlada de gentamicina e avaliaram in
vitro a resisténcia de Staphylococcus aureus (S. aureus), Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) e Klebsiella pneumoniae, tendo um crescimento bacteriano inibitorio
satisfatorio.

Ja Gemeinder et al., (2021), ao avaliar as bactérias S. aureus e Escherichia coli
(E. coli), observaram que a biomembrana de latex natural puro induziu halo inibitorio

de crescimento bacteriano para o S. aureus e nao apresentou acao antimicrobiana
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para E. coli, enquanto a mesma biomembrana incorporada com gentamicina
desencadeou halos de inibicdo maiores que as referéncias em ambos os

microrganismos testados.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia do tratamento de feridas induzidas experimentalmente em

ovinos utilizando biomembrana de latex com e sem gentamicina.

2.2 Objetivos Especificos

Comparar os marcadores de lesdo hepatocelular dos ovinos que receberam
ferida cirtrgica antes e ap0s a aplicacdo da biomembrana de latex incorporada com
gentamicina, objetivando avaliar possivel hepatotoxicidade.

Comparar os marcadores de séricos de funcéo renal dos ovinos que receberam
ferida cirargica antes e apds a aplicacdo da biomembrana de latex incorporada com
gentamicina, objetivando avaliar possivel nefrotoxicidade.

Comparar a é&rea de feridas em ovinos realizadas cirurgicamente sem
tratamento algum (controle) com a area de feridas tratadas com biomembrana de latex
e biomembrana de latex impregnada com gentamicina.

Comparar a carga bacteriana de feridas em ovinos realizadas cirurgicamente
sem tratamento algum (controle) com a carga bacteriana de feridas tratadas com
biomembrana de latex e biomembrana de latex impregnada com gentamicina.

Verificar se a aplicacdo de biomembrana de latex impregnada com gentamicina
€ capaz de selecionar bactérias resistentes a esse antibiético no teste de sensibilidade

a antimicrobianos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de ética

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Centro Universitario das Faculdades Integradas de Ourinhos (Unifio) sob protocolo
namero 022/2018 (ANEXO A).

3.2 Selecao dos animais

Todos os ovinos incluidos no projeto foram provenientes da Fazenda
Experimental da Unifio. Os animais foram mantidos em sistema intensivo em baias
individuais medindo 2,0 x 1,5 m, cercadas de madeira, e receberam alimentacao
composta por volumoso e concentrado. O volumoso é silagem de milho a vontade e o
concentrado é racao farelada composta por 63% milho, 34% soja e 3% sal mineral,
sendo fornecido duas vezes ao dia na quantidade de 250 g/animal no periodo da
manha e da tarde.

Cada baia possui bebedouros individuais em seu interior com fornecimento a
vontade. Todos os animais foram vermifugados e apresentam controle parasitario em
dia (Figura 5).

Figura 5: Ovinos: a) Aprisco individual; b) Roupa protetora

e i D

Fonte: Arquivo pessoal.

Foram selecionados 10 ovinos, sendo cinco machos e cinco fémeas com idade

entre 1,5 e 3 anos, da raca Santa Inés, de pelagem curta, pesando entre 30 e 40 kg,
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sem alteracdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas (Tabela 1) uma semana antes

da realizacéo da ferida cirargica.

Tabela 1: Dados hematolégicos e bioquimicos (média e desvio-padrao) dos ovinos
selecionados para inclusdo no estudo (n=10).

Parametro Resultado Referéncia
Hematologia
Volume globular % 30,50 £ 2,27 27 - 45
Hemacias (x10?/L) 9,05+0,74 9-15
Hemoglobina (g/dL) 10,19+ 0,76 9-15
VCM (%) 31,70+ 0,82 28 — 40
CHCM (%) 36,14 + 3,01 31-34
Leucécitos totais (x10%L) 8,19+ 2,35 4-12
Neutréfilos segmentados (x10°/L) 2.959 + 974 700 - 6.000
Linfocitos (x106/L) 4,529 + 1.488 2.000 —9.000
Mondcitos (x10°/L) 243 + 157 0-750
Eosindfilos (x108/L) 428 + 239 0-1.000
Basofilos (x108/L) 0+0 0-300
PPT (g/dL) 6,68 + 0,19 6,0-75
Fibrinogénio g/dL 0,24 £ 0,08 0,2-0,6
Plaguetas (10%L) 530,40 + 152,34 300 - 600
Biogquimica
Albumina (g/dL) 2,91+0,61 2,4-3,0
AST (UI/L) 99,20 + 23,59 60 — 280
Creatinina (mg/dL) 1,21 +£0,18 1,2-19
Proteina total (g/dL) 6,78 + 0,80 6,0-7,9
Ureia (mg/dL) 34,57 + 9,65 17 -42
GGT(UIL) 34,92 + 4,76 20 -52

Valores de referéncia para a espécie ovina: Hematologia (WOOD, QUIROZ-ROCHA, 2010)

e bioquimica (KANEKO et al., 2008). Abreviacfes: AST, aspartato aminotransferase; CHCM,
concentracdo hemoglobinica corpuscular média; GGT, gamaglutamil transferase; PPT, proteina
plasmatica total; VCM, volume corpuscular médio.

3.3 Confeccédo das biomembranas

A confeccao das biomembranas seguiu o protocolo de Gemeinder et al. (2021).
Resumidamente, o latex natural foi adquirido comercialmente (BDF Comércio de
Produtos Agricolas Ltda., Guarantd, SP) e mantido em estado liquido pela adi¢cdo de
amonia com pH 10,0. O material foi centrifugado a 8000 g com a finalidade de reduzir
proteinas presentes no latex que poderiam ocasionar reacdes alérgicas.

O latex natural, quando em forma liquida, € formado basicamente por uma
suspensao de particulas de borracha envolvidas por moléculas fosfolipidicas e

proteinas, que pela repulsdo eletrostatica de suas cargas, deixam a suspensao
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estavel (Figura 6). Desta forma, se o pH da suspensdo diminuir, ou ocorrer a
evaporacao da agua ou com a acao de bactérias que secretam acido graxo, ela se
tornara instavel, o que resultari na coalescéncia das particulas de borracha formando
um coagulo de latex ou o latex sélido (NAWAMAWAT et al., 2011).

Figura 6: Particula de borracha de latex natural

’ Proteinas

' Fosfolipidios

Poli (cis-1, 4-sopreneno)

Fonte: Adaptado de Pegorin et al., 2021.

A biomembrana foi confeccionada por casting, depositando-se 3 mL de latex
sobre placa circular por no minimo 24 horas para a obtencéo da biomembrana em sua
consisténcia padrao.

Para a confeccdo das biomembranas de latex natural com sulfato de
gentamicina (Fagron, Fuan Pharm. Group Yantai Justaware Pharm. Co., Ltd, China)
uma solucao estoque do farmaco foi preparada diluindo a gentamicina em agua
destilada, obtendo uma concentragéo de 30 mg/mL. Para uma melhor homogeneidade
da solucao, o vortex foi utilizado por 5 min. Depois disso, as biomembranas foram
fabricadas depositando 3 mL de latex natural acrescidos de 3 mL de solugédo de
gentamicina, seguindo o mesmo procedimento de secagem da biomembrana sem

farmaco (Figura 7).
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Figura 7: Processo de confeccdo das biomembranas de latex por casting: a) Materiais
utilizados na producdo da biomembrana; b) Latex, ¢) Mistura latex com a gentamicina, d)
Deposicao do latex nos moldes, e€) Secagem da biomembrana, f) Biomembrana seca.

Fonte: Arquivo pessoal.

O desenvolvimento e caracterizagdo das biomembranas de latex puro e
incorporadas com gentamicina foi evidenciado em pesquisa anterior. Os ensaios de
caracterizagcdo das biomembranas como resisténcia mecanica, taxa de liberacao,

atividade antimicrobiana e hemolitica estdo descritas no Apéndice 1.
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3.4 Microscopia de forca atbmica — AFM

A microscopia de forca atbmica (AFM) tem como principio medir as for¢as ou
as interagfes entre uma ponteira e a superficie da amostra para produzir imagens a
partir de um material isolante ou ndo (PINTO; RAMOS; DA FONSECA FILHO, 2015).

A leitura das interac@es é realizada por uma sonda composta por uma ponteira
acoplada a uma haste flexivel (cantilever), a qual incide um feixe de laser que é refletido
através de uma lente em um fotodetector onde é medido as variacdes de posicéo e
intensidade produzidas pelas deflexdes do cantilever quando a ponteira entra em
contato com a superficie da amostra (Figura 8). Estas variacdes sdo armazenadas e
transformadas em imagens topogréficas da superficie da amostra (FERREIRA;
YAMANAKA, 2006)

Figura 8: Funcionamento da técnica de AFM: a) Esquema do sistema de microscopia
de forca atbmica, b) Topografia de “blend” latex natural com nanotubos de carbono.

a)

Laser
Foto Alavanca
Detetor e

Am'ﬂﬁtrﬂ @ 5 um . @
Fonte: (NEVES; VILELA; ANDRADE, 1998; SOUSA; SCURACCHIO, 2014).

Apresenta vantagens como imagem tridimensional, alta resolu¢do, a amostra
em analise ndo precisa ser recoberta com material condutivo, analise do material em
escala nanométrica e menor custo em relacdo aos microscopios eletrénicos
(HERRMANN et al., 1997).

Para a leitura topografica das biomembranas foi utilizado o equipamento
NaioAFM, Modelo NanoSurf (Suica) acoplado a um cantilever “CONTR” em modo

contato, com frequéncia de ressonancia 15-350kHz, obtendo imagens em duas e trés
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dimensdes (2D e 3D) com resolucdo de 256 x 256 ou 515 x 512 pixels em frequéncia

de 1 linha por segundo.

3.5 Protocolo de inducéo e tratamento das feridas

Cada animal recebeu seis feridas cutaneas na regido do gradil costal, sendo
trés do lado esquerdo (E) e trés do lado direito (D) com distancia de pelo menos 3 cm
entre os ferimentos (Figura 9).

Figura 9: Confecgéo das feridas: a) Esquema para indugéo das feridas; b) Marcacao
para inducéo das feridas.

Regido Escapula

a)

Regiao Caudal

Fonte: Arquivo pessoal.

As feridas receberam como tratamento cobertura de biomembrana de latex,
cobertura com biomembrana de latex impregnada com gentamicina ou como controle,
auséncia de cobertura direta da ferida.

A disposicao dos tratamentos em cada animal foi realizada por sorteio no dia
da aplicacdo do tratamento, sendo que cada ferida dos diferentes animais teve a
mesma chance de receber qualquer tratamento e o tratamento realizado do lado
esquerdo foi repetido no lado direito do mesmo animal.

Para confeccdo da ferida cirargica, foi realizada tricotomia, limpeza da regido
com agua e sabdo, seguido de antissepsia com clorexidine a 3% e clorexidine
alcodlico 0,5% em cada hemitorax do animal. A analgesia local foi realizada utilizando
lidocaina 5% sem vasoconstritor (Lidovet, Bravet, Rio de Janeiro, Brasil) e as trés

feridas em cada hemitérax foram confeccionadas com um punch (Figura 10) de
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fabricacdo prépria estérii medindo 30 mm de diametro, sendo a profundidade
suficiente apenas para passar as trés camadas da pele do animal. Entdo o tamp&o de

pele foi removido com auxilio de pinca e tesouras cirirgicas estéreis.

Figura 10: a) Punch 30 mm utilizado para confeccao das feridas cirargicas dos ovinos;
b) Remocé&o do tampéo de pele.

Fonte: Arquivo pessoal.

Apos realizacdo das feridas, as mesmas ficaram abertas e expostas por um
periodo de 24 h com o intuito de obterem-se feridas contaminadas. Os animais foram
mantidos em baias individuais, recebendo normalmente agua e alimentacéo normais.
Decorridas as 24 h, foi coletado material para avaliacdo microbioldgica e determinacéo
da carga microbiana inicial, posteriormente as feridas foram limpas com gaze e
solucéo fisioldgica estéreis, secas e receberam os tratamentos definidos por sorteio
(controle, biomembrana de latex ou biomembrana de latex com gentamicina). As
biomembranas foram fixadas a ferida com adesivo a base de etil cianoacrilato (TEK
BOND, Saint-Gobain, Embu das Artes, Brasil) (Figura 11).
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Figura 11: Demonstracdo das feridas induzidas cirurgicamente em um dos ovinos
selecionados para o experimento recebendo tratamento na seguinte sequéncia sorteada, da
esquerda para direita: biomembrana de latex, controle, biomembrana de latex com

gentamicina.

Fonte: Arquivo pessoal.

A cada 72 h, periodo maximo de liberacdo de gentamicina in vitro
(GEMEINDER et al., 2021; MARINHO et al., 2013; SILVA, 2015), as biomembranas
foram removidas, as feridas foram limpas com gaze e solucao fisioldgica estéreis e
novas biomembranas foram aplicadas. A troca das biomembranas e a limpeza das
feridas ocorreram até que a ferida estivesse completamente fechada, que segundo

nosso estudo piloto ocorreu entre 0 22° e 25° dia (Figura 12).
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Figura 12: As feridas cirdrgicas foram confeccionadas utilizando punch de fabricacéo
propria medindo 30 mm de didmetro no hemitérax direto na regido do gradil costal do ovino.
Decorridas 24 h abertas, as feridas receberam, da esquerda para direita, cobertura com
biomembrana de latex, cobertura com biomembrana de latex com gentamicina e ndo recebeu
cobertura alguma (controle). As feridas foram limpas e as biomembranas foram trocadas a
cada 72h.

T e vy 407 by 0 PR SRS
07 Ay N A3 v ™ o ve A7 e

Fonte: Arquivo pessoal.

O hemitérax direito foi utilizado para avaliagéo da cicatrizacdo e coleta do swab
para exame microbiolégico, enquanto o hemitérax esquerdo foi utilizado para coleta
de tecido para bi6psia e avaliacdo histopatoldgica.

A analgesia foi realizada utilizando dipirona sodica 500 mg/mL (Pironal,
Vetoquinol, S&o Paulo, Brasil) na dose de 5 mL/animal duas vezes ao dia (BID)
durante 3 dias. Nao foi utilizado antibiotico e anti-inflamatorio para que ndo houvesse

interferéncia com os tratamentos e com o0 processo de cicatrizagao.
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3.6 Coleta das amostras

Foram coletadas amostras para avaliacdo hematoldgica e bioguimica dos
animais, bidpsia da ferida para avaliacdo histoldégica do processo de cicatrizagédo e
swab para avaliacdo da carga bacteriana e realizacdo do teste de sensibilidade a

antimicrobianos (antibiograma), conforme resumo descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Esquema para coleta das amostras para avaliagdo hematoldgica,
bioguimica, microbioldgica e histopatoldgica, além de avaliacdo da cicatrizacdo nos ovinos
submetidos & procedimento cirdrgico para indugdo de feridas de pele medindo 30 mm de
diametro.

Dia ap6s aplicacdo do tratamento
Basal (0) 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31

Procedimento

Hemograma X X X X X X
Bioquimico X X X X X X
el X X X X X+ X+
bacteriana

Antibiograma X X X

_B|0pS|a para X X

histopatolégico

Avaliagao X X X X X X X X X X X

morfométrica
*Caso a ferida ainda esteja aberta. Se ao final de 30 dias ainda houver feridas abertas, a
avaliacéo persistira até o completo fechamento.

Para realizacdo do hemograma e obtencdo de soro para as analises
bioquimicas, o sangue foi colhido por puncdo jugular e acondicionado,
respectivamente, em tubo com K:EDTA (BD Vacutainer®, Becton-Dickson, New
Jersey, USA) e com ativador de coagulo (BD Vacutainer®, Becton-Dickson, New
Jersey, USA). O soro foi obtido apds o tubo permanecer em repouso por 20 min em
temperatura ambiente seguido de centrifugacao a 3.000 rpm por 10 minutos.

O swab para avaliacdo microbiologica foi colhido de forma padronizada sempre
pelo mesmo individuo, por meio de 10 passagens por toda a extensdo da ferida,
sempre rotacionando-o, seguido de acondicionamento em um tubo de vidro com
tampa contendo 1 mL de solucao fisiologica, ambos estéreis, tomando-se os devidos

cuidados para evitar contaminacéo (Figura 13).
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Figura 13: Procedimento de coleta dos swabs para analise microbioldgica nas feridas
do gradil costal direito, padronizado por 10 passagens pela ferida, sempre rotacionando,
sendo realizada sempre pelo mesmo individuo.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.7 Avaliacdo da cicatrizacao

3.7.1 Morfometria

A medida das areas das feridas foi realizada por meio de um paquimetro digital
(DISMA, DISMA Ferramentas, Brasil), conforme método preconizado por Marinho et
al., (2013). A partir da mensuragéo e multiplicagdo do maior comprimento e da maior
largura com paquimetro digital, a area da ferida foi estabelecida.

Paralelamente, foi realizada andlise da area da ferida utilizando programa
computacional ImageJ (verséo 1.47v, 2012). As imagens foram obtidas por camera
fotografica semiprofissional (Sony® Cyber-Shot DSC-H50, Carl Zeiss® - 31- 465 mm)
com resolucdo de 9.1 megapixels no formato JPEG (Joint Photographic Experts
Group).

O registro fotogréafico ocorreu com iluminagéo de luz solar para obtencéo de
melhor qualidade de coloracéo e a camera foi posicionada com eixo perpendicular ao
leito da ferida com distancia de 30 cm da ferida, sempre se utilizando uma régua para
controle da distancia e outra régua junto a ferida para utilizacdo como calibracdo pelo
programa. Sempre o mesmo operador, sem conhecimento acerca do tratamento
utilizado, realizou a demarcacdo manual da area/perimetro da ferida, sendo
considerado como borda o limite do tecido réseo de cicatrizagdo ou da pele integra.

A é&rea da ferida foi calculada apés calibracdo com a régua fotografada junto a

ferida, sendo a area fornecida em cm?. O percentual de contracdo (%C) das feridas
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foi mensurado segundo Coelho, Rezende e Tendrio (1999) pela féormula %Co = (Ai —
Af / Ai) x 100, em que Ai € a area no periodo inicial (primeiro dia pos-operatorio) e Af
€ a area mensurada no dia pés-operatorio correspondente. Os momentos em que

foram realizadas as avaliacdes morfométricas estdo descritos na Tabela 2.

3.8 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos

Para realizacdo do hemograma, as contagens de hemacias, leucdcitos,
plaguetas e determinacdo de hemoglobina foram realizadas em contador
automatizado de células sanguineas para uso veterinario (ABX Micros ESV 60, Paris,
Franca).

O volume globular foi determinado pelo método do microcapilar de Strumia
(11.400 rpm por 5 minutos) e a contagem diferencial de leucécitos juntamente com
avaliacao morfologica de hemacias, leucdcitos e plaquetas, foi realizada em esfregaco
sanguineo corado com corante hematolégico comercial (Instant-Prov, Newprov,
Pinhais, PR, Brasil), seguindo-se recomendac¢des de Jain (1986). A determinacédo de
proteina plasmatica total (PPT) e fibrinogénio plasmatico (FP), foram determinadas
seguindo as recomendacdes de Allison (2015), respectivamente por refratometria e
precipitacdo pelo calor a 56°C por 3 minutos.

As determinagbes bioquimicas foram realizadas em fotocolorimetro
semiautomatizado (BIO 2000, BioPlus, Barueri, SP, Brasil) utilizando conjunto de
reativos comerciais (Labtest Diagndstica SA, Lagoa Santa, MG, Brasil) de acordo com
as recomendacdes do fabricante.

As determinag¢des bioquimicas foram realizadas em duplicata a 37°C apés
calibracdo com calibrador (Calibra H, Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, MG,
Brasil) e verificacdo com controles comerciais niveis | (Qualitrol 1H, Labtest
Diagnostica SA, Lagoa Santa, MG, Brasil) e 1l (Qualitrol 2H, Labtest Diagnostica SA,
Lagoa Santa, MG, Brasil).

Os teores de colesterol total e triglicerideos foram determinados pelo método
enzimatico-Trinder, glicose pelo método glicose oxidase-Trinder e as atividades de
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) foi determinada
por metodologia cinética ultravioleta (UV), albumina por método colorimétrico com
verde de bromocresol, calcio total pelo método colorimétrico cresolftaleina, creatinina

por método colorimétrico do picrato alcalino — Jaffé, fosfatase alcalina (FA) pelo
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meétodo cinético de Bowers e McComb modificado, fosforo por determinacdo UV
segundo método de Daly e Ertingshausen modificado, gama GT (GGT) pelo método
de Szasz modificado, proteinas totais pelo método colorimétrico do biureto e ureia
segundo metodologia enzimatica UV. O teor de globulinas foi obtido a partir da
subtracao de albumina das proteinas totais. Os valores de referéncias utilizados foram

os descritos por Kaneko et al. (2008).

3.9 Identificacao bacteriana

Para avaliacdo da carga bacteriana das feridas, o swab colhido conforme
metodologia especificada anteriormente foi vortexado por 60 segundos e a quantidade
de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) dessa solugao foi
guantificada seguindo-se protocolo da NCCLS (2003). Resumidamente, 10 pyL da
solucdo inicial e de suas diluicdes (10! a 10°) foram inoculadas na superficie dos
adgares MacConkey e sangue de ovino desfibrinado a 5% (Himedia Laboratories,
india), utilizando alga de platina calibrada. O material foi distribuido em linha reta de
uma extremidade a outra da placa e perpendicularmente foram realizadas estrias com
a alca por toda a superficie do agar de maneira uniforme. O procedimento foi repetido
até que a superficie da placa estivesse completamente seca.

As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica (ECB Linea, Olidef CZ) a
37°C por 18 a 24 horas para determinacdo do numero de UFC/mL (Figura 14). Os
isolados bacterianos foram inicialmente identificados pela morfologia da colénia e
coloracdo de Gram (Conjunto para coloracdo de Gram, Labcenter, Campinas, SP,
Brasil). Apds isolamento bacteriano, as bactérias Gram-positivas foram submetidas as
reacoes de catalase e coagulase, enquanto as Gram-negativas foram identificadas
utilizando reagente comercial (Enterobactérias, Laborclin, Pinhais, PR, Brasil)

segundo as instrugdes do fabricante.
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Figura 14: Apés preparacao do inéculo bacteriano a partir do swab das feridas, exatos

10 pL foram semeados em placas de Petri com Agar Sangue e Agar MacConkey para
isolamento e determinacdo do numero de unidades formadoras de colénias por mililitro
(UFC/mL) de in6culo.
——

3.10 Teste de sensibilidade antimicrobiana

O teste de sensibilidade antimicrobiana foi realizado das colonias isoladas das
feridas seguindo a metodologia de disco-difusdo em agar Mueller-Hinton (Himedia
Laboratories, india), segundo método de Bauer et al. (1966). A densidade do in6culo
foi padronizada segundo solugdo padrdo de MacFarland 0,5 (1,8 x 108 UFC/mL)
(Nefelobac, Probac do Brasil, S&do Paulo, Brasil) e foram testados os seguintes
antibioticos: amoxicilina e acido clavulanico 20/10 ug, ampicilina 10 pg, azitromicina
15 ug, cefalexina 30 pg, ceftiofur 30 pg, ciprofloxacin 5 ug, cloranfenicol 30 g,
doxiciclina 30 pg, enrofloxacin 5 pg, gentamicina 10 ug, oxacilina 1 pg, penicilina G 10
Mg, sulfazotrim 25 ug, rifampicina 5 pg e tetraciclina 30 pg (Laborclin Produtos para
Laboratério, Pinhais, PR, Brasil). Adicionalmente, também foi avaliado o halo inibitério
dos discos de 5 mm da biomembrana de latex e biomembrana de latex impregnada
com gentamicina, com objetivo de verificar se as biomembranas foram capazes de

inibir o crescimento de bactérias presentes nas feridas de pele de ovinos (Figura 15).
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Figura 15: Antibiograma apds isolamento e identificacdo bacteriana.

Fonte: Arquivo pessoal.

A interpretacdo do diametro dos halos de inibicdo dos antibiéticos foi realizada
conforme critérios previamente estabelecidos (CLSI, 2013). Os halos da biomembrana
de latex e biomembrana de latex incorporada com gentamicina foram interpretados de
acordo com o halo de inibicdo da gentamicina, sendo classificado como resistente (R)

<12 mm, intermediario (I) de 13-14 mm, sensivel (S) >15 mm.

3.11 Avaliacédo Histopatoldgica

Para avaliacdo histolégica do processo cicatricial, foram realizadas biopsias
das feridas abrangendo o leito e a borda da ferida, alternando o local da puncao entre
os limites dorsal e ventral da ferida nos momentos de coleta.

Foi realizada antissepsia, bloqueio anestésico local e com auxilio de um punch
de 5 mm a pele foi incisionada, sendo o tampdo retirado com auxilio de pinga e tesoura
esteéreis.

Os fragmentos de pele foram conservados em formol a 10%, sendo
posteriormente fixados, clivados, diafanizados e incluidos em parafina. Cortes foram
realizados no em micrétomo com 5 um e corados com Hematoxilina e Eosina (HE)

para avaliagdo do infiltrado inflamatorio, vasos sanguineos e fibroblastos.
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As laminas foram visualizadas no microscopio Optico Opton com a camera
Opticam microscopia ligada ao notebook com o software OPTHD para captura das
imagens. Foram escolhidos 10 campos aleatérios de cada lamina com a objetiva de
40x.

A andlise histolégica compreendeu uma descricdo dos infiltrados inflamatérios,
realizada as cegas, que classificou a inflamacdo como crbénica (predominio de
leucécitos mononucleares), aguda (predominio de leucdcitos polimorfonucleares),
cronico-aguda (sem predominio, presenca de leucécitos mononucleares e
polimorfonucleares); e quanto a quantidade, classificando-os como 1 (infiltrado
inflamatorio que ocupa até 25% do campo em aumento 40x), 2 (entre 25% e 50%) e
3 (acima de 50%) (GARCIA et al., 2010; ZIMMERMANN et al., 2018).

A angiogénese foi classificada em 0 (ausente), 1 (menor do que no tecido
normal), 2 (igual ao tecido normal), 3 (maior que no tecido normal) (GARCIA et al.,
2010).

Os fibroblastos foram avaliados como descrito em Prabhu et al. (2012) 0
(ausente), 1 (presente apenas perivascular), 2 (presente em menos de 50% do tecido)

e 3 (presente em mais de 50% do tecido).

3.12 Anéalise estatistica

As variaveis foram testadas quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e as
diferencas entre os tratamentos foram verificadas pelo teste de ANOVA com medidas
repetidas e pds-teste de Tukey ou Friedman com poés-teste de Dunn. As correlacdes
foram realizadas pelos coeficientes de Pearson ou Spearman.

Todas as analises estatisticas foram efetuadas em programa computacional
(GraphPad Prism, v.6.00 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA,

www.graphpad.com), sendo considerados significantes quando p<0,05.



49

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microscopia de forca atbmica — AFM

A técnica de AFM é frequentemente utilizada nos ensaios de polimeros, uma
vez que sua topografia microscopica apresenta imperfeicdes que podem prejudicar
algumas de suas propriedades como a molhabilidade e adesao superficial. Ademais,
esta técnica ndo requer tratamento prévio da amostra, pode ser aplicada a qualquer
material, pois as leituras advém de interacdes atrativas e repulsivas entre a ponta e a
superficie, desta forma facilitando a elucidacdo da morfologia, microestruturas e
cristalinidade da superficie dos diferentes polimeros (SOUSA; SCURACCHIO, 2014).

As imagens obtidas pela microscopia de forga atdbmica sao formadas de acordo
com o modo de operacdo, 0 que envolve a distancia entre a ponteira e a amostra
durante a varredura, bem como a forma de movimenta-la sobre a superficie (PINTO;
RAMOS; DA FONSECA FILHO, 2015).

Os modos de operagao sao divididos em trés: modo contato onde ocorre um
leve contato fisico da ponteira com a amostra, no modo de ndo-contato a ponteira fica
a nandémetros de distancia da superficie da amostra, e no modo intermitente a ponteira
mantém um contato periddico com a amostra (FERREIRA; YAMANAKA, 2006;
PINTO; RAMOS; DA FONSECA FILHO, 2015).

A caracterizagdo topografica da biomembrana de latex puro produziu imagens
em 2D e 3D com dimensdes de 52 um x 52 ym, as quais foram ideais para observar
sua superficie (Figura 16). Na Figura 16a € possivel observar uma superficie uniforme
com presenca de granulos, sugerindo esta ocorréncia a coalescéncia das particulas
de borracha que acontece durante o preparo das biomembranas. A imagem em 3D
(Figura 16b), revela a superficie com formacdes de depressdes (poros) e elevacbes

gue podem facilitar a troca de fluidos entre os meios.
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Figura 16: Imagens de AFM biomembrana de latex puro: a) Imagem 2D (256 pixels);
b) Imagem 3D (512 pixels).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Nas imagens produzidas pelas biomembranas de latex incorporadas com
gentamicina (Figura 17), com dimensdes de 52 ym x 52 um, as quais foram ideais
para observar a disperséo do farmaco de forma homogénea néo alterando a forma da
estrutura da superficie da biomembrana, o que sugere que a interacdo entre latex-

farmaco ndo modificou a estrutura da gentamicina.

Figura 17: Imagens de AFM biomembrana de latex + gentamicina: a) Imagem 2D (256
pixels); b) Imagem 3D (512 pixels).
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Wei et al. (2020), observaram que a rugosidade em filmes de latex diminui com
0 passar do tempo, onde comparou os filmes de latex natural (FLN), filmes de latex
desproteinizado (FLND) e sem fosfolipidios (PF-FLND). Os autores observaram que
as proteinas e os fosfolipidios presentes no latex natural retardam o inicio imediato de
coalescéncia de suas particulas, o que demonstra uma maior rugosidade da superficie
em comparacao aos filmes de FLND e PF-FLND.

Comparando as imagens 3D das biomembranas (Figura 16b e 17b) observa-
se picos mais elevados na superficie das biomembranas com gentamicina sugerindo
gue o farmaco presente nestas elevacdes, por apresentar caracteristicas hidrofilicas,
sejam liberados mais rapidamente e posteriormente as particulas mais internas seriam

liberadas de forma sustentadas.

4.2 Avaliacao da cicatrizacao

A avaliacdo morfométrica foi o parametro utilizado para verificar o percentual de
contracao das feridas e os momentos em que foram realizadas as medidas receberam
denominacdo de momento basal (M0), quarto dia (M4), sétimo dia (M7), décimo dia
(M10), décimo terceiro dia (M13), décimo sexto dia (M16), décimo nono dia (M19),
vigésimo segundo dia (M22) e vigésimo quinto dia (M25).

Nas Figuras 18 e 19 é possivel comparar a evolugcdo da cicatrizacdo analisada
nos métodos utilizados para mensuracdo das feridas, pela paquimetria e software
digital (ImageJ), respectivamente. Observa-se, em ambas as Figuras, a diminui¢do do
tamanho das feridas em 40% até o M7 e o fechamento total das feridas tratadas com
latex sem e com gentamicina no M25.

O tratamento da ferida com a biomembrana de latex promoveu aumento
significativo do tamanho da ferida no M4 em relacdo ao controle em ambos 0s
métodos de mensuracdo, ja no M10 levou a reducdo significativa em relagdo ao
controle, ndo havendo diferenca entre os tratamentos nos demais momentos
analisados. O tamanho da ferida tratada com a biomembrana de latex com
gentamicina foi maior que o da ferida tratada com latex em ambos os métodos de

mensuragao no M7.
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Figura 18: Relacdo dos didametros horizontal (H) e vertical (V) determinados por
paquimetro digital em feridas de pele de ovinos (n=10) sem tratamento algum (Controle) ou
cobertas com biomembrana de latex (L) e biomembrana de latex com gentamicina (L+G) 24
h apos a realizagéo (MO) e aos 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22 e 25 dias. Os valores sdo expressos
em porcentagem em relacdo ao MO. As barras indicam valores minimos e maximos e o
quadro representa o primeiro e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente significante é
indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Figura 19: Areas determinadas por software digital (ImageJ) de feridas de pele de
ovinos (n=10) sem tratamento algum (Controle) ou cobertas com biomembrana de latex (L) e
biomembrana de latex com gentamicina (L+G) 24 h apds a realizacdo (MO) e aos 4, 7, 10, 13,
16, 19, 22 e 25 dias. Os valores sédo expressos em porcentagem em relacdo ao MO. As barras
indicam valores minimos e maximos e o0 quadro representa o primeiro e terceiro quartis e a
diferenca estatisticamente significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou
*rxx (p<0,0001).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Ao determinar o tamanho das feridas ao longo do tempo em cada tratamento,
observou-se reducdo estatisticamente significativa das feridas a partir do M13 em

todos os tratamentos (Figura 20).



54

Figura 20: Tamanho das feridas determinado por paquimetro digital (A) ou por
software digital (ImagedJ, B) de feridas de pele de ovinos (n=10) sem tratamento algum
(Controle) ou cobertas com biomembrana de latex (L) e biomembrana de latex com
gentamicina (L+G) 24 h apos a realizagdo (MO) e aos 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22 e 25 dias. Os
valores sdo expressos em porcentagem em relagdo ao MO. Os graficos sdo expressos por
média e desvio-padréo e a diferenca estatisticamente significante € indicada por * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Em relacdo ao tamanho da ferida avaliada por duas diferentes metodologias,

as biomembranas de latex ndo promoveram aumento significativo da velocidade de

cicatrizagdo. Entretanto, embora a biomembrana de latex no inicio da avaliacédo tenha
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promovido menor retracdo da ferida, no meio do processo de cicatrizacao foi verificada
maior retracao da ferida.

Brandao et al. (2016), também verificaram menor retracao da ferida no sétimo
dia de avaliagao em feridas cutaneas induzidas cirurgicamente em ratos tratadas com
gel de latex uma vez ao dia. Ja no décimo dia essa reducédo foi inversa e a ferida
tratada com o gel de latex se apresentou menor do que a ferida controle. Ainda nesse
mesmo estudo, a ferida tratada com o gel de latex também apresentou uma reducéo
no sétimo dia em relacdo a ferida tratada com o gel de latex incorporado com
gentamicina.

Penhavel et al. (2016), relatam que aos 14 dias pos-cirargico de feridas
cutaneas em ratos, ndo houve diferenca entre os diametros das feridas tratadas com
latex e controle.

Avaliando-se a cicatrizacao sob o efeito do tempo, observou-se que em todos
os tratamentos as feridas apresentaram reducdo significativa a partir do décimo
terceiro dia.

As biomembranas de latex e latex com gentamicina ndo induziram uma
cicatrizacdo mais rapida quando comparadas a ferida controle em ovinos, assim como
descrito por Frade et al. (2012) em feridas de humanos diabéticos que ndo houve
significAncia estatistica entre o tamanho da ferida nos grupos latex quando
comparados com controle.

Masud et al. (2020), demonstraram o potencial de cicatrizagdo comparando
biomembranas compostas por quitosana e nanoparticulas de 6xido de zinco e as
mesmas impregnadas com sulfato de gentamicina. Esses autores utilizaram ratos em
seu estudo, nos quais foram induzidas feridas, e consequentemente foram tratadas
com as biomembranas. Observaram que a partir do quinto dia as feridas tratadas com
as biomembranas apresentaram contracdo da ferida e formacdo de tecido de
granulacao, enquanto na ferida controle houve uma pequena formacao de tecido de
granulacéo e pouca inflamacéo. Apds 10 dias foi observado o fechamento completo
das feridas tratadas com o composto impregnado com gentamicina, apresentaram
menor formacao de crosta do que a ferida do tratamento controle, demonstrando que
as propriedades antibacterianas da gentamicina e as nanoparticulas de 6xido de
zinco, e o estimulo das propriedades cicatrizantes da quitosana melhoraram o

desempenho de cicatrizagao das feridas.
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As crostas formadas, geralmente em lesdes cutaneas, advém dos exsudatos
formados pelos leucdcitos e eritrocitos que migram para o sitio inflamatério
desempenham a funcdo de barreira fisica frente aos microrganismos, porém podem
proporcionar cicatrizes inestéticas quando formada desordenadamente (KRUPP et al.,
2019).

Yu et al. (2020), para avaliar a cicatrizacdo em feridas infectadas com S.
aureus, realizadas experimentalmente em ratos, compararam nanocarreadores com
nanoparticulas de prata associado ou ndo a gentamicina. Os autores observaram as
feridas tratadas com o nanocarreador de prata com gentamicina ndo apresentaram
reacao inflamatoria, ulceracdo ou edema demonstrando uma melhor capacidade na
prevencéo de infeccdo e aceleragao da cicatrizagao, diferente dos outros grupos. Os
tamanhos das feridas tratadas com o nanocarreador de prata com gentamicina
diminuiram consideravelmente e apresentaram no 14° dia de tratamento uma
completa cicatrizacdo. Enquanto o grupo controle e o grupo tratado apenas com a
nanoparticula de prata foi observado formagéo de crostas.

No presente trabalho, as biomembranas de latex e latex com gentamicina n&o
demonstraram, estatisticamente, uma cicatrizacdo mais rapida, contudo apos a
completa regeneracdo, as feridas tratadas com a biomembrana de gentamicina
apresentaram caracteristicas estéticas, sem marcas no tecido lesionado, indicando
um grande potencial em aplicagbes na regeneracdo tecidual de feridas agudas e
cronicas.

Resultados apresentados por Wali et al. (2019), corroboram parcialmente com
0S nossos resultados. Ao testar diferentes matrizes em ratos Wistar por 21 dias,
observaram que a taxa de fechamento das feridas tratadas com argila “Halloysite” e
com argila incorporada com gentamicina foram de 95% e 100%, respectivamente, no
14° dia. Na ferida tratada com a matriz incorporada com a gentamicina apresentou
formacao de uma nova pele sem nenhuma cicatriz.

Outro estudo observou o desenvolvimento de eritema pruriginoso e vesiculas
em um dos cinco pacientes que testaram por 2 semanas pomada de gentamicina. De
acordo com a Food and Drug Administration (FDA) esse evento € previsto como
evento adverso, desta forma foi considerado um evento relativamente leve neste
estudo (PASMOOIJ, A.M., 2018).
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4.3 Avaliacao dos parametros hematoldgicos e bioquimicos

Em relacdo ao eritrograma, nao houve diferenca significativa nos valores de
eritrocitos, hemoglobina, VG, VCM e CHCM (Figura 21) entre 0s momentos avaliados.
Ja em relacdo ao leucograma, foi observado aumento da quantidade de mondcitos a
partir de M7 e eosindfilos a partir de M13, que persistiram até o Ultimo momento
avaliado e nao houve diferenca significativa nos demais parametros (Figura 22).
Também nao houve diferenca quanto aos valores e plaquetas e observou-se aumento
significativo de FP em M7 e PPT em M13 (Figura 23).
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Figura 21: Hemécias (A), hemoglobina (B), volume globular (VG, C) volume
corpuscular médio (VCM, D) e concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM, E)
em ovinos saudaveis (n=10) antes (M0) e 7 (M7), 13 (M13), 19 (M19) e 25 (M25) dias apds
realizacdo de ferida cirlrgica e tratamento com biomembrana de latex com e sem
incorporacdo de gentamicina. As barras indicam valores médios e desvios-padréo e a
diferenca estatisticamente significante em relacdo a MO é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01),
*** (p<0,001) ou **** (p<0,0001). A linha tracejada indica os valores de referéncia para a
espécie ovina segundo Wood e Quiroz-Rocha (2010).
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Figura 22: Leucécitos totais (A), neutrofilos segmentados (B), linfécitos (C), mondécitos
(D), eosindfilos (E) e basofilos (F) em ovinos saudaveis (n=10) antes (MO) e 7 (M7), 13 (M13),
19 (M19) e 25 (M25) dias apds realizacdo de ferida cirdrgica e tratamento com biomembrana
de latex com e sem incorporacdo de gentamicina. As barras indicam valores médios e
desvios-padréo e a diferenca estatisticamente significante em relacdo a MO € indicada por *
(p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001). A linha tracejada indica os valores de
referéncia para a espécie ovina segundo Wood e Quiroz-Rocha (2010).
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Figura 23: Plaquetas (A), proteina plasmética total (PPT, B) e fibrinogénio plasmatico
(FP, C) em ovinos saudaveis (n=10) antes (M0) e 7 (M7), 13 (M13), 19 (M19) e 25 (M25) dias
apos realizacdo de ferida cirdrgica e tratamento com biomembrana de latex com e sem
incorporacdo de gentamicina. As barras indicam valores médios e desvios-padréo e a
diferenca estatisticamente significante em rela¢éo a MO € indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01),
*** (p<0,001) ou **** (p<0,0001). A linha tracejada indica os valores de referéncia para a
espécie ovina segundo Wood e Quiroz-Rocha (2010).
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Quantos aos parametros bioquimicos, ndo houve diferenca significativa entre
0S momentos para 0s parametros albumina, ALT, calcio, creatinina, FA, glicose,
globulina, proteina total, triglicerideos e ureia. J& para os parametros AST, houve
reducao significativa de M7 a M25, colesterol total e fésforo houve reducdo no M28.

GGT apresentou aumento significativo no M7 e M25 (Figura 24).
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Figura 24: Albumina (A), alanina aminotransferase (ALT, B), aspartato
aminotransferase (AST, C), célcio (D), creatinina (E), colesterol total (F), fésforo (G), gama
glutamiltransferase (GGT, H), glicose (), globulina (K), proteina total (L), triglicerideos (M) e
ureia (N) em ovinos saudaveis (n=10) antes (M0) e 7 (M7), 13 (M13), 19 (M19) e 25 (M25)
dias apds realizagéo de ferida cirurgica e tratamento com biomembrana de latex com e sem
incorporacdo de gentamicina. As barras indicam valores médios e desvios-padrdo e a
diferenca estatisticamente significante em relacdo a MO € indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01),
*** (p<0,001) ou **** (p<0,0001). A linha tracejada indica os valores de referéncia para a
espécie ovina segundo Kaneko et al. (2008).
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Apos a inducdo das feridas, os animais ndo apresentaram alteracdes
hematoldgicas relacionadas ao eritrograma e plagquetograma considerando os valores
de referéncia para a espécie ovina segundo Wood e Quiroz-Rocha (2010). Ademais,
houve aumento de fibrinogénio plasméatico (FP) no inicio do tratamento e proteina
plasmatica total (PPT) na segunda semana de tratamento, mas estes parametros
retornaram aos valores de referéncia nos momentos posteriores (WEISS; WARDROP,
2010).

O FP é uma proteina inflamatoria de fase aguda, que constitui
aproximadamente 5,0% do total de proteinas plasmaticas, e esta ligado a hemostasia,
participando do processo de coagulagéo até o reparo tecidual (JAIN, 1993; KANEKO,
et al., 2008; WEISS; WARDROP, 2010).
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O aumento do FP, denominado hiperfibrinogenemia, ocorre pelo aumento da
sintese de FP pelos hepatdcitos, resultante do estimulo de interleucinas como IL-1,
IL-6 e fator de necrose tumoral, sendo liberados apés eventos inflamatorios e/ou
traumaticos (JAIN, 1993). Por isso € utilizado como indicador de inflamacgédo aguda
(PFEFFER et al., 1993). Sua dosagem em ruminantes € muito importante para
diagnéstico de inflamacgéo, uma vez que esses animais ndo apresentam leucograma
inflamatdrio com alta frequéncia (COLE; ROUSSEL; WHITNEY, 1997), assim como
no presente estudo.

Schalm, Jain e Carroll (1975) também afirmam que a concentracao plasmatica
de FP atinge um pico principalmente entre o quinto e sétimo dia, assim como Vvisto no
presente estudo. Costa et al. (2010), também observaram o aumento de FP apds 36
horas em seu estudo com ovelhas Santa Inés submetidas a indugdo de mastite
experimental por S. aureus, e se manteve elevado até cessar os sinais clinicos de
infeccdo/inflamacao.

Em relacdo ao leucograma, houve aumento de mondcitos a partir do sétimo dia
da inducdo das feridas que se manteve até o final das avaliacbes em
aproximadamente 25% dos animais. No inicio do processo de cicatriza¢do da ferida,
ocorre infiltracdo de neutrofilos, e em seguida os macréfagos tendem a aumentar e
tornam-se ativados. Consequentemente, o numero de mondcitos sanguineos
aumenta para que migrem para o espaco extravascular (MARTINEZ et al., 2006).

Esse aumento acontece pela migracdo dos mondcitos do sangue periférico
infiltrando-se na regido da ferida, sendo resultante das respostas aos agentes
guimiotaticos para mondcitos, como o fator de crescimento derivado das plaguetas
(PDGF) e a liberacdo de fatores provenientes de plaquetas, fagocitose dos
componentes celulares, como fibronectina ou colageno, que também contribuem para
a ativacdo dos mondcitos, transformando-os em macréfagos que sdo as principais
células envolvidas no controle do processo de reparo e cicatrizacdo (SINGER,;
CLARK, 1999).

Além disso, outra alteracdo apresentada no leucograma, foi o aumento de
eosindfilos a partir do décimo terceiro dia da inducdo da ferida, que também se
manteve elevado até o ultimo momento avaliado em cerca de 20% dos animais.

Os eosinofilos fazem parte de uma das fases do processo cicatricial de feridas,
que esta associada a producéo da proteina basica principal (MBP), a qual tem acéo
sobre a degradacao do tecido (MENCIA-HUERTA, 1993).
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Associando-se 0 aumento de eosindfilos e monécitos no leucograma, tais
alteracdes podem ser justificadas pela fase cicatricial da ferida, em que na fase de
desbridamento esses tipos celulares sdo predominantes no processo cicatricial.

O FP associado ao leucograma, sao considerados os recursos laboratoriais
mais sensiveis frente a avaliacdo da inflamacéo na medicina veterinaria (EK, 1972;
MCSHERRY; HORNEY; DEGROOT, 1970).

Outro paréametro relacionado a inflamacéo é a proteina plasmatica total (PPT).
Segundo Ramirez (2001) o aumento de PPT est4 relacionado a resposta imune do
organismo animal em quadros infecciosos e inflamatorios. A PPT esteve elevada
apenas no décimo terceiro dia de tratamento e se restabeleceu nos momentos
posteriores. Logo o aumento de FP e PPT associado aos achados de leucograma
durante o presente estudo estdo associados a inflamacdo presente no processo
cicatricial das feridas.

Os antibiéticos da classe dos aminoglicosideos, assim como a gentamicina,
podem causar efeitos téxicos, mesmo quando aplicados topicamente em grandes
feridas, queimaduras ou Ulceras cutaneas por longos periodos (BRUNTON; HILAL-
DANDAN; KNOLLMANN, 2012).

No presente estudo, os marcadores renais, como creatinina e ureia, nao
tiveram alteracdo e por meio do acompanhamento clinico, os animais n&o
apresentaram nenhuma alteracéo relacionada a toxicidade. Portanto, a utilizacdo de
gentamicina incorporada a biomembrana de latex natural ndo induziu nefrotoxicidade,
sendo considerada segura para ovinos em tratamento transdermal no tempo
estudado.

As formulagcdes compostas por nanoparticulas de farmacos demonstram
inUmeras vantagens sobre as apresentacdes em dosagens convencionais pois sao
capazes de liberar o farmaco em local especifico, e podem auxiliar na liberacéo
sustentada, o que reduz a frequéncia de administracdo. Ao estudar duas
nanoformula¢des incorporadas com gentamicina, uma para administracao oral e outra
um adesivo transdérmico que foram utilizadas em coelhos, ndo houve diferenca
significativa entre os parametros hematolégicos e os bioquimicos (ALT, AST e
creatinina) indicando que as nanoformulacbes ndo apresentavam toxicidade
(AKHTAR et al., 2020).

A gentamicina pode induzir o figado ao aumento da atividade sérica das

enzimas hepaticas, além de ocorrer infiltragdo leucocitaria, congestdo e necrose
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hepaticas (GARDNER et al., 2016; NAJAFI et al., 2017). A partir da mensuracao da
atividade sérica dos marcadores hepatocelulares, houve aumento estatistico de GGT
no sétimo e vigésimo quinto dias de tratamento, entretanto, todos os animais
permaneceram dentro do intervalo de referéncia para a espécie ovina (JERRY
KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

Desse modo, o possivel efeito do tratamento das feridas com biomembrana de
latex impregnada com gentamicina ou mesmo o efeito de indugdo das feridas sobre
os marcadores hepéticos de colestase precisam ser melhor determinados.

4.4 Carga bacteriana das feridas

Ao avaliar a carga bacteriana de forma geral, a ferida coberta com
biomembrana de latex apresentou maior carga bacteriana (222,13 x 103 UFC) que os
demais tratamentos em M7, em que o controle apresentou 222,19 x 103 UFC e a ferida
tratada com a biomembrana incorporada com gentamicina apresentou 136,32 x 10 3
UFC. Nao foi observada diferenga entre os tratamentos nos demais momentos (Figura
25).
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Figura 25: Carga bacteriana determinada pelo nimero de unidades formadoras de
colénia (UFC) das feridas de pele de ovinos (n=10) sem tratamento algum (Controle, C) ou
cobertas com biomembrana de latex (L) e biomembrana de latex com gentamicina (L+G) 24
h apos a realizagéo (MO) e aos 7, 13 e 19 dias de tratamento. Os gréficos sdo expressos por
média e desvio-padrdo e a diferenca estatisticamente significante é indicada por * (p<0,05),
** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Ao se avaliar o efeito do tempo em cada tratamento, as feridas do grupo
controle e tratadas com biomembrana de latex com gentamicina apresentaram
reducao significativa da carga bacteriana em M7 e M13 em relacdo ao momento basal.
O grupo controle apresentou 2197 x 10 UFC (M0), 222,19 x 103 UFC (M7) e 32,83 x
10 UFC (M13), enquanto o grupo tratado com a biomembrana com gentamicina
apresentou 10910 x 103 UFC (MO0), 136,32 x 103 UFC (M7) e 104,75 x 103 UFC (M13).
Ja a ferida tratada com biomembrana de latex apresentou aumento da carga
bacteriana em M7, foi de 531,98 x 103 UFC para 23310 x 103 UFC, retornando a

valores similares aos basais nos demais momentos (Figura 26).
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Figura 26: Carga bacteriana determinada pelo nimero de unidades formadoras de
colénia (UFC) das feridas de pele de ovinos (n=10) sem tratamento algum (Controle, C) ou
cobertas com biomembrana de latex (L) e biomembrana de latex com gentamicina (L+G) 24
h apds a realizacdo (M0) e aos 7, 13 e 19 dias de tratamento.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Ao se tentar correlacionar o tamanho da ferida com a carga bacteriana, nao
houve correlacéo significativa entre o didametro da ferida avaliado pelos dois métodos
(paquimetro e ImageJ®) com a carga bacteriana da ferida no tratamento controle, latex
e latex incorporado com gentamicina nos diversos momentos. O tratamento da ferida
com biomembrana de latex foi o Unico que promoveu aumento da carga bacteriana.

Ao se avaliar o efeito do tempo, nota-se que as feridas do grupo controle e
tratadas com biomembrana latex com gentamicina apresentaram menor carga
bacteriana no sétimo e décimo terceiro dias, enquanto a ferida tratada com
biomembrana de latex apresentou aumento da carga bacteriana ao sétimo dia de
tratamento, coincidindo com o momento de maior diametro da ferida em relacédo aos
demais tratamentos.

Esse grande numero de bactérias na ferida com a biomembrana de latex pode
ter ocorrido devido a presenca de um coagulo com aparéncia semelhante a fibrina que
foi notado durante todo o processo de cicatrizacdo nesse tratamento, que poderia
facilitar a formacé&o de biofilme.

Segundo Rhoads et al. (2008), o biofilme atrasa a cicatrizagdo principalmente
pelo seu efeito inflamatoério cronico e por desencadear uma incapacidade funcional
dos fibroblastos, queratinécitos e das células endoteliais que iniciam a angiogénese.
Também é reconhecido como um fator na patogénese de feridas crénicas e cirdrgicas
com infec¢Oes locais associadas a materiais estranhos ou implantes e dispositivos
médicos (BRUYETTE, 2020).

No presente estudo, a presenca do biofilme pode estar associada a presenca

da biomembrana junto ao alto nimero de Staphylococcus coagulase negativa, visto
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gue esse microrganismo € capaz de formar biofilme sobre superficies de dispositivos
meédicos (PEREIRA; SOUZA, 2018). Durante o procedimento de limpeza das feridas
e troca da biomembrana, o coagulo de fibrina foi retirado a cada trés dias.

Brandao et al. (2016) também descrevem a presenca de fibrina hemorragica
nas feridas tratadas com gel de latex, que foi removida diariamente para facilitar a
formacdo de tecido de granulacdo. Tais achados poderiam explicar, pelo menos
parcialmente, o porqué de no inicio do processo de cicatrizacdo, a ferida tratada com
biomembrana de latex apresentou menor retracao. Os autores ainda relatam que apés
a retirada da crosta fibrinosa da ferida tratada com latex, verificou-se a presenca de
bordas irregulares.

Diferentemente, no presente estudo foram observadas bordas uniformes das
feridas que receberam tratamento com biomembrana de latex. Brand&o et al. (2016)
também relatam que no vigésimo primeiro dia da ferida tratada com latex foi observada
regido central de coloracdo vermelha intensa, o que descreveram como aparente
exposicdo dermal, enquanto a ferida controle apresentou superficie résea.

No presente estudo, tal coloracao no centro da ferida também foi observada no
tratamento com biomembrana de latex a partir do décimo terceiro dia, permanecendo
até o vigésimo segundo dia. Mesmo ndo apresentando um processo de cicatrizacao
mais rapido que o da ferida controle, as feridas tratadas com as biomembranas
apresentaram uma cicatrizacdo mais uniforme, com menos tecido de granulacao,
podendo ser recomendada para animais de exposi¢cao de grande valor que buscam a
estética dos animais.

Em humanos, Frade et al. (2006) descreveram que a biomembrana de latex
propiciou o rapido desbridamento de feridas em Ulceras de pressao, produzindo
cicatrizes planas e estéticas.

Esperava-se que quanto maior a carga bacteriana, maior o tempo de
cicatrizagcdo, pois a presenca de bactérias afetaria todo o processo de cicatrizacao,
comprometendo a sintese de colageno e promovendo a liberagdo de enzimas
proteoliticas (AHRENDT; TANTRY; BARBUL, 1996). Entretanto, ndo houve
correlagao significativa entre o tamanho das feridas e a carga bacteriana em nosso
estudo. Observamos apenas que 0 momento com maior carga bacteriana coincidiu
com o de maior tamanho da ferida tratada com biomembrana de latex, que ocorreu
aos 7 dias de tratamento. E possivel que a auséncia de correlacdo estatisticamente

significativa seja explicada pelas grandes variacbes da carga bacteriana e pela
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presenca de bactérias ja existentes na pele, o que ndo necessariamente indicaria

infeccao.

4.5 ldentificagdo bacteriana e teste de sensibilidade antimicrobiana

Foram isoladas 121 colbnias bacterianas nas feridas cirdrgicas dos trés
tratamentos. As bactérias mais frequentemente isoladas foram Staphylococcus
coagulase negativa, bacilos Gram-positivos nao identificados, Pseudomonas spp.,
Streptococcus spp., Serratia spp., S. aureus, Proteus mirabilis (P. mirabilis) e. coli
(Tabela 3).

Tabela 3: Grupos de bactérias isoladas das feridas de pele de ovinos (n=10) sem
tratamento algum (Controle, C) ou cobertas com biomembrana de latex (L) e biomembrana
de latex com gentamicina (L+G) 24 h apés a realizacao (M0) e aos 13 e 19 dias de tratamento.

, . MO M13 M19
Bacterias c L LiG C L L+G C L 4G TOTAL
Staphylococcus 15 44 415 g 3 2 6 2 1 61
coagulase negativa

Bacilo Gram Positivo 6 2 4 5 1 7 5 5 4 39
Pseudomonas spp. 0 2 2 0 3 1 0 2 1 11
Streptococcus spp. 0 0 2 1 1 0 0 0 0 4
S. aureus 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2
Serratia spp. 1 1 0 0 0 0 1 0 0 2

P. mirabilis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1

E. coli 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Total 21 19 20 15 10 10 11 9 6 121

As colbnias isoladas nos diferentes momentos (Tabela 3), foram submetidas ao
teste de sensibilidade antimicrobiana, as quais foram classificadas em sensiveis (S),
intermediarias (I) ou resistentes (R) e a porcentagem média do perfil de resisténcia e
sensibilidade aos antibitticos testados estd descrito na Tabela 4. Estes resultados
podem indicar uma possivel resisténcia do microrganismo frente aos antibiéticos

testados durante um periodo.
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Tabela 4: Perfil do teste de sensibilidade antimicrobiana (média) de bactérias isoladas
das feridas de pele de ovinos (n=10) sem tratamento algum (Controle) ou cobertas com
biomembrana de latex (Latex) e biomembrana de latex com gentamicina (Latex + Gentamicina) 24
h apds a realizacdo (M0) e aos 13 e 19 dias de tratamento.

CONTROLE
MO (%) - (n = 21) M13 (%) - (n = 15) M19 (%) - (n = 11)

S I R S | R S | R
égszl'g'r:'arl? 6689 0 3311 9375 0 625 100 0 0
Ampicilina 66,33 2,78 30,89 62,50 0 37,50 58,33 0 41,67
Azitromicina 90,63 3,13 6,25 59,57 7,14 33,29 100 0 0
Cefalexina 69,67 0 30,33 93,75 0 6,25 100 0 0
Ceftiofur 63,56 11,11 25,33 89,63 4,13 6,25 95,83 4,17 0
Ciprofloxacina 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Cloranfenicol 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Doxiciclina 97,78 2,22 0 100 0 0 100 0 0
Enrofloxacina 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Oxacilina 49,78 0 50,22 56,25 4,13 39,63 66,67 8,33 25,00
Penicilina 53,00 11,11 35,89 68,75 20,88 10,38 66,67 20,83 12,50
Rifampicina 69,67 13,33 17,00 66,75 4,13 29,13 91,67 4,17 4,17
Sulfazotrim 92,22 0 7,78 93,75 6,25 0 91,67 0 8,33
Tetraciclina 95,00 5,00 0 100 0 0 87,50 0 12,50
Gentamicina 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Biomembrana Latex 2,22 0 97,78 8,38 6,25 85,38 16,67 0 83,33
e a0 0 0 10 0 o a0 0 o

LATEX
MO (%) - (n = 19) M13 (%) - (n = 10) M19 (%) - (n = 09)

S | R S | R S | R
ér;s;(:;:;? 6856 0 3144 4717 833 4450 6250 0 37,50
Ampicilina 63,00 0 37,00 41,67 0 58,33 45,83 0 54,17
Azitromicina 93,75 6,25 0 94,50 0 5,50 83,33 16,67 0
Cefalexina 68,56 0 3144 41,67 0 58,33 66,67 0 33,33
Ceftiofur 90,78 0 9,22 77,83 5,50 16,67 95,83 0 4,17
Ciprofloxacina 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Cloranfenicol 77,78 11,11 11,11 72,17 0 27,83 62,50 4,17 33,33
Doxiciclina 88,89 11,11 0 55,50 33,33 11,17 66,67 16,67 16,67
Enrofloxacina 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Oxacilina 53,78 0 46,22 25,00 0 75,00 33,33 0 66,67
Penicilina 63,00 0 37,00 41,67 0 58,33 45,83 0 54,17
Rifampicina 63,00 0 37,00 47,17 0 52,83 62,50 4,17 33,33
Sulfazotrim 90,78 0 9,22 61,17 0 38,83 45,83 0 54,17
Tetraciclina 90,78 0 9,22 94,50 5,50 0 83,33 0 16,67
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Gentamicina 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Biomembrana 5,56 0 94,44 550 0 9450 8,33 0 91,67
Latex

Biomembrana

Latex-Gentamicina 0089 1111 0 100 0 0 100 0 0

LATEX + GENTAMICINA

MO (%) - (n = 20) M13 (%) - (n = 10) M19 (%) - (n = 06)
s | R s | R s | R
égszl'g'r:'arl? 63,00 0O 3700 4167 0 5833 8750 0 1250
Ampicilina 55,56 0 4444 41,67 0 5833 37,50 0 6250
Azitromicina 87,50 0 12,50 73,40 20,00 6,60 87,50 12,50 0
Cefalexina 63,00 0 37,00 50,00 0 50,00 87,50 0 12,50
Ceftiofur 68,56 0 31,44 6667 16,67 16,67 7500 1250 12,50
Ciprofloxacina 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Cloranfenicol 77,78 22,22 0 83,33 16,67 0 87,50 0 12,50
Doxiciclina 87,00 11,11 1,89 66,67 16,67 16,67 87,50 0 12,50
Enrofloxacina 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Oxacilina 57,44 0 4256 36,17 0 638 37,50 2500 37,50
Penicilina 55,56 1,89 42,56 41,67 0 5833 37,50 37,50 25,00
Rifampicina 63,00 3,67 3333 4450 16,67 38,83 87,50 0 12,50
Sulfazotrim 94,44 0 556 83,33 0 16,67 87,50 0 12,50
Tetraciclina 98,11 0 1,89 100 0 0 87,50 0 12,50
Gentamicina 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Eg?g(embra”a 5,56 1,89 92,56 16,67 0 8333 0 0 100
Ul A 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Latex-Gentamicina

As bactérias mais frequentemente isoladas nas feridas cirargicas dos trés
tratamentos em ovinos foram Staphylococcus coagulase negativa (50,41%), bacilos
Gram-positivos nao identificados (32,23%), Pseudomonas spp. (9,09%),
Streptococcus spp. (3,31%), Serratia spp. (1,65 %), S. aureus (1,65 %), P. mirabilis
(0,83%) e. coli (0,83%). Santos et al. (2016) ao realizarem uma revisado sistematica
que avaliou 56 artigos entre 1960-2013, observaram que as principais bactérias
identificadas em feridas cirurgicas eram S. aureus (39,3%), E. coli (30,4%), P.
aeruginosa (19,6%), Staphylococcus epidermidis (17,8%), Klebsiella spp. (12,5%) e
Enterobacter spp. (10,7%).

Estudos realizados por Saha et al. (2019) no qual isolaram e caracterizaram
bactérias isoladas em lesdo de pele de ovinos, caprinos e bovinos em diferentes

sistemas de criagcéo (intensivo e semi-intensivo), observaram a presencga S. aureus
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em 50% das lesbes de pele em ovinos e 15% de P. aeruginosa, dados similares aos
resultados apresentados neste estudo. Relataram ainda que os animais criados em
sistemas semi-intensivos foram mais afetados que os do sistema intensivo. O S.
aureus também foi o microrganismo mais prevalente em feridas infectadas de
pacientes humanos segundo Janssen et al. (2018).

Ja Mohammed et al. (2020) relatam a E. coli como principal patdgeno isolado
em feridas humanas infectadas, seguida de S. aureus, Acinetobacter spp., P.
aeruginosa, P. mirabilis, Streptococcus spp. e Klebsiella pneumonia. J4 feridas
caninas e felinas infectadas, as bactérias mais frequentes foram Pseudomonas spp.,
Staphylococcus spp., E. coli e Streptococcus ssp. (ISHII; FREITAS; ARIAS, 2011).

Haalboom et al. (2018), observaram em 180 pacientes (63,9% do sexo
masculino), com feridas de pé diabéticos e Ulceras traumaticas que a presenca de
bactérias com maior frequéncia foram S. aureus, P. aeruginosa e espécies de
estreptococos beta-hemoliticos. Ja Tedeschi et al. (2017), observaram a prevaléncia
de S. aureus, P. mirabilis e P. aeruginosa ao analisarem culturas de esfregaco
superficial de Ulcera de pressdo em 116 pacientes.

Bactérias Gram-negativas foram mais frequentes nas infec¢cdes de feridas
cirirgicas de cédes e gatos (ARIAS et al., 2008) e humanos (SANTOS et al., 2016),
enguanto no presente estudo bactérias Gram-positivas prevaleceram em ovinos. I1sso
poderia ser explicado pelo fato de os Staphylococcus coagulase negativa serem
comumente encontrados na pele e mucosas, compondo a flora normal do tecido
(NEVES et al., 2007) em ovinos.

Rizk et al. (2019), observaram a prevaléncia do microrganismo S. aureus como
principal causador de abscesso de ovelhas e cabras, além disso evidenciaram que
90% eram sensiveis a ciprofloxacino, 93,3% a gentamicina e 60% a rifampicina.

Esse grande numero de bactérias Gram-positivas pode explicar a alta
sensibilidade aos antibiéticos, visto que ha estudos que mostram maior ocorréncia de
resisténcia entre as bactérias Gram-negativas (ARIAS et al., 2008; ISHII; FREITAS;
ARIAS, 2011; JANSSEN et al., 2018; MOHAMMED et al., 2020).

No presente estudo, ndo houve resisténcia bacteriana a gentamicina ou a
biomembrana de latex com gentamicina, com 100% das bactérias sensiveis a
gentamicina e 88% sensiveis a biomembrana de latex associada a gentamicina.
Apenas uma colbnia apresentou resultado intermediario no teste de sensibilidade

antimicrobiana na presenca de biomembrana de latex com gentamicina, sendo
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identificada como Pseudomonas spp. Deste modo, a utilizacdo da biomembrana com
antibiotico pela via transdermal ndo induziu resisténcia bacteriana no periodo
avaliado, uma preocupag¢do comum na atualidade.

Quanto ao potencial antimicrobiano do latex isoladamente, foi observado que
algumas bactérias apresentaram halos de inibicdo em volta da biomembrana de latex.
Tais bactérias foram identificadas como Staphylococcus coagulase negativa (9),
Bacilos Gram-positivos ndo identificados (3) e Streptococcus spp. (1). Devido a
técnica utilizada para identificacdo, foi possivel somente identificar o género das
bactérias, ndo se sabendo ao certo quais as espécies sensiveis ao latex. Mais estudos
Sa0 necessarios para avaliar o potencial antimicrobiano do latex, principalmente
tendo-se em vista que a sensibilidade ou resisténcia & biomembrana de latex no teste
de sensibilidade antimicrobiana foi avaliada de acordo com o halo de inibicdo da
gentamicina, pois ainda ndo existe padronizacao para esse composto.

Estudos realizados por Boot et al. (2021), demostraram que a aplicacéo local
de um hidrogel de acido hialurénico incorporado com gentamicina e vancomicina foi
mais efetivo ao tratamento tradicional (via oral e intravenosa) frente ao microrganismo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. O experimento foi realizado com ovinos
e norteado pelas infec¢cdes desenvolvidas por dispositivos ortopédicos implantaveis
ocasionado por falhas no tratamento.

A atividade antibacteriana foi observada por Masud et al. (2020) em
biomembranas composta por quitosana e nanoparticulas de 6xido de zinco e nas
mesmas biomembranas, mas impregnadas com sulfato de gentamicina. Foram
realizados testes por difusdo em disco frente aos microrganismos E. coli e Samonella
enterica e ambas as biomembranas apresentaram halo de inibicdo, contudo os
curativos impregnados com gentamicina apresentaram halos de inibicdo maior que o
do disco padrdo, sugerindo o aumento na atividade pelo sinergismo do farmaco com
as nanoparticulas de 6xido de zinco.

Yu et al. (2020), demonstraram que nanocarreadores com nanoparticulas de
prata associado a gentamicina, ambas com atividade antibacteriana, apresentaram
um efeito sinérgico diminuindo consideravelmente a carga bacteriana em feridas
induzidas em ratos e infectadas por S. aureus de forma proposital, em comparacao a
grupos tratados apenas com o nanocarreador com prata e grupos sem tratamento.

Os resultados dos testes in vitro apresentados por Wali et al. (2019),

demonstram formacao de halo de inibicdo de 1,8 e 1,9 cm para S. aureus e 2,1 e 2,2
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cm para E. coli das matrizes compostas por argila “Halloysite” e matrizes compostas
por argila e incorporadas com gentamicina, o que indica caracteristica antibacteriana
significativa de ambas as matrizes, assim como demonstrado neste estudo pela
biomembrana de latex incorporada com gentamicina.

Em teste de sensibilidade antimicrobiana, Saha et al. (2019) verificaram que
80% dos S. aureus isolados foram sensiveis a eritromicina, 70% a gentamicina, 60%
a ciprofloxacina, 50% a tetraciclina, e 85,72% das P. aeruginosa isoladas foram
sensiveis a ciprofloxacina, 71,43% a gentamicina e 14,29% a tetraciclina.

Biomembranas produzidas com zeina e com associacdo de gentamicina,
demonstraram atividade antimicrobiana frente a microrganismos Gram positivos (S.
aureus) e Gram negativos (E. coli). A biomembrana com gentamicina apresentou
maior atividade que as biomembranas apenas com zeina, contudo ambas
apresentaram atividade para impedir a recolonizacao bacteriana.

Lukac et al. (2019) apresentaram um novo curativo preparado com colageno
tipo | de peixe de agua doce (Cyprinus carpio). Foram preparadas biomembranas
reticuladas, com carbodimida e n&o reticuladas, as quais foram impregnadas com
gentamicina posteriormente e submetidas ao teste de difusdo em discos frente ao
microrganismo P. aeruginosa (CNCTC 5482). Os autores demonstraram que ambas
as biomembranas apresentaram halo de inibicdo frente ao microrganismo testado, o
que indica a possibilidade do desenvolvimento de um curativo para uso biomédico.

Marcelino et al. (2018), demonstraram in vitro que biomembranas de latex
natural incorporado com fluconazol sé&o capazes de inibir o crescimento do
microrganismo Candida albicans, produzindo halos de inibicdo semelhantes ao disco
padrdo de fluconazol, j& a biomembrana sem o farmaco nao foi capaz de inibir o
crescimento do microrganismo. Os resultados sdo semelhantes ao deste estudo, em
gue a biomembrana de latex incorporada com gentamicina apresentou halo de
inibicdo equivalente ao disco padrdo de gentamicina frente aos microrganismos
isolados das feridas da pele dos ovinos com os diferentes tratamentos e momentos
de avaliacéo.

O moxifloxacino, que € um antibiotico de uso oral com amplo espectro de acéo,
teve sua atividade antimicrobiana demonstrada quando incorporado em uma
biomembrana de latex natural. O ensaio com a biomembrana foi realizado frente aos
microrganismos E. coli (ATCC8739), P. aeruginosa (ATCC2327), S. aureus (ATCC
6538) e S. epidermidis (ATCC 14990). A biomembrana incorporada com o farmaco
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desenvolveu halo de inibicdo frente a todos os microrganismos testados, semelhante
ao disco padrédo de moxifloxacino, e a biomembrana sem o farmaco ndo apresentou
qualquer efeito antibidtico, o que revela que o latex possui a capacidade de liberar o
farmaco e inibir o crescimento dos microrganismos testados (GARMS et al., 2019).

4.6 Avaliacao histopatolégica

Os traumas ou lesbBes cutaneas sdo um dos responsaveis pela resposta
inflamat6ria do organismo, 0 que envolve reacdes moleculares e celulares
desencadeando o processo de cicatrizacao e reparacao tecidual (RUH et al., 2013).

Durante estes processos ocorre a fase inflamatéria responséavel agregacédo
plaguetaria promovendo a coagulacdo, a fase de granulacdo que favorece a
reepitelizacdo da ferida, a angiogénese e a migracao e ativacdo dos fibroblastos, e
por fim a fase da formacédo da matriz extracelular ou a maturacdo provocada pela
ativacao dos fibroblastos, composta por coladgeno responsavel pela maturacdo da
cicatriz (ROCHA JUNIOR et al., 2006).

Um desequilibrio durante o processo inflamatério de uma lesédo cutanea pode
desencadear a formacédo de cicatrizes hipertréficas ou queloides ocasionados pela
desregulacdo na producdo de colageno, o pode levar a danos estéticos e/ou
funcionais (KRUPP et al., 2019).

Durante a avaliagdo histoloégica observou-se os infiltrados inflamatérios
cronicos, com presenca predominante de leucdocitos mononucleares em menos de
25% do campo (Figura 27), com predominio entre 25% e 50% (Figura 28) e com
predominio em mais 50% do campo observado (Figura 30), e os infiltrados
inflamatoérios cronicos-agudos sem predominio, mas com presenca de leucécitos

mononucleares e polimorfonucleares (Figura 29).



Figura 27: Infiltrado inflamatério crénico presente em menos de 25% do campo (HE -
40x). Seta preta grossa: Vasos sanguineos. Seta preta fina: Fibroblastos. Seta vermelha fina:
célula mononuclear.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 28: Infiltrado inflamatdério cronico presente de 25-50% do campo (HE - 40x).
Seta preta grossa: Vasos sanguineos. Seta vermelha fina: célula mononuclear.

Fonte: Arquivo pessoal.




Figura 29: Infiltrado inflamatério agudo presente em mais de 50% do campo (HE 40x).
Seta vermelha fina: célula polimorfonuclear.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 30: Infiltrado inflamatério crénico presente em mais de 50% do campo (HE
40x).

Fonte: Arquivo pessoal.
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N&o houve diferenca estatistica nos escores de inflamacéo, angiogénese e teor

de fibroblastos entre os tratamentos em todos 0os momentos avaliados (Figura 31).

Figura 31: Avaliag&o do processo cicatricial nos diferentes tratamentos realizados das
feridas de pele de ovinos (n=10) sem tratamento algum (Controle, C) ou cobertas com
biomembrana de latex (L) e biomembrana de latex com gentamicina (L+G) 13 e 25 dias de
tratamento. Os graficos sdo expressos por média e desvio-padrdo e a diferenca

estatisticamente significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou ****
(p<0,0001).

M13 M25
4+ 4
(=] o
w0 v
& 34 —— —— S 34
g eoe L g
= &=
£ 24 oo ' 0 £ 24 —— sene eooe
é ) oqe é e
8 14 Lol —ele— 8 14 eeececee oeos —eoceoeo
lﬂ ﬁ .
0 T L] L] 0 Ll L) Ll
L L+G C L L+G
Tratamento Tratamento
4+ 4+
] [+1]
o 0
Q Q
(s ‘g
& 31 & 31
= c
Q 2
2 24 2 24
< <
[ Q
= 14 - 14
3 8
N N
- 0 u 0
L L+G C L L+G
Tratamento Tratamento
4+ 44
4 3
E 3 Oom“ P eoooe g 34 [Ty o0 oo oo
.g g ’ (X1} —e——
— -
2 24 XXX oo 2 24 ecee -~ eole eolae
w w
0 [ 0
21 ﬁ'_ Y
N 7}
w w
0 T T T o T L} L)
L L+G C L L+G
Tratamento Tratamento

Fonte: Arquivo pessoal.

Ao se avaliar o efeito do tempo em cada tratamento, a ferida controle

apresentou aumento da inflamacao apenas no M13, enquanto as feridas cobertas com
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biomembrana de latex e latex com gentamicina apresentaram aumento da inflamacéo
no M13 e M25 (Figura 32).

Figura 32: Avaliagdo da inflamacéo nos diferentes tratamentos realizados das feridas
de pele de ovinos (n=10) sem tratamento algum (Controle, C) ou cobertas com biomembrana
de latex (L) e biomembrana de latex com gentamicina (L+G) sob efeito do tempo. Os gréficos
sdo expressos por média e desvio-padrdo e a diferenca estatisticamente significante é
indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Fonte: Arquivo pessoal.

A resposta inflamatoria também é uma etapa importante no processo de
cicatrizacao, pois prepara o ambiente da leséo para o reparo tecidual (ACKERMANN,
2018).

Nesta etapa o sistema imune inato € ativado, recrutando os neutréfilos e
monaocitos para o sitio lesionado, responsaveis por eliminar agentes patégenos na
infeccdo da ferida e posteriormente pela liberacdo de fatores de crescimento e
citocinas (ELLIS; LIN; TARTAR, 2018; SHUKLA et al., 2019).

Sob efeito do tempo, a ferida com tratamento controle apresentou aumento da
inflamacé&o apenas no décimo terceiro dia, a ferida com tratamento latex e latex com
gentamicina teve aumento da inflamagé&o no décimo terceiro dia e vigésimo quinto dia.

Essa inflamacao no décimo terceiro dia do tratamento com ferida controle teve
predominio de células polimorfonucleares em 40% das biopsias e 40% de células
mononucleares, no tratamento da ferida com latex teve predominio de 70% das
biépsias com células polimorfonucleares e no tratamento da ferida com latex com
gentamicina teve predominio de 50% das biopsias com células polimorfonucleares.

No vigésimo quinto dia, todos os tratamentos tiveram predominio de inflamacao
crbnica composta por células mononucleares (controle 90%, latex e latex com

gentamicina 60%).
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Sousa et al. (2011) relatam resultados semelhantes na utilizacédo de latex em
inguinoplastia de caes que promoveu inflamacédo mononuclear nos dias 14, 21 e 28.
Em um transplante de conjuntiva de coelho, notou-se que a inflamagao foi crénica no
décimo quarto e vigésimo primeiro dia (PINHO et al., 2018). A inflamacé&o se manteve
por mais tempo nas feridas tratadas com biomembranas de latex. Todos os

tratamentos apresentaram aumento da angiogénese no M13 e M25 (Figura 33).

Figura 33: Avaliacdo da angiogénese nos diferentes tratamentos realizados das
feridas de pele de ovinos (n=10) sem tratamento algum (Controle, C) ou cobertas com
biomembrana de latex (L) e biomembrana de latex com gentamicina (L+G) sob efeito do
tempo. Os gréficos sdo expressos por média e desvio-padréo e a diferenca estatisticamente
significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Fonte: Arquivo pessoal.

A angiogénese é um fator importante na cicatriza¢do, pois com a formacéo de
novos vasos acabam suprindo a lesao com oxigénio, removendo o diéxido de carbono
e outros produtos da degradacao, e acabam drenando o excesso de fluidos e permite
acesso a ferida para as células tronco (ACHERMANN, 2018).

Estudos demonstram que o0s macrofagos sao primordiais na resposta
angiogénica durante o processo de cicatrizacdo de feridas, pois dependendo do
estimulo podem sofrer diferenciacdo especifica. No inicio e na sustentacdo da
inflamacé&o sdo denominadas de fenétipos M1, devido a sua maior concentracdo, e no
periodo de cicatrizacdo de fendtipo M2, associado também com a angiogénese
(VEITH et al., 2019).

Com relacdo a contagem dos vasos sanguineos neoformados, no presente
estudo ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. Andrade et al. (2011)
compararam diferentes tipos de implantes subcutaneos em camundongos (C57BL/6),
um feito de latex natural (NBL), outro de latex desnaturalizado (DL), outro de
politetrafluoroetileno expandido (ePTFE) e um sem implante (SHAM). Observaram
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gue no sétimo dia os implantes de NBL e DI proporcionaram neoangiogénese maior
gue SHAM e no 14° dia também superior a ePTFE.

Zimmermann et al. (2018) observaram que a quantidade de vasos sanguineos
no tratamento com latex no subcutaneo de bovinos foi significativamente maior que
no grupo controle, para todos os tempos testados.

Em ratos com queimaduras térmicas tratados com biomembrana de latex por
14 dias, o grupo com latex apresentou melhor cicatrizagdo e neoangiogénese quando
comparados com o grupo controle (BOLINA-MATOS et al., 2013). Tais discrepancias
devem-se provavelmente as diferentes metodologias utilizadas na avaliacdo da
angiogénese.

O tratamento controle apresentou aumento de fibroblastos no M13, enquanto o
tratamento com biomembrana de latex apresentou no M25 e o tratamentos com
biomembrana de latex incorporada com gentamicina ndo apresentou diferenca

significativa (Figura 34).

Figura 34: Avaliacdo do numero de fibroblastos nos diferentes tratamentos realizados
das feridas de pele de ovinos (n=10) sem tratamento algum (Controle, C) ou cobertas com
biomembrana de latex (L) e biomembrana de latex com gentamicina (L+G) sob efeito do
tempo. Os graficos sdo expressos por média e desvio-padréo e a diferenca estatisticamente
significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).

Controle Latex Latex + Gentamicina
*x *
| /\} ] ./H

T T T T T T T T T
MO M13 M25 MO0 M13 M25 Mo M13 M25

IS
IS
1
N w IS
1 i

Escore - Fibroblasto
-
f

Escore - Fibroblasto
Escore - Fibroblasto

o

Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)

Fonte: Arquivo pessoal.

7

O aumento do numero de fibroblastos é importante para a producédo de
colageno no local, e para ocorrer a substituicdo da matriz extracelular por tecido
conjuntivo, denominado de fibroplasia, que para a sua eficiéncia € necessaria a
ocorréncia em paralelo a formacao de novos vasos sanguineos, além disso, também

sao importantes para realizar a contracéo da ferida (ACKERMANN, 2018).
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No presente trabalho a avaliacéo de fibroblastos foi semelhante a descrita por
Penhavel et al. (2016) visto que em todos os tratamentos a contagem de fibroblastos
foi maior que 50% do campo.

Em experimentos in vitro, Barros et al. (2021) observaram o aumento da
atividade metabdlica em culturas de fibroblastos e queratindcitos com eluatos de
biomembranas de latex natural incorporadas com 15% de alginato, o que demonstra
seu potencial uso no processo de cicatrizagdo. O aumento do numero de fibroblastos
foi significativo no tratamento controle no décimo terceiro dia e no tratamento com
latex no vigésimo quinto dia, o que pode indicar uma melhor reepitelizacdo da ferida
tratada com a biomembrana de latex.

Nos estudos realizados por Andrade et al. (2011) em implantes subcutaneos
indicaram mesmo numero de células inflamatérias e fibroblastos para o grupo NBL,
para grupo ePTFE o numero de fibroblasto foi maior que as células inflamatérias,
enguanto os grupos DI e SHAM apresentaram maior numero de células inflamatorias

que os fibroblastos.
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5. CONCLUSAO

As biomembranas de latex ndo promoveram aumento da velocidade de
cicatrizacdo das feridas, entretanto observou que no meio e fim do processo de
cicatrizacdo uma maior retracao das feridas.

As alteracdes apresentadas pelos parametros hematoldgicos e bioquimicos
estdo relacionadas ao processo de cicatrizagdo. As alteracdes no nivel de fibrinogénio
plasmatica estdo relacionadas a eventos inflamatérios e/ou traumaticos e o aumento
de mondcitos e eosinofilos podem ser justificados pela fase cicatricial das feridas.

Os marcadores renais, como a creatinina e ureia ndo apresentaram alteracoes
em suas dosagens, uma vez que a gentamicina pode levar a nefrotoxicidade, assim
recomendando como um curativo seguro para uso tépico.

O microrganismo Staphylococcus coagulase negativa foi o de maior
prevaléncia nas feridas, o que pode estar associado a facilidade de formacéo de
biofilme em dispositivos médicos.

A biomembrana de latex com gentamicina promoveu reducdo da carga
bacteriana sem inducéo de resisténcia antimicrobiana, reafirmando a indicacdo do seu
uso para o tratamento de feridas com processo de infeccao.

A analise histopatolégica ndo revelou diferencas estatistica nos quesitos
inflamagé&o, angiogénese e teor de fibroblastos entre os tratamentos nos momentos
avaliados. Nos momentos medianos, M13 e M25, foi observado um aumento dos
guesitos avaliados, contudo este aumento estd relacionado ao processo de
cicatrizac@o. Na etapa inflamatdria os neutréfilos séo recrutados para inibir possiveis
infeccéo e liberacdo das citocinas, na angiogénese ocorre uma melhor oxigenacao e
proliferacédo de células tronco e o aumento dos fibroblastos é importante na producéo
de colageno e formacéo do tecido conjuntivo.

Baseado nos resultados deste estudo, onde a biomembrana de latex
incorporada com gentamicina ndo promoveu alteracdes toxicologicas, levou a reducao
da carga bacteriana sem induzir a resisténcia antimicrobiana e ao término do processo
cicatricial as feridas apresentaram melhor aparéncia estética, desta forma sugere-se
sua aplicacéo no auxilio da oclusdo de feridas decorrentes de queimaduras, Ulceras
de presséao e diabetes, ou seja feridas de primeira, segunda e terceira intengcdo com o

intuito de diminuir a probabilidade de uma cicatriz hipertrofica e queloide.
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1. Introduction

Cutaneous injuries, especially chronic wound and skin wound infection, require
painstakingly long-term treatment with an immense financial burden to healthcare
systems worldwide, accounting for over $25 billion every year in the US alone, with
approximately 300 million chronic and 100 million traumatic wound patients [1-3].
Several factors can result in non-healing wounds such as chronic disease, vascular
deficiency, diabetes mellitus, malnutrition, aging, immunocompromised comorbid-
ities, soft tissue trauma, burns, operative or highly contaminated wounds, obesity,
poor hygiene and exposure to contaminated water [4-6].

In general, all chronic wounds are susceptible to contamination by microorgan-
isms. Staphylococcus aureus, an aerobic Gram-positive coccus, is the most dominant
causative pathogen (39.28%) and has paramount epidemiological significance in com-
plicated skin and soft tissue infections. Pseudomonas aeruginosa (19.64%), Escherichia
coli (30.35%), and Enterococcus spp. (10.71%) have also been identified as causes of
these infections [7, 8].

Infected and chronic wounds not only impair the physiological functions of skin
barrier, but they can also cause morbidity and even death [9]. Various strategies
including growth factor, cell therapy and drug delivery systems have been used to
enhance healing of non-healing wounds, because they accelerate this process [3, 10].

Thus, transdermal systems are of great interest, because they enable the adverse
effects minimization of conventional formulations, maintaining the desired concentra-
tion over a long period of time without reaching toxic concentrations or not achieve
the expected therapeutic effect [11-13]. Currently, many synthetic and natural poly-
mers are used in the development of controlled release systems, designed to be more
specific and suitable for drug to reach the wound site [14, 15].

Some strategies with biopolymers such as the use of chitosan, hyaluronic acid and
abietic acid in matrix [16], solid dispersion [17], nanofibers [18] and hydrogels [19]
can promote and accelerate wound healing and tissue regeneration, in addition to
preserve their intrinsic biological properties like antimicrobial characteristics and
biocompatibility.

Many researchers have shown that natural rubber latex (NRL) from Hevea brasi-
liensis composed by a natural polymer poly(cis-1,4-isoprene) has wide variety in
health applicability, such as replacement of cervical esophagus in dogs [20], used as
prosthesis and medical grafts due to its biocompatibility [21], wound healing [22],
angiogenesis natural stimulus [23] and bone growth [24].

New studies had designed NRL as polymeric support for sustained release systems
using metronidazole [25], sodium and potassium diclofenac [26, 27], ciprofloxacin,
that also showed antimicrobial activity against Burkholderia sp. [28, 29], moxifloxacin,
which revealed antimicrobial activity against E. coli and S. aureus [30] and as modi-
fied porous NRL films loading gentamicin, that exhibited the good antimicrobial
activity against S. aureus and P. aeruginosa [31]. This new strategy has been used,
because it is possible to modify kinetic release profiles and release time through sim-
ple changes in the material morphology. Then, various antibiotics can be employed as
gentamicin sulfate (GS).
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Gentamicin used as sulfate salt is a broad-spectrum antibiotic which has action by
inhibiting the growth of a wide variety of Gram-positive and Gram-negative microor-
ganisms [32, 33]. It has been used for systemic treatments as biliary tract infections,
endocarditis, meningitis, among others, and can also be applied topically for treat-
ment of local infections, such as infectious impetigo, seborrheic dermatitis and super-
ficial ocular infection [34]. However, GS promotes severe toxicity problems, especially
nephrotoxicity, toxicity and neuromuscular blockade when used by parenteral route
in high concentrations for a long period of time [35]. GS is configured as one of the
most widely used antibiotics in controlled release devices, as well as their solubility
and stability at high temperatures [36].

The aim of this work was to incorporate GS into the NRL biomembranes to
reduce the drug side effects [37] and evaluate its antibiotic properties against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli present in infected skin ulcers. The inter-
action of the dressing with red blood cells was assessed through hemocompatibility
assays, in order to investigate toxicity in vitro. Furthermore, safety tests on
Caenorhabditis elegans was employed to evaluate its biocompatibility as an alternative
to mammals, because this organism presents biological functions, as innate immune
response, similar among mammals [38], in addition to several advantages in experi-
mental assays [39], and its genome has already been fully sequenced [40]. As an
in vivo model, C. elegans provides several characteristics that complement in vitro or
cellular models [41]. Thus, the study novelty is to use testing such as hemolysis and
toxicity in alternative animal model to estimate aspects of biocompatibility of the
NRL-GS biomembranes.

2. Materials and methods
2.1. Natural rubber latex

NRL was acquired from BDF Latex Company (Guaranta, Brazil), of about 60% dry
rubber content, 35% of water and 4-5% weight of non-rubber constituents such as
proteins, lipids, carbohydrates. It was produced by the crossing clones: RRIM 600 e
PB 235 (Lot: 01703/13). After extraction, ammonia was added to the material to pre-
vent coagulation and adjust pH value at 10.2. The material was centrifuged at 8000 g
for purpose of reducing the high molecular weight proteins present in NRL serum
which are responsible for allergic and cytotoxic reactions [28, 42]. Cream fraction
after centrifugation was redispersed to make the desired 60% of dry rubber content
latex and then washed twice by centrifugation to reduce the protein content on
the solution.

2.2. Gentamicin sulfate

GS, Lot. 10041226, composed by a mixture of GS isomers such as structures C1, Cla,
C2, C2a and C2b, was obtained in powder, without excipients from Henrifarma
Company (Distributor of Pharmaceutical Drugs, Sao Paulo, Brazil). The drug has
been dissolved with aqueous solution at 25°C (room temperature).
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Figure 1. The NRL-GS biomembrane (final material).

2.3. Biomembranes production

The GS loaded biomembranes were prepared by mixing 4 mL of NRL and 3mL of
GS solution (30 mg/mL). After this, the mixture was poured onto Teflon® plates with
5.00+0.05 cm diameter and 1.00 +0.01 mm thick. The blend was maintained at room
temperature (25°C) for two days for complete polymerization (Figure 1). For the bio-
membranes antimicrobial activity, the films were cut with histologic punch (6 mm;
total area = 28.26mm?). The drug concentration was adjusted in order to produce
discs with 1 mg of GS.

2.4. Gentamicin delivery system

In order to verify GS released from biopolymer, the biomembranes were immersed in
100 mL containing buffer solutions (Na,HPO,/0.1M NaH,PO,) at pH value equal 5.7
and 0.9% saline solution (pH ~ 6.9). GS released into solution was measured using a
UV-Vis spectrophotometer SF200 ADV (BEL ENGINEERING®, Italy) [43, 44], where
the drug has the maximum absorption at 250 nm, according to Saptarini et al. [45].
These experiments were carried out in triplicate.

2.5. Mechanical resistance

Mechanical resistance test on the biomembranes were carried out on a DL-2000
(EMIC®, Brazil) testing machine at room temperature (25°C), with a 50 kgf load cell
at a speed of 500 mm/min (according to ASTM D412) and elongated until failure.
Values were converted to stress-strain curves and the Young modulus was calculated
from the initial linear part (0-5% elongation).

2.6. Fourier Transform Infrared

FTIR spectra from pure GS, NRL biomembrane and NRL-GS biomembrane were
obtained to prove the drug chemical integrity in the polymer. The samples were dir-
ectly measured by an Attenuated Total Reflection method (ATR-FTIR) equipped by
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diamond crystal, which is an excellent method for obtaining infrared information to
the surface of sample and powdered drug. Biomembranes were characterized by a
Tensor 27 (Bruker®, Germany) (4000-400 cm ') source: HeNe laser; detector:
DLaTGS with a resolution of 4cm ! and 32 scans.

2.7. Scanning Electron Microscopy

The GS compound distribution on the NRL biomembrane surface was examined at 300x
magnification using SEM EVO 50 (Zeiss®, Germany), with 2kV, take-off angle of 35° and
gold as conductor material. Three aleatory areas were analyzed to perform the analysis.

2.8. Biomembranes antimicrobial activity

Antimicrobial activity of the drug incorporated into the NRL biomembranes was eval-
uated using the agar diffusion method. Staphylococcus aureus (Gram-positive) ATCC
25923 and Escherichia coli (Gram-negative) ATCC 25922 were employed as standard
microbes. The strains of S. aureus and E. coli were seeded on Brain Heart Infusion
agar (BHI, Sigma-Aldrich, USA). The plates were incubated at 37°C for 24h. Each
microorganism was suspended in broth at standardized concentration of 1.5 x 10
cells/mL prior to spreading 1 mL broth onto agar plate [46]. The NRL biomembranes
and NRL-GS biomembranes were cut into 5mm circular discs. These biomembranes
were gently placed onto colonized agar plate. GS-loaded cellulose (10 pg per disc) was
employed as a positive control. These plates were incubated at 37°C for 24h. The
diameter of circular zones of inhibition was measured after 24h of incubation. All
determinations were carried out in triplicates.

2.9. Hemolysis assay

Interactions of the biomembrane with sheep red blood cells (NEW PROV, code:
1189, Parana, Brazil) were analyzed using hemolytic assays [47]. First, the NRL-GS
and NRL biomembranes were incubated separately in phosphate buffered saline
(PBS) at pH 7.4 in proportion 0.2 mg of samples per mL of PBS for 24 h. Thereafter,
50 uL of samples resulting from lixiviated biomembrane and 50 uL of erythrocyte
solution were incubated at 37°C for 1h. Samples were centrifuged at 3000 rpm for
3min and aliquots of 50 uL of supernatant were pipetted into 96-well microplates.
Control groups were determined using 50 uL of PBS buffer with 100 uL of 1% (v/v)
Triton X-100 (100% hemolysis value), while 0% hemolysis value was obtained using
10 uL buffer by a microplate reader at 540 nm. The hemolysis rate was calculated
using following equation:

Hemolysis rate (%) o (ABSsampIe_ABSnegative cuntrol) (l)
(ABSposr'tive control — ABSnegative controI)

ABSgmple is absorbance of the samples (NRL-GS and NRL biomembranes),
ABSpegative control 15 absorbance of negative control (PBS), and ABS,sitive control 1S
absorbance of positive control (Triton X-100).
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2.10. Evaluation of the toxic effect on Caenorhabditis elegans

C. elegans wild type N2 was grown on nematode growth medium agar plates, fed
with Escherichia coli OP50 and incubated at 15°C according to standard procedures
[48]. For experiments, worms were synchronized by treatment with sodium hypo-
chlorite. Worms were then washed with NaCl 50 mM, and about 20-25 worms were
added to wells of 96-well plates containing 60% NaCl 50 mM, 40% brain heart infu-
sion (BHI), 10 ug/mL cholesterol in ethanol, 90 ug/mL kanamycin and 200 mg/mL
ampicillin. The eluates obtained from the biomembranes were extracted according to
ISO 10993-5 [49]. One hundred pL of different concentrations of eluates obtained
from the NRL biomembrane (0.2-0.02mg/mL), NRL-GS biomembrane
(1.29-0.129 mg/mL), GS solution (0.5-0.03 mg/mL) and PBS (control group) were
added to the wells. The plates were maintained at 25°C, and worm survival was
assessed after 24 h, based on their mobility and their shape (rod shaped worms were
considered dead and sinusoidal worms were considered alive). Images were captured
in the microscope Zeiss Discovery V12 (Germany) attached to a camera. Two inde-
pendent experiments were performed with a total of about 40-50 worms.

2.11. Statistical analysis

Data were expressed as mean value + standard error of mean (SEM). Statistical ana-
lysis was performed using GraphPad Prism software (San Diego, CA, USA). Statistical
variations between groups were determined using one-way ANOVA analysis (variance
for multiple comparisons) followed by Bonferroni post-test. Values of p<0.05 were
considered significant.

3. Results and discussion
3.1. Gentamicin delivery system

Usually, a bioactive compound is incorporated into a carrier to result in a sustained
release system, in which its rate and amount of drug released is related to the carrier
properties or the environment in which it is found [50]. Among several options, poly-
mers are versatile and promising agents to perform this function, according to their
characteristics: hydrophobic, hydrophilic or insoluble [50, 51]. In hydrophobic or
lipid carriers, bioactive release control occurs primarily by diffusion mechanism
through pores or erosion.

GS exhibited a peak of absorbance at 250nm in accordance with the literature
[45]. The absorbance intensity depending on concentration of GS solution was plot-
ted (Figure 2). It is observed that the calibration curve is in accordance with the
Beer-Lambert law, with a regression coefficient of 0.99418.

This work evaluated GS kinetic release using the NRL biomembranes as solid
matrix in different solutions to analyze the influence on release profile.

Figure 3 shows a larger release during the first hours due to GS presence on the
biomembrane surface. Moreover, it is possible to observe a steady release of GS in
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Figure 2. (a) UV-Vis spectrum of GS and (b) standard analytical curve of GS.

different studied solutions, suggesting that the drug is in the inner layers of
the biopolymer.

GS released by the NRL biomembranes in physiological solution 0.9% (pH = 6.9)
was 39.23% (35.36 mg) up to 39h and in buffer with pH 5.7 (acid), it was observed
65.35% of GS (58.82mg) up to 64h, suggesting a greater solubility in an acid ambi-
ence, which showed the higher percentage of GS released. When a drug is among the
most carried with H" ions (acid ambient) and OH™ (basic ambient), it becomes more
bioavailable for absorption.

It was noticed that release profile obeyed a double exponential (ExpDec2), follow-
ing equation:

y ()= po+Are M LA )
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Figure 3. GS kinetic release profiles in different buffer solutions (pH 5.7 and 6.9).

y(t) is GS amount released by the NRL biomembranes on time function (t), y, is ini-
tial drug amount in polymeric matrix, A; and A, are constants, and t; and t, are the
characteristic times.

Sarabia-Sainz et al. [52] demonstrated release of GS incorporated into albumin
microspheres for 24h in three different ways: glycine/HCI (pH 2.0), acetate buffer
(pH 4.0) and PBS (pH 6.0). The results showed a faster GS release under acidic con-
ditions (pH 2.0 and 4.0) when compared at pH 6.0, suggesting this fact due to the
high solubility of the drug at acidic pH.

Campos et al. [53] evaluated drug release rate against variation of GS concen-
tration and the cross-linking degree of chitosan films for 2 weeks in saline buffer
pH 7.4. The results showed that a higher starting concentration of drug and a
high degree of cross-linking promoted a slower release, and after 14 days, only
20% of the initial concentration was provided in the ambiance. On the other
hand, a lower initial concentration of GS and a low degree of cross-linking
favored a more rapid diffusion in which yielded 70% of the initial drug concentra-
tion after 14 days. GS carried by the NRL biomembranes demonstrated a greater
release in the first hours in accordance with the results obtained previously by our
group [25, 28, 42].

Besides the environment and pH values, structural, morphological and physico-
chemical parameters influence GS release in some materials. Van De Belt et al.
[54] analyzing GS release in six bone cements with different surface roughness
have found a high rate of initial release followed a rapid decrease in all samples in
the first 30h, suggesting that drug release kinetics is controlled by the combin-
ation of roughness and porosity of the bone cement surface. Meanwhile, Huang
et al. [55] observed that nanoformulation composed of chitosan/fucoidan (polysac-
charides derived from brown algae) for carrying GS to the lung obtained a release
rate of 77% within the first 10h and showed an improvement in antimicrobial
efficacy without systemic toxic effects when compared to intravenous administra-
tion of GS.
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Table 1. Mechanical resistance measures of NRL biomembranes.

Maximum Maximum Young
Sample Tension (MPa) Deformation (mm.mm’') Modulus (MPa)
NRL 2.33+0.05 16.61+0.04 0.93+0.03
NRL-GS 3.91+0.06 16.12+0.01 1.45+0.02

One-way ANOVA followed by Bonferroni post-test. There was no statistical difference between the samples NRL and
NRL-GS (p < 0.05).

3.2. Mechanical resistance

Considering the biomaterial is been developed for dermal purpose, its mechanical
properties should be suitable for application. Mechanical resistance showed the degree
of deformation and strength of the biomembranes before and after GS incorporation.
Besides that, the result exhibited a typical elastomer profile, where it was possible to
see that the biomembrane has three regions presenting different mechanical behavior:
I - elastic behavior, II - plastic behavior, and III - crystallization induced by the ten-
sion. It was also observed a best performance for the biomembrane when GS
was present.

The results of Young modulus, which is directly associated with the polymer stift-
ness, indicated that the maximum tension for the NRL-GS biomembrane composite
had 55% increase over the tension for the NRL biomembrane, suggesting that it was
due to the embedded GS crystalline aggregates, as physical reinforcing fillers besides
as chemical crosslinkers, making the biomembrane more resistant. In addition, it is
possible to observe in Table 1 that there was no statistical difference between the
NRL and NRL-GS biomembrane in relation to the maximum tension, maximum
deformation and Young modulus.

Murbach et al. [28] reported in their experiments that the ciprofloxacin incorpor-
ation into the NRL biomembranes changed their mechanical behavior, making it
more rigid and fragile. Already, Floriano et al. [56] observed that the mechanical
behavior (Young modulus and tensile strength) of the NRL biomembranes were
0.63 MPa and 0.68 MPa, respectively. Garms et al. [29] observed that the addition of
antibiotic in the NRL biomembranes increased 1.03 times the elongation at break and
the tensile strength reduced in 1.07 times. Herculano [57], by incorporating a protein
(albumin) and metronidazole in the NRL biomembranes, did not note any statistically
significant differences in mechanical properties of the polymer.

The value of Young modulus of native human skin ranges from 0.01 to 50 MPa
[58], while ultimate tensile strength (UTS) of human skin ranges from approximately
1 to 40 MPa. It is known that tensile mechanical properties of skin derive primarily
from the collagen fibers in the dermis [59, 60]. Thus, the values of the modulus of
elasticity observed for the NRL biomembrane and NRL-GS biomembrane (0.93 and
1.45 MPa) are in accordance with those reported for human skin.

3.3. Fourier Transform Infrared

Figure 4 shows FTIR spectra of the NRL biomembrane, NRL-GS biomembrane and
pure GS. For the NRL biomembrane, it was observed characteristic bands of NRL
and isoprene functional groups at 2910cm™" (CH, asymmetric stretching), between
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Figure 4. FTIR spectra of (a) NRL biomembrane; (b) NRL-GS biomembrane and (c) GS powder.

2859cm ™" to 2848 cm™' (CH, symmetric stretching), 1662cm™" (C=C stretching),
1446 cm™' (CH, deformation) and 841 cm™' (=CH out-of-plane bending). For pure
GS, it was observed absorption bands at 3000-3400cm ™" due to vibration of primary
amines elongation (R-NH,) and secondary (R,NH), and also due to OH groups,
bands 1631 cm™" and 1527 cm™" refer to the bending vibrations of the amine groups
(NH) L, II, III, band around 1100-1040 cm™" is related to the axial deformation of the
NH and amine tertiary groups (RsN), and band at 617cm™", is a typical band for
GS. For the NRL-GS biomembrane, it was observed absorption bands at 1100 cm™"
and 617cm™', demonstrating GS presence, while absorption bands
2910cm™"*#* em ™2 ecm ™4 cm ™! and 841 cm™! represent the NRL characteris-
tics bands. It is suggested that occurrence of an association between mixture which
indicated GS structural integrity incorporation into the NRL [30, 61].

3.4. Scanning Electron Microscopy

SEM technique allowed visualizing the drug distribution on the material and its
changes. On applying SEM technique in order to analyze the biomembrane surface,
can be seen that: Figure 5(a) shows the drug microstructure, which consists of crystal-
line particles agglutinated. In Figure 5(b), there is a smooth surface without cracks or
pores formation. Figure 5(c), it appears that the drug absorption to the biomembrane
it was spread over the surface in reticules, which reinforces pattern shown in release
tests where faster release occur due to the drug presence on the biomembrane surface,
and stable step with reduced speed, because at that moment the water carries the
drug of the inner layers (bulk) of the biomembrane.

Finally, when compared surfaces of pure GS, the NRL biomembrane and NRL-GS
biomembrane by SEM analysis, the surfaces exhibited morphological differences,
revealing formation of pores (channels), which causes greater fluid exchange between
ambiance-biomembrane and the drug crystals were dispersed in the matrix. SEM
images also showed that it was possible to incorporate GS into the NRL without
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o X 300 1

Figure 5. SEM images of (a) GS powder; (b) NRL biomembrane and (c) NRL-GS biomembrane
[magnification x300].

Table 2. Antimicrobial activity evaluation of NRL biomembranes.
Microorganism Tested/Diameter Inhibition Halo (mm)

Staphylococcus Escherichia coli
Sample aureus (ATCC 25923) (ATCC 25922)
NRL biomembrane 12.40+0.90 0.00
NRL-GS biomembrane 28.40+0.50 * 19.5+0.80 *
Reference Disk / GS (10 pg) ' 31.00+0.50 * 183+0.80 *

One-way ANOVA followed by Bonferroni post-test. The * indicate if there is a significant difference (p < 0.05)
between the group. t Expected inhibitory halos values to Staphylococcus spp and Enterobacteriaceae. Resistant <
12mm; Intermediary = 13-14mm and Sensitive > 15 mm (CLSI 2013).

structural modification occurred, having drug crystals been adsorbed on the biomate-
rial surface [27, 28].

3.5. Biomembranes antimicrobial activity

Disk diffusion test was performed to demonstrate that the drug activity was preserved
after being incorporated into the NRL. The choice of S. aureus and E. coli for evalu-
ation study of the biomembrane antibacterial activity is due to some of the predomin-
ant cause of infections and being represented by Gram-positive and Gram-negative
species, respectively [62]. Sterilized cellulose discs containing GS (10pg) were
employed as positive control. As expected, positive control group revealed the highest
antimicrobial activity. The results presented in Table 2 demonstrated that the bio-
membranes showed antimicrobial activity against S. aureus (ATCC 25923) and E. coli
(ATCC 25922) strain. Moreover, reference disk showed to be statistically different in
relation to the NRL and NRL-GS biomembranes against S. aureus and statistically
similar to the NRL-GS biomembrane against E. coli.

It was observed that the NRL biomembrane (12.40 + 0.90 mm) presented a growth
inhibition halo against S. aureus. In previous studies, NRL has demonstrated anti-
microbial activity against Candida spp. and other pathogens due to the presence of
hevein, a small cysteine-rich protein, which have strong antimicrobial activity [63].
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Inhibition
Halo

Figure 6. Antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli: (a) NRL biomem-
brane; (b) NRL-GS biomembrane and (c) Cellulose disc containing GS.

On the other hand, the NRL biomembrane (0.00+0.00 mm) did not inhibited E.
coli growth.

The zone of inhibition of the NRL-GS biomembrane (28.40 +0.50 mm) and com-
mercial disk with 10 ug of GS (31.00+0.50 mm) showed that S. aureus are susceptible
to concentration of the drug in both cases. For E. coli, the NRL-GS biomembrane
(19.5+0.80 mm) and commercial disk (18.3 +0.80 mm) exhibited the same antimicro-
bial activity.

The performed test showed that the NRL has ability to release GS and, thus,
inhibit the tested microorganism’s growth (Figure 6).

So, the two microorganisms tested were susceptible to the NRL-GS biomembrane,
being unable to grow in its presence. The results corroborate with studies of the use
of the NRL as antibiotic delivery vehicle [29, 31].

Alvarez et al. [64] evaluated nanocomposites dressings of collagen hydro-gels
incorporated by GS and rifampicin and observed that GS, even in high doses, does
not modify the fibers structure, its rheological behavior, its antibacterial activity and
fostering its release for 7 days. Aquino et al. [65] showed antibiotic activity against S.
aureus using GS loaded micro-systems (micro-particles) of alginate/pectin prepared
by supercritical micronization up to 24 days. In their experiments, Singh, Sharma and
Dhiman [66] demonstrated the presence of zone of inhibition using hydro-gel dress-
ings (Arabic glue and Carbopol®) incorporated with GS against Staphylococcus sp.

Phaechamud et al. [31] developed a transdermal patch, where GS was loaded into
polymeric blends (NRL/glycerin or triethyl citrate/xanthan gum). The membranes
demonstrated good antimicrobial activities against S. aureus. Furthermore, they
observed an increase in the inhibition zone of the membranes when compared to
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Figure 7. Hemolysis (%) resulting of control groups and the biomembranes incubated.

commercial disks of GS. These results showed that NRL is able to potentiate the
action of the incorporated compound.

3.6. Hemolysis assay

Hemocompatibility of the NRL-GS and NRL biomembranes in red blood cells were
evaluated (Figure 7). In positive control group, hemoglobin was released from dam-
aged cells (100+0% hemolysis), presenting a reddish color, while in negative control
group, there was no hemolytic activity (0+0% hemolysis), resulting in a transpar-
ent color.

It was considered as non-toxic values up to 5% hemolysis follows considerations to
Cesar et al. [67] and Barros et al. [68]. As expected, hemolytic activity of the NRL
biomembrane was at 0.1 +0.1%, for NRL did not present significant hemolytic activity
for 24-hour incubation assays. Similar results were found in the NRL-GS biomem-
brane (0.2+0.1%), where this biomaterial did not cause damage to red blood cell
membrane. These outcomes are in agreement with others obtained by Floriano et al.
[61], which did not observe hemolytic activity in membranes loaded with ketoprofen.

3.7. Evaluation of the toxic effect on Caenorhabditis elegans

Beyond to effectiveness, safety assessment is essential in development of new biomate-
rials. For this, C. elegans model was used to investigate the toxicity of biomembranes.
There are good evidences supporting invertebrate animal as useful, facile and inex-
pensive models, because they present high genetic homology and conservation of bio-
logical functions such as the innate immune response which are observed between
this nematode and mammals with approximately 60 to 80% of genes [38]. Thus, C.
elegans complements both in vitro and in vivo mammalian models in toxicology
because it allows a high-throughput [39, 41]. Furthermore, C. elegans has been used
as an animal model to assess the in vivo biocompatibility of many biomaterials [69].
The results showed that the eluates of NRL biomembrane, NRL-GS biomembrane
and GS solution did not significantly reduce survival of C. elegans worms for 24 h at
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Figure 8. Percentage of viability of C. elegans worms treated with different concentrations of NRL,
NRL-GS and GS for 24 h.

One-way ANOVA followed by Bonferroni post-test. There was no statistical difference between the worms exposed to
NRL, NRL-GS or GS and control group (p < 0.05).

any of tested concentrations. That is, there was not toxicity demonstrated on worms
(Figure 8).

None of the tested concentrations of three treatment groups (NRL, NRL-GS and
GS) showed a statistical difference in relation to control group (PBS). The mean and
of viability was 95.85+4.17%, 86.65+4.74% and 84.75+9.83% to the NRL biomem-
brane, NRL-GS biomembrane and pure GS solution in the highest concentra-
tions tested.

It is known that pure GS is toxic in high concentrations and when used for a long
time period [35], but no degree of toxicity was observed in C. elegans in analyzed
concentrations in this work.

Even the high concentrations of eluates of NRL-GS biomembrane and GS solution,
it was not observed toxicity. However, it is important to note that the eluates of
NRL-GS biomembrane reduced larval mobility when compared to control group
(Figure 9).

4. Conclusions

In summary, the present study showed that GS has been incorporated into the NRL
biomembranes to enhance its biopharmacological aspects, as used in the treatment of
skin infections, especially those caused by Gram-negative and Gram-positive microor-
ganisms. It has been noted release of 65.35% of GS by biomembrane in acid ambience
up to 64h, which reinforces its application as a reservoir. FTIR spectra and SEM
images suggest GS structure integrity after incorporated into the NRL. Antibacterial
activity has shown that Staphylococcus aureus and Escherichia coli were sensitive to
the NRL-GS biomembrane. Hemolysis assay demonstrated that the NRL and NRL-GS
biomembranes did not present hemolytic activity. The analysis of the biomembranes
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Figure 9. Representative images of C. elegans worms: control (PBS), NRL (0.2 mg/mL), NRL-GS
(1.29 mg/mL) and GS (0.5 mg/mL) groups after 24 h of treatment.

eluates and pure GS revealed that even in high concentrations, both were not toxic
within 24h in C. elegans. Thus, the biomembrane has behaved satisfactorily, showing
promising for future studies on dressings development for topical uses, keeping drug
antibiotic properties against pathogens and reducing the side effects. Also, this work
opens opportunities for studying the use of NRL as a solid support in release of other
antibiotics in the treatment of skin infections.
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ANEXO A

PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

Centro Universitario das Faculdades Integradas de Qurinhos U nl m

Rodovia BR 153 - K 33542 - Bamo Agua do Satein - Qudnhios ¢ 5P e g w——

Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto "AUALIA(}&D DA EFICACIA DA BIOMEMBRANA
DE LATEX NATURAL INCORPORADA COM GENTAMICINA NA EIEATRIZA{,‘ELD
DE FERIDAS EXPERIMENTAIS EM OVINOS™, de responsabilidade do pesquisador
RONDINELLI DONIZETTI HERCULANO, esta de acordo com os Principios Eficos da
Experimentacdo Animal e foi aprovado pelo CEUA, sob o nimero de protocolo
02272018,

B ouaro
Prof.® Dra. Beatriz Perez Floriano
Secretaria do CEUA
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