UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO — PRPPG
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA

FLAVIANE MARIA FLORENCIO MONTEIRO

AVALIACAO DO TRATAMENTO TOPICO DE LESOES
CUTANEASCOM FILMESOBTIDOSDO POLISSACARIDEO
DA GOMA DO CAJUEIRO (Anacardium occidentale L.)

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco
para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncia Veterinaria

Orientagao:
Prof* Dr* Ana Lucia Figueiredo Porto

Co-orientagao:

Prof* Dr* Ana Maria dos Anjos C. Leao
Prof* Dr* Maria das Gragas Carneiro da
Cunha

Conselheira:

Prof* Dr* Maria Cristina Oliveira Cardoso
Coelho

Recife, 2006



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO — PRPPG
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA

FLAVIANE MARIA FLORENCIO MONTEIRO

A\(ALIA(;AO DO TRATAMENTO TOPICO DE LESOES
CUTANEASCOM FILMESOBTIDOSDO POLISSACARIDEO
DA GOMA DO CAJUEIRO (Anacardium occidentale L .)

ORIENTADORA: PROF® DR* ANA LUCIA FIGUEIREDO PORTO

Recife-PE
Margo, 2006



Ficha catalografica

Setor de Processos Técnicos da Biblioteca Central — UFRPE

M775a

Monteiro, Flaviane Maria Floréncio

Avaliacao do tratamento tépico de lesdes
cutaneas com filmes obtidos do polissacarideo da
goma do cajueiro (Anacardium occidentale L .) /
Flaviane Maria Floréncio Monteiro . -- 2006.

163 f. il.

Orientadora : Ana Lucia Figueiredo Porto

Tese (Doutorado em Ciéncia Veterinaria) — Univer-
sidade Federal Rural de Pernambuco. Departamento
de Medicina Veterinaria.

Inclui bibliografia,anexo e apéndice

CDD 636.089 6

1. Cicatrizagéo
2 . Anacardium occidentalle
3. Tripsina

4 . Imobilizacao
5. Biomaterial

6 . Filme polimérico

| . Porto, Ana Lucia Figueiredo
II. Titulo




DEDICATORIA

Dedico a0 meu amado marido, Aldrin Ederson Vila Nova Silva e a
nosso tdo sonhado filho, André Felipe Monteiro Vila Nova Silva, o
meu muito obrigada pelo amor, apoio e compreensdo em todos os

momentos.

Dedico com muito carinho e reconhecimento por todo apoio e
paciéncia as minhas Orientadoras Ana Lucia Figueiredo Porto, Ana
Maria dos Anjos Carneiro Ledo e Maria das Gragas Carneiro da

Cunha, minha ETERNA gratidao.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por minha satde, familia e amigos.

A minha mée, Dorinha e irmaos pelo constante apoio e carinho.

Aos meus sogros Pedro Salvador Alves da Silva e Djardiére Vila Nova Silva, por todo apoio ¢
principalmente por ajudarem a cuidar do Andrezinho durante esses dois ultimos anos.

As minhas orientadoras Dra. Ana Lucia Figueiredo Porto, Dra. Ana Maria dos Anjos Carneiro
Ledo, Dra Maria das Gragas Carneiro da Cunha por terem me dado a oportunidade de
trabalhar neste projeto, dispensando-me inestimavel colaboragdo, apoio e paciéncia.

Ao Programa de Pos Graduagdao em Ciéncia Veterindria, que durante esses quatros anos me
concedeu apoio e condi¢des para o desenvolvimento das minhas atividades cientificas.

A secretaria do Programa de Pos Graduagdo em Ciéneia Veterinaria, Edna Chérias, pela
amizade, apoio e constante colaboracao.

Ao Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami, na pessoa do seu Diretor, Prof. Dr. José
Luiz de Lima Filho, pelo acesso as instalagcdes do laboratorio e todo o suporte concedido; as
secretarias Conceigdo, [lma e Izabel, por toda ajuda prestada.

A Carmelita de Lima Cavalcante e Mério Melo Junior, do Setor de Patologia do LIKA, pela
colaborag¢do no histopatologico.

A Germana Silva, Joana Firmino e Juciene Rodrigues, pela importante colaboragio para o
desenvolvimento deste trabalho, com as quais divido todos os méritos.

A Michele Moreira, Cristiane Moutinho, Chirleanny Mendes, Ericka Albuquerque, Graga
Paiva e, com especial carinho, Giuliana Schirato, pela amizade e todo apoio prestado.

As irmas Camila e Tatiana Porto, pela inestimavel colaboragdo para o desenvolvimento dos

artigos, vocés sao um exemplo.



A todos do setor de Bioquimica do LIKA, em especial ao prof°® Dr Luiz de Carvalho, a prof*
Maria da Paz e aos pos-graduandos Givanildo, lan Porto, Katarina e Jaqueline, pelas
sugestoes e apoio no desenvolvimento da tese.

A prof* Dr* Vanda pela disponibiliza¢ao do laboratorio de Cultura de Tecidos para o preparo
das membranas, apoio e sugestoes.

Aos funcionarios do Biotério do LIKA, Maria Helena Madruga e Luiz Felipe Viegas, pela
disponibilizagdo e manutengdo dos animais ao longo dos experimentos in vivo.

A Maria Inés Cavalcanti, veterinaria do Biotério do Ageu Magalhdes pela amizade, apoio e
ajuda na aquisi¢ao de animais.

Ao Prof. Dr. Romildo Nogueira, pelo auxilio na analise estatistica.

Ao Prof. Dr. Arquimedes de Melo pelos muitos ensinamentos € apoio.

A Prof* Dr* Maria de Mascena Diniz Maia (Mana), pelo exemplo de profissionalismo, apoio e
valorosas sugestdes para o desenvolvimento deste trabalho.

A todos os professores do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE, em especial
a Belmira, Reginaldo e Valdir, pelo apoio, compreensao e companheirismo.

Ao Prof. Dr. Almir Gongalves Wanderley pelo apoio e contribuigdes para o desenvolvimento
deste trabalho.

Aos colegas do setor de Biotecnologia do LIKA, que colaboraram com a realizagdo deste
trabalho: Taciana, Rosangela Frade, Neide, Keila, DanielaViana, Daniela Bruneska,
Alessandro, Flavio, Pabyton e Roberto

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, pela concessao
da bolsa de estudos.

A todos que colaboraram de forma direta ou indiretamente na concretiza¢do deste trabalho.

Meus sinceros agradecimentos.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ix
LISTA DE TEBELAS xiii
LISTA DE ABREVIATURAS Xiv
RESUMO XVl
ABSTRACT Xvii
1.INTRODUCAO 1
2.REVISAODE LITERATURA 3
2.1.CICATRIZACAO 3
2.2. BIOMATERIAIS 12
2.3. POLISSACARIDEOS 15
2.3.1. POLISSACARIDEOS UTILIZADOS COMO BIOMATERIAL 15
2.3.2. POLISSACARIDEOS DE ACAO CICATRIZANTE 17
2.4. PROTEASES 21
2.5. IMOBILIZACAO DE PROTEINAS 24
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 28
4. OBJETIVOS 45
5. ARTIGO 1 46

Avaliacdo do efeito cicatrizante do filme polimérico obtido do
polissacarideo do Anacardium occidentale L. sobre o processo cicatricial

de lesbes cutaneas experimentais

6. ARTIGO 2 75

Imobilizacdo de tripsina em filmes de polissacarideo do Anacardium

occidentale L. e sua aplicagcdo como cur ativo em lesdes cutaneas



7. ARTIGO 3

Utilizacdo de plang amento experimental para obtencdo das melhores
condicdes de enclausuramento detripsina em filmes do polissacarideo do
Anacardium occidentale L. como curativo

8. ARTIGO 4
Aplicacéo de filme de POLICAJU contendo tripsina enclausurada como

curativo oclusivo primario em lesbes cutaneas experimentais

9. CONCLUSOES FINAIS

10. ANEXOS

11.APENDICES

94

119

144

145

162



LISTA DE FIGURAS

Introdugao

Figura 1- Representacdo esquemadtica dos eventos do processo cicatricial (SCHIRATO,

Artigo 1: Avaliagdo do efeito cicatrizante do filme polimérico obtido do polissacarideo do
Anacardium occidentale L. sobre o processo cicatricial de lesdes cutdneas experimentais

Figura 1- Freqiliéncia relativa de edema, (%). (A) grupos Controle AA (acido acético 4%) e
Grupo POLICAJU/AA (POLICAJU/ Acido acético) e (B) grupos Controle NaCl (NaCl
0,15M) e POLICAJU/NaCl (POLICAJU/NaCI 0,15M M/V)..ccocviiriieiieiieeiieiieeieesee e 62

Figura 2- Freqiiéncia relativa de 1* crosta (%). (A) grupos Controle AA (acido acético 4%) e
Grupo POLICAJU/AA (POLICAJU/ Acido acético) e (B) grupos Controle NaCl (NaCl
0,15M) e POLICAJU/NaCl (POLICAJU/NaCl 0,15M M/V)...cctiriiriiniiienienieieeiesiiesieeens 63

Figura 3- Freqiiéncia relativa de 2% crosta (%). (A) grupos Controle AA (4cido acético 4%) e
Grupo POLICAJU/AA (POLICAJU/ Acido acético) e (B) grupos Controle NaCl (NaCl
0,15M) e POLICAJU/NaCl (POLICAJU/NaCI 0,15M M/V)..cccurriiririieieniieieeienieeie e 64

Figura 4- Freqiiéncia relativa de exsudato (%). (A) grupos Controle AA (acido acético 4%) e
Grupo POLICAJU/AA (POLICAJU/ Acido acético) e (B) grupos Controle NaCl (NaCl
0,15M) e POLICAJU/NaCl (POLICAJU/NaCI 0,15M M/V)..cccuiriiriiiinieniieienienieeieeeeeeenee 65

Figura 5- Evolugdo das éareas das lesdes apos tratamento utilizando 4cido acético 4%
(Controle AA), POLICAJU/AA (A) e NaCl 0,15M (Controle NaCl), POLICAJU/NaCl

Figura 6 — Aspectos microscopicos da evolugdo do processo de reparo cutianeo (fase
inflamatoéria), apos 48 horas. Coloragao Tricromico de Masson. Ampliacao original 100x. A,
NaCl 0,9%; B, Acido Acético 4%; C, POLICAJU-NaCl; D, POLICAJU-Acido
AALCELICO. 1ttt ettt et h e et h ettt eeh e e b e e eh e e e bt e bt e et e e e ht e e bt e sateebeesaneenne 67

Figura 7 — Aspectos microscopicos da evolugdo do processo de reparo cutianeo (fase
inflamatoéria), apos 7 dias. Coloracdo Tricromico de Masson. Ampliagdao original 200x. A,
NaCl 0,9%; B, Acido Acético 4%; C, POLICAJU-NaCl; D, POLICAJU-Acido
AALCELICO. 1.ttt ettt ettt et h et e bt e h et bt e eh e e e bt e hb e et e e eht e e bt e eateebeesaeeeane 68



Figura 8 — Aspectos microscopicos da evolugdo do processo de reparo cutaneo (fase
inflamatoria), apos 12 dias. Coloragdo Tricromico de Masson. Ampliagdo original 200x. A,
NaCl 0,9%; B, Acido Acético 4%; C, POLICAJU-NaCl; D, POLICAJU-Acido
AACETICO ettt bbbt b e et eh ettt sh e bt it bt e besate bt et 69

Artigo 2: Imobilizagdo de tripsina em filmes de polissacarideo do Anacardium occidentale L.
e sua aplicacdo como curativo em lesdes cutineas.

Figura 1- Cinética de liberagao da tripsina no DEI, em solug¢do tampao citrato-fosfato 0,2M,
PH 5,0 8 25°%C .ttt s et s et 82

Figura 2- Efeito do pH sobre a atividade da enzima livre (#) e no DEI (m). Solugdes tampao
pH 5,0-5,4 (citrato-fosfato, 0,2M), pH 6,2-6,8 (fosfato de sodio, 0,2M), pH 7,2-9,0 (Tris-HCI,
0,2M) e pH 9,0-10,2 (glicina-NaOH, 0,2M )......ccccuiiiiiiiiiiieeiiee et e et eieeesteeesveeesveeesevee e 83

Figura 3- Atividade relativa da enzima livre (¢) e do DEI (m) em func¢do da temperatura.

Figura 4- Efeitos do pH na estabilidade do DEI ap6s 60 minutos a 25°C. Solu¢des Tampao:
pH 5.0 (0.2M citrato-phosphato), pH 6.2 (0.2Mfosfato de sédium), pH 7.2-9.0 (0.2M Tris-
HCI) and pH 9.4-10.2 (0.2M glycina-NaOH). A atividade inicial em cada pH testado foi
considerada COmMO 100%0......cc.erieiiiiriirinirieietete ettt 85

Figura 5- Estabilidade térmica do DEI apdés 60 min. A atividade inicial foi considerada

Figura 6- Estabilidade da tripsina imobilizada (1000pg/ml) em POLICAJU/AA ao longo de
28 dias de armazenamento a temperatura ambiente 25+3°C.........c.ccoovevveieieieeeieeeeeeee, 87

Figura 7- Aspectos microscopicos da evolug@o do processo de reparo cutdneo apods tratamento
de 2 (A, B e C) e 12dias (D, E e F) com curativos contendo, respectivamente NaCl 0,15M;
Acido Acético 4%; POLICAJU/AA Tripsina (1000pg/ml). Coloragdo Tricromico de Masson.
Ampliagao OriZINAL TOOX......ccciiiieiiieeiee et e eerte e et e e e seaeeeaaeessbaeessseeesnseeesnseeennes 89

Artigo 3: Utilizacdo de planejamento experimental para obtencdo das melhores condigdes de
enclausuramento de tripsina em filmes do polissacarideo do Anacardium occidental L. como
curativo.

Figura 1- Grafico de Pareto dos efeitos principais sobre a atividade especifica da tripsina
imobilizada (€110 Puro = 0.103).....cccciiiiiiiiieiie ettt 104



Figura 2- Diagrama para interpretacio geométrica dos efeitos do planejamento 22, sobre a
atividade especifica da tripsina para analisar a concentracdo de tripsina em funcdo da
temperatura de IMODIIIZAGAO. .........eiiiviiieiiieeiie ettt et e e e e e e e e e e e s aeeesseeessseeenes 105

Figura 3- Relacao da concentragdo de tripsina e da temperatura sobre a atividade especifica da
tripsina imobilizada em POLICAJU......cccociiiiiiiiiiiieiieeeeee e 106

Figura 4- Efeito do pH na atividade da enzima livre e no DEI. Solug¢des tampao 0,2M: pH 5,0-
5,4 (citrato-fosfato), pH 6,2-6,8 (fosfato de sodio), pH 7,2-9,0 (Tris-HCI) e pH 9,4-10,2
(glicina-NaOH). (#) Enzima livre (O) tripsina imobilizada.............ccccoeverieninniniinieenene 107

Figura 5- Efeito da temperatura sobre a atividade da tripsina livre e imobilizada. A atividade
especifica maxima (100%) da tripsina livre e do DEI na temperatura de 55°C foi,
respectivamente, 0,620 + 0,032 ¢ 0,236 + 0,025 U/m/L. (¢)Enzima livre e (O)

Figura 6- Efeito do pH sobre a estabilidade da tripsina imobilizada (DEI) durante 60 min. A
atividade inicial (0 min) da tripsina imobilizada em cada valor de pH (Citrato-fosfato pH 5.0,
Citrato-fosfato pH 6.2, Fosfato de Sodio pH 7.2, Tris-HCI pH 7.8, Tris-HCI pH 9.0, Glicina-
NaOH pH 94, Glicina-NaOH pH 10.2) foi considerada como 100

Figura 7- Efeito da temperatura sobre a estabilidade da tripsina imobilizada durante 60 min. A
atividade inicial (0 min.) da tripsina imobilizada em cada valor de temperatura foi considerada
COMIO 1000, ..t ettt et ettt et es 110

Figura 8- Estabilidade da tripsina imobilizada em POLICAJU/NaCl ao longo de 28 dias de
armazenamento a temperatura ambiente (25 £ 3°C)..c..ciiuiieiirieieieieiceeeee e 111

Figura 9 — Aspectos microscopicos da evolucdo do processo de reparo cutdneo apos
tratamento por 2dias (A e B) e 12dias (C e D) com curativos contendo, respectivamente NaCl
0,15M; POLICAJU-NaCl Tripsina (100pg/mL). Coloragdo Tricromico de Masson.
Ampliagao OriZINAl TOOX.......cciiuiieiiiieeiieeeiee ettt et e e e e e steeesbeeesaaeeesaseeensseeensseeennseas 112

Artigo 4: Aplicacdo de filme de POLICAJU contendo tripsina enclausurada como curativo
oclusivo primario em lesdes cutaneas experimentais.

Figura 1- Freqiiéncia relativa de edema (%). (A) Grupo C (NaCl 0,15M) e Grupo
POLICAJU/NaCl/T (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v). (B) Grupo Controle AA (4cido acético
4%), AAT (acido acético 4%, 1000ug/ml) e Grupo POLICAJU/AA/T (POLICAJUT/ Acido
ACCLICO TN/ V). eitiiiiiieeeiee ettt e et e e et e e e te e e e abe e e sabeeeatbeeeasseeesseeensseeansseesnsseesasaeeanseeennseeenanes 131

Figura 2- Freqiiéncia relativa de 1* crosta. (A) Grupo C (NaCl 0,15M) e Grupo
POLICAJU/NaCl/T (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v). (B) Grupo Controle AA (acido acético
4%), AAT (acido acético 4%, 1000ug/ml) e Grupo POLICAJU/AA/T (POLICAJUT/ Acido
ACETICO T/ V). .itiiiiieiiieiieeieeiteeteett e t e et e et eetee e et e esseeesbeesseessbeenseessseensaessseensaessseenseenseesnseenssaans 132



Figura 3- Freqiiéncia relativa de 2* crosta (%). (A) Grupo C (NaCl 0,15M) e Grupo
POLICAJU/NaCl/T (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v). (B) Grupo Controle AA (4cido acético
4%), AAT (acido acético 4%, 1000ug/ml) e Grupo POLICAJU/AA/T (POLICAJUT/ Acido
Yol 1610 0 11 Va4 OSSPSR 133

Figura 4- Freqliéncia relativa de exsudato (%). (A) Grupo C (NaCl 0,15M) e Grupo
POLICAJU/NaCl/T (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v). (B) Grupo Controle AA (4cido acético
4%), AAT (acido acético 4%, 1000ug/ml) e Grupo POLICAJU/AA/T (POLICAJUT/ Acido
Yol (610 111V ) T USSR 134

Figura 5- Evolugdo das areas das lesdes dos Grupos (A) Controle NaCl (NaCl 0,15M) e
POLICAJU/NaCl/T (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v); (B) Controle AA (4cido acético 4%),
Controle AAT (4cido acético 4%, 1000pg/ml) e Grupo POLICAJU/AA/T (POLICAJUT/
ACIAO ACEHICO T/V) ..ot 135

Figura 6 — Aspectos microscopicos da evolugcdo do processo de reparo cutaneo (fase
inflamatéria), apos 48 horas. Colora¢io Tricromico de Masson. A, Controle Acido Acético
4% (Ampliagdo original 100x); ; B, Controle Acido Acético — Tripsina (Ampliagdo original
40x);C, NaCl 0,9% (Ampliacdo original 100x); ; D, POLICAJU Tripsina — Acido Acético
(Ampliagao original 100x); E, POLICAJU Tripsina — NaCl (Ampliagdo original

Figura 7 — Aspectos microscopicos da evolugdo do processo de reparo cutianeo (fase
inflamatéria), apés 7 dias. Coloragdo Tricromico de Masson. A, Controle Acido Acético 4%
(Ampliagdo original 100x); B, Controle Acido Acético — Tripsina (Ampliagio original 100x);
C, NaCl 0,9% (Ampliagio original 200x); D, POLICAJU Tripsina — Acido Acético
(Ampliagdo original 200x); E, POLICAJU Tripsina — NaCl (Ampliagdo original

Figura 8 — Aspectos microscopicos da evolucdo do processo de reparo cutaneo (fase
inflamatéria), apds 12 dias. Coloragdo Tricromico de Masson. A, Controle Acido Acético 4%
(Ampliagdo original 100x); B, Controle Acido Acético — Tripsina (Ampliagdo original 200x);
C, NaCl 0,9% (Ampliagio original 200x); D, POLICAJU Tripsina — Acido Acético
(Ampliagao original 200x); E, POLICAJU Tripsina — NaCl (Ampliagdo original



LISTA DE TABELAS

Introdugao

Tabela 1 — Principais eventos da cicatrizagdo (adaptado de STADELMAN et al.,

Artigo 3: Utilizacdo de planejamento experimental para obtencdo das melhores condigdes de
enclausuramento de tripsina em filmes do polissacarideo do Anacardium occidental L. como
curativo.

Tabela 1- Niveis das variaveis de controle utilizados nos estudos do DEL.........c.covvvevvenennen. 99

Tabela 2- Imobilizacio da tripsina utilizando o planejamento fatorial completo (2) + 2 pontos
CONETALS () .nuriiiiiie ettt e ettt e e ettt e et e e et e e etbeeetaeeesaeesasaeesssaeesnseeeasseeeesseeensseeennseeans 99

Tabela 3- Resultados dos ensaios de imobilizacdo da tripsina no POLICAJU conforme
PlAnEamEnto ESLALISTICO (22).......vreveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeee s ees e eeee s eeeeesese e eeeseeeeeeeans 102



LISTA DE ABREVIATURAS

ADAMS - desintegrina metaloproteinase

ANOVA - andlise de variancia

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimenta¢ao Animal
DEI — Derivado enzimatico imobilizado

EGF - Fator de Crescimento Epidermal
FGF - Fator de Crescimento de Fibroblastos
GAG:s - glicosaminoglicanos

IL - interleucina

LIKA- Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami

MEC - matriz extracelular

MMP - metaloproteinases de matriz

MRB - Modificador da resposta biologica

NO - 6xido nitrico

P.O.- pos-operatdrio

PA - ativadoras de plasmonogénio

PARs - receptores ativadores de proteases acoplados a proteina G

PGDF - Fator de Crescimento Derivado de Plaqueta
PMN - leucocitos polimorfonucleares

POLICAJU- Polissacarideo do cajueiro (Anacardium occidentale)

TGF-p - Fator de Crescimento Transformante 3

TIMPs - inibidores de metaloproteinases teciduais

TNF - Fator de Necrose Tumoral



U- unidade de atividade



RESUMO

Os efeitos do tratamento do filme polimérico preparado com o polissacarideo extraido da
goma do Anacardium occidentale L. foram avaliados em lesdes cutdneas excisionais em
camundongos albino Swiss, através do acompanhamento da evolug¢ao do processo cicatricial
cutaneo, sob os aspectos clinicos e histopatoldgicos. Apds a realizagdo do procedimento
cirargico, 4 grupos (n=15/grupo) foram formados de acordo com o tratamento empregado: 1,
NaCl (NaCl 0,15M); 2, AA (acido acético 4% v/v); 3, POLICAJU/AA (filme polimérico
contendo POLICAJU 10% m/v em acido acético 4% v/v) e 4, POLICAJU/NaCl (filme
polimérico contendo POLICAJU 10% m/v em NaCl 0,15M). Amostras de tecido foram
fixadas e coradas (Tricromicro de Masson) e analisada no 2%, 7° e 12° dias P.O.. No grupo
POLICAJU/AA foi observado diminuicao dos sinais flogisticos representados por presenga de
edema, crosta e exsudato. Do ponto de vista histopatologico, os grupos tratados com
POLICAIJU apresentaram reepitelizagao parcial e tecido de granulagao fibroso, especialmente
no grupo POLICAJU/NaCl. Assim, conclui-se que os filmes polimericos contendo
POLICAJU, aplicados como curativos oclusivos, foram eficazes no processo de reparo
tecidual cutaneo. A utilizagdo de filmes obtidos do POLICAJU como matriz para
imobilizagao de tripsina (DEI), por enclausuramento, e sua aplicagdo como curativo em lesdes
cutineas foi avaliada. O DEI demonstrou uma liberagdo constante da tripsina, pH e
temperatura 6timos de 8,6 e 55°C, nas condi¢des analisadas e mostrou-se estavel nas
condi¢des do meio, retendo cerca de 80% (28 dias a 25°C) da sua atividade inicial. As lesdes
tratadas com o DEI apresentaram padrao morfolégico mais organizado quando comparado aos
controles (NaCl 0,15M e 4cido acético 4% v/v). Estes resultados demonstram que o
POLICAJU pode ser utilizado como matriz para imobilizacdo de tripsina e um potencial
biomaterial. Um planejamento experimental (2%) foi aplicado para determina¢do das melhores
condi¢des de enclausuramento da tripsina em filmes de POLICAJU. Para esse estudo foram
analisados os efeitos da concentracdo de tripsina e da temperatura sobre sua atividade.
Observou-se que dos pardmetros analisados a menor concentragdo de tripsina (100pg/mL) foi
a melhor condi¢do de imobilizacdo. Este sistema foi avaliado quanto a influéncia do meio (pH
e temperatura) e aplicagdo topica. Os valores 6timos de pH e a temperatura foram 9,0 e 55°C,
demonstrando estabilidade a ampla faixa de temperatura (25-65°C), quanto ao armazenamento
o DEI reteve cerca de 30% de sua atividade (28 dias). Os resultados das avaliagdes
histopatologicas demonstraram uma aceleracao do processo cicatricial. A partir dos resultados
da imobilizagao de tripsina enclausurada em POLICAJU/NaCl e POLICAJU/AA, o DEI foi
aplicado como curativo oclusivo no tratamento de lesdes cutaneas sendo avaliado seus efeitos
sob os aspectos clinicos e histopatoldgico. Apds o procedimento cirurgico 5 grupos foram
formados de acordo com o tipo de tratamento (n=15/grupo): 1, NaCl; 2, AA; 3, AAT; 4,
POLICAJUT/AA e 5, POLICAJUT/NaCl. Amostras de tecido foram fixadas e coradas
(Tricromicro de Masson) nos 2% 7° e¢ 12° dias apoOs a cirurgia. As lesdes tratadas com
POLICAJUT/NaCl quanto aos parametros clinicos e histopatologicos apresentaram uma
melhor evolugdo quando comparado aos demais grupos. Os resultados obtidos a partir de
todos os estudos de imobilizacdo e aplicacdo biologica demonstram a eficacia do filme
POLICAJUT/NaCl com curativo oclusivo.



ABSTRACT

The effect of the treatment of the polimeric film preparation with the extracted polyssacharid
of the gum of the Anacardium occidentale L. was evaluated in excisionals cutaneous injuries
in mice albinic Swiss, through the accompaniment of the evolution of the healing cutaneous
process, under the clinical and histopathological aspects. After the accomplishment of the
surgical procedure, 5 groups (n=15/grupo) had been formed in accordance with the employed
treatment: 1. NaCl (NaCl 0,15M); 2. AA (acetic acid 4% v/v); 3. POLICAJU/AA (polimeric
film I containig acetic POLICAJU 10% m/v in acid 4% v/v) and 4, POLICAJU/NaCl
(polimeric film I containing POLICAJU 10% m/v in NaCl 0,15M). Tissue samples had been
fixed and staining (Tricromicro de Masson) and analyzed in 2nd, 7th and 12th pos-surgical
(P.S.) days. In group POLICAJU/AA it was observed reduction of the flogistics signals
represented by presence of edema, crust and exudate. Histopathological point of view, the
groups treatment with POLICAJU had presented partial reepitelization and soft granulation
tissue, specially in the POLICAJU/NaCl group. Thus, it is concluded that the polimeric films
I containing POLICAJU, applied as oclusive dressings, had been efficient in the process of
cutaneous tecidual repair. The use of films obtained of the POLICAJU for tripsina
immobilization (DEI), by entrepment, and its application as dressing in cutaneous injuries was
evaluated. DEI it demonstrated it to a constant release of the trypsin optimal pH and
temperature of 8,6 and 55°C, in the analyzed conditions and revealed stability stored in the
conditions retained about 80% (28 days 25°C) of its initial activity. The wound treatment with
DEI it had more presented organized morphologic standard when compared with the controls
(NaCl 0,15M and acetic acid 4% v/v). These results demonstrate that the POLICAJU can be
used as matrix for trypsin immobilization and a biomaterial potential. An experimental
design (2) was applied for determination of the best conditions of entrapment of the trypsin in
POLICAJU films. For this study the effect of the concentration of trypsin and the
temperature on its activity had been analyzed. It was observed that of the analyzed
parameters the lesser concentration of trypsin (100ug/mL) was the best condition of
immobilization. This system was evaluated how much it influences enviromental (pH and
temperature) and topic application. The best values of pH and the temperature had been 9,0
and 55C, demonstrating to stability the range of temperature (25-65C), how much to the
storage DEI it retained 30% of its activity (28 days). The results of the hystopathological
evaluations had demonstrated an acceleration of the healing process. From the results of the
immobilization of trypsin entrappment in POLICAJU/NaCl and POLICAJU/AA, DEI it was
applied as oclusive dressing in the treatment of cutaneous wounds being evaluated its effect
under the clinical aspects and histopathology. After the surgical procedure 5 groups had been
formed in accordance with the type of treatment (n=15/grupo): 1. NaCl; 2. AA; 3. AAT; 4.
POLICAJUT/AA and 5, POLICAJUT/NaCl. Tissue samples had been fixed and staining
(Tricromicro of Masson) in the 2nd, 7th and 12th days after the surgery. The wound
treatment with POLICAJUT/NaCl how much to the clinical and histopathology parameters
they had presented one better when comparative evolution to the too much groups. The
results gotten from all the studies of immobilization and biological application demonstrate
the effectiveness of the POLICAJUT/NacCl film with oclusive dressing.



1. INTRODUCAO

O processo de reparo existe para restaurar a integridade anatomica e funcional
do tecido, sendo a, cura de uma ferida, uma sucessao complexa de eventos bioquimicos
e celulares em resposta a lesao tecidual. Para que um ferimento seja curado com éxito,
os eventos devem se suceder numa seqiiéncia apropriada, e o resultado final, geralmente
uma cicatriz de tecido conjuntivo, representa o somatério desse processo
(CARVALHO, 2002; SANTORO & GAUDINO, 2005). Assim, se a ferida constitui a
solucao de continuidade anatomo-fisiologica da area lesada, a cicatriz corresponde a
tentativa bioldgica a qual o organismo recorre para restaurar sua integridade (COHEN et
al., 1992).

A cicatrizagdo ¢ uma complexa resposta organica a uma lesdo tecidual que
envolve alteragdes locais e sistémicas (TOGNINI et al, 1998; BIONDO-SIMOES, 2000;
KAPPOR & APPLETON, 2006). Portanto, o entendimento dos fatores que influenciam
cada uma das etapas do processo de reparo permite otimizar a avaliacdo clinica, definir
rumos para decisdes de natureza terapéutica e desenvolver produtos que otimizem a
resolugdo do processo. Nesse contexto, o alto indice de perdas cutaneas que acometem
os animais justificam a ampliagdo das pesquisas no campo de novos medicamentos
(COELHO et al., 2001).

Atualmente, ¢ grande o interesse das industrias farmacéuticas pelo uso da
biodiversidade como fonte de novos medicamentos. O uso de produtos naturais como
ponto de partida para o desenvolvimento de novos principios ativos oferece vantagens: a
existéncia de uma grande variedade de estruturas quimicas (bi e tridimensionais),
possibilidade de utilizagdo como um “banco de moléculas” para Screenings, economia,

fonte de novas moléculas para alvos moleculares complexos, considerando-se ainda o



fato de serem uma fonte biologica renovavel, cuja obtengdo racional ndo causara efeitos
sobre o meio ambiente. Entretanto, uma das tarefas mais dificeis no estudo
farmacologico de principios ativos isolados de produtos naturais, refere-se ao
esclarecimento de seu mecanismo de agdo, o que requer a articulagdo de técnicas de
biologia molecular ¢ celular, bioquimica e estudos farmacoldgicos in vitro e in vivo
(CALIXTO, 2001). Alguns relatos t€ém mencionado que elementos existentes na
natureza poderiam constituir fontes de materiais alternativos para o tratamento local das
feridas, ja que os curativos disponiveis, sintéticos ou biossintéticos, utilizados tanto no
homem como em outras espécies sdo onerosos (SILVA et al., 2000; NAGAPPA, 2001).

Um aspecto relevante a ser considerado diz respeito a reputacdo de eficacia e
seguranga dos produtos naturais, uma vez que muitos t€ém sido usados sem testes
cientificos de validagdo farmacoldgica/farmacéutica rigorosos ¢ sendo de qualidade
extremamente variavel (CAPASSO et al., 2000).

No presente trabalho, ¢ importante considerar que o filme polimérico proposto
foi elaborado a partir de um polissacarideo do cajueiro, uma arvore amplamente
distribuida em regides litoraneas do Nordeste brasileiro e pertencente ao género
Anacardium. Varias espécies de A. occidentale apresentam casca resinosa contendo uma
goma que ¢ constituida principalmente por um heteropolissacarideo ramificado acido
(POLICAJU), cujas caracteristicas fisico-quimicas previamente determinadas
(MENESTRINA et al., 1998) permitem a sua utilizagdo inclusive na area médica, no

processo de reabilitacdo de lesdes cutaneas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CICATRIZACAO

A cicatrizagdo de lesdes cutdneas ¢ um processo bioldgico dinamico bem
ordenado, onde a lesdo tecidual acarreta rompimento e extravasamento de vasos
sangiliineos. Para estudo, este processo pode ser didaticamente dividido nas seguintes
fases: hemostasia, fase inflamatoria, fase proliferativa ou de granulagdo e de
remodelagdo da matriz extracelular (BRANSKI et al., 2005, SHIMIZU, 2005), como
apresentado na Tabela 1 e na Figura 1. Logo apds o tecido ser lesionado, uma cobertura
primdria composta por fibrina restabelece a homeostase e fornece um ambiente
transitorio para as plaquetas secretem fatores de crescimento (FCs), citocinas e matriz
extracelular (MEC). Estes mediadores do processo inflamatorio recrutam macrofagos e
neutrofilos que secretam diversos fatores especificos que orquestram as fases seguintes
do processo de reparagdo tecidual (SANTORO & GAUDINO, 2005).

Durante a evolu¢do do processo de cicatrizagdo podem ser seqliencialmente
evidenciadas a fase inicial ou inflamatdria, a de fibroplasia ou proliferativa e a de
maturacdo ou contracao da lesdo (KUMAR et al., 2005). Cada fase apresenta uma célula
ou substancia caracteristica sem a qual o processo nao evolui normalmente. Uma grande
variedade de fatores pode interferir em qualquer fase da cicatrizacdo e os principais
fatores locais incluem sangramento, tensdo de oxigénio e bactérias (ARAUJO et al.,

1998; MENSAH et al., 2001).



Tabela 1 — Principais eventos da cicatriza¢ao (adaptado de STADELMAN et al., 1998)

Eventosimediatos

Inflamacgéo

Migracéao e proliferacao celular

(sintese do tecido de granulagao)

Sintese molecular

Polimerizacéo do colageno

Remodelacdo do colageno

Contracdo daferida

Hemostasia

Geragao de estimulos para a inflamagao
Vasodilatacao

Aumento da vasopermeabilidade
Infiltragao de leucocitos

Morte bacteriana

Estimulagdo de macréfagos (proliferagao
celular e sintese protéica)

Fibroblastos

Angiogénese

Reepitelizagao (inicio)

Colageno

Proteoglicanos

Aumento da forca ténsil do tecido
neoformado

Colagenolise

Alteragdo nas caracteristicas mecanicas do
tecido

Remodelagao vascular
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Figura 1- Representacdo esquematica dos eventos do processo cicatricial (SCHIRATO,

2006)

A fase inflamatoria inicia-se logo apos a lesdo (WRIGHT et al., 1992) ¢ ¢

caracterizada pela vasodilatagdo local com o desenvolvimento de edema, calor, rubor e

dor (MODOLIN, 1992). Esta vasodilatagdo permite o afluxo de sangue, proteinas

séricas, fatores de coagulacao e plaquetas, que, ao serem ativadas, iniciam o processo de

coagulacdo ¢ liberam substancias como: fatores de crescimento, fibrinogénio e

fibronectina, que promovem a migra¢ao de células para a ferida (KOOPMAN, 1995).

No sitio do foco inflamatoério, tais células recrutadas se acumulam e tornam-se ativas.




Em seguida, os macréfagos removem a fibrina remanescente, a MEC danificada e restos
celulares tendo, portanto, um papel fundamental na transi¢do entre o processo
inflamatério e a fibroplasia, uma vez que possuem fatores de crescimento que atraem
fibroblastos para a ferida e estimulam a sua proliferacao e posterior sintese de colageno
(WRIGHT et al., 1992). O prolongamento da fase inflamatoria influencia a fase de
fibroplasia, e assim, quanto mais prolongada essa fase, mais tardiamente comeca a
deposi¢do dos fibroblastos na regido (ARAUJO et al., 1998).

A resposta inflamatoria ocorre no tecido conjuntivo vascularizado, inclusive no
plasma, nas células circulantes, nos vasos sangiiineos e nos componentes
extravasculares do tecido conjuntivo. As células circulantes incluem neutréfilos,
monocitos, eosindfilos, linfocitos, basodfilos e plaquetas (COTRAN et al., 1996). Assim,
a resposta celular é caracterizada, entre outros fatores, pela migracdo seqiiencial de
leucdcitos para a ferida. No prazo de 24 horas, a lesdo apresenta predominancia de
leucdcitos polimorfonucleares (PMN), seguidos pelos macréfagos (COHEN et al.,
1992). Os neutréfilos sdo as primeiras células a chegar ao sitio da lesdo. O papel
principal destas células é prevenir a infeccdo do tecido agredido, bem como eliminar
detritos da MEC e corpos estranhos. Os macrofagos se destacam por comandarem as
demais células durante os eventos que determinam o reparo tecidual, devido a
capacidade de produzirem numerosas citocinas como: Fator de Crescimento Derivado
de Plaqueta (PGDF), Fator de Crescimento Transformante B (TGF-f), Fator de
Crescimento Epidermal (EGF), Fator de Necrose Tumoral (TNF), Fator de Crescimento
de Fibroblastos (FGF), entre outras. As citocinas produzidas por macréfagos e linfocitos
provocam o influxo de neutréfilos, bem como a migragdo e proliferacdo de células

endoteliais, fibroblastos e células indiferenciadas que comecardo a repopular o sitio da



lesdo. Assim, pode-se ressaltar o papel central desempenhado pelos macrofagos entre o

reparo e a inflamagao (RICHES, 1996; DANTAS, 2000).

Depois de 1 ou 2 dias, mondcitos teciduais entram no local da lesdo e se
diferenciam em macréfagos que participam e concluem o processo inflamatorio e
realizam debridamento no local da lesdo. Seu efeito antimicrobiano ocorre através de
fagocitose e pela liberagdo de radicais livres, tais como oxigénio, 6xido nitrico (NO) e
peroxido de hidrogénio (SCHAFFER et al., 1996). O debridamento ¢é facilitado pela
fagocitose e pela producdo de enzimas proteoliticas, como a colagenase e elastase
(PARK e BARBUL, 2004; SZPADERSKA e DIPIETRO, 2005).

A duracao do estagio inflamatério depende de varios fatores, como a intensidade
da contaminagdo, a extensdo do tecido lesado e a presenca de infeccdo. Uma ferida
limpa, na qual ndo ha agentes microbianos presentes, pode ser caracterizada por atingir
o pico de resposta inflamatéria em 3-4 dias. A progressdo da regeneracdo ¢
acompanhada pela diminuicdo gradual e continua das células inflamatérias (BANKS,

1991).

A fase fibroplasica consiste principalmente na formagao de tecido de granulagao,
reepitelizagdo e contragdo da ferida. E caracterizada pelo aumento do namero de
fibroblastos, que iniciam a sintese e secre¢do de componentes da MEC (principalmente
glicosaminoglicanos-GAGs e colagenos tipo I e III), seguida pela proliferacdo celular e

angiogénese (STEED, 1997; COTRAN et al., 2000).

Ha no local do trauma um afluxo de fibroblastos que se depositam, multiplicam
e sintetizam substancias. Ocorre intensa proliferacdo endotelial, de maneira que se
forma um tecido denominado de granulacdo, o qual devido a sua capacidade contratil
diminui a area de superficie cruenta das feridas, facilitando a epitelizagdo. O tecido de

granulagdo formado durante a fase fibroblasica, por volta do quarto dia apds a lesdo, ¢



rico em vasos, tem um aspecto imido e sua func¢ao primordial ¢ preencher o espaco
deixado pela ferida, servindo também como barreira a microorganismos (GUIDUGLI-
NETO, 1987; MADRI et al.,, 1990, MODOLIN, 1992). A MEC comega a ser
substituida por um tecido conjuntivo mais forte e mais eldstico, com a ativagdo de
macrofagos na ferida e com a elaboragdo de fatores de crescimento especificos
(CARVALHO, 2002).

O colageno ¢ o principal componente da cicatriz de tecido conjuntivo maduro.
Na ferida em processo de cura, fibroblastos produtores de coldgeno sdo recrutados na
margem da ferida e induzidos a sintetizar essa proteina num processo conhecido como
fibroplasia. Ocorre neovascularizagdo concorrentemente com a fibroplasia, de modo que
novos capilares brotam dos tecidos viaveis na borda da ferida, migrando
centripetamente (CARVALHO, 2002).

Os fendomenos da contracao e da reepitelizagdao contribuem para o fechamento da
lesdo. Uma das primeiras etapas do processo cicatricial € a infiltracdo por fibroblastos
na area lesionada, estes se proliferam e diferenciam-se em miofibroblastos, os quais
possuem funcdo primordial na formagdo neodermal e contracdo, estas células alinham
as margens da lesdo, unindo-as (THOMAS et al.,, 1995; MOULIN et al., 2000;
GOMATHI et al., 2003). Os miofibroblastos foram inicialmente identificados como um
fibroblasto modificado que possuia caracteristicas de uma célula muscular lisa, através
de microscopia eletronica no tecido de granulacdo de feridas cicatrizadas
(DESMOULIERE, CHAONNIER e GABBIANE, 2005). A conversdo de fibroblastos

em miofibroblastos ¢ realizada por fatores de crescimento como o TGF-B1, expressando

a-actina do musculo liso e tornando-se células musculares lisas capazes de realizar

grandes forgas contrateis (MARTIN, 1997).



Depois da migragao em dire¢ao a ferida, os fibroblastos comecam a sintese da
MEC. O abastecimento da matriz extracelular ¢ gradualmente substituido por matriz
colagenosa. Uma vez que a matriz colagenosa abundante tenha sido depositada na
ferida, os fibroblastos param de produzir colageno e o tecido de granulacao rico em
fibroblastos ¢ substituido por uma cicatriz relativamente acelular (CLARK et al., 1995;
DESMOULIERE, 1995, SINGER, 1999). Quando a ferida esta preenchida pelo tecido
de granulagdo, a angiogénese cessa ¢ muitos dos vasos desintegram-se como resultado
de apoptose (ILAN et al., 1998). Assim, na fase proliferativa, o leito da ferida esta
preenchido por tecido de granulagdo, uma rede de capilares neoformados atravessa o
leito da ferida e a rede linfitica comega a se regenerar. Lentamente, o tecido de
granulagdo adquire mais fibras coldgenas e comega a ter aparéncia de cicatriz, por
acumulo de massa fibrosa (GUIDUGLI-NETO, 1987).

A fase de maturagdo ou contracdo da ferida é marcada pela remodelagem dos
tecidos no sentido de restaurar a forma e a fung@o do tecido lesado. Caracteriza-se pela
deposicdo, agrupamento e remodelagdo do coldgeno associado a regressdao endotelial,
apresentando tecido conectivo, fibras coldgenas e poucos vasos sanguineos
(MODOLIN, 1992).

A contra¢ao da ferida faz com que suas margens se aproximem mais €, s€ 0
tecido original estava revestido por uma superficie epitelial, a reepitelizacdo ocorre
(CARVALHO, 2002). Este processo envolve uma interagcdo orquestrada complexa de
células, matriz celular e citocinas. Durante os primeiros dias, é a crosta que contrai,
consistindo principalmente de fibrina seca, formando-se quando o exsudato escapa da
mesma, coagulando e ressecando. Isto ocorre porque o codgulo ¢ exposto ao ar

atmosférico. A fun¢do dessa crosta ¢ selar a ferida, isolando-a do meio ambiente, ndo



permitindo a penetracdo de bactérias. A crosta pode reduzir a superficie de uma ferida

pequena aberta (PEACOCK, 1984; DANTAS, 2000).

A remodelagdo do coldgeno durante a transi¢do do tecido de granulagdao a
cicatriz ¢ dependente da sintese e catabolismo de colageno em velocidade baixa. A
degradacdao do colageno na ferida ¢ controlada por muitas enzimas proteoliticas
designadas metaloproteinases (MMPs), as quais sdo secretadas pelos macrofagos,
células epidermais, assim como fibroblastos. Esse evento de remodelagdo do colageno ¢
responsavel pelo aumento da for¢a de tensdo e da diminui¢do do tamanho da cicatriz. O
resultado normal da fase de remodelacdo da cicatrizagdo ¢ uma cicatriz com
aproximadamente 80% da for¢a de tensdo da pele integra (MIGNATTI et al., 1996;

FAZIK et al., 2000).

A remodelagdo ocorre durante a fase final do processo reparatério ¢ pode
continuar durante alguns meses, onde a matriz extracelular (MEC) ¢ sintetizada,
depositada, contraida e remodelada. Os fibroblastos sdo as ‘“células-chave” neste
processo; estes migram até o local da lesdo e esta migracao depende da ativacdo de
enzimas proteoliticas e de componentes das enzimas ativadoras de plasmonogénio
(PA)-sistema plasmina e MMPs.

As MMPs s3o enzimas proteoliticas da familia das zinco-endopeptidases e
desempenham importante funcdo da remodelagao proteolitica da matriz extracelular em
varios processos fisiologicos, incluindo a morfogénese tecidual, reparacdo tecidual e
angiogénese (KAHARI ¢ SAARIALHO-KERE, 1997; WONG et al., 2002), além de
facilitar a migrag¢ao dos fibroblastos através da MEC e leito da lesdo (PILCHER et al.,
1999; GRINNELL, 2003). A MMP-2 ¢ a MMP-9 sdo duas proteases gelatinoliticas
mais atuantes no processo de cicatrizagdo de lesdes (KAHARI e SAARIALHO-KERE,

1997, ARMSTRONG ¢ JUDE, 2002).



As proteases exercem um papel ainda pouco conhecido, porém precoce e
mantido ao longo das fases de fibroplasia (angiogénese) e remodelagdo da matriz
extracelular. Em geral, sdo estabelecidas referéncias sobre a regulagdo positiva e/ou
negativa da angiogénese, assim como a degradacao da membrana basal do endotélio e
proteinas da matriz extracelular, liberando fatores angiogénicos, favorecendo o
processamento de citocinas, fatores de crescimento e seus receptores, além da producao
de inibidores enddgenos. Entre as proteases presentes na matriz extra-celular, podem ser
citadas cisteina e serina-proteases, como MMP (metaloproteinases de matriz), ADAMs
(desintegrina metaloproteinase), ADAMTS (desintegrina e metaloproteinase com
caracteristicas estruturais semelhantes a trombospondina) e catepsina e serina-proteases
(ROY et al., 2000).

Em muitos estudos experimentais foram avaliados aspectos morfologicos,
histolégicos, microbioldgicos, imunohistoloégicos e biomecanicos da cicatrizacdo de
feridas cirtrgicas de primeira e segunda intencdo relacionadas a variados tratamentos,
possibilitando o entendimento do processo e a escolha da terapéutica adequada a cada
tipo de animal e lesdo. No entanto, uma busca antiga e incessante reside na pesquisa de
drogas que acelerem o processo cicatricial normal (ARAUJO et al., 1998).

Danos extensos necessitam de tratamento imediato para reparar e regenerar a
pele com o intuito de restabelecer a sua fungdo de normal. Entretanto, essas injurias de
pele sdo eventos traumadticos pelos quais raramente s3o acompanhados de completa
restauragdo estrutural e funcional do tecido original. Pesquisas na area da cicatrizagao
de pele tém enfocado trés aspectos principais. Primeiramente, a melhoria do processo
cicatricial por fatores que aceleram o processo e reduzam a cicatrizagdo. Secundo, o

desenvolvimento de substitutos de pele como equivalentes funcionais. Em terceiro



lugar, identificar tratamentos que induzam a cura através do processo de regeneracao

em lugar da reparagao tecidual (BALASUBRAMANI et al, 2001).

2.2. BIOMATERIAIS

No tratamento de feridas agudas, cronicas, ou mais extensas, pode ser usada
normalmente uma variedade de substitutos de pele, inclusive varios revestimentos
sintéticos e naturais. O principal efeito da maioria dos substitutos de pele ¢ promover a
cicatrizacdo estimulando a produgdo de varias citocinas. Estas substincias promovem a
cicatrizacdo estimulando a produgdo de componentes na membrana basal, prevenindo
desidratagdo e inflamagao, e promovendo a formacao de tecido de granulagdo. Assim, a
secrecdo de citocinas e fibroblastos representa um importante papel na geragao do novo
tecido (LEE et al, 2003).

Substancias biologicamente ativas capazes de modificar a resposta imune
(FIELDS & KOELLER, 1993) tém sido estudadas objetivando melhorar a resposta as
enfermidades. Definidos como modificadores da resposta bioldégica (MRB) alguns tipos
de biomateriais t€ém sido amplamente utilizados devido aos seus efeitos anti-tumorais
(MITCHELL, 1988), a exemplo dos polissacarideos que sdo capazes de estimular o
sistema imune, produzindo respostas a nivel celular (STUELP-CAMPELO et al., 2002;
SENEL & MCCLURE, 2004; NERGARD et al., 2005; SCHEPETKIN & QUINN,
2006; WITTAYA-AREEKUL & PRAHSARN, 2006; WU et al., 2006).

O uso de biomateriais poliméricos para regeneragdo de 6rgaos e tecidos tem sido
bastante difundido, entretanto, estes possuem outras importantes aplicacdes como

sistema de liberagdo de drogas, encapsulagdo de células, regeneracdo dos tecidos



musculares estriados e cardiacos, regeneragdo de valvulas cardiacas, e reconstru¢do de
tendao (SEAL et al., 2001).

E grande a quantidade de diferentes materiais poliméricos que os quimicos
podem sintetizar e esta diversidade proporciona aos cientistas e engenheiros, a
oportunidade de escolher os melhores polimeros que mais se adequem aos tecidos de
interesse. Particularmente, em relacdo a pele, fatores mecanicos e bioldgicos devem ser
considerados para a proje¢do de novos polimeros. Uma das principais propriedades
bioldgicas destes polimeros ¢ a biocompatibilidade, onde o material ndo deve ser
atacado imediatamente ou encapsulado pelo corpo. Assim, esses parametros
desempenham um importante papel na adesdo, proliferacao, diferenciagdo celular, ¢ na
secrecdo de moléculas da MEC. Portanto, ¢ necessario compreender as propriedades
desta matriz ¢ a biologia dos sistemas, uma vez que os componentes matriciais sao
temporariamente substituidos, de forma que as células do corpo possam ser induzidas a
substituir o material polimérico temporario com componentes teciduais nativos (SEAL
etal., 2001).

A expansdo da engenharia tecidual aumentou a demanda de materiais que sao
biocompativeis, biodegradaveis e possuem propriedades mecanicas semelhantes aos
tecidos nativos. O controle a nivel molecular da atividade bioldgica também ¢ um fator
altamente consideravel. Muitos biomateriais precisam possuir microestruturas porosas
que permitam o crescimento do tecido in Vivo ou criar um modelo que direcione o
crescimento do tecido in vitro (CHUPA et al.,, 2000). Esta tecnologia usa uma
combina¢do de biomateriais e moléculas biologicamente ativas ou cé¢lulas, para
manipular varios tipos de tecidos promovendo a sua repara¢ao ou regeneracao. O
tratamento envolve a incorporagdo de células do proprio paciente em uma matriz

suporte biodegradavel, onde as células proliferam e produzem um novo tecido que



gradualmente substituem a matriz suporte. Essa tecnologia tem sido avaliada na
regeneragao de cartilagem, reparagao de nervos e defeitos de pele, como as que ocorrem
em queimaduras (LLOYDB et al., 1998).

Suportes poliméricos tém muitas fungdes no campo de engenharia tecidual. Eles
sao aplicados como agentes de preenchimento de espago, como veiculos de liberagao de
moléculas bioativas, ¢ como estruturas tridimensionais que organizam células e
direcionam a formacao do tecido desejado. Muito do sucesso dos suportes poliméricos
depende em achar um material apropriado para se guiar o processo bioldgico inerente a
cada aplicacdo. Assim, o campo da engenharia tecidual desenvolveu-se para satisfazer
as necessidades de desenvolvimento de orgdos e tecidos. De uma maneira geral, a
engenharia tecidual busca fabricar, repor estruturas do corpo, principalmente 6rgdos e
tecidos para transplante (DRURY & MOONEY, 2003).

Recentemente, a engenharia tecidual tem aplicado métodos para criar tecidos
que servem de base e guiam a regeneragdo de tecidual. No entanto, para alcangar
regeneragdo prospera de orgdos ou tecidos danificados baseado no conceito da
engenharia tecidual varios elementos criticos devem ser considerados, inclusive o
suporte do biomaterial que servem como um apoio mecanico para o crescimento de
células, células do progenitor que podem ser diferenciadas em tipos de células
especificas, e fatores de crescimento indutivos que podem modular atividades celulares.
Assim, o biomaterial apresenta um importante papel nas estratégias para criagdo de
tecidos, uma vez que pode servir como um substrato sobre o qual populacdes de células
podem se aderir e migrar, ser implantado combinado com células servindo como um
veiculo de liberagdo de células, como também pode ser usado um portador de droga

para ativar um fungao celular especifica em determinadas regidoes (SHIN et al, 2003).



2.3. POLISSACARIDEOS

2.3.1. POLISSACARIDEOSUTILIZADOS COMO BIOMATERIAL

Os polissacarideos sdo constituidos por longas cadeias contendo centenas ou
milhares de unidades de monossacarideos unidas entre si por ligacdes glicosidicas,
podendo ser classificados como homopolissacarideos (contendo um tunico tipo de
unidade monomérica) ou heteropolissacarideos (contendo mais de um tipo de unidade
monomérica). Eles diferem entre si na identidade de suas unidades monossacaridicas,
no tipo de ligagdo que une as cadeias e no comprimento e grau de ramificagdo das suas
cadeias (LEHNINGER et al., 2000). As unidades monossacaridicas que os compdem
podem ser neutras, basicas, acidas ou combinadas e, conseqiientemente, o
polissacarideo pode ser um polimero basico, dcido neutro ou misto possuindo uma carga
que varia de acordo com os residuos de monossacarideos pelos quais esta composto e do
ambiente (LLOYDB et al.,1998).

Componentes de quase todos os seres vivos, os polissacarideos fazem parte da
estrutura das paredes celulares de plantas superiores ou algas marinhas (celulose),
fungos (quitina) e do exoesqueleto de insetos e crustaceos (quitina e quitosana), reservas
metabolicas animais (amido, glicogénio); constituintes de céapsulas, envoltorios de
microrganismos; ¢ como componentes da MEC e da cartilagem em animais (BARROS,
2002).

O uso de polissacarideos como biomateriais ¢ vantajoso, uma vez que tais
substancias apresentam livre administragdo, simplicidade de operacdo, evita o uso de
antibidticos para animais e diminui os custos de produtos (SHIGEMASA & MINAMI,

1995). Estas substancias e os seus derivados apresentam variadas aplicagdes nos



campos da industria téxtil e de papel; industria de alimentos e de cosméticos; industria
quimica e farmacéutica (GERESH et al., 2000).

Apesar das vantajosas caracteristicas de uso dos polissacarideos, novas
apresentacoes terapéuticas, como sistemas de liberagdo controlada, vém sendo utilizadas
com o objetivo de aumentar a eficacia do produto e reduzir os efeitos colaterais
(GADELHA, 2001). Os sistemas de liberagdao programada de um agente através de um
meio especifico por um periodo prolongado foram criados com o objetivo de se atingir
uma resposta Otima, efeitos colaterais minimos e eficicia controlada da droga a ser
utilizada. Essas formas de dosagem com liberagdo controlada aumentam a seguranca e
eficacia da terapia regulando a taxa de liberagdo e reduzindo a freqiiéncia de
administracdo (KUMAR, 2000).

Membranas com caracteristicas adequadas de permeabilidade e excelentes
propriedades adesivas para a célula sdo essenciais para o desenvolvimento da biologia
tecidual e orgdos biohibridos. Entretanto, ndo s6 o material de suporte ¢ importante
como também a interacdo deste com o tecido ¢ fortemente influenciada pelas
propriedades fisico-quimicas da superficie. Embora muitos esforcos ja tenham sido
realizados, ainda ndo esta totalmente estabelecido quais as propriedades que podem ser
criticas para o tipo ideal de suporte. Varios pesquisadores ja reportaram o aumento da
adesdo celular sobre superficies hidrofilicas. A presenga de grupos funcionais
especificos, proteinas adesivas imobilizadas, carga ¢ morfologia da superficie também
foram apontados como fatores reguladores. Muitos polimeros utilizados na pratica
biomédica ndo serviram de suporte para o crescimento ¢ adesdo celular, evidenciando
que as propriedades da membrana como estabilidade mecanica ou caracteristicas de

permeabilidade sdo muitas vezes convenientes para sua aplicagdo, mas ndo para sua



biocompatibilidade. Assim, inimeras técnicas fisicas e biofisicas tém sido utilizadas
para modificar a superficie de materiais poliméricos (HAMERLI et al., 2003).

A atual geragdao de pesquisas no campo da engenharia tecidual estd baseada no
cultivo de células em matrizes porosas poliméricas biodegradaveis. Um fator primario
esta na viabilidade de um bom biomaterial que sirva como uma matriz temporaria. Esses
biomateriais devem ser capazes de serem preparados de forma porosa para oferecerem
um canal para migracao de células dentro da matriz, permitindo o crescimento dentro do
tecido andlogo e serem biodegradaveis dentro de produtos ndo toxicos (KHOR & LIM,
2003). Assim, a introdu¢do da porosidade em uma matriz polimérica permite uma
importante utilizacdo para sistema de liberagdo de drogas e engenharia tecidual

(SHASTRI et al., 2003).

2.3.2. POLISSACARIDEOS DE ACAO CICATRIZANTE

A utilizagdo de polissacarideos com fins medicinais data de tempos remotos
(BONONI et al, 1995). Pesquisas tém sido realizadas no sentido de explorar as
atividades inerentes aos biopolimeros com agao cicatrizante. Neste campo de pesquisa,
tém sido estudados polissacarideos neutros (glucanas, celulose, dextrana), acidos
(alginato, acido hialurénico) e basicos (quitina e quitosana). Estes ultimos sdo os mais
amplamente estudados, tendo demonstrado influéncia em todos os estagios das feridas
(OKAMOTO, 1995; DIEGELMANN, 1996; LLOYDB et al., 1998).

Nos tltimos anos, tratamentos alternativos foram realizados para estudar uso de
polissacarideos extraidos da pelicula da cana-de-acicar (GALEGO et al., 1997;
MONTEIRO et al., 2000), do cajueiro (Anacardium occidentale) (PAIVA, 2003,

SCHIRATO et al., 2006), de cogumelos Pleurotus ostreartus (BONONI et al., 1995),



do Aloe vera (FEMENIA et al., 1999; WU et al., 2006), da Opuntia ficus-indica L.
(TROMBETTA et al., 2005) e Coelarthum opuntia (RAM et al., 2000) no tratamento de
feridas cutineas.

A aplicagdo topica da sacarose para tratamento de feridas estd descrita desde a
antigiiidade. O efeito do agucar no tratamento de feridas infectadas ou ndo, ¢ mais
comumente atribuido a agdo bactericida, verificadas para Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiela ou bacteriostatica, observado em
relacdo ao Bacillus subtilis; a oferta de nutrientes as células lesadas, a diminui¢do do
edema local pela agdo liposcopica, a estimulagdo dos macrofagos e a formagao rapida
do tecido de granulagdo. Estes achados devem-se ao baixo pH e a hipertonicidade
provocadas no meio pela presenca da sacarose. Considera-se que esta pode interferir no
crescimento bacteriano ¢ forma uma pelicula estavel, que em contato com fluidos da
ferida, capaz de controlar o meio e ocasionar uma hiperosmolaridade, a qual ¢
considerada como um fator positivo para o processo cicatricial por estimular a
granulagdo. Conseqiientemente, a sacarose ¢ capaz de acelerar a cicatrizacdo nas fases
iniciais do processo, diminuindo o indice de contaminagdo bacteriana ¢ a formacao do
tecido de granulacdo precoce em feridas topicamente tratadas, sendo considerado um
tipo de tratamento economicamente viavel para varias camadas sociais (COELHO et al.,
2001).

A quitina ¢ um polissacarideo natural encontrado em abundancia em material de
suporte de crustaceos, insetos ¢ em fungos sendo também ¢ encontrada como um
subproduto da industria de pescado. Formada por unidades de 2-acetamida-2deoxi-B-D-
glucose unidas por ligagdes -(1—4), possui caracteristicas semelhantes as da celulose,
principalmente, em relacdo a estrutura e solubilidade. A quitosana ¢ um derivado N-

deacetilado da quitina e ambas sdo polimeros naturais com excelentes propriedades



como biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade e propriedades adsortivas
que podem atuar beneficamente acelerando a reparagcdo de feridas (MAJETI, 2000;
BOCHARD & JUNGINGER, 2001; HOWLING et al., 2001; YOSHIDA, 2001;
SENEL & MCCLURE, 2004; WITTAYA-AREEKUL & PRAHSARN, 2006).

A quitina funciona naturalmente como um polissacarideo estrutural, ¢ altamente
hidrofobica, insolivel em 4agua e em solventes organicos, sendo soluvel em
hexafluoroisopropanol, hexafluoroacetona, cloroalcool em conjugagdo com solugdes
aquosas de acidos minerais e dimetilacetamida contendo 5% de litio clorado. A
quitosana, o produto deacetilado da quitina, ¢ solivel em acidos diluidos tais como o
acido acético, férmico, entre outros (MAJETI, 2000).

A quitosana promove granulagdo e organizacdo do tecido cicatricial,
principalmente pelo aumento das células inflamatorias, agindo positivamente nas feridas
abertas de grandes animais. Desta forma, ela atua sobre os leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), na producdo de osteopontina e leucotrieno B4; sobre os
macrofagos, estimulando a producdo de interleucina (IL)-1 e a transformacdo do fator
de crescimento B1 e do fator de crescimento derivado das plaquetas e nos fibroblastos,
atuam na producdo de IL-8 (UENO et al.,, 2001). Segundo, SENEL & McCLURE
(2004), na medicina veterinaria a quitosana tem atuado como agente cicatrizante,
antimicrobiano, hemostatico e analgésico.

A utilizacdo dos polissacarideos como biomateriais ¢ vantajosa, pois interferem
favoravelmente na resposta imune, assim como no processo cicatricial. KWEON et al.
(2003), avaliando o efeito do tratamento com o complexo hidrossoluvel quitosana/
heparina em feridas cutdneas em ratos, observaram que no 15° dia de pds-operatério, as
feridas estavam completamente cicatrizadas com aspecto similar a pele normal. Entre

outros fatores, o efeito da quitosana pode ser atribuido a estimulacdo de citocinas (I1-1,



IL-6 e TNF-a) que auxiliam no processo de reparagao tecidual (UENO et al., 2001). Foi
relatado também que o polissacarideo de Angelica sinensis possui efeito cicatrizante em
ulceras gastricas experimentais em ratos Sprague-Dawley, além de possuir efeito
estimulante in vitro de proliferagdo de células epiteliais gastricas (YE et al., 2003).

O Cajueiro (Anacardium occidentale), pertence a familia das Anacardiaceae, e
apresenta uma goma que ¢ constituida por um heteropolissacarideo ramificado
(MENESTRINA et al, 1998) cujas propriedades reoldgicas demonstram que ela possui
alta viscosidade, comparavel a goma arabica, apresentando multiplas possibilidades de
industrializacdo na industria farmac€utica, cosméticos, aglutinante de capsulas e
comprimidos e na industria de alimentos, e ainda como estabilizante de sucos, cerveja e
sorvetes (PAULA & RODRIGUES, 1995).

O heteropolissacarideo proveniente de A. occidentale (POLICAJU) vem sendo
utilizado em diversas pesquisas e tem apresentado resultados terapéuticos satisfatorios,
potencializando, em estudos preliminares, o processo de cicatrizagdo de lesdes cutaneas
em camundongos (PAIVA, 2003; SCHIRATO et al., 2006), apresentando atividade
antitumoral in vitro frente a células Hela (MENESTRINA et al., 1998) ¢ inibindo o
crescimento do Sarcoma 180 (MENESTRINA et al., 1996), apresentando-se como uma
importante molécula de uso terapéutico.

Planta tropical, o cajueiro (Anacardium occidentale) ocupa importante lugar
entre as plantas frutiferas do Brasil, devido a crescente comercializacdo dos seus
produtos principais obtidos da castanha (améndoa e liquido do mesocarpo)
(BANDEIRA, 1991). Além disso, trata-se de um recurso natural, renovavel que pode
ser explorado sem agressoes ambientais, ja4 que o acesso a matéria-prima para
elaboracdo do seu principio ativo (POLICAJU) ¢ favorecido pelo amplo cultivo do

cajueiro no Nordeste (400.000-450.000 hectares), considerando ainda que cada arvore



produz 178 a 2000 g/ano de goma, com um valor médio de 700 g/ano (GADELHA,
2001). Assim, a facilidade de acesso a sua matéria-prima ¢ sua relatada atividade
biologica, sdo fatores que viabilizam o uso do polimero obtido da goma do cajueiro
como biomaterial, despertando o interesse cientifico-tecnologico para o
desenvolvimento de férmulas farmacéuticas para o uso em lesdes cutaneas.

Produtos obtidos do cajueiro (Anacardium occidentale) sdo bastante populares
na medicina popular. O extrato da casca tem sido empregado no tratamento de doencas
inflamatorias na Nigéria, sendo constatado em bovinos redu¢do da sintese de

prostaglandinas (90%) na vesicula seminal (OLAJIDE et al., 2004).

2.4. PROTEASES

As proteases, também denominadas de enzimas proteoliticas ou peptidases,
representam uma classe Unica de enzimas que ocupam uma importante posicdo em
relacdo as suas aplicacgdes fisioldgicas e no campo comercial. S3o enzimas proteoliticas
que catalisam a clivagem de ligacdes peptidicas em outras proteinas. Avangos em
técnicas analiticas t€ém demonstrado que as proteases promovem uma alta especificidade
e modificacdes seletivas de proteina bem como a ativacdo de formas zimogénicas de
enzimas pela limitada protedlise, coagulagcdo sanguinea e lise do coagulo de fibrina e
processo secretorio e transporte de proteinas através da membrana (RAO et al., 1998).

Dependendo do local de acdo na cadeia polipeptidica, as proteases podem ser
subdivididas em dois grandes grupos: exopeptidases e endopeptidases. As
exopeptidases atuam préximo das extremidades das cadeias polipeptidicas e podem ser
classificadas como amino e carboxipeptidases, em funcdo do seu sitio de agdo na

extremidade N- ou C- terminal, respectivamente. As carboxipeptidases podem ser



subdivididas em serino, metalo e cisteino-carboxipeptidases enquanto as
aminopeptidases, em fungdo do numero de residuos de aminoacidos removidos, sao
classificadas em aminopeptidases (um residuo), aminodipeptidases (dois residuos) ou
aminotripeptidases (trés residuos). As endopeptidases atuam preferencialmente nas
regides internas das cadeias polipeptidicas e sdo subdivididas em quatro grupos: serino-
protease, aspartato-protease, cisteino-protease ¢ metalo-protease (BARRETT, 1994).

As proteases sdo responsaveis por processos complexos envolvidos na fisiologia
normal da célula, bem como em condi¢des fisiopatoldgicas e tém uma longa historia de
aplicagdes na industria alimenticia e de detergentes (RAO et al., 1998).

Cerca de 50% das enzimas industriais sdo proteases (GUIZANI et al., 1991; De
VECCHI & COPPES, 1996). Na industria alimenticia, as proteases sdo usadas nos
processos de fermentagdo, na producdo de gelatina hidrolisada e de leite de soja.
Também sdo utilizadas na clarificagdo de sucos, devido a hidrolise das proteinas
soluveis neles contidas em altas concentragdes, as quais provocam turbidez e formagao
de sedimentos indesejaveis durante a estocagem (DAWES et al., 1994). Na fabricagdo
de paes, as proteases sdo utilizadas para produzir uma massa macia, como resultado da
hidrolise do gluten. Na producdo de queijo, as proteases sdo empregadas para maturagao
e desenvolvimento da textura e do sabor. Na industria quimica, as proteases sao
amplamente utilizadas na formulacdo de detergentes, na produgdo de papel (STEELE &
STOWERS, 1991; DONAGHY & MACKAY, 1993), na industria de couro (GEORGE
et al., 1995), na recuperacdo de prata dos filmes de raio-x (KUMAR & TAKAGI, 1999)
e na industria farmacéutica (RAO et al., 1998).

As proteases de origem animal mais conhecidas sdo a tripsina pancredtica,
quimiotripsina, pepsina e renina. A tripsina ¢ a principal enzima intestina responsavel

pela hidrolise de proteinas alimentares. E uma serina protease que hidrolisa ligagdes



peptidicas, nas quais os grupos carboxil sdo constituidos por residuos de lisina e
arginina. A tripsina tem limitada aplicagdo na industria alimentar, visto que as
hidrolases protéicas geralmente tem um sabor amargo. Esta protease ¢ usada na
preparagao de meios bacterianos e em algumas preparacdes médicas especificas (RAO
et al., 1998).

Existe substancial evidéncia que certas proteases, como a trombina e a tripsina,
podem regular células alvo pela clivagem e ativacdo de receptores ativadores de
proteases acoplados a uma familia de proteina G (PARs) aos quais tem sido implicado
um papel no sistema de inflamacao, sendo sugerido que estes podem contribuir para a
defesa do corpo em resposta a injuria ou invasdo patogénica. Em relagdo a reparagdo
tecidual, a trombina promove aumento da neovascularizagdo, deposi¢do de colageno e
cicatrizacdo. Varios estudos sugerem que esses efeitos sdo mediados pela ativacdo de
PAR;. Assim, os efeitos estimulatorios da trombina sobre o colageno e produgdo de
fator do crescimento do tecido conectivo podem ser mediados pelos PAR;
(VERGNOLLE et al., 2001).

A degradagdo proteolitica da MEC é um passo essencial para a reparacio e
subseqiientes estagios da remodelacdo que ocorrem geralmente através da acdo da
metalo-proteinase de matriz (MMP), implicando na renovacdo da MEC bem como na
ativacao de fatores de crescimento latentes, migragdo celular, angiogénese e cicatrizagao
(PRAGAPATI et al, 2000).

As MMPs incluem um nimero de proteases responsaveis pela degradacio de
componentes da MEC como colageno, fibronectina, laminina, proteoglicanos e elastina.
Assim, um passo essencial na degradacao da MEC ¢ a secrecao extracelular da MMP.
Estudos in vitro e em animais t€ém mostrado o importante papel das proteases na

cicatrizacdo normal, mas os niveis ¢ duracdo da expressdo das proteases ¢ limitado e



finamente controlado pela ativacdo de plasmina ou pela presenga de inibidores de
metaloproteinases teciduais (TIMPs). A degradacdo controlada da MEC ¢ requerida
para a remog¢ao de componentes danificados e para permitir a migracao celular e a
angiogénese. A reestruturacdo da MEC também ¢ requerida para permitir a aderéncia
celular e destruir a membrana basal. Essas fun¢des sao essenciais durante a cicatrizagao
normal, entretanto, o excesso na producdo de MMPs frente aos TIMPs, pode contribuir

para a destrui¢do da matriz (THENGOVE et al, 1999).

2.5.IMOBILIZACAO DE PROTEINAS

A imobilizagdo de moléculas biologicamente ativas disputa um importante papel
na moderna ciéncia bioldgica, sendo particularmente efetiva na aplicacdo de bio-
reconhecimento; conseqlientemente, imobilizar substincias afins é um pré-requisito
para técnicas como cromatografia de afinidade e todas as suas aplicagdes como por
exemplo, determinacdo em tempo real constantes de afinidades, de diagndstico,
imobilizacdo de enzimas, e mais recentemente, manipula¢do de proteinas e peptideos,
também conhecido com “biochip” de proteina (WILCHEK & MIRON, 2003).

O processo de imobilizagdao foi definido por TREVAN (1980) como sendo a
“separagdo fisica entre o catalisador ¢ o seu meio de reagdo, de forma que as moléculas
do substrato e do produto possam difundir-se facilmente entre as duas fases”,
permitindo a recuperagdo de biomoléculas, visando a sua reutilizacdo. Os custos
econdmicos dos processos industriais em comparacdo com os biossistemas soluveis e
imobilizados demonstraram ser reduzidos pelo emprego da imobilizagao (KENNEDY et

al., 1989).



As metodologias utilizadas para promover a imobilizagdo podem ser agrupadas
em quatro grandes classes: adsor¢do, enclausuramento numa matriz semipermeavel ou
no interior de polimeros, reagdes cruzadas, através do uso de reagentes multifuncionais
ou bifuncionais, e ligagdo covalente a suportes poliméricos, via grupamentos quimicos
(POWELL, 1990; SILMAN & KATCHALSKI, 1996).

A utilizagdo de enzimas como catalisadores em reagdes sintéticas em meio
organico ndo ¢é recente; as primeiras sdo do inicio do século XX. As enzimas
apresentavam pouca utilidade em sintese organica devido, principalmente, a idéia de
que somente 0 meio aquoso era propicio para manter a conformagdo estrutural
cataliticamente ativa. Entretanto, sabe-se atualmente que muitas enzimas sao
cataliticamente ativas em ambientes hidrofobicos, com eficiéncia similar aquela
encontrada em solugdes aquosas. Acredita-se que as enzimas sejam cataliticamente
ativas em meio organico porque permanecem na sua forma original, e ndo se desdobram
em meio ndo-aquoso. Esta caracteristica deve-se, em parte, ao aumento das interagdes
eletrostaticas entre os grupos integrantes da enzima em solventes organicos e¢ a baixa
constante dielétrica da maioria deles e, também, ao aumento do niumero de ligagdes de
hidrogénio intramoleculares (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

O principal interesse em imobilizar uma enzima ¢ obter um biocatalizador com
atividade e estabilidade que n3o sejam afetadas durante o processo, em comparagdo a
sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica
superior. Além disso, ndo deverdo ocorrer alteragdes estruturais, bem como
modificagdes no sitio ativo. A imobilizacdo pode inibir ou aumentar a atividade e
estabilidade da enzima, porém ndo existe uma regra que prediga a manutengdo destes

parametros ap6s o processo de imobilizacdo (GANDHI, 1997; SOARES et al., 1999).



Quando um biocatalisador ou uma preparagdo enzimatica ¢ selecionado para
determinada reagdo, o tipo de solvente, a quantidade de dgua e a solubilidade dos
substratos e produtos devem ser avaliadas e otimizadas. A 4gua ¢, talvez, o componente
mais importante quando o biocatalizador ¢ utilizado em meio organico, estando bem
documentado na literatura que uma quantidade minima de agua, que ¢ dependente do
tipo de solvente e das caracteristicas do suporte utilizado, ¢ absolutamente necessaria
para a solvatacdo da enzima ou dos substratos e produtos. Entretanto, o excesso de agua
pode favorecer a reacdo de hidrdlise e ndo a de sintese. As enzimas necessitam de uma
pequena quantidade de adgua para reter a sua conformagao tridimensional ativa, mesmo
quando estdo ligadas covalentemente a um suporte. A agua contribui ainda para a
integridade estrutural, polaridade do sitio ativo e estabilidade da proteina, e pode
também limitar a solubilidade de substratos hidrofobicos em torno da enzima (DALLA-
VECCHIA et al., 2004).

A influéncia da natureza do solvente tem sido interpretada em termos de varios
fenomenos, tais como a mudanga na rigidez da enzima causada por solventes com alta
constante dielétrica e interacdes idnicas na proteina. O solvente pode estabilizar as
cargas no estado de transi¢do através da modificacdo da polaridade do sitio ativo, bem
como a variacdo da energia livre total, que estdo associadas com diferentes energias de
solvatagdo do solvente (LANG, et al.,1996).

Os suportes adequados para imobilizagdo protéica devem possuir algumas
caracteristicas como uma grande area de superficie, permeabilidade, carater hidrofilico,
insolubilidade, estabilidade quimica, mecanica e térmica, resisténcia contra o ataque
microbiano e regenerabilidade (ROSEVEAR et al., 1987).

O uso de suportes porosos € vantajoso porque a enzima ¢ adsorvida no interior

dos poros. A eficiéncia depende também da concentragdo da enzima. A quantidade de



enzima adsorvida por quantidade do suporte aumenta com a concentragdo do
biocatalisador, atingindo um patamar de saturacdo. Este processo, em geral, ¢ realizado
a temperatura constante e isotermas de adsor¢do sdo obtidas, as quais seguem as
equagdes de Langmuir ou Freundlich (SOARES et al., 1999).

A imobilizagdo de um biocatalisador via inclusdo ou microencapsulacao consiste
em "confinar" uma proteina em um polimero insoluvel ou em uma microcapsula. A
microencapsulagdo ¢ muito similar ao processo de inclusdo, embora neste caso a enzima
seja totalmente envolvida pelo sistema. Neste sistema cria-se uma cela artificial
delimitada por uma membrana porosa. Moléculas grandes, tais como enzimas, ndo sao
capazes de se difundir através desta membrana, enquanto que pequenas moléculas,
como substratos e produtos, se difundem enzima (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

A vantagem da utilizacdo desta técnica é que a enzima ndo interage
quimicamente com o polimero evitando, assim, a desnaturagdo. Contudo, a transferéncia
de massa através da membrana pode ser um problema. A velocidade de difusdo dos
substratos e produtos através da membrana ¢ um fator limitante e geralmente sdo
necessarias altas concentracdes de substratos a fim de limitar esta influéncia. As
enzimas encapsuladas apresentam atividade mais elevada em substratos de baixa massa
molar, pois estes compostos se difundem pela membrana e se aproximam com mais

facilidade do sitio ativo do biocatalisador (DALLA-VECCHIA et al., 2004).
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL:

Avaliar o efeito do tratamento topico com filmes obtidos a partir do
polissacarideo extraido da goma do Anacardium occidentale sobre a evolugdo do

processo cicatricial de lesdes cutdneas experimentais em camundongos.

4.2. OBJETIVOSESPECIFICOS:

1. Desenvolver filmes a partir do polissacarideo da goma do cajueiro (POLICAJU).

2. Imobilizar proteases (tripsina) nas formulagdes topicas a base de POLICAJU.

3. Tratar as lesdes cutaneas experimentais com filmes de POLICAJU

4. Tratar as lesdes cutaneas experimentais com filmes de POLICAJU com tripsina
imobilizada.

5. Avaliar a atividade cicatrizante das formulacdes topicas sobre as feridas cutaneas

dos camundongos, sob o ponto de vista clinico e histopatolédgico.



Avaliacdo do efeito cicatrizante do filme polimérico obtido do
polissacarideo do Anacardium occidentale L. sobre o processo
cicatricial de lesdes cutaneas experimentais
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Resumo

A aplicacdo topica do filme polimérico preparado com o polissacarideo extraido da
goma do Anacardium occidentale L. foi avaliada em lesdes cutdneas excisionais em
camundongos albino Swiss, através do acompanhamento da evolugdo do processo
cicatricial cutaneo, sob os aspectos clinicos e histopatologicos. Apos a realizacao do
procedimento cirdrgico asséptico, os animais (n=15/grupo) foram aleatoriamente
tratados por via topica uma unica vez: 1, NaCl (NaCl 0,15M); 2, AA (&cido acético 4%
v/v); 3, POLICAJU/AA (filme polimérico contendo POLICAJU 10% m/v em 4acido
acético 4% v/v) e 4, POLICAJU/NaCl (filme polimérico contendo POLICAJU 10% m/v
em NaCl 0,15M). Amostras de tecido foram fixadas em formaldeido 4% (v/v) e coradas
pelo Tricromicro de Masson 2, 7 ¢ 12 dias apos a cirurgia. Entre os animais do grupo
POLICAJU/AA, ocorreu redugdo de 10% na freqiiéncia do edema a partir do 7° dia,
desaparecendo completamente ao 11° dia. Quanto ao aparecimento da primeira crosta,
no 1° primeiro dia, as feridas tratadas com AA e POLICAJU/AA apresentaram menores
indices quando comparados ao NaCl e ao POLICAJU/NaCl (20%, 45%, 86,7% e
76,9%, respectivamente). Os animais dos grupos tratados apresentaram 2 crosta a partir
do sétimo dia (10% do Grupo POLICAJU/NaCl) e, no 12° dia, 100% dos animais de
ambos o0s grupos testes apresentaram esta caracteristica. Do ponto de vista
histopatologico, os grupos tratados com POLICAJU apresentaram reepitelizagdo parcial
e tecido de granulagdo fibroso, especialmente no grupo POLICAJU/NaCl. Assim,
conclui-se que os filmes polimericos contendo POLICAJU, aplicados como curativos
oclusivos, foram eficazes no processo de reparo tecidual cutaneo.

Palavras-chave: cicatrizagdo, biomateriais, polissacarideo, Anacardium occidentale L.,

goma do cajueiro, filme polimérico.



Introducéo

A cicatrizagdo pode ser compreendida como uma seqii€éncia regulada de eventos
celulares e bioquimicos, orquestrados para restaurar a integridade do tecido ap6s a lesao
(PARK & BARBUL, 2004). Este processo esta didaticamente organizado em trés fases
(inflamatoria, fibroblasica e remodelativa) seqiienciais e sobrepostas, constituindo-se
em um fendmeno harmodnico, unico e continuo (TOGNINI et al., 1998), envolvendo a
migracao de células inflamatodrias, a sintese do tecido de granulagdo, a deposicao e
remodelagdo de colageno e de proteoglicanos (BIONDO-SIMOES, 2000).

A participagdo das células do sistema imune na cicatrizacdo tem sido
longamente suspeitada, considerando a migracao de neutréfilos, macrofagos e linfocitos
em direcdo a ferida. Ainda que o seu mecanismo de agdo ndo esteja completamente
elucidado, sabe-se que essas células sdo vitais para a regulagdo do processo cicatricial
através da secre¢do de moléculas sinalizadoras como citocinas e fatores de crescimento
(PARK & BARBUL, 2004).

A avaliagdo clinica de uma ferida ¢ uma aproximagdo, o mais detalhada
possivel, de um conjunto de fendomenos celulares e bioquimicos, os quais devem
culminar com a recuperagao morfologica e funcional do tecido lesado, ou seja, a
cicatrizagdo. Esta compreensdo esta baseada nos processos moleculares subjacentes aos
sinais/sintomas clinicos e estdo em um estado continuo de evolugdo, capazes de
incorporar ¢ se adequar a novas situagdes impostas durante o processo de reparo e
tratamento da ferida (SCHULTZ et al., 2005; KAPPOR & APPLETON, 2006).

LEE et al. (2003) relatam que no tratamento de feridas agudas, cronicas, ou mais
extensas, podem ser usadas uma variedade de substitutos de pele de natureza sintética
ou natural, cujo principal efeito sobre a pele é promover a cicatrizagdo estimulando a

produgdo de varias citocinas, as quais promovem a cicatrizagdo estimulando a producao



de componentes na membrana basal, prevenindo a desidratacdo e minimizando
possiveis danos da fase inflamatoria, além de promover a formacdo de tecido de
granulacdo. Assim, o desenvolvimento de novos produtos a partir de materiais
interativos capazes de estabelecer uma afinidade apropriada com os tecidos vizinhos
sem inducdo de uma resposta adversa do hospedeiro (RATNER & BRYANT, 2004) e
que também reunam atividade imunomoduladora, caracterizando-o como um
modificador da resposta bioloégica (MRB), sdo de potencial interesse biotecnologico
(DIALLO et al.,, 2001; UENO et al., 2001; KWEON et al., 2003; SENEL &
MCCLURE, 2004).

Os polissacarideos sdo capazes de atuar seja como biomateriais, seja como
MRB, estimulando o sistema imune in Vvitro e in vivo, e contribuindo favoravelmente no
processo cicatricial. A quitina e a quitosana sdo exemplos classicos de polissacarideos
utilizados como biomateriais (KUMAR, 2000; SENEL & MCCLURE, 2004;
WITTAYA-AREEKUL & PRAHSARN, 2006), enquanto polissacarideos como o APS-
1 de Aloe vera (WU et al., 2006), a arabinogalactana péctica de Vernonia kotschyana
(NERGARD et al., 2005) e outros polissacarideos de origem vegetal (SCHEPETKIN &
QUINN, 2005) apresentam atividade imunomoduladora.

Entre esses, pode-se citar o heteropolissacarideo extraido da goma do
Anacardium occidentale L. (POLICAJU) que tem apresentado resultados terapéuticos
satisfatorios frente ao processo de cicatrizagdo de lesdes cutdneas em camundongos ¢
caprinos (MONTEIRO et al., 2004; PAIVA, 2003; SCHIRATO et al., 2006). O cajueiro
(Anacardium occidentale) pertence a familia Anacardiaceae e exuda uma goma
constituida por um heteropolissacarideo ramificado. Trata-se de uma arabinogalactana

, . 4 . . . , e,
acida, com massa molecular de 1,1 x 107, cuja cadeia principal é constituida por uma [3-

(1—3)-galactana, substituida em O-6 por vdrias cadeias laterais: 1. -B-D-GlcA-(1—6)-



beta-D-Gal-(1—6)-B-D-Gal; 2. a-D-Gal-(1—6)-D-Gal-; e, 3. a-L-Ara-(1—6)-D-Gal
(MENESTRINA et al., 1998). As propriedades reologicas desta goma demonstram que
ela apresenta viscosidade compardvel a goma ardbica, apresentando multiplas
possibilidades de uso na industria farmacéutica, de cosméticos, como aglutinante de
capsulas e comprimidos e também na industria de alimentos, como estabilizante de
sucos, cerveja e sorvetes (PAULA & RODRIGUES, 1995).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a evolugdo do processo cicatricial cutaneo,
sob os aspectos clinicos e histopatoldgicos, do tratamento topico de lesdes cutaneas

tratadas com filmes poliméricos preparados com o POLICAJU.

Materiais e Métodos

Animais

Camundongos fémeas, (Mus musculus) Swiss (n=60) foram utilizados, com 11 a
13 semanas de vida e pesando 35,0+5,0g, os quais foram criados e mantidos no biotério
do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami, Universidade Federal de Pernambuco.
Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, permanecendo em macroambiente
controlado (fotoperiodo de 12h claro/escuro, temperatura 23+2°C e umidade 55+10%)

com fornecimento de agua ¢ ragdo ad libitum.

Obtencao do polissacarideo da goma do Anacardium occidentale
A goma de Anacardium occidentale L. foi coletada no litoral sul do Estado de
Pernambuco (Praia de Tamandaré¢), Brasil. O POLICAJU foi obtido de acordo com o

método de Menestrina et al (1998).



Preparacao dos filmes de POLICAJU (Curativos Oclusivos)

Os filmes (curativos) foram obtidos empregando-se a metodologia de Carneiro-
da-Cunha (1999), modificada. Apds a solubilizacdo do POLICAJU na concentragdo de
10% (m/v), separadamente em acido acético 4% (v/ v POLICAJU/AA) e NaCl 0,15M
POLICAJU/NaCl); as solugdes foram submetidas a agitacdo constante durante 16 horas
a 25°C, e seu pH ajustado para 5,0 com solugdo de NaOH 1M. Apos este procedimento,
200ul das solugdes esterilizadas teste (POLICAJU/ AA e POLICAJU/NaCL) e controle
(acido acético 4% e NaCl 0,15M) foram colocados sobre a superficie suporte celulosico
(1,0 cm?), preparado de forma asséptica, uma vez que foram expostos a luz ultravioleta
em camera de fluxo laminar por 30 minutos antes da adi¢do as respectivas solugdes, e 0s

curativos foram secos em estufa a 50+5°C.

Para verificar o preparo asséptico dos curativos, trés amostras foram coletadas
aleatoriamente de cada tipo de curativo e submersas em caldo nutriente por 24h em
estufa microbiolédgica a 37°C. A turvacdo do meio de cultura evidenciava contaminagao
e o lote era imediatamente descartado. Os curativos foram conservados e transportados

em placas de Petri esterilizadas.

Avaliacdo da atividade cicatrizante

Para realizagdo do procedimento cirirgico experimental, os camundongos foram
previamente anestesiados com cloridrato de xilazina 2% e cloridrato de cetamina 10%
(10 mg/Kg e 115 mg/Kg, respectivamente), por via intraperitoneal (HALL & CLARKE,
1991). Apos a anestesia, foram realizadas a tricotomia e a anti-sepsia da regido dorsal
toracica com iodopovidona e solucdo salina estéril NaCl 0,15M. A pele foi demarcada

com caneta dermografica, usando-se um paquimetro para delimitar a area (1,33 + 0,2



cm?) e a ferida cutdnea foi produzida pela incisdo da pele através de lamina de bisturi
numero 15 e a tela subcutanea foi divulsionada com tesoura de pontas tipo fina/fina e
pinca de disseccdo, até sua completa ressec¢do. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA e o protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco (oficio n® 28/05).

Apds a realizacdo do procedimento cirurgico, os animais foram aleatoriamente
organizados em 4 grupos (n = 15/grupo), de acordo com o tipo de curativo aplicado: 1,
NaCl (NaCl 0,15M); 2, AA (acido acético 4% v/v); 3, POLICAJU/AA (filme
polimérico contendo POLICAJU 10% em écido acético 4% v/v) e 4, POLICAJU/NaCl
(filme polimérico contendo POLICAJU 10% em NaCl 0,15M). Imediatamente apds a
realizacdo das feridas cirurgicas os curativos foram aplicados topicamente, uma Unica
vez, nas feridas cirurgicas de acordo com o grupo, € o processo cicatricial ocorreu por
segunda intencao.

As feridas foram avaliadas diariamente até o 12° dia de pds-operatério (P.O.)
sob o ponto de vista clinico, evidenciando-se sinais como edema, presenca de crosta e
exsudato, além da mensuragdo da area, com auxilio de um paquimetro. A contragdo da
lesdo foi avaliada através do calculo da area da ferida, utilizando-se da equagao descrita
por Prata et al. (1988): A=mx. R. r, onde “A” representa a area, “R” o raio maior ¢ “r”’ o
raio menor da ferida. O calculo do grau de contragdo da ferida foi expresso como
percentual, assim como o indice de cicatrizagdo, utilizando-se as equagdes propostas por
Ramsey et al. (1995): 100 x (Wo — Wi)/Wo =M + DP, onde Wo = érea inicial da ferida;

Wi = 4rea da ferida no dia da biopsia (2°, 7° e 12° dias).



Andlises histopatoldgicas

Apos os camundongos anestesiados, conforme previamente descrito, amostras
do tecido lesionado foram coletadas nos tempos 2°, 7° e 12° dias P.O. (p6s operatorio),
com o objetivo de realizar a analise histopatologica. Em cada um desses tempos, cinco
animais foram retirados aleatoriamente dos grupos experimentais e ap6s a realiza¢ao da
bidpsias, foram submetidos a eutandsia por superdosagem de Pentobarbital sddico (200
mg/Kg) por via intraperitoneal. Para a obtencdo dos fragmentos de bidpsia, com o
auxilio de bisturi e tesoura com ponta fina, a pele e tela subcutanea foram incididas e
divulsionadas ao redor da ferida (+ 0,5 cm) obtendo-se um fragmento que apresentava
pele integra, area de transi¢do entre pele integra e ferida e leito da ferida. As amostras
de tecido foram fixadas em formaldeido 4% (v/v) preparado em PBS 0,01M, pH 7,2.
Estas amostras foram submetidas ao processamento histologico de rotina e incluidas em
parafina. Apods microtomia, os cortes foram corados pelo Tricrdmicro de Masson

(MICHALANY, 1991).

Analises estatisticas

Os dados paramétricos (areas das feridas) foram expressos como média + desvio
padrdo (M * dp), submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e ao teste de Tukey,
aceitando como estatisticamente significativos os valores comparados ao nivel de
significancia de 5%. Os dados categorizados (caracteristicas clinicas) foram testados
quanto a possibilidade de interveniéncia do tratamento utilizado, utilizando-se o teste do
Qui-quadrado, sendo aceitos como estatisticamente significativos os valores

comparados ao nivel de significancia de 5%.



Resultados

Avaliagdo clinica

Ao longo dos 12 dias do periodo pds-operatorio, avaliagdes macroscopicas do
processo cicatricial foram realizadas diariamente, a partir de um protocolo clinico e
registro fotografico, observando-se a ocorréncia de sinais flogisticos, como edema,
hiperemia e caracteristicas exsudativas, além de formagdo de crosta e da mensuracao
das areas das lesoes.

Na Figura 1(A e B) estdao representados os efeitos dos tratamentos das lesoes
cutineas com curativos preparados com as solucdes de 4cido acético 4% (v/v),
POLICAJU/AA (Figura 1A) e NaCl 0,15M; POLICAJU/NaCl (Figura 1B) frente ao
desenvolvimento de edema na regido das lesoes.

O edema foi observado ao longo de todo o experimento (12 dias), com excegao
do grupo POLICAJU/AA que s6 o apresentou até o 10° do P.O. (Figura 1A). No
primeiro dia de avaliacdo o grupo Controle AA apresentou uma reducdo de 20% de
edema, a qual foi estatisticamente significativa quando comparada ao grupo
POLICAJU/AA (p < 0,05). No 3° dia de P.O., 100% dos animais apresentaram edema;
no entanto, a partir do 6° dia, observou-se uma redugdo deste sinal flogistico nos grupos
Controle AA (Figura 1A), assim como nos grupos Controle NaCl e POLICAJU/NaCl
(Figura 1B), na ordem de 10%. Entre os animais do grupo POLICAJU/AA, ocorreu
reducdo de 10% na freqiiéncia dos edemas a partir do 7° dia, desaparecendo
completamente ao 11° dia (Figura 1A).

A observacdo da hiperemia e do tecido de granulacdo neoformado nos grupos
controles e tratados estava prevista no protocolo experimental. No entanto, a natureza

oclusiva do curativo associada a presenca de crostas ao longo do experimento dificultou



a observacdo e analise destes dados, sendo apenas possivel observar a hiperemia pelas
margens do curativo e visualizar o tecido de granulagdo apos o despreendimento das
crostas.

A presenca de crostas foi um evento marcante desde o primeiro dia de avaliagdo
(Figura 2A e 2B). Na fase inflamatéria, estas eram inicialmente secas, finas e
transparentes nas primeiras 24h, quando passaram a apresentar uma colorag¢ao rosada e
um aspecto opaco a partir do 3° dia. Na fase fibroblasica, por volta do 6° dia de
avaliacdo, apresentava-se seca, escura, espessa e irregular, com caracteristicas
exuberantes em alguns animais. Este aspecto foi mantido até o final do periodo de
avaliagdes. Diferengas foram observadas em relacdo ao aparecimento da primeira
crosta: no primeiro dia do P.O., os animais dos grupos Controle/AA e POLICAJU/AA,
apresentaram respectivamente, 20,0% e 44,4% de aparecimento de primeira crosta. A
partir do 8% dia os animais do grupo POLICAJU/AA apresentaram desprendimento
progressivo da 1* crosta (Figura 2A) e conseqliente aparecimento da segunda crosta
(Figura 3A), evidenciando-se ao 12° dia 0,0% de 1° crosta e 100,0% de aparecimento de
2 crosta, sugerindo-se uma maior reepitelizagio e aceleragdo do processo cicatricial.
Nas Figuras 2B e 3B, observa-se padrio semelhante de resposta do grupo
POLICAJU/NaCl e Controle NaCl em relagdo ao desprendimento da 1* crosta e
aparecimento da 2° crosta.

As caracteristicas exsudativas (Figura 4A e 4B) foram acompanhadas durante o
experimento; sendo visualizado no grupo POLICAJU/NaCl no 1° dia P.O. (Figura 4A)
uma significativa presenga de exsudato na fase inflamatoria (p < 0,05) com indice de
cerca de 70%. Um aspecto a ser ressaltado ¢ a caracteristica macroscopica da exsudagdo

visualizada, a qual ¢ comumente encontrada na fase inflamatdria, apresentando um



aspecto sero-sanguinolento. Nenhuma lesdo experimental dos grupos analisados
apresentou infec¢ao com secrecao purulenta.

A evolucdo macroscopica do processo cicatricial foi acompanhada pela
mensuracao das dareas das lesdes ao longo de 12 dias pos-cirurgicos (Figura SA e 5B),
pois a mensuracao da area de uma ferida consiste em um indicador direto e simples para
avaliar a evolugdo do processo (SCHULTZ et al., 2005). Até o 7° dia, os grupos tratados
apresentam uma evolugdo semelhante aos grupos controles. Entretanto, o periodo
compreendido entre o 8% ao 12° dias foi marcado por redugdes de area mais evidentes
quando comparados aos controles. No ultimo dia de avaliagdo, as lesdes tratadas com
POLICAJU/NaCl (Figura 5B) apresentaram maior percentual de contracdo (92,85%).
Neste mesmo periodo, apresentou area média das lesdes deste era de 0,11+ 0,03.

Do ponto de vista macroscopico, pode-se observar a aparente eficacia do
tratamento com a filme polimérico POLICAJU/NaCl comparada aos demais grupos
analisados. Aos 12 dias, ndo houve diferenga significativa nas respostas dos tratamentos
que utilizaram acido acético 4% (v/v), POLICAJU/AA e NaCl, em relacdo a area da

lesao.

Andlises histopatoldgicas

A andlise histopatoldgica do grupo NaCl 0,15M ilustra a evolugdo normal do
processo reparativo. O 2° dia P.O. (Figura 6) é caracterizado pela presenca de crosta
eosinofilica, exsudato, infiltrado de polimorfonucleares e angiogénese. Os grupos
tratados apresentaram caracteristicas histopatologicas semelhantes ao grupo controle,
ressaltando-se a presenca de um tecido menos desenvolvido e mais fridvel nos grupos

AA e POLICAJU/NaCl neste periodo.



Durante o 7° dia pos-operatorio (Figura 7), as lesdes do grupo controle/AA
apresentaram tecido de granulacdo com padrao vascular, poucas fibras colagenas na
matriz extracelular e residuos de infiltrado inflamatorio. Os grupos tratados com
POLICAJU caracterizaram-se por apresentar reepitelizacdo parcial e uma grande
quantidade de fibroblastos ¢ observada na “derme” do grupo POLICAJU/NaCl

No 12° dia (Figura 8), o grupo tratado com NaCl apresentou reepitelizagio total
e um tecido de granulacdo fibroso, compativel com a evolugdo do processo (periodo
cicatricial). Nos grupos tratados com acido acético ¢ observado um tecido de granulagao
fibrovascular, organizado em um padrdo diferenciado em camadas; ou seja, estes
animais apresentaram uma camada fibrosa com fibras coldgenas, sugerindo
remodelagdo e abaixo da mesma, um tecido de granulagdo de caracteristicas fracamente
vasculares. O grupo POLICAJU/NaCl apresentou um padrao mais evoluido, uma vez
que observou-se neste grupo: reepitelizacdo completa, presenca de uma delgada camada
de queratina sobre a epiderme neoformada, tecido colagenoso e presenca de brotos de

anexos cutaneos.

Discussao

As tentativas de intervir no processo de cicatrizacdo das feridas, acidentais ou
provocadas como parte da realizagdo de procedimentos, remontam a Antigliidade,
demonstrando que desde entdo ja se reconhecia a importancia de protegé-las de forma a
evitar que se complicassem e repercutissem em danos locais ou gerais para o paciente
(Mandelbaum et al.,2003).

Segundo Ayello et al. (2003), o sucesso no tratamento de feridas depende mais
do conhecimento dos profissionais envolvidos, de sua capacidade de avaliar e selecionar

adequadamente técnicas e recursos, do que da disponibilidade de recursos e tecnologias



sofisticadas. Uma intervengdo efetiva no processo cicatricial, com o objetivo de
favorecé-lo implica na necessidade de estabelecer metas realistas, que considerem
diversos fatores, como o diagnostico preciso do tipo de lesdo, de seu estagio de
evolugdo, fatores intervenientes a partir de critérios clinicos e técnicos. Assim,
quaisquer decisOes para direcionar esse processo devem ser fundamentadas em uma
acurada avaliacdo clinica, identificando-se cuidadosamente o estidgio do processo
cicatricial, de forma sistematica e periddica, a partir de critérios e protocolos de
avaliagcdo bem estabelecidos.

De acordo com Schlutz et al. (2005), a rotina de acompanhamento de uma
ferida ¢ um elemento critico para o diagndstico € monitoramento do tratamento, o qual
pode ser utilizado, em alguns casos, para predizer o resultado final. Um outro aspecto
ainda a ser considerado, segundo Bryant (2000), ¢ que um protocolo clinico
adequadamente proposto e aplicado n3o requer equipamentos dispendiosos nem
técnicas complicadas. Deste modo, alguns parametros simples podem ser usados para
monitorar o progresso geral do reparo tecidual, como localizagdo, tempo de evolucao,
medida da area, profundidade, vitalidade do leito e dos tecidos circunvizinhos, presenga
de secrecdo e necrose, coloracdo do leito da ferida, sensibilidade cutinea e presencga de
crostas, entre outros.

Estudos anteriores t€ém avaliado o efeito dos tratamentos topicos diarios com
emulsdes e pomada contendo POLICAJU e aplicadas em camundongos (Paiva, 2003;
Schirato et al, 2006) e caprinos (Monteiro, 2003).

Paiva (2003) utilizou diferentes concentragdes de emulsdes POLICAJU/acido
ascorbico em lesOes cutaneas excisionais em camundongos, para avaliar a progressao do
processo reparativo (até o 12° dia), evidenciando sinais flogisticos menos intensos nos

grupos tratados comparados aos controles (tratados com NaCl 0,15M). No 7° dia de



pos-operatorio, também observou a presenca de tecido de granulagdo de padrao
fibrovascular e intensa angiogénese especialmente no grupo tratado com a emulsao
contendo POLICAJU na concentragdo de 150mg/mL. No 12-° dia de pos-operatorio, foi
observada a formagdo de tecido de granulagdo fibrovascular e a presenca de tecido
fibroso com pobre organizagao de fibras colagenas nos grupos tratados com solugao
salina e acido ascorbico (controles). Ja as feridas tratadas com a emulsdo POLICAJU
150mg/ml, demonstraram, neste periodo, tecido de granulacdo com fibras coladgenas
bem organizadas e reepitelizacdo completa.

Schirato et al. (2006) avaliaram o efeito de emulsdes de POLICAJU
(150mg/mL) quanto a fase inflamatéria do processo de reparagdo, sob os aspectos
clinicos, morfométricos e histopatologicos. A avaliacdo macroscopica das feridas
permitiu evidenciar sinais flogisticos menos acentuados no grupo tratado quando
comparados aos dos grupos controle. Quanto a evolucdo da area das lesdes ndo
observou diferengas significativas em relagdo aos grupos controles. O aspecto
histopatoldgico das feridas foi semelhante em todos os grupos entre o 1° e 5° dias,
apresentando aspecto caracteristico do processo inflamatorio. Ao 6° dia, foi observado
tecido de granulagdo fibrovascular e presenca de trabéculas de tecido conjuntivo,
ocasionando areas de tensao no tecido.

Pomada a base de POLICAJU e lanolina 33% (p/p) foi aplicada em feridas
cirargias de caprinos por Monteiro (2003). A andlise clinica da aplicagdo desta
formulagdo, realizada no periodo de 28 dias, também demonstrou no grupo tratado
diminui¢ao dos sinais flogisticos como edema e exuda¢do, ¢ ndo promoveu redugao
significativa das areas de lesdes comparando ao grupo controle. A analise dos aspectos
histopatologicos aos 28 dias de tratamento revelou um tecido fibrovascular com fibras

coladgenas organizadas e remodeladas.



A aplicacdo do POLICAJU na forma de curativo oclusivo demonstra vantagens
em relacdo as apresentacdoes em forma de emulsdo e pomada uma vez que estas formas
de curativos sdo capazes de criar um ambiente que mantém a umidade normal da ferida,
também servindo como uma barreira a infeccdes. Os achados clinicos referentes a
aplicacdo das emulsdes e pomada a base de POLICAJU, corroboram com 0s nossos
resultados, uma vez que os grupos tratados com POLICAJU apresentaram minimizagao
dos sinais flogisticos, principalmente do edema, quando comparados aos grupos
controles. No entanto, o grupo POLICAJU/NaCl apresentou areas estatisticamente
menores (p<0,05) aos 12 dias de avaliagdo, evidenciando-se que esta formulacdo ¢
capaz de favorecer o fechamento da lesdo, apresentando um efeito acelerador sobre o
processo cicatricial. Esse efeito também ¢é observado na andlise histopatologica das
lesdes aos 12 dias, onde este grupo apresenta reepitelizacdo completa, uma delgada
camada de queratina sobre a epiderme neoformada, tecido colagenoso e presenca de
brotos de anexos cutineos, padrdo este mais evoluido que o tecido com caracteristica
fibrovascular apresentado aos 12 dias com os tratamentos utilizando emulsdo e pomada
a base de POLICAJU.

O uso de curativos oclusivos convencionais promove uma prote¢do passiva do
leito da ferida, de forma que um importante objetivo a ser atingido ¢ o desenvolvimento
de meios que possam efetivamente favorecer o microambiente necessario a cicatrizacao,
remover o excesso de exsudato e permitir um processo de reconstrugdo tecidual
continuo. O curativo ideal deve apresentar as seguintes propriedades: (1) proteger a
lesdo de infecgdes secunddarias; (2) manter a hidratacdo do meio; (3) prover isolamento
térmico; (4) remogdo sem causar traumas ao leito da ferida; (5) remover debris
celulares; (6) estar livre de produtos toxicos e particulados e (7) promover o processo de

reconstrucdo tecidual (Wittaya-Areekul & Prahsarn, 2006). Diante dos resultados



observados, podemos sugerir que o curativo com POLICAJU/ NaCl, apresenta muitas
das caracteristicas de um curativo oclusivo ideal como: protecdo de lesdes de infecgdes
secundarias; hidratacdo do meio; estar livre de produtos toxicos € promover 0 processo
de reconstrucao tecidual, podendo ser aplicado como um biomaterial.

Rezende et al. (2005) relatam que filmes densos e porosos de polimeros
absorviveis sdo obtidos com o intuito de servirem como um substrato para que células
isoladas possam fixar-se e crescer até formar o tecido. Este suporte pode agir tanto
como apoio fisico, quanto como um substrato aderente para as células isoladas durante a
cultura celular in vitro ou subseqiiente implante para promover a regeneragao natural de
tecidos. Kapoor & Appleton (2006), citam a utilizacdo de filmes poliméricos semi-
permeaveis, curativos de alginato, revestimento de carboximetil-celulose no tratamento
de feridas cronicas. Schultz et al. (2005), relatam que curativos oclusivos tém sido
usados em feridas cronicas para criar melhores condig¢des para reepitelizacao, servindo

também como barreira a infecgao.

Concluséao

Neste contexto, o desenvolvimento de filmes poliméricos a partir de
POLICAJU e sua utilizagdo como curativo oclusivo surgiu para melhorar sua aplicacdo
como biomaterial, aproveitando suas caracteristicas de MRB. Este beneficio ¢
comprovado quando comparados os seus efeitos cicatrizantes com formulagdes
terapéuticas como emulsdes e pomadas veiculando este biomaterial. No entanto, vale
ressaltar que para avaliagdo da melhor forma de tratamento de lesdes cutaneas com
diferentes formulagdes, foi avaliado o conjunto de dados coletados através da avaliagdo

dos pardmetros clinicos, morfométricos e histopatologicos, considerando que tais



aspectos sao individualmente importantes, mas complementares na decisdo da melhor

conduta terapéutica no tratamento dessas lesoes.
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Figura 1- Freqiiéncia relativa de edema (%). (A) grupos Controle AA (4cido acético
4%) e Grupo POLICAJU/AA (POLICAJU/ Acido acético) e (B) grupos Controle NaCl

(NaCl 0,15M) e POLICAJU/NaCl (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v).
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Figura 2- Freqiiéncia relativa de 1* crosta (%). (A) grupos Controle AA (4cido acético
4%) e Grupo POLICAJU/AA (POLICAJU/ Acido acético) e (B) grupos Controle NaCl

(NaCl10,15M) e POLICAJU/NaCl (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v).
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Figura 3- Freqiiéncia relativa de 2* crosta (%). (A) grupos Controle AA (4cido acético
4%) e Grupo POLICAJU/AA (POLICAJU/ Acido acético) e (B) grupos Controle NaCl

(NaCl 0,15M) e POLICAJU/NaCl (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v).
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Figura 6 — Aspectos microscopicos da evolugdo do processo de reparo cutineo (fase
inflamatoria), apos 48 horas. Coloragdo Tricromico de Masson. Ampliagéo original
100x. A, NaCl 0,9%; B, Acido Acético 4%; C, POLICAJU-NaCl; D, POLICAJU-Acido
Acético.

Seta larga — crosta; re — reeptelizagao; tgv — tecido de granulagdo de caracteristica
vascular; tgf — tecido de granulagdo de caracteristica fibrosa; at - area de transi¢do com
a pele normal; i — infiltrado inflamatério.



Figura 7 — Aspectos microscopicos da evolugdo do processo de reparo cutineo (fase
inflamatoria), apos 7 dias. Coloragdo Tricromico de Masson. Ampliagéo original 200x.
A, NaCl 0,9%; B, Acido Acético 4%; C, POLICAJU-NaCl; D, POLICAJU-Acido

Acético.

Seta larga — crosta; re — reeptelizagdo; tgv — tecido de granulagdo de caracteristica
vascular; tgfv — tecido de granulagdo de caracteristica fibrovascular; at - area de
transi¢do com a pele normal; | — infiltrado inflamatorio.



Figura 8 — Aspectos microscopicos da evolugdo do processo de reparo cutidneo (fase
inflamatoria), apos 12 dias. Colorag@o Tricromico de Masson. Ampliagéo original 200x.
A, NaCl 0,9%; B, Acido Acético 4%; C, POLICAJU-NaCl; D, POLICAJU-Acido
Acético.

re — reeptelizagdo; tgv — tecido de granulagdo de caracteristica vascular; tgf — tecido de
granulagdo de caracteristica fibrosa; fc — presenga de fibras colagenas; a- anexos.
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Resumo

Filmes obtidos do polissacarideo extraido da goma do Anacardium occidentale L.
(POLICAJU) foram utilizados para imobilizagdo de tripsina, por enclausuramento, e
aplicados como curativo em lesdes cutaneas. Ensaios foram realizados para avaliar a liberagao
in vitro da tripsina e os efeitos do pH e temperatura na atividade, estabilidade e tempo de
armazenamento do derivado enzimdtico imobilizado (DEI). O estudo cinético de liberagao da
tripsina do DEI demonstrou que a partir das 48h houve uma liberacdo constante da enzima nas
condi¢gdes analisadas. O DEI apresentou um pH e temperatura 6timos de 8,6 e 55°C,
respectivamente. A tripsina mostrou-se estavel nas condi¢cdes do meio, tais como alta
temperatura e ampla faixa de pH, retendo cerca de 80% de sua atividade inicial durante 28
dias de armazenamento a 25°C. Os aspectos histopatoldgicos das lesdes cutaneas tratadas com
o DEI apresentaram padrao morfolégico mais organizado quando comparado aos controles
(NaCl 0,15M e 4cido acético 4% v/v). Estes resultados demonstram que o POLICAJU pode
ser utilizado como matriz para imobilizagdo de tripsina e potencial aplicacdo como curativo

dérmico.
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Introducéo
A formagao de filmes de polissacarideos sobre superficies s6lidas tem importancia

cientifica e tecnoldgica podendo ser empregado no desenvolvimento de biossensores,
imunoensaios € membranas biologicas. Na area médica, estdo sendo utilizados como fios de
sutura e sistemas de liberagao controlada de drogas, os quais devem ser biodegradaveis e
biocompativeis (FUIIMOTO et al. 2002; WATANABE et al, 2005).

Enzimas ligadas a filmes poliméricos t€m sido usadas como modelo para estudar os
efeitos do microambiente sobre o0 modo de acao da enzima nativa (Cavalcante et al., 2006). A
estrutura tri-dimensional da enzima, sensivel a alteracdes do pH do meio, aumento da
temperatura e efeitos dos solventes, podem sofrer modificacdes na cadeia polipeptidica
devido a tratamentos extremos que levam a perda da atividade catalitica. Assim, a
imobilizacao dessas moléculas em suportes solidos pode aumentar consideravelmente a sua
estabilidade, permitindo ainda sua remocao do meio de reagao e reuso (AMORIM et al., 2003;
ZELENETSKII et al., 2003; CAVALCANTE et al., 2006).

O tipo de superficie ¢ o método de imobilizagdo tém profundos efeitos sobre a
atividade biologica da enzima imobilizada. Assim, a imobilizagdo enzimatica visa obter um
biocatalizador com atividade e estabilidade que nao sejam afetadas durante o processo, em
comparacao a sua forma livre (ZANIN & MORAES, 2004)

Inimeros métodos de imobilizagdo tém sido descritos e utilizados para contornar os
possiveis problemas da instabilidade enzimatica e otimizar suas aplicacoes (DALLA-
VECCHIA et al., 2004). Dentre esses, o método de enclausuramento ¢ atrativo devido a sua
simplicidade e por promover minimos efeitos sobre a estrutura da enzima (RUCKA &
TURKIEWICZ, 1990; DEY et al., 2003). Este método pode ser utilizado para incorporar
enzimas em matrizes poliméricas através da formagao de filmes, utilizando solugdes contendo

o polimero e a enzima (ZELENETSKII et al., 2003).



O polissacarideo extraido da goma do A. occidentale (POLICAJU) ¢ um
heteropolissacarideo ramificado acido, utilizado como substituto da goma arabica em usos
farmacéuticos. Este polissacarideo com massa molecular de 1,1 x 10° Da, apresenta uma
cadeia principal formada por unidades de D-Galp unidas por ligacdes glicosidicas B-(1—3),
substituidos em O—6. E relatada a sua aplicagio como potencial agente formador de filmes e
espessantes (PAULA & RODRIGUES, 1995; MENESTRINA et al., 1998), além do seu
comprovado efeito anti-tumoral (MENESTRINA et al., 1996), anti-parasitario (GADELHA et
al., 2001) e cicatrizante (PAIVA, 2003; SCHIRATO et al., 2006). Assim, a facilidade de sua
obtencdo, sua relatada atividade bioldgica e suas propriedades reologicas sdo fatores que
viabilizam seu potencial uso como suporte para imobilizagdo.

As proteases sdo enzimas proteoliticas que ocupam uma importante posi¢do em
relacdo as suas aplicagdes fisiologicas e no campo comercial. Avangos em técnicas analiticas
tém demonstrado que as proteases promovem uma alta especificidade e modificagdes
seletivas de proteina bem como a ativacdo de formas zimogénicas de enzimas pela limitada
proteolise, coagulacdo sanguinea, lise do codgulo de fibrina, processo secretdrio e transporte
de proteinas através da membrana (RAO et al., 1998). As metaloproteinases de matriz
exercem um importante papel no processo de degradacdo da matriz extracelular, e esta ¢ uma
importante caracteristica para o desenvolvimento, morfogénese, repara¢do e remodelacdo do
tecido (NAGASE et al., 20006).

O objetivo deste trabalho foi imobilizar tripsina pela técnica de enclausuramento em
filmes de POLICAJU e avaliar os principais parametros que afetam a atividade enzimatica
tais como: pH, temperatura, concentragdo da enzima e estabilidade, e sua aplicagdo como

curativo dérmico.



Materiais e Métodos

Materiais

O POLICAJU foi obtido da goma da arvore do Anacardium occidentale (cajueiro),
coletada no litoral sul de Pernambuco (Praia de Tamandar¢), de acordo com o método descrito
por Menestrina et al., (1998). A celulose (gaze) utilizada como suporte para o filme de
POLICAJU foi obtida da Cremer®. A tripsina de pancreas suino (E.C. 3.4.214) ¢ a
azocaseina foram adquiridas da Sigma Chemical Company (St Louis, MO, USA). Os outros

reagentes quimicos usados foram de grau analitico.

Preparacdo do filme e imobilizacdo da enzima por enclausuramento

O filme polimérico foi preparado de acordo com a metodologia descrita por Carneiro-
da-Cunha et al. (1999), modificada. Os filmes foram obtidos apds a solubilizacdo do
POLICAJU na concentragdo de 10% (m/v) em acido acético 4% (v/ v), sob agitacdo constante
durante 16 horas a 25°C, e seu pH foi ajustado para 5,0 com uma solu¢do de NaOH IM. A
esta solugdo foi adicionada tripsina em p6 na concentragdo de 1000pg/mL e solubilizada sob
agitacao por lh. Apds este procedimento, 200uL da solugdo foram colocados na superficie de
1,0 cm?’ de suporte celulosico, e os filmes foram obtidos a temperatura de 50 + 5°C, sendo

denominados de derivado imobilizado (DEI), contendo 200ug de tripsina.

Dosagem de proteina

A determinagdo protéica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por

Bradford (1976), utilizando a albumina bovina sérica (0 - 100 pg/mL) como padrao.



Deter minacdo da atividade enzimatica

A atividade proteolitica foi realizada segundo o método de Leighton, (1973)
utilizando-se como substrato a azocaseina 1% (m/v), solubilizada em solucdo tampao de Tris-
HCI 0,2M, pH 7,2, contendo 0,IM de CaCl,. Na determinacdo da enzima livre incubou-se
250uL de azocaseina 1% (m/v) com 150puL da amostra, por 1 hora a temperatura de 25+ 2°C
ao abrigo da luz. Para a dosagem no DEI (1 cm?), este foi imerso em 1000pL de azocaseina
1% (m/v) e incubado por lh, 400uL foram coletados e processados para determinagdo da
atividade enzimatica. As absorbancias foram medidas a 440nm. Os ensaios foram realizados
em triplicata, considerando-se a média para cada amostra. Foi definido como uma unidade de
atividade (U) a quantidade de enzima que produz um aumento na densidade otica de 1, a
440nm no periodo de 1h. A atividade especifica foi obtida através da razdo entre a atividade

enzimatica e a concentracdo de proteina em miligramas.

Cinética de Liberacdo da Enzimaimobilizada

Os DEIs (1 cm?) foram incubados em 1ml de solugio tampio de Citrato-fosfato 0,2M,
pH 5,0 durante 72h, sendo a cada 24h coletadas amostras de 150uL do sobrenadante para a

determinagdo da atividade proteolitica e da concentragdo protéica.

Efeito do pH e da temperatura na atividade da tripsina livre e do DEI

O efeito do pH na atividade da enzima livre e imobilizada na concentracdo de
1000pg/mL foi avaliado através da incubacdo das amostras com azocaseina 1% (p/v)
solubilizada em solugdes tampao 0,2M: pH 5,0-5,4 (citrato-fosfato), pH 6,2-6,8 (fosfato de
sodio), pH 7,2-9,0 (Tris-HCI) e pH 9,4-10,2 (glicina-NaOH). O efeito da temperatura foi

avaliado incubando as amostras nas temperaturas de 25°C, 35°C, 45°C, 55°C e 65°C.



Efeito do pH e temperatura na estabilidade da tripsina Imobilizada

No estudo da estabilidade ao pH, os DEI foram incubados 60 minutos a 25°C, em
diferentes solucdes tampao de acordo com o seu valor de pKa (pH 5,0 a 10,2). ApoOs este
periodo os filmes foram coletados e incubados por 1h, em solugdo de azocaseina 1% (m/v) em
solucao tampao Tris-HCI1 0,2M, pH 7,2 a 25°C. Para a determinagdo da estabilidade térmica
os DEIs foram incubados nas temperaturas de 25°C, 35°C, 45°C, 55°C e 65°C durante um
periodo de 60 minutos, em seguida foram retirados e tiveram a sua atividade enzimatica

determinadas a 25°C.

Teste da estabilidade do DEI em condicGes de armazenamento

A estabilidade da tripsina imobilizada nos filmes de POLICAJU foi determinada apds
0 seu armazenamento a temperatura de 25+3°C durante o periodo de 28 dias, com
determinagdes nos periodos de 0, 2, 7, 14, 21 e 28 dias. Os filmes coletados nestes tempos
foram incubados em ImL de azocaseina 1% (m/v) em Tris-HCI pH 7,2 durante 1h a 25°C,

seguindo-se a determinacdo da atividade enzimatica.

Avaliacdo histopatolégica da aplicacdo do DEI como curativo em modelo excisional
cutaneo

No procedimento cirurgico experimental, os camundongos foram previamente
anestesiados com cloridrato de xilazina 2% e cloridrato de cetamina 10% (10 mg/Kg"' e 115
mg/Kg', respectivamente), por via intraperitoneal (Hall & Clarke, 1991) e tricotomizados. A
anti-sepsia da regido dorsal toracica foi feita com iodopovidona e solucdo salina estéril NaCl
0,15M. Uma ferida cutdnea (1,33 + 0,2 cm?) asséptica foi produzida por incisdo da pele e
divulsdo da tela subcutdnea. Apo6s a realizagdo do procedimento cirirgico, os animais foram

aleatoriamente organizados em 2 grupos (n = 15/grupo), de acordo com o tratamento: Grupo



Controle AA (acido acético 4%), Controle NaCl (NaCl 0,15M) e Grupo Teste (DEI-
POLICAJU/acido acético). Imediatamente apos a cirurgia, os curativos foram aplicados, uma
unica vez sobre as feridas. Para realizacdo do estudo histopatoloégico foram coletados
fragmentos de pele de cinco animais, nos 2° ¢ 12° dias do P.O. Apods serem retirados os
fragmentos de bidpsia, os animais foram submetidos a eutanasia por superdosagem com
Pentobarbital sodico (200mg/Kg™'), por via intraperitoneal. As amostras continham pele
integra, area de transicdo entre pele integra e ferida e leito da ferida, estas foram submetidas
ao processamento histopatologico, incluidas em parafina e, apds microtomia, os cortes foram
corados por pelo Tricrdmico de Masson (Michalany, 1991). Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal - COBEA e o protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de

Pernambuco (oficio n° 28/05).
Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e comparados pelo Teste de

Tuckey, ao nivel de significancia de 5% e apresentados como média e desvio padrao.

Resultados e Discussao

Estudo Cinético da Liberacéo de Tripsina in vitro
A tripsina de pancreas suino foi imobilizada por enclausuramento nas concentragdes
de 1000 pg/mL de solugao de POLICAJU. O estudo cinético de liberagdo da tripsina in vitro

destes DEIs foi acompanhado por 72h no sobrenadante (Figura 1).
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Figura 1- Cinética de liberagdo da tripsina no DEI, em solugdo tampao citrato-fosfato 0,2M,

pH 5,0 a 25°C.

Observa-se pela Figura 1 que houve um aumento da atividade especifica de 7,17 para
15,89 U/mg (121,7%) nas primeiras 24h, decrescendo em seguida, até as 54h e mantendo-se
constante até o final do experimento (72h), apresentando ainda uma atividade de 12 U/mg.
Este comportamento demonstra que a porosidade da membrana permitiu a passagem da
enzima para o meio externo e que este aumento inicial deve-se provavelmente a liberagdo das
moléculas de tripsina que se encontravam mais proxima da superficie do filme. A diminui¢ao
apo6s 24h também pode ser explicada em decorréncia da instabilidade ao baixo valor de pH do
meio de ensaio (pH 5,0), valor este semelhante ao do ambiente de uma lesao (ferida), uma vez
que a tripsina ¢ uma enzima alcalina. Estes resultados demonstram que o sistema mostrou-se
efetivo para a liberagdo da tripsina com um aumento da atividade de cerca de 70% em relacao
a atividade inicial no tempo zero, sugerindo a sua aplicacdo para auxiliar o processo

cicatricial.



Efeito do pH e temperatura na atividade da tripsina livre e imobilizada

O efeito do pH na atividade da enzima livre ¢ do DEI foi avaliado variando o pH na
faixa de 5,0 a 10,2, usando diferentes sistemas de tampdes de acordo com os seus pKas
(Figura 2). Pode-se observar que o efeito do pH na atividade enzimatica foi semelhante tanto
para a enzima livre como para a imobilizada. O pH 6timo para a enzima livre foi pH 10,2
enquanto que para a enzima imobilizada foi o pH 8,6, obtendo para ambos os casos 100% de
sua atividade enzimatica. Observa-se, ainda, que a enzima imobilizada apresentou uma maior
atividade em relacdo a enzima livre na faixa de pH entre 7,8 e 9,0, valores inferior ao 6timo
da enzima livre. Perfis de atividade semelhantes foram reportados para tripsina imobilizada
covalentemente em aminopropil-Celite e succininamidopropil-Celite (Huang et al., 1997) e

em quitosana-silica gel (CTS-Si10,) por diferentes agentes ativadores (Xi et al., 2005).
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Figura 2- Efeito do pH sobre a atividade da enzima livre (#) ¢ no DEI (m). Solugdes tampao
pH 5,0-5.,4 (citrato-fosfato, 0,2M), pH 6,2-6,8 (fosfato de sodio, 0,2M), pH 7,2-9,0 (Tris-HCI,

0,2M) e pH 9,0-10,2 (glicina-NaOH, 0,2M ).



A Figura 3 ilustra o efeito da temperatura na atividade da enzima livre e no DEI, onde
se verifica que a temperatura Otima da tripsina foi de 55°C para ambas as situa¢des. Entretanto
o DEI preservou uma maior atividade (92%) com o aumento da temperatura (65°C) quando
comparada com a enzima livre (69%). Caso semelhante foi reportado por Xi et al. (2005)
quando compararam a atividade da tripsina livre com a imobilizada covalentemente em

quitosana-silica gel ativada por diazotizagao.
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Estudos realizados por Markvichera et al. (2000) com tripsina bovina imobilizada por
enclausuramento em polimero de PVCL-Ca alginato e PVCL-quitosana-quitosana sulfatada,
ambos magnetizados, apresentaram uma diminui¢do na atividade relativa para 80% e 70%,
respectivamente, quando comparadas com a atividade da enzima livre (100%). Estes autores
justificam este comportamento pelos processos de enclausuramento utilizados. No nosso

trabalho o uso do filme do POLICAJU como suporte para enclausurar a tripsina suina



permitiu uma melhor manutencdo da atividade enzimatica, demonstrando a eficiéncia do

polimero e do processo empregado.

Estabilidade do DEI em funcao do pH e datemperatura

A estabilidade do DEI foi avaliada em funcdo do pH (Figura 4) e da temperatura
(Figura 5) ao longo do tempo. Foi observado que o DEI apresentou um comportamento
semelhantes em todos os valores de pH testados. No pH 5,0 apdés 60 minutos o DEI
apresentou 88,0% da sua atividade inicial. Este comportamento parece favoravel para

aplicacao do DEI como curativo, uma vez que o pH da ferida se encontra em torno de pH 5,0.
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Figura 4- Efeitos do pH na estabilidade do DEI apds 60 minutos a 25°C. Solu¢des Tampao:
pH 5.0 (0.2M citrato-phosphato), pH 6.2 (0.2Mfosfato de s6dium), pH 7.2-9.0 (0.2M Tris-
HCI) and pH 9.4-10.2 (0.2M glycina-NaOH). A atividade inicial em cada pH testado foi

considerada como 100%.

A estabilidade térmica do DEI ¢ observada na Figura 5. Nao ha diferenga marcante

entre as atividades, no entanto, a 65°C o DEI apresentou 94% da sua atividade inicial, sendo



possivel deduzir que o DEI ¢ resistente a altas temperaturas. Observa-se ainda que a 45°C a
enzima mostrou-se mais ativa (120%). Resultados obtidos com a tripsina imobilizada
covalentemente tanto diretamente ou via BSA em membranas polisssacaridicas de Zoogloea
sp demonstraram uma retengdo de cerca de 90 ¢ 80% a 45°C por 15 minutos ( Cavalcanti et
al., 2006). Resultados apresentados por Amaral et al, 2006 demonstraram que a tripsina
imobilizada covalentemente em Dacron ferromagnetizado apresentou-se estavel a 40°C
retendo cerca de 70% de sua atividade inicial apds 30 minutos.Nossos resultados com a
tripsina imobilizada por enclausuramento em filmes de POLICAJU demonstram ser

superiores aos obtidos por outros métodos imobilizagao.
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Figura 5- Estabilidade térmica do DEI apds 60 min. A atividade inicial foi considerada

100%.

Estabilidade do DEI ao estoque (armazenamento)
A estabilidade do DEI foi avaliada quanto ao tempo de armazenamento durante um

periodo de 28 dias a temperatura ambiente (25+3°C), sendo retiradas amostras nos intervalos



de 0, 2, 7, 14, 21 e 28 dias para determinagao da atividade enzimatica (Figura 6). Observa-se
um decaimento da atividade enzimdtica em cerca de 20% nos primeiros 7 dias, mantendo-se
estavel sendo capaz de reter 80% da sua atividade ao longo de todo o periodo do ensaio.
Cavalcante et al. (2006) avaliaram a estabilidade da tripsina imobilizada covalentemente
diretamente ou via BSA em membrana polissacaridica produzida pela bactéria Zoogloea sp.
ao longo de 54 dias e verificaram que os derivados enzimaticos imobilizados foram capazes
de reter 89,17% e 99,12%, respectivamente. Mais uma vez os resultados obtidos no presente
trabalho sugerem que o DEI apresenta caracteristicas para sua aplicacdo no processo

cicatricial dérmico.
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a imobilizada (1000png/ml) em POLICAJU/AA ao longo de 28 dias de armazenamento a

temperatura ambiente 25+3°C.

Avaliacao histopatolégica da aplicacdo do DEI
O DEI foi aplicado como curativo em feridas cutaneas obtidas cirurgicamente em

camundongos. Nos 2° ¢ 12° dias de P.O., foram retirados fragmentos de biopsia de pele, os



quais foram processados e analisados histopatologicamente. Na Figura 7, sdo visualizados os
aspectos microscopicos da evolug¢ao do processo de reparo cutaneo apds tratamento por 2 dias
(A, B e C) e 12dias (D, E e F) com curativos contendo, respectivamente, NaCl 0,15M; Acido
Acético 4% e POLICAJU/AA Tripsina (1000pug/mL). Na avaliagdo do 2° dia, verifica-se a
presenca dos elementos tipicos da fase inflamatoria, no entanto o grupo POLICAJU/AA
apresenta maior fragilidade tecidual com caracteristicas de um processo menos evoluido.
Apbs 12 dias de tratamento, os animais do grupo POLICAJU apresentaram um padrao
tecidual mais evoluido, verificado pela grande quantidade de colageno formado e pelo padrao
de organizagdo dessas fibras, sugerindo um processo remodelativo mais avangado que nos
grupos controles AA e NaCl. Assim, verifica-se que o processo cicatricial foi favorecido
quando a tripsina se encontrava imobilizada, demonstrando a eficacia do DEI no processo
cicatricial. Markivicheva et al. (2000), verificando o efeito cicatrizante de filmes de hidrogel
com tripsina enclausurada também observaram um padrdo histopatoldégico mais evoluido nos

animais analisados.

Conclusoes

O polissacarideo da goma do Anacardium occidentale pode ser utilizado como matriz
para imobilizagdo de tripsina e como um eficiente sistema de liberacdo de drogas, uma vez
que permitiu uma liberagdo gradual da tripsina favorecendo o amadurecimento do tecido
cicatricial de feridas cutdneas em grupos experimentais de camundongos, quando comparado
ao grupo controle. Deste modo, o POLICAJU pode ser considerado como promissor curativo

na utilizagdo da terapia clinica de feridas cutaneas.



Figura 7- Aspectos microscopicos da evolugdo do processo de reparo cutineo apoOs
tratamento de 2 dias (A, B e C) e 12dias (D, E e F) com curativos contendo, respectivamente
NaCl 0,15M; Acido Acético 4%; POLICAJU/AA Tripsina (1000pg/ml). Coloragio

Tricromico de Masson. Ampliagdo original 100x.

Seta larga — crosta; re — reeptelizagdo; tgv — tecido de granulagdo de caracteristica vascular;
tgf — tecido de granulagdo de caracteristica fibrosa; tgfv — tecido de granulagdo de

caracteristica fibrovascular ; i — infiltrado inflamatério; a - anexos.
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Resumo

Um planejamento experimental (2%) foi aplicado para determinagdo das melhores condigdes
de enclausuramento da tripsina em filmes de polissacarideo A. occidentale L. (POLICAJU).
Foram analisados os efeitos das varidveis de controle a concentragdo de tripsina e
temperatura, tendo como varidveis de resposta as atividades volumétrica e especifica da
enzima. Observou-se que a temperatura de imobilizacdo ndo influenciou significativamente

(p £0,05) a atividade da enzima, enquanto que a concentragdo da tripsina foi a variavel que
mais influenciou nas variaveis de resposta, sendo este efeito negativo. A interacdo entre as
variaveis estudadas ndo apresentou efeito significativo, e a melhor condi¢do da enzima
imobilizada (DEI) foi obtida na concentragdao de 100ug/mL. Os valores de pH e temperatura
6timos da tripsina imobilizada foram de 9,0 e 55°C, respectivamente. O DEI demonstrou
estabilidade na ampla faixa de temperatura testada (25-65°C), enquanto que s6 nos valores de
pH 9.4 e 10,2 apresentou-se estavel (cerca de 80% de atividade retida) durante o periodo de 1
hora. Quanto a estabilidade ao armazenamento em temperatura ambiente (25°C) o DEI reteve
cerca de 30% de sua atividade ao final de 28 dias. Os resultados das avaliagdes
histopatologicas da aplicagdo do DEI em lesdes cutaneas demonstraram uma aceleracdo do
processo cicatricial, sugerindo sua possivel utilizagdo como curativo dérmico.

Palavras chave: imobilizacdo, filme polimérico, tripsina, planejamento estatistico,

enclausuramento, Anacardium occidentale.



Introducéo

No processo cicatricial, a degradagdo proteolitica da matriz extracelular (MEC) ¢ uma
etapa essencial para a reparacdo e os subseqiientes estagios de remodelacdo, que ocorrem
geralmente através da acdo de metaloproteinases de matriz (MMP). Estas enzimas sao
responsaveis pela degradacdo controlada de componentes da MEC como colageno,
fibronectina, laminina, proteoglicanos e elastina. Tal degradacdo controlada ¢ necessaria para
permitir a remo¢do de elementos celulares e extracelulares danificados, favorecendo a
migracdo celular, angiogénese, aderéncia celular e destruicdo da membrana basal, eventos
essenciais para a cicatrizagdo normal (PRAGAPATI et al, 2000). Entretanto, o desequilibrio
da expressdo ou da atividade catalitica de MMPs pode contribuir para a destrui¢do da matriz
(TRENGOVE et al, 1999, NAGASE et al, 2006).

As proteases, nesse contexto, podem ser compreendidas como principios ativos, sendo
empregadas no tratamento de feridas e queimaduras (THANGAN & RAJKUMAR, 2002),
além do debridamento de ulceras (SAID & PIETRO, 2004). Uma outra perspectiva ¢ a
imobilizacdo dessas enzimas em suportes poliméricos para aplicagdo teraputica em
procedimentos clinico-cirirgicos, envolvendo reparo cicatricial. O procedimento de
imobilizacdo por oclusdo em géis ou membranas organicas corresponde ao confinamento do
material bioldgico em uma matriz polimérica ou em uma membrana semipermeavel, podendo
o sistema ser revestido por uma membrana polimérica permeavel, para reduzir a lixiviagao do
material biologico. As principais vantagens deste tipo de imobilizacdo estdo relacionadas a
sua versatilidade, podendo ser aplicada a qualquer tipo de enzima e a nao interacdo enzima-
polimero, minimizando os efeitos sobre a estrutura protéica ¢ a desnaturacao. A lixiviagdo do
material enzimatico tradicionalmente considerada como uma desvantagem dessa metodologia
(ALFAYA & KUBOTA, 2002; DALLA-VECCHIA et al, 2004) pode ser encarada na

perspectiva de um sistema de liberagdo controlada do principio ativo, uma vez que drogas



adsorvidas ou encapsuladas por polimeros apresentam uma difusao lenta e controlada através
do material polimérico.

Entre os biopolimeros freqiientemente usados como suportes para enclausuramento
(alginato, agarose, quitina e quitosana) os polissacarideos e seus derivados tem sido usados na
area médica para a fabricacao de capsulas biodegradéaveis, materiais para sutura, substitui¢ao
de tecidos e implantes diversos (GERESH et al. 2000; VAN de VELDE & KIEKENS, 2001).
Além de apresentarem baixa toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, podem ser
utilizados em processos biotecnologicos, a exemplo dos sistemas de liberagdao controlada de
drogas (KUMAR, 2000; ALSARRA et al, 2004). Um outro aspecto a ser considerado ¢ a
estimulagdo in vitro e in vivo do sistema imune, contribuindo favoravelmente no desenrolar
do processo cicatricial, podendo ser utilizados como biomateriais (DIALLO et al., 2001;
UENO et al., 2001; KWEON et al., 2003; SENEL & MCCLURE, 2004).

O heteropolissacarideo extraido da goma do Anacardium occidentale L. (POLICAJU)
tem apresentado resultados terapéuticos satisfatorios frente ao processo de cicatrizagdo de
lesdes cutaneas em camundongos e caprinos (MONTEIRO, 2004; SCHIRATO et al., 2006).
Trata-se de um recurso natural e renovavel, passivel de ser explorado sem impactos
ambientais. Assim, a facilidade de acesso a sua matéria-prima ¢ a sua relatada atividade
bioldgica, sdo fatores que viabilizam o uso do polimero como biomaterial, despertando o
interesse cientifico-tecnolégico para o desenvolvimento de férmulas farmacéuticas para uso
em lesdes cutaneas.

Uma vez que o método de imobilizagdo pode promover alteragdes estruturais na
enzima € em seu micro-ambiente, caracteristicas fisico-quimicas como temperatura e pH
otimos, cinética enzimatica, termoestabilidade, resisténcia a degradagdo proteolitica e
desnaturacdo também podem ser modificadas (DREVON, 1997; KRAJEWKA 2004).

Considerando estes fatores, ¢ preferivel que o método empregado para imobilizagdo cause o



minimo de alteragdo possivel a enzima. Segundo DEY et al. (2003), o método de
enclausuramento cumpre este critério, uma vez que ocorre pouca interagao entre a enzima € o
suporte.

A avaliacdo de fatores como: pH, temperatura, concentracdo enzimatica, os quais
influenciam no processo de imobilizacdo, pode ser realizada através da utilizagdo de
planejamento estatistico de experimentos, os quais permitem realizar analises mais refinadas
desses fatores por meio de modelagem das varidveis de resposta. Além disso, pode-se
empregar planejamentos fatoriais, o que possibilita trabalhar com diversas varidveis, em
diversos niveis, sem tornar o experimentos onerosos ¢ reduzindo o tempo de execucdo dos
mesmos (DAL MOLIN et al., 2005).

O presente trabalho teve como objetivo determinar as melhores condi¢cdes de
imobilizagdo da tripsina por enclausuramento em POLICAJU solubilizado em NaCl 0,15M,
utilizando um planejamento estatistico para avaliar a influéncia do pH e da temperatura sobre
a atividade da tripsina livre e imobilizada, e aplicar o filme com tripsina imobilizada como
curativo em feridas cutaneas, bem como analisar histopatologicamente seus efeitos no

processo cicatricial de lesdes cutaneas experimentais em camundongos.

Material e Métodos
Materiais

O POLICAJU foi obtido da goma da arvore do Anacardium occidentale (cajueiro) de
acordo com o método descrito por Menestrina et al. (1998), coletada no litoral sul de
Pernambuco (Praia de Tamandaré). A celulose utilizada como suporte para o POLICAJU foi
obtida da Cremer®. A tripsina de pancreas suino (E.C. 3.4.21.4) e o substrato azocaseina
foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St Louis, MO, USA). Os demais reagentes
quimicos usados foram de grau analitico.

Enclausuramento da tripsina em filme de POLICAJU



O filme polimérico foi preparado de acordo com a metodologia descrita por Carneiro-
da-Cunha et al. (1999), modificada. O POLICAJU na concentracdo de 10% (m/v) foi
solubilizado em NaCl 0,15M sob agitacdo constante durante 16 horas a 25°C. O pH foi
ajustado para 5,0 com NaOH 1M, seguindo-se a adicao da tripsina (100, 500 ¢ 1000pug/mL), a
qual foi solubilizada sob agitagdo constante, por lh. Apds este procedimento, 200uLl. da
solucdo foram colocadas sobre a superficie de 1,0 cm? do suporte celuldsico e o filme foi
obtido a 50+5°C. Os ensaios foram realizados ainda a diferentes temperaturas de 25°C, 45°C,
e 65°C. As varidveis, concentracao de tripsina e temperatura de imobilizagao, foram aplicadas

de acordo com o planejamento estatistico (Tabela 1).

Dosagem de proteinas

A determinagdo protéica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por

Bradford (1976), usando albumina bovina sérica (0 - 100 pg/mL) como padrao.

Determinacao da atividade proteolitica

Foi empregado o método de Leighton (1973), utilizando-se como substrato a
azocaseina 1% (m/v) solubilizada em solug¢do tampao de Tris-HCI1 0,2M, pH 7,2, contendo
0,1M de CaCl,. A enzima livre (150uL) foi incubada com 250uL de azocaseina 1% (m/v) e o
DEI (lem?) com 1000uL, ao abrigo da luz por 1h, a temperatura de 25+ 2° C, em seguida
400uL de cada ensaio foram aplicados para a determinacdo da atividade enzimatica e a leitura
das absorbancias foram determinadas a 440nm. Os ensaios foram realizados em triplicata,
considerando a média para cada amostra. Uma unidade de atividade (U) foi definida como a
quantidade de enzima que produz um aumento na densidade optica de 1, a 440nm, no periodo
de 1h. A atividade especifica foi obtida através da razdo entre a atividade enzimatica e a

concentragdo de proteina em miligramas.



Planejamento estatistico experimental

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentadas as matrizes contendo as condigdes do estudo,
onde duas varidveis foram avaliadas em diferentes niveis, sendo realizado um planejamento
fatorial completo com um total de 4 ensaios (estatisticamente representado por 2%) e duas
repeticdes no ponto central, em duplicata, totalizando 12 experimentos. O ponto central foi
realizado para possibilitar o calculo do erro experimental. Apds a realizacdo dos experimentos
a andlise estatistica dos resultados foi realizada por analise de varidancia (ANOVA),
cosiderando p < 0,05, utilizando o software Satistica 6.1. (Statsoft Inc., 2002). A melhor
condi¢do de imobilizagdo foi definida como aquela que proporcionou a melhor combinagao

entre as respostas.

Tabela 1- Niveis das variaveis de controle utilizados nos estudos do DEI

Niveis
Variaves Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Temp. imobilizagdo 25°C 45°C 65°C
[Tripsina] 100pg/mL 500ug/mL 1000pg/mL

Tabela 2- Imobilizagio da tripsina utilizando o planejamento fatorial completo (2%) + 2

pontos centrais (C).

Ensaios Temperatura °C [Tripsina] ng/mL
1 25 100
2 65 100
3 25 1000
4 65 1000
5C 45 500
6C 45 500
1’ 25 100
2’ 65 100
3’ 25 1000
4 65 1000
5°C 45 500
6’C 45 500

’os ensaios foram realizados em duplicatas.



Efeito do pH e da temperatura na atividade da tripsina livre e do DEI

O efeito do pH na atividade da enzima livre e imobilizada na concentra¢do de
1000pg/mL foi avaliado através da incubacdo das amostras com azocaseina 1% (p/v)
solubilizada em solugdes tampao 0,2M: pH 5,0-5,4 (citrato-fosfato), pH 6,2-6,8 (fosfato de
sodio), pH 7,2-9,0 (Tris-HCl) e pH 9,4-10,2 (glicina-NaOH). O efeito da temperatura foi

avaliado incubando as amostras nas temperaturas de 25°C, 35°C, 45°C, 55°C e 65°C.

Efeito do pH e temperatura na estabilidade da tripsina Imobilizada

No estudo da estabilidade ao pH, os DEI foram incubados 60 minutos a 25°C, em
diferentes solu¢des tampao de acordo com o seu valor de pKa (pH 5,0 a 10,2). Apds este
periodo os filmes foram coletados e incubados por 1h, em solu¢do de azocaseina 1% (m/v) em
solugdo tampao Tris-HCI1 0,2M, pH 7,2 a 25°C. Para a determina¢do da estabilidade térmica
os DEIs foram incubados nas temperaturas de 25°C, 35°C, 45°C, 55°C e 65°C durante um
periodo de 60 minutos, em seguida foram retirados e tiveram a sua atividade enzimatica

determinadas a 25°C.

Estabilidade do DEI ao armazenamento

A estabilidade da tripsina imobilizada nos filmes de POLICAJU foi determinada apods
0 seu armazenamento a temperatura de 25°C durante o periodo de 28 dias, com determinagdes

enzimaticas nos periodos de 0, 2, 7, 14, 21 ¢ 28 dias.

Avaliacdo histopatoldgica da aplicagdo do DEI como curativo em modelo excisional
cutaneo

Os camundongos foram previamente anestesiados segundo Hall & Clarke (1991),
utilizando cloridrato de xilazina 2% e cloridrato de cetamina 10% (10 mg/Kg e 115 mg/Kg,
respectivamente), por via intraperitoneal e tricotomizados. A anti-sepsia da regido dorsal

toracica foi realizada com iodopovidona e solugdo salina (NaCl 0,15M) esterilizada. Uma



ferida cutanea (1,33 + 0,2 cm?) asséptica foi produzida por incisdo da pele e divulsio da tela
subcutanea. Apds a cirurgia, os animais foram aleatoriamente organizados em 2 grupos (n =
15/grupo), de acordo com o tratamento: Grupos Controle NaCl (NaCl 0,15M) e o Grupo Teste
(POLICAJU/T/NaCl - POLICAJU 10% m/v em NaCl 0,15M contendo 100pg/mL Tripsina ).
Imediatamente apds a cirurgia, os curativos foram colocados em aplica¢do unica, sobre as
feridas. Para realizacdo do estudo histopatoldgico, foram coletados fragmentos de pele de 5
animais nos 2° e 12° dias de pds-operatério, apods o que foram submetidos a eutanasia por
superdosagem com Pentobarbital sodico (200mg/Kg), por via intraperitonial. As amostras
foram fixadas em formaldeido 4% em solugao salina tamponada com fosfato (PBS 0,01M, pH
7,2), submetidas ao processamento histopatoldgico de rotina para inclusdo em parafina e, apos
microtomia os cortes foram corados pelo tricromico de Masson (Michalany, 1991). Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com as normas preconizadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA e o protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da

Universidade Federal de Pernambuco (oficio n® 28/05).

Resultados e Discussao

A determinacdo das melhores condi¢cdes de imobilizagdo da tripsina em filme do
POLICAJU 10% (m/v), solubilizado em NaCl 0,15M, foi realizada baseando-se em um
planejamento experimental fatorial proposto por Barros Neto et al. (2002), uma vez que
existem diversas varidveis que interferem na imobilizagdo de enzimas em suportes
poliméricos, as quais podem ser analisadas para identificar o nivel de significancia e as suas
interacoes frente a imobiliza¢do, com os respectivos erros experimentais.

O planejamento experimental (2%) foi realizado para avaliar o efeito das variaveis de

controle: temperatura de imobilizacdo e concentracdo da enzima sobre as varidveis de



resposta: atividade volumétrica e atividade especifica do DEI (Tabela 3). Devido a sua
natureza protéica, as enzimas sdo sensiveis a estes fatores e seu estudo permite uma melhor

utilizacao das suas propriedades cataliticas (Zanin & Morais, 2004).

Tabela 3- Resultados dos ensaios de imobilizagdo da tripsina no POLICAJU conforme

planejamento estatistico (2°).

Ensaios Temperatura [Tripsina] AV AE
* °C pg/mL

1 25 100 0,105 5,25
2 65 100 0,090 6,00
3 25 1000 0,415 2,08
4 65 1000 0,312 2,08
5C 45 500 0,255 2,55
6C 45 500 0,207 2,08
I’ 25 100 0,072 3,63
2’ 65 100 0,057 3,83
3’ 25 1000 0,392 1,96
4 65 1000 0,337 2,25
5°C 45 500 0,217 2,18
6°C 45 500 0,277 2,77

* Os ensaios de imobilizagdo foram realizados aleatoriamente.

AV- atividade volumétrica; AE- atividade especifica

O grafico de Pareto (Figura 1) representa os efeitos estimados das variaveis de
controle: concentracdo de tripsina e temperatura de imobilizagdo (efeito principal ou de
primeira ordem) e das interacdes entre estas varidveis (efeito de segunda ordem) frente a
variavel de resposta (atividade volumétrica e atividade especifica) em ordem de magnitude. O
comprimento de cada barra ¢ proporcional ao efeito padronizado da variavel. A linha vertical

pode ser usada para julgar os efeitos estatisticamente significantes, ou seja, as barras que se



estendem através desta linha correspondem aos efeitos estatisticamente significantes com
nivel de confianga de 95%.

Observa-se na figura 1 o grau de significancia das duas variaveis trabalhadas no
planejamento, assim como as interacdes entre elas. Verifica-se ainda que, entre os efeitos
principais a concentracao da tripsina foi a variavel que influenciou na atividade especifica da
enzima imobilizada. Este efeito foi negativo, significando que quanto menor a concentragao

de tripsina, maior sera a atividade especifica da enzima imobilizada.

Zanin & Moraes (2004) relatam que a imobilizacdo de uma elevada quantidade de
enzima pode levar a modificacdo da estrutura tridimensional da enzima, devido aos tipos de
ligacdes formadas entre o suporte ¢ a enzima, resultando em uma menor atividade. Além
disso, podem ocorrer alteragdes na orientacdo e acesso do substrato ao sitio ativo da enzima,
reduzindo a sua atividade, ou ainda levando a reducdo aparente da especificidade ao substrato.
Assim como pode haver também um actimulo do produto proximo ao sitio ativo, o que pode
afetar a cinética da reagdo. Cavalcante et al. (2006), avaliando os efeitos da concentragdo da
tripsina suina, imobilizada covalentemente em membranas celuldsicas produzidas pela
Zooglea sp., observaram maiores atividades especificas relacionadas com as menores

concentragdes de tripsina imobilizada.
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Figura 1- Grafico de Pareto dos efeitos principais sobre a atividade especifica da tripsina

imobilizada (erro puro = 0.103).

A Figura 2 demonstra mais claramente o efeito das varidveis de controle, também
apresentado na figura 1, sobre a atividade da tripsina no DEI, assim como a interacdo entre as
variaveis estudadas, a qual ndo apresentou efeito significativo. O planejamento mostra que a
temperatura de imobilizagdo ndo influenciou de forma significativa a atividade da enzima nas

concentragdes testadas.
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Figura 2- Diagrama para interpretacdo geométrica dos efeitos do planejamento 22, sobre a
atividade especifica da tripsina para analisar a concentracdo de tripsina em funcdo da

temperatura de imobilizagdo.

A representacdo grafica da relacdo entre as duas variaveis (concentragao de tripsina,
temperatura) sobre a atividade especifica esta apresentada na Figura 3. Nesta, observa-se que
a melhor combinagdo das respostas ¢ aquela apresentada pelos ensaios 1 e 2 (tabela2), cujos
valores analisados estatisticamente estdo representados na Figura 2, obtendo-se
respectivamente 3,94 e 4,41U/mg de atividade especifica, sendo este o melhor resultado da

imobilizacdo da tripsina em filme do POLICAJU para aplicagdo em lesdes cutaneas

experimentais.



Apos a aplicagdo do planejamento estatistico e conseqiiente obtencdo da melhor
condi¢do de imobilizagao da tripsina em filme de POLICAJU, nas condigdes testadas, o DEI
foi avaliado em relagdo aos efeitos de fatores ambientais como temperatura, pH e estocagem

sobre a sua atividade catalitica, comparando alguns desses efeitos sobre a atividade da tripsina

livre.
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Figura 3- Relagdo da concentragdo de tripsina e da temperatura sobre a atividade especifica

da tripsina imobilizada em POLICAJU.

Na Figura 4 pode ser observado o efeito do pH na faixa de pH 5,0 - 10,2, sobre a
atividade da tripsina livre e imobilizada. Verifica-se que tanto o DEI como a enzima livre
apresentaram o mesmo comportamento aos diversos pH avaliados, no entanto o pH 6timo

para o DEI foi menor (pH 9,0) quando comparado com o da enzima livre (pH 10,2), onde



obtiveram 100% da sua atividade enzimatica. Estes resultados corroboram com os reportados
por Amaral et al. (2006), os quais obtiveram um pH 6timo da tripsina imobilizada em dacron

magnetizado menor (pH 7,0) que o da enzima livre (pH 8,0).
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Figura 4- Efeito do pH na atividade da enzima livre e no DEI. Solugdes tampao 0,2M: pH
5,0-5,4 (citrato-fosfato), pH 6,2-6,8 (fosfato de sodio), pH 7,2-9,0 (Tris-HCI) e pH 9,4-10,2

(glicina-NaOH). (¢) Enzima livre (O) tripsina imobilizada.

O efeito da temperatura na faixa de 25°C a 65°C sobre a atividade da enzima livre e do
DEI esta representado na Figura 5. Observa-se uma redugdo da retengdo da atividade de cerca
de 26% e 27%, respectivamente, nas temperaturas de 25°C e 35°C para o DEI quando
comparada com a enzima livre. Nas temperaturas de 45°C e 55°C o comportamento para
ambas as situagdes foram semelhantes, atingindo o maximo (100%) de retencao de atividade a
55°C. Para a temperatura de 65°C verifica-se que o DEI apresentou um aumento na atividade

de 21,6% em relacdo a enzima livre, mostrando-se mais termoestavel. Este comportamento



pode ser explicado devido a enzima encontrar-se no interior do filme, estando protegida dos
efeitos térmicos que promovem alteracdo no grau de agitacdo molecular, podendo afetar a
estrutura da enzima e conseqiientemente sua atividade catalitica. Segundo Zanin & Morais
(2004) o processo de imobilizagao de enzimas atua no sentido de aumentar a temperatura
Otima da enzima, bem como a estabilidade térmica da mesma. De modo geral, a presenca do
substrato tem o efeito de aumentar a estabilidade térmica da enzima, pois, acredita-se que este
ligando-se ao centro ativo ou parte dele, provoque uma mudanga conformacional da estrutura

enzimatica conferindo-lhe maior resisténcia a temperatura.
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Figura 5- Efeito da temperatura sobre a atividade da tripsina livre e imobilizada. A atividade
especifica maxima (100%) da tripsina livre e do DEI na temperatura de 55°C foi,

respectivamente, 0,620 + 0,032 e 0,236 + 0,025 U/m/L. (#)Enzima livre e (0) DEL

A Figura 6 ilustra o efeito do pH sobre a estabilidade da tripsina imobilizada ao longo

de 60 minutos. Estes resultados demonstram que a tripsina imobilizada conseguiu preservar



uma boa estabilidade em valores de pH mais alcalinos, retendo em torno de 90% e 84% de

atividade nos pH 9,4 e 10,2, respectivamente.

100

80 -

60 -

40 -

20 -

Atividade Residual (%)

O T T T T T T T
45 50 62 72 78 90 94 102 11,0

pH

Figura 6- Efeito do pH sobre a estabilidade da tripsina imobilizada (DEI) durante 60 min. A
atividade inicial (0 min) da tripsina imobilizada em cada valor de pH (Citrato-fosfato pH 5.0,
Citrato-fosfato pH 6.2, Fosfato de Sodio pH 7.2, Tris-HCI1 pH 7.8, Tris-HCI pH 9.0, Glicina-

NaOH pH 9.4, Glicina-NaOH pH 10.2) foi considerada como 100 %.

O efeito da variacdo da temperatura sobre a atividade da tripsina imobilizada foi
analisado ao longo de 60 minutos (Figura 7). Foi observado um aumento da atividade
enzimatica para todas as temperaturas, exceto para 55°C (94%). Esses resultados demonstram
que o processo de imobilizagdo por enclausuramento foi favoravel ao aumento da estabilidade

térmica da tripsina imobilizada.
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Figura 7- Efeito da temperatura sobre a estabilidade da tripsina imobilizada durante 60 min.
A atividade inicial (0 min.) da tripsina imobilizada em cada valor de temperatura foi

considerada como 100%.

A estabilidade ao armazenamento a temperatura de 25°C do DEI ao longo de 28 dias
com determinagdes de atividade enzimatica nos intervalos de 0, 2, 7, 14, 21 e 28 dias foi
avaliada em vista de conhecer o seu comportamento para possivel aplicagdo como curativo
dérmico. Através da Figura 8, observa-se um decaimento da atividade ao 2° dia de
armazenamento, mantendo-se estavel até o final do 28° dia, onde o DEI (20 pg/cm?) foi capaz
de reter cerca de 30% da atividade enzimatica inicial. Caso semelhante foi reportado por
Cavalcante et al. (2006) para um DEI onde 51,63 + 5,09ug de tripsina foram imobilizadas
covalentemente por cm” de membrana polissacaridica, produzida pela bactéria Zoogloea sp., a
qual foi capaz de reter cerca de 40% de atividade apos 28 dias de armazenamento com 3
reusos ao longo deste periodo. Os resultados aqui obtidos demonstram que o DEI foi capaz de
preservar tripsina ativa no filme de POLICAJU indicando a sua potencial utilizagdo no

processo cicatricial.
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Figura 8- Estabilidade da tripsina imobilizada em POLICAJU/NaCl ao longo de 28 dias de

armazenamento a temperatura ambiente (25 + 3°C).

Avaliacgao histopatologica da aplicacéo do DEI

A aplicacdo do DEI como curativo dérmico foi avaliada em feridas cutaneas obtidas
cirurgicamente em camundongos. Nos 2° ¢ 12° dias de tratamento os camundongos foram
eutanasiados e fragmentos de bidpsia de pele foram retirados. Em seguida o material foi
processado e analisado histopatologicamente. Na figura 9, sdo visualizados os aspectos
microscopicos da evolucdo do processo de reparo cutaneo apds tratamento por 2 dias (A e B)
e 12dias (C e D) com curativos contendo, respectivamente NaCl 0,15M e POLICAJU
(Tripsina 100pg/mL). Na avaliagdo do 2° dia de tratamento observa-se que o grupo
POLICAJU apresenta um padrdo caracteristico para a fase inflamatéria semelhante ao dos
controle NaCl. Apds 12 dias de tratamento os animais do grupo POLICAJU apresentaram um
padrao tecidual mais evoluido, verificado pelo coldgeno neoformado, pelo padrio de
organizagdo dessas fibras e pela formacao de anexos, evidenciando um processo remodelativo

mais avan¢ado quando a tripsina foi associada ao POLICAJU.



Figura 9 — Aspectos microscopicos da evolugdo do processo de reparo cutdneo apos
tratamento por 2dias (A e B) e 12dias (C e D) com curativos contendo, respectivamente NaCl
0,15M; POLICAJU-NaCl Tripsina (100pg/mL). Coloragdo Tricromico de Masson.
Ampliagdo original 100x.

Seta larga — crosta; re — reeptelizagdo; tgv — tecido de granulagdo de caracteristica vascular;
tgf — tecido de granulagdo de caracteristica fibrosa; tgfv — tecido de granulagdo de

caracteristica fibrovascular ; i — infiltrado inflamatério; a - anexos; fC — fibras colagenas.



Conclusao

O planejamento estatistico foi uma importante ferramenta para o estudo das melhores
condigdes de imobilizacdo da tripsina em membranas de POLICAJU, permitindo uma rapida
e eficiente obtengdo de dados e servindo como um bom critério para determinacdo da
aplicacdo dos melhores resultados. Nas condigdes avaliadas do planejamento apenas a
concentragdo de tripsina influenciou na atividade especifica, indicando que a menor
concentragdo de tripsina (100 pg/mL) no processo de enclausuramento proporcionou a
obten¢do de um DEI mais estavel. Este DEI apresentou maior estabilidade a temperatura e ao
pH, sendo capaz de reter cerca de 30% da sua atividade apds 28 dias de armazenamento.

Quando aplicado a lesdes experimentais, mostrou ser capaz de acelerar o processo cicatricial.
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Aplicacado de filme de POLICAJU contendo tripsina
enclausurada como curativo oclusivo primario em lesbes
cutaneas experimentais
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Resumo

Os filmes de POLICAJU contendo tripsina enclausurada foram aplicados como
curativos oclusivos no tratamento de lesdes cutaneas em camundongos. O
acompanhamento da evolucdo do processo cicatricial cutdneo foi realizado sob os
aspectos clinicos e histopatologicos. Apds a realizagdo do procedimento cirurgico
asséptico, os animais (n=15/grupo) foram aleatoriamente tratados por via tdpica uma
unica vez: 1, NaCl (NaCl 0,15M); 2, AA (4cido acético 4% v/v); 3, AAT (4cido acético
4% v/v, tripsina 1000ug/ml); 4, POLICAJUT/AA (filme polimérico de POLICAJU
10% m/v em acido acético 4% contendo 1000ug/ml Tripsina ) e 5, POLICAJUT/NaCl
(filme polimérico POLICAJU 10% m/v em NaCl 0,15M contendo 100png/ml Tripsina).
Amostras de tecido foram fixadas em formaldeido 4% (v/v) e coradas pela
Hematoxilina-Eosina e por Tricromicro de Masson no 2°, 7° ¢ 12° dias ap0s a cirurgia.
O comportamento das lesdes tratadas com POLICAJUT/NaCl foi significativamente
melhor quando comparado aos demais grupos, especialmente quanto aos parametros
edema, segunda crosta e aspectos histopatoldgicos. Foi observado um padrao tecidual
mais desenvolvido em relagdo aos demais grupos, com reepitelizagdo completa,
presenca de uma delgada camada de queratina sobre a epiderme neoformada, tecido
colagenoso modelado e presenca de brotos de anexos cutianeos. Os resultados obtidos
demonstram a eficdcia do filme POLICAJUT/NaCl com curativo oclusivo.

Palavras-chave: cicatrizagdo, biomateriais, polissacarideo, Anacardium occidentale

L ., curativo oclusivo.
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Introducéo

Lesdes sdo ferimentos onde ha destruicdo total ou parcial de tecidos do
organismo afetado em virtude da for¢a de agdo de um agente externo, de natureza fisica,
quimica ou bioldgica, causando a ruptura morfologica e funcional da continuidade de
um tecido (OEHMIMICHEN, 2004). Segundo SINGER & CLARK (1999) e KUMAR
et al. (2005), o processo de reparo ocorre com o objetivo de restaurar a integridade
anatomica e funcional do tecido, passando por uma seqiiéncia idéntica de eventos
quimicos e celulares, independentemente dos tecidos envolvidos e dos procedimentos
clinico-cirargicos adotados, como uso de sutura ou tratamento por segunda intencao.

A cicatrizagdo pode, entdo, ser compreendida como um processo biologico
dindmico e bem organizado (SANTORO & GAUDINO, 2005), que envolve a
participacdo de componentes celulares e bioquimicos, os quais conduzem a recuperacao
morfologica e funcional do tecido lesado (KAPPOR & APPLETON, 2006). Este
processo ¢ organizado em trés fases (inflamatodria, fibroblasica e remodelativa)
seqlienciais e sobrepostas, constituindo-se em um fendomeno harmdnico, Unico e
continuo (TOGNINI et al, 1998). A evolucao deste processo envolve a migracdo de
células inflamatorias, a sintese do tecido de granulagdo, a deposi¢ao de colageno e de
proteoglicanos e sua maturagdo esta associada com a remodelagdo do colageno
(BIONDO-SIMOES, 2000).

Vérias sdo as abordagens relacionadas ao processo de reparo, como a
compreensdo dos mecanismos celulares no processo (PARK & BARBUL, 2004), de
mediadores quimicos como o 6xido nitrico (WITTE & BARBUI, 2002) e citocinas
(STADELMAN et al., 1998). Devem-se ressaltar ainda aspectos direcionados para o
diagnéstico e tratamento das afecc¢des, enfatizando a importancia da avalia¢do clinica

(SCHULTZ et al., 2005), utilizando o modelo de cicatrizagdo em investigagdes de



natureza etnofarmacoldgica (CHOI et al., 2003; PRIYA et al., 2004; LOPES et al.,
2005; HOUGHTON et al., 2005) e desenvolvendo substitutos temporarios de pele
(BALASUBRAMANI et al., 2001; SUPP & BOYCE, 2005).

Entre as moléculas associadas a cicatrizacao, podem ser citadas as proteases, que
sdo enzimas que tém papel fundamental na regulagdo da angiogénese. Em geral, as
referéncias na literatura s3o feitas a associagdo entre proteases presentes na matriz extra-
celular (MMP: metaloproteinase de matriz; ADAM: desintegrina metaloproteinase;
ADAMTS (desintegrina e metaloproteinase com caracteristicas estruturais semelhantes
a trombospondina) e serina-proteases com o processo de angiogénese (ROY et al.,
2006) e a remodelagao da matriz extra-celular neoformada (SCHULTZ et al., 2005).

Entretanto, ELDAD et al. (1998) relatam a possibilidade de realizar uma excisao
precoce de areas lesadas por queimaduras causadas por agentes quimicos, pois estas
apresentam um longo processo de cicatrizagdo relacionada a continua destrui¢do do
tecido na presenca do agente no sitio da lesdo. A proposta de tratamento em tais casos
tem como objetivo minimizar os danos e reduzir o periodo e a intensidade da fase
inflamatoria. Isso pode ser obtido por via cirtrgica, por ablagdo a laser ou através do
uso de proteases, usando tripsina imobilizada covalentemente em gaze.

Nesse contexto, propde-se o desenvolvimento de um curativo oclusivo a partir
de uma membrana polimérica contendo POLICAJU, a qual atua como matriz para
enclausuramento de tripsina suina comercial. A vantagem desta proposta se justifica
pelas caracteristicas clinicas de um curativo oclusivo (WITTAYA-AREEKUL &
PRAHSARN, 2006), o qual também apresenta caracteristicas de biomaterial e
modificador da resposta biologica (POLICAJU), além de funcionar como um sistema de

liberagdo controlada do principio ativo testado (tripsina). O objetivo deste trabalho ¢



avaliar o tratamento topico da membrana polimérica POLICAJU-TRIPSINA frente a

evolugao clinica e histopatologica de lesdes cutaneas excisionais em camundongos.

Materiais e métodos

Animais

No estudo experimental foram utilizados 60 camundongos (Mus musculus)
Swiss, fémeas, com 11 a 13 semanas de vida e pesando 35,0 + 5,0g, os quais foram
criados e mantidos no biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami,
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram locados em gaiolas individuais,
permanecendo em macroambiente controlado (fotoperiodo de 12h claro/escuro,

temperatura 23+2°C ¢ umidade 55+10%) com fornecimento ad libitum de agua e ragéo.

Obtencao do Polissacarideo da goma do Anacardium occidentale
A goma de Anacardium occidentale L. foi coletada no litoral sul do Estado de
Pernambuco (Praia de Tamandar¢), Brasil. O POLICAJU foi obtido de acordo com o

método de Menestrina et al. (1998).

Preparacao do filme e imobilizacdo da enzima por enclausuramento

O filme polimérico foi preparado de acordo com a metodologia descrita por
Carneiro-da-Cunha et al. (1999), modificada. Os filmes foram obtidos apds a
solubilizagcdo do POLICAJU na concentragao de 10% (m/v) em acido acético 4% (v/v) e
NaCl 0,15M, sob agitacdo constante durante 16 horas a 25 °C, e seu pH foi ajustado
para 5,0 com uma solu¢do de NaOH 1M. A esta solucdo foi adicionada, separadamente

tripsina em po na concentracdo de 100ug/ml (POLICAJUT/NaCl) e 1000ug/ml



(POLICAJUT/AA), solubilizada sob agitagao por 1h. Apds este procedimento, 200 pl
de cada da solucdo foi, separadamente, colocada na superficie de 1,0 cm” de suporte
celuldsico, e os filmes foram obtido por secagem a temperatura de 50 + 5 °C, sendo

denominados de derivado enzimdtico imobilizado (DEI).

Preparacéo dos curativos

Os curativos foram preparados de forma asséptica. O suporte celuldsico de 1,0
cm’ foi exposto a luz ultravioleta em cAmera de fluxo laminar por 30 minutos, em
seguida foi adicionado em cada fragmento de celulose 200ul das respectivas solucdes
esterilizadas: NaCl 0,15M; 4cido acético 4% (v/v), AAT (4cido acético 4% v/v, tripsina
1000pg/mL), POLICAJUT/AA e POLICAJUT/NaCl. Em todas as solugdes o pH foi
ajustado para 5,0 com a solucdo de NaOH 1M e os curativos foram secos em estufa a 50
+ 5°C. Para verificar o preparo asséptico dos curativos, trés amostras foram coletadas
aleatoriamente de cada tipo de curativo e submersas em caldo nutriente por 24h em
estufa microbiolédgica a 37°C. A turvacdo do meio de cultura evidenciava contaminagao
e o lote era imediatamente descartado. Os curativos foram conservados e transportados

em placas de Petri esterilizadas.

Avaliacdo da atividade cicatrizante

Para realiza¢dao do procedimento cirurgico experimental, os camundongos foram
previamente anestesiados com cloridrato de xilazina 2% e cloridrato de cetamina 10%
(10 mg/Kg e 115 mg/Kg, respectivamente), por via intraperitoneal (Hall & Clarke,
1991). Apos a anestesia, foram realizadas a tricotomia e a anti-sepsia da regido dorsal

toracica com iodopovidona e solug@o salina esterilizada NaCl 150 mM. A pele foi



demarcada com caneta dermografica, usando-se um paquimetro para delimitar a area
(1,33 + 0,2 cm?) e a ferida cutinea foi produzida pela incisio da pele através de lamina
de bisturi nimero 15 e a tela subcutanea foi divulsionada com tesoura de pontas tipo
fina/fina e pinga de dissec¢do, até sua completa ressec¢ao. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com as normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA e o protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco (oficio n® 28/05).

Apds a realizagdo do procedimento cirurgico, os animais foram aleatoriamente
organizados em 5 grupos (n = 15/grupo), de acordo com o tipo de curativo aplicado: 1,
NaCl (NaCl 0,15M); 2, AA (acido acético 4% v/v); 3, AAT (acido acético 4% v/v,
tripsina 1000pg/mL); 4, POLICAJUT/AA (filme polimérico de POLICAJU 10% m/v
em acido acético 4% contendo 1000pg/mL Tripsina) e 5, POLICAJUT/NaCl (filme
polimérico POLICAJU 10% m/v em NaCl 0,15M contendo 100ug/mL Tripsina).
Imediatamente apos a realizacdo das feridas cirurgicas, os curativos foram aplicados
topicamente, uma Unica vez, de acordo com o grupo, € o processo cicatricial ocorreu por
segunda intengdo.

As feridas foram avaliadas diariamente até o 12° dia de pos-operatorio (P.O.)
sob o ponto de vista clinico, evidenciando-se os sinais flogisticos edema, presenca de
crosta e exsudato, além da mensuragdo da é4rea, com auxilio de um paquimetro. A
contracdo da lesao foi avaliada através do calculo da area da ferida, utilizando-se da
equacdo descrita por Prata et al. (1988): A= m. R. r, onde “A” representa a area, “R” o
raio maior e “r” o raio menor da ferida. O calculo do grau de contragdo da ferida foi

expresso como percentual, assim como o indice de cicatrizacdo, utilizando-se as



equagdes propostas por Ramsey et al. (1995): 100 x (Wo — Wi)/Wo =M =+ DP, onde Wo
= area inicial da ferida; Wi = 4area da ferida no dia da bidpsia (2°, 7° e 12° dias).
Andlises histopatolégicas

Com os camundongos anestesiados, conforme previamente descrito, amostras do
tecido lesionado foram coletadas no 2°, 7° e 12° dias P.O., com o objetivo de realizar a
analise histopatologica. Nestes tempos, cinco animais foram retirados dos grupos
experimentais e apds a realizacdo das bidpsias, foram submetidos a eutandsia por
superdosagem de Pentobarbital sddico (200 mg/Kg) por via intraperitoneal. As amostras
de tecido foram fixadas em formaldeido 4% (v/v) preparado em PBS 0,01M, pH 7,2.
Estas amostras foram submetidas ao processamento histologico de rotina e incluidas em

parafina. Apods microtomia, os cortes foram corados pelo Tricrdmicro de Masson

(MICHALANY, 1991).

Analises estatisticas

Os dados paramétricos (areas das feridas) foram expressos como média + desvio
padrao (M + sd), submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey,
aceitando como estatisticamente significativos os valores comparados ao nivel de
significancia de 5%. Os dados categorizados (caracteristicas clinicas) foram testados
quanto a possibilidade de interveniéncia do tratamento utilizado, aplicando-se o teste do
Qui-quadrado, sendo aceitos como estatisticamente significativos os valores

comparados ao nivel de significancia de 5%.

Resultados

Avaliacao clinica



A avaliagdo clinica macroscopica do processo cicatricial foi realizada durante 12
dias, registrando-se a freqiiéncia de sinais flogisticos como edema, formacao de crosta e
caracteristicas exudativas das lesdes.

O edema (Figura 1A e 1B), conseqiiente ao acimulo de fluido e proteinas
plasmaticas no espaco extravascular, foi observado em todos os grupos estudados. No 2°
dia de P.O., 100% dos animais apresentaram este sinal flogistico. No 9% e 10° dias de
avaliagdo, foi observada uma redugdo significativa (p<0,05) na freqiiéncia dos edemas
do grupo controle AAT (60%) em relagdo ao grupo POLICAJU/ AA /T (100%). Ao 12°
dia de avaliagdo os animais que apresentaram menores indices de edema (80%) foram
dos grupos Controle AA e POLICAJU/NaCl/T.

Na Figura 2 (A e B) é observada a presenga de 1* crosta nos 12 dias avaliados.
No 1° dia o grupo controle AA apresentou indices significativamente reduzidos (p=
0,05) em relagdo aos demais grupos analisados. A partir do 3° dia, apds a realizagdo das
lesdes experimentais, 100% das feridas em todos os grupos apresentaram formagao de
1? crosta. Na Figura 2B ¢ observada uma redugio progressiva da presenga da 1* crosta.
A segunda crosta (Figura 3A e 3B) foi visualizada ao 7° dia em 10% dos animais dos
grupos AAT e POLICAJUT/NaCl. No ultimo dia de avaliacdo, 80% dos animais do
grupo AAT apresentavam os maiores indices de 2* crosta quando comparado aos grupos
Controle AA (60,0%) e POLICAJU/AA/T (67%), sugerindo uma aceleracdo do
processo cicatricial quando comparado aos demais grupos.

As caracteristicas exsudativas da fase inflamatéria (Figura 4A e 4B) também
foram acompanhadas durante os 12 dias de experimento. Os exsudatos apresentavam
caracteristica serosangiiinolenta e foram observados no grupo AAT ate o 10° dia das
observagdes clinicas. Vale ressaltar, que no 1° ¢ 2° dias de pds-operatorio, observou-se

uma freqiiéncia significativa (p<0,05) de aparecimento de exsudato nas feridas dos



animais pertencentes aos grupos AAT quando comparados ao grupo AA. E importante
ressaltar que nao foi observada secrecdo purulenta em 100% das feridas estudadas, ja
que foram feridas limpas e realizadas cirurgicamente.

A evolucdo dos parametros morfométricos foram avaliados pela medida das
areas das lesoes (Figura SA e 5B). A partir do 1° dia de pos-operatorio, foi observada
uma diminui¢do gradual das areas das lesdes dos animais pertencentes a todos os
grupos, ainda que no 12° dia de pds-operatorio, a area média das lesdes dos animais dos
grupos teste apresentava-se maior que a dos controles. Este aumento foi significativo
(p£0,05) entre o grupo POLICAJUT/NaCl e os demais grupos, apresentando,
conseqiientemente o menor percentual de contracdo (69,52%), em relagdo aos demais:

NaCl (85,16%); AA (79,81%) ; AAT (86,99%) e POLICAJUT/AA (76,57%).

Analises histopatoldgicas

A andlise histopatologica do grupo NaCl 0,15M ilustra um padrdo normal de
evolugdo do processo cicatricial. O 2° dia P.O. (Figura 6) ¢ caracterizado pela presenga
de crosta eosinofilica, exsudato, infiltrado de polimorfonucleares e angiogénese. Os
grupos tratados com apresentaram caracteristicas histopatoldgicas semelhantes ao grupo
controle, ressaltando-se a presenca de um tecido menos desenvolvido e mais friavel nos
grupos AAT.

No 7° dia do periodo pos-operatorio (Figura 7), as lesdes do grupos AAT,
POLICAJUT/AA e POLICAJUT/NaCl apresentaram um padrao fibrovascular mais
evoluido que os grupos NaCl e AA. Os grupos tratados com POLICAJUT/AA
caracterizaram-se por apresentar reepitelizacdo parcial, e na derme podem ser

visualizados maior numero de fibroblastos e coldgeno neoformado.



No 12° dia (Figura 8), o grupo tratado com NaCl apresentou reepitelizagdo total
e um tecido de granulacao fibroso, compativel com a evolucao do processo (periodo
cicatricial). Nos demais grupos foi observado um padrao morfoldgico caracteristico:
reepitelizagdao parcial, associado a tecido de granulacdo fibrovascular (ou seja, tecido
conjuntivo de aspecto fibroso, rico em fibras colagenas) apoiado sobre um tecido de
granulagdo de caracteristicas vasculares. Os grupos AAT e POLICAJUT/AA
apresentaram-se qualitativamente mais evoluidos que as lesdes AA, pois aparentavam
possuir uma maior quantidade de fibras coldgenas. As lesdes tratadas com
POLICAJUT/AA também apresentaram inicio da formagdo de anexos cutdneos. Enfim,
no grupo POLICAJUT/NaCl pode ser observado um padrao tecidual mais desenvolvido
em relagdo aos demais grupos, pois se observou reepitelizagdo completa, presenga de
uma delgada camada de queratina sobre a epiderme neoformada, tecido colagenoso

modelado e presencga de brotos de anexos cutaneos.

Discussao

No presente estudo foi avaliado o tratamento de feridas cutaneas com dois tipos
de filmes poliméricos, utilizados como matriz para imobilizacdo de tripsina, sendo
empregados como curativos oclusivos nessas lesdes, objetivando melhorar o processo
cicatricial.

Os resultados das avaliagdes clinicas demonstraram um aumento nos sinais
flogisticos (edema e exsudato) quando foi empregado o filme POLICAJUT/AA,
sugerindo-se que este efeito pode estar relacionado a agao debridante das proteases.

Eldad et al. (1998) relatam que para promover o debridamento de tecidos nao

viaveis podem ser utilizadas formulagdes com enzimas proteoliticas. Para um



debridamento ideal, a formulagdo deve digerir apenas o tecido nao viavel, promovendo
a limpeza da ferida e deixando o tecido receptivo para o tratamento topico.

No processo cicatricial normal, a degradagcdo controlada da matriz extracelular
(MEC) ¢ requerida para a remog¢ao de tecidos danificados e para permitir a migragao
celular e a angiogénese. Essas fungdes podem ser desempenhadas por proteases
extracelulares como serinoproteinases e metaloproteinases de matriz. No entanto,
elevados niveis de proteases podem causar danos a MEC, interferindo no processo
cicatricial normal (Trengove et al., 1999). Diante disso, ¢ razoavel supor que a
concentragdo de tripsina (1000 pg/ml) no curativo de POLICAJUT/AA promova um
efeito debridante acima do esperado, aumentando os sinais flogisticos na fase
inflamatoria das lesdes tratadas.

Na avaliagdo macroscopica, os animais do grupo POLICAJUT/NaCl
apresentaram as maiores areas de lesdo e um aspecto histopatologico mais evoluido aos
12 dias, quando comparado aos demais grupos. Esses resultados sugerem que, entre as
condicdes testadas, a concentragdo de tripsina imobilizada (100 pg/ml) foi ideal para
promover o debridamento tecidual durante a fase inflamatdria e possivelmente estimular
a produgao de colageno pelos fibroblastos, uma vez que esses tecidos se apresentam
mais organizados.

Markvicheva et al. (2000) avaliaram a acdo da tripsina enclausurada em suporte
magnetizado sobre o processo cicatricial de lesdes cutdneas em ratos e observaram uma
aceleragdo desse processo, confirmado pela diminui¢do do tamanho das areas das
lesdes. Esses reportam que a tripsina pode ativar receptores envolvidos com a
proliferacao de fibroblastos e neovascularizagao.

Além da tripsina como principio ativo e da diversidade de fungdes a ela

atribuidas durante o processo cicatricial, devem ser considerados outros aspectos



importantes: a natureza do POLICAJU, enquanto biomaterial ¢ modificador da resposta
biologica; a adaptabilidade do POLICAJU em formar membranas poliméricas ¢ a
adequacgdo da metodologia de imobilizagdo proposta (enclausuramento), o que permitiu
que os sistemas de curativo testados funcionassem como sistemas de liberacao
controlada, minimizando possiveis danos teciduais, caso a tripsina fosse aplicada em
altas concentragdes na forma de uma solucao.

A escolha do enclausuramento como metodologia de imobilizagdo utilizando o
POLICAJU como matriz, também contribuiu para a eficacia do tratamento, uma vez que
esse sistema mantém a integridade conformacional da proteina e conseqiiente atividade
catalitica. Tal argumento torna-se mais relevante, especialmente ao comparar-se ao
sistema proposto por Eldad et al. (1998), os quais utilizaram a tripsina imobilizada
covalentemente em gaze, relatando a sua ineficacia no modelo bioldgico testado.

Schultz et al. (2005) ressaltam as vantagens do uso de curativos oclusivos
quando comparados ao uso tradicional da gaze, pois favorecem a reepitelizacdo por
manter um nivel 6timo de hidratagdo, além de reduzir a dor/desconforto ¢ atuar como

uma barreira contra invasdes bacterianas.

Conclusao

Os presentes resultados demonstram que o curativo de POLICAJUT/NaCl com
tripsina enclausurada melhora o processo cicatricial de lesdes cutdneas experimentais
podendo ser empregado como curativo oclusivo, apresentando potencial aplicagdo como

um sistema de liberacao de drogas.
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Figura 1- Freqiiéncia relativa de edema (%). (A) Grupo C (NaCl 0,15M) e Grupo
POLICAJU/NaCl/T (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v). (B) Grupo Controle AA (4cido
acético 4%), AAT (4cido acético 4%, 1000ug/ml) e Grupo POLICAJU/AA/T

(POLICAJUT/ Acido acético m/v).
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Figura 2- Freqiiéncia relativa de 1° crosta. (A) Grupo C (NaCl 0,15M) e Grupo
POLICAJU/NaCl/T (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v). (B) Grupo Controle AA (4cido

acético 4%), AAT (4acido acético 4%, 1000pg/ml) e Grupo POLICAJU/AA/T

(POLICAJUT/ Acido acético m/v).
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Figura 3- Freqiiéncia relativa de 2* crosta (%). (A) Grupo C (NaCl 0,15M) e Grupo
POLICAJU/NaCl/T (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v). (B) Grupo Controle AA (acido
acético 4%), AAT (4cido acético 4%, 1000pg/ml) e Grupo POLICAJU/AA/T
(POLICAJUT/ Acido acético m/v).
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Figura 4- Freqiiéncia relativa de exsudato (%). (A) Grupo C (NaCl 0,15M) e Grupo
POLICAJU/NaCl/T (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v). (B) Grupo Controle AA (4cido
acético 4%), AAT (4acido acético 4%, 1000pg/ml) e Grupo POLICAJU/AA/T

(POLICAJUT/ Acido acético m/v).
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Figura 5- Evolugdo das areas das lesdes dos Grupos (A) Controle NaCl (NaCl 0,15M)
e POLICAJU/NaCl/T (POLICAJU/NaCl 0,15M m/v); (B) Controle AA (4cido acético
4%), Controle AAT (acido acético 4%, 1000pg/ml) e Grupo POLICAJU/AA/T

(POLICAJUT/ Acido acético m/v).



Figura 6 — Aspectos microscopicos da evolucdo do processo de reparo cutaneo (fase
inflamatoria), apds 48 horas. Coloragdo Tricromico de Masson. A, Controle Acido
Acético 4% (Ampliacdo original 100x); ; B, Controle Acido Acético — Tripsina
(Ampliacao original 40x);C, NaCl 0,9% (Ampliagdo original 100x); ; D, POLICAJU
Tripsina — Acido Acético (Ampliagdo original 100x); E, POLICAJU Tripsina — NaCl
(Ampliacao original 100x).

Seta larga — crosta; re — reeptelizacdo; tgv — tecido de granulagdo de caracteristica
vascular; | — infiltrado inflamatorio.



Figura 7 — Aspectos microscopicos da evolucdo do processo de reparo cutaneo (fase
inflamatoria), apos 7 dias. Coloragdo Tricromico de Masson. A, Controle Acido Acético
4% (Ampliagio original 100x); B, Controle Acido Acético — Tripsina (Ampliagdo
original 100x); C, NaCl 0,9% (Ampliacdo original 200x); D, POLICAJU Tripsina —
Acido Acético (Ampliagdo original 200x); E, POLICAJU Tripsina — NaCl (Ampliacio
original 100x).

Seta larga — crosta; re — reeptelizacdo; tgv — tecido de granulagdo de caracteristica
vascular; tgf — tecido de granulacdo de caracteristica fibrosa; tgfv — tecido de
granulagdo de caracteristica fibrovascular; a- anexos.



Figura 8 — Aspectos microscopicos da evolugdo do processo de reparo cutidneo (fase
inflamatéria), apés 12 dias. Coloragio Tricromico de Masson. A, Controle Acido
Acético 4% (Ampliagdo original 100x); B, Controle Acido Acético — Tripsina
(Ampliagdo original 200x); C, NaCl 0,9% (Ampliacdao original 200x); D, POLICAJU
Tripsina — Acido Acético (Ampliac¢do original 200x); E, POLICAJU Tripsina — NaCl
(Ampliagdo original 100x).

Seta larga — crosta; re — reeptelizagdo; tgv — tecido de granulagdo de caracteristica
vascular; tgf — tecido de granulacdo de caracteristica fibrosa; tgfv — tecido de
granulacdo de caracteristica fibrovascular; fc — presenga de fibras colagenas; a- anexos.
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9. CONCLUSOESFINAIS

e O polissacarideo do Anacardium occidentale L. mostrou-se efetivo para uso como
matriz para imobilizag¢@o de proteinas, na forma de filme polimérico.

e A tripsina enclausurada no filme polimérico de POLICAJU reteve sua atividade
catalitica, demonstrando estabilidade a ampla faixa de pH e temperatura testadas,
mantendo-se ativa apods 28 dias de estocagem.

e A metodologia de planejamento estatistico experimental demonstrou ser uma
ferramenta util, rapida e econdmica para determinar as melhores condi¢cdes de
imobilizacao da tripsina em filmes de POLICAJU.

e O filme de POLICAJU foi eficaz no tratamento de lesdes cutaneas experimentais em
camundongos sob os aspectos clinicos e histopatoldgicos.

e O tratamento topico de lesdes cutaneas excisionais utilizando o curativo oclusivo
obtido pelo enclausuramento da tripsina (100 pg/mL) em filmes poliméricos de
POLICAJU NacCl, demonstrou a melhor evolugdo clinica e histopatoldgica entre as

condigoes testadas.
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I ntroducéo

Perdas teciduais sdo episodios freqiientes
em animais domésticos, agravadas por diferentes
fatores etiologicos. Lesdes extensas ou infectadas
da pele e mucosas dificultam ou mesmo
impossibilitam a aproximacdo das bordas das
feridas, promovendo uma cicatrizagdo por
segunda intengdo, a qual acarreta grandes
cicatrizes (Calvin, 1998).

O alto custo, a geragdo de cepas
resistentes e a interferéncia no processo cicatricial
sdo fatores que contra-indicam o uso
indiscriminado de antibioticos, tornando viavel o
estudo no campo dos medicamentos fitoterapicos
e homeopaticos e a aplicagdo clinica de métodos
alternativos e de baixo custo, capazes de
proporcionar condi¢des ideais para o tratamento
local das feridas (Galego et al., 1997).

Os  biomateriais sdo  substancias
biologicamente ativas capazes de modificar a
resposta imune (Fields & Koeller, 1993) que tém
sido estudadas, objetivando melhorar a resposta as
enfermidades. O uso de polissacarideos como
biomateriais ¢ vantajoso, uma vez que tais
substdncias apresentam livre administracdo,
simplicidade de operacdo, evitam o uso de
antibidticos para animais, diminuindo os custos de
tratamento (Shigemasa & Minani, 1995).

O heteropolissacarideo proveniente da
goma de A. occidentale (POLICAJU) tem
apresentado resultados terapéuticos satisfatorios,
potencializando o processo de cicatrizagdo de
lesdes cutdneas em camundongos (Schirato,
2003), e demonstrando atividade anti-tumoral
(Menestrina et al., 1996), e anti-helmintica
(Gadelha et al., 2001), constituindo-se, assim, em
um biomaterial de importante uso terapéutico.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o
polissacarideo obtido da goma do A. occidentale
L. (POLICAJU) quanto a sua possivel atividade
antimicrobiana in vitro.

Material e M étodos

Bactérias dos géneros Saphylococcus sp.,
Pseudomonas sp., Enterobacter, Escherichia coli,
Bacillus sp., isoladas a partir de feridas cutineas
de cdes, e crescidas em caldo BHI por 24h, foram
utilizadas  para  avaliagdo da  atividade
antimicrobiana da emulsdo contendo POLICAJU
pelo método de difuso em pogo. A goma de A.
occidentale L. foi coletada na Praia de
Tamandaré, litoral sul do Estado de Pernambuco.
O POLICAJU foi obtido de acordo com o método
de Millas et al. (1991). As emulsdes contendo
POLICAJU e 4cido ascorbico foram preparadas
de acordo com o método de Shigemasa & Minami
(1995), obtendo-se emulsdes de POLICAJU com
concentragdes finais de 75, 150 e 214,3 mg/ml.
Apoés crescimento em caldo BHI, as colonias
foram transferidas para placas de Petri contendo
Agar Muller Hinton, através de swabs
esterilizados. Em cada placa foram realizadas duas
perfuracdes de 0,7cm, onde foram colocados 15 pl
das respectivas solucdes: controle (NaCl 150mM),
acido ascorbico (75mg/ml); Nitrofurazona 0,2%
(p/v) e as emulsdes de POLICAJU. Apds este
procedimento, as placas foram incubadas em
estufa microbiologica a 37°C, sendo medidos os
halos de inibigdo nos tempos de 24h, 48h e 72h.

Resultados e Discussao

As placas contendo as solu¢des de NaCl
150mM, 4cido ascorbico (75 mg/ml) e as
diferentes emulsdes de POLICAJU nio
apresentaram formacdo de halo de inibigZo.
Entretanto, a nitrofurazona apresentou atividade
antimicrobiana frente as bactérias dos géneros
Enterobacter (2,5cm), E. coli (4,7cm) e Bacillus
sp. (3,2cm), com respectivos didmetros apos 24
horas.

A atividade antimicrobiana da solugdo de
20mg/ml do extrato da casca do A. occidentale foi
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testada por Akinpelu (2001), o qual
evidenciou largo espectro de atividade
antimicrobiana sobre as bactérias dos géneros
Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,
Klebsiella, Micrococcus, Proteus, Pseudomona,
Shigella e Staphylococcus.

A diferenca nos resultados citados pode
estar relacionada a variedade do cajueiro
utilizado, a época da colheita da casca, ou ainda
estar relacionada com a parte da planta utilizada
para testar a atividade antimicrobiana do
POLICAIJU.

A avaliagdo microbiologica in vivo, da
emulsio de POLICAJU, em dose unica de
150mg/ml, sobre a evolucdo da fase inflamatéria
do processo cicatricial de lesdes cutdneas em
camundongos foi realizada por Schirato (2003).
Este evidenciou auséncia de microorganismos
patogenos, sendo isolado das lesdes apenas
bactérias  pertencentes a  flora  normal,
observando-se menor contaminagdo das feridas
tratadas em relag@o aos grupos controle, os quais
receberam solugdes de NaCl (150mM) e Acido
Ascorbico (75 mg/ml). Resultados semelhantes
foram obtidos por Monteiro (2003), em feridas de
caprinos tratados com o POLICAJU. Contudo,
este observou que nos animais tratados com o
POLICAJU formava-se uma pelicula sobre a
ferida. Este fato pode explicar as diferencas nos
resultados in vivo e in vitro frente a droga testada,
uma vez que a pelicula de POLICAJU pode estar
formando uma  barreira fisica  protetora
dificultando a contamina¢do das feridas com
agentes patdgenos.

Conclusao

As diferentes concentragdes do
polissacarideo da goma do cajueiro em &cido
ascorbico nao apresentaram atividade
antimicrobiana para as bactérias Staphylococcus
sp., Pseudomonas sp., Enterobacter, Escherichia
coli, Bacillus sp.
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I ntroducéo

A pele é um importante érgdo de protecdo
contra lesdes externas. No tratamento de feridas,
podem ser usados normalmente uma variedade de
substitutos de pele, inclusive varios revestimentos
sintéticos e naturais. Seu principal efeito ¢
promover a cicatrizagdo, favorecendo a producao
de wvarias citocinas, as quais promovem a
cicatrizagdo por estimular a produgdo de
componentes na membrana basal, prevenir a
desidratacio e a inflamagdo, e promover a
formag@o de tecido de granulagdo, representando
um importante papel na geragdo do novo tecido
(Lee et al., 2003).

A degradagdo proteolitica da Matriz
Extracelular (MEC) pelas proteases é um dos
passos para a reparacdo e remodelacdo que
ocorrem geralmente através da acdo da protease
metaloproteinase de matriz (MMP), implicando na
renovagdo da MEC, bem como na ativacdo de
fatores de crescimento latentes, migracdo celular,
angiogénese e cicatrizacdo (Pragapati et al., 2000).

Existe evidéncia que certas proteases,
como a trombina e a tripsina, podem regular
células alvo pela clivagem e ativagdo de
receptores ativadores de proteases acoplados a
uma familia de proteina G (PARs) aos quais tem
sido implicado um papel no sistema de
inflamacdo, sendo sugerido que podem contribuir
para a defesa do corpo em resposta a injuria ou
invasdo patogénica (Vergnolle et al., 2001).

A utilizagdo de polissacarideos com fins
medicinais ¢ antiga. Pesquisas tém sido realizadas
no sentido de explorar as atividades inerentes aos
biopolimeros com ag¢do cicatrizante. Entre os
polissacarideos biologicamente ativos, a molécula
obtida da goma do cajueiro (Anacardium
occidentale L.) tem apresentado resultados
terapéuticos satisfatorios auxiliando o processo
cicatricial de lesdes cutaneas em camundongos
(Paiva, 2003).

Este trabalho objetivou desenvolver uma
membrana composta por polissacarideo extraido

da goma do Anacardium occidentale L.
(POLICAIJU), com tripsina imobilizada.

Material e M étodos

A goma do Anacardium occidentale L. foi
coletada na Praia de Tamandaré, litoral sul do
Estado de Pernambuco. O polissacarideo da goma
do cajueiro (POLICAJU), isento de impurezas, foi
obtido de acordo com o método de Millas et al.
(1991).

As membranas do polissacarideo do
Anacardium occidentale foram preparadas de
acordo com a metodologia descrita por Carneiro-
da-Cunha et al. (1999), modificada, em que uma
solugdo de POLICAJU 5% (p/v) foi preparada em
acido acético 0,4M, sob agitacdo constante, a
25°C, durante 24h. Apds esse periodo, o pH da
solucdo foi ajustado para 5,0 e foi acrescentada
tripsina (1mg/ml) comercial (Sigma), mantendo-
se a solu¢do sob agitacdo constante por 3h. A
solucdo foi, entdo, vertida sobre uma placa de
Petri contendo celulose, sendo mantida em estufa
a 60°C até total secagem. O ensaio de liberagao de
tripsina in vitro foi realizado através da submersao
de fragmentos de lcm’ da membrana celulose-
POLICAJU em solugdo tampdo citrato-fosfato
0,2M, pH 5,0, sendo o sobrenadante coletado a
cada 24h para determinagdo da atividade
enzimatica e concentragdo protéica, determinadas
de acordo com Leighton (1973) e Bradford
(1976), respectivamente.

Resultados e Discusséo

Uma fina pelicula de POLICAJU com
tripsina enclausurada foi formada sobre o suporte
celulésico apds total secagem em estufa a 60°C
(Figura 1a).

Os ensaios de atividade protedsica e
concentragdo protéica demonstraram que a
tripsina foi liberada do filme de POLICAJU
em
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duas etapas. Nas primeiras 24h foi provavelmente
liberada a tripsina adsorvida sobre o filme
polimérico. A  tripsina  enclausurada no
POLICAJU foi liberada por cerca de 120h,
apresentando um pico de liberacdo maximo as 72h
do experimento (Figura 1b).

Atividade
Especifica(U/mg)
5

0 + T T T T @
0 24 48 72 96 120

Tempo (h)

(a) (b)

Figura 1- a) Membrana de celulose-POLICAJU
com tripsina imobilizada. b) Cinética de liberagao
de tripsina da membrana de celulose-POLICAJU.

O uso de polissacarideos como
biomaterial € vantajoso, uma vez que tais
substidncias apresentam livre administragdo,
simplicidade de operagdo, evita o uso de
antibioticos para animais ¢ diminui os custos de
produtos (Shigemasa & Minani, 1995).

Sistemas de libera¢do programada de um
agente através de um meio especifico por um
periodo prolongado é criado com o objetivo de se
atingir uma Otima resposta, minimos efeitos
colaterais e eficacia controlada da droga a ser
utilizada. Essas formas de dosagem com liberagao
controlada aumentam a seguranga e eficacia da
terapia regulando a taxa de liberagdo e reduzindo
a freqiiéncia de administragao do produto (Kumar,
2000).

Conclusao

As membranas de celulose-POLICAJU
constituem materiais poliméricos capazes de
enclausurar tripsina conservando a sua atividade
catalitica e liberando-a lentamente, podendo ser
utilizadas com um sistema de liberacao de drogas.
Assim, essas membranas podem ser testadas como
possiveis aceleradores do processo cicatricial de
lesdes cutaneas em camundongos e caes.
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Introducao

A cicatrizagdo ¢ um processo biologico dindmico de reparagdo de lesdes que compreende as fases
inflamatdrias, proliferativas e de maturagdo. Fatores locais (sangramento, tensdo de oxigénio), além de fatores
extrinsecos (técnica cirlrgica, anti-sépticos topicos e curativos) podem interferir neste processo, comprometendo
seu resultado final (Araujo et al., 1998). Assim, a evolucdo do processo cicatricial envolve uma série de eventos
que, em conjunto, representam uma tentativa de manter a estrutura anatomica e a fungdo normal da regido (Coelho,
2001) Feridas abertas, que cicatrizam por segunda inten¢do produzem um tecido cicatricial que permite sua
quantificacdo. Elas permitem o estudo do coldgeno, glicosaminoglicanos, células inflamatdrias e tecido de
granulagdo. Além disso, esses componentes podem ser avaliados quando se quer saber a influéncia de drogas de
acdo topica. Este tipo de ferida também permite o estudo de contragdo da lesdo (Araujo et al., 1998). Sinais
flogisticos (edema, hiperemia, presenca de exsudato e formacdo de crosta) caracteristicos do processo cicatricial
podem ser avaliadas clinicamente através de observagdes macroscopicas das lesdes. Objetivou-se com este trabalho
avaliar o efeito de curativos contendo filme com POLICAJU sobre o processo cicatricial de lesdes cutineas em
camundongos.

Material e M étodos

O POLICAIJU foi obtido de acordo com o método de Millas et al (1991). As membranas foram preparadas
de acordo com a metodologia descrita por Carneiro-da-Cunha et al (1999), modificada, onde uma solugdo de
POLICAJU 10% (p/v) foi preparada em acido acético 0,7M, sob agitacdo constante durante 16 horas a 25°C, e seu
pH ajustado para 5,0 com solugio de NaOH 3M. A solugio foi entdo adicionada a fragmentos de celulose (1cm®),
para a formagdo do biofilme, sendo mantidos em estufa a 50°C até secagem total. Camundongos Albinos suigos
fémeas, com 12 a 13 semanas de vida pesando 35,0 £ 5,0g foram submetidos a ressecgdo cirurgica de um
fragmento de pele de aproximadamente 1,0 cm’ da regido dorsal. As feridas do grupo controle (C) foram cobertas
com curativos impregnados com Acido acético 0,7M e nas lesdes do grupo Teste (T) foram aplicados curativos
contendo o filme POLICAJU 10%. Estas lesdes foram analisadas diariamente durante o periodo pos-operatorio,
avaliando-se os aspectos clinicos, a area das lesdes e o percentual de contragdo. As bordas das lesdes foram
medidas empregando-se régua milimetrada (paquimetro) no T, (ao realizar a falha cutanea), e nos dias 2, 7 ¢ 12 do
pos-operatorio. A contragdo da lesdo foi determinada através do calculo da area da ferida, utilizando-se da equacdo
matematica descrita por Prata et al. (1988): A= m. R. r. O calculo do grau de contracdo da ferida foi expresso em
percentual, assim como o indice de cicatrizagdo utilizando-se as equagdes matematicas propostas por Ramsey et al.
(1995): 100 x (Wo — Wi)/Wo =M = DP, onde Wo = area inicial da ferida; Wi = area da ferida no dia da bidpsia (2°,
7%, e 12° dias).

Resultados e Discusséo

A avaliagdo clinica dos sinais flogisticos (edema, presenca de exsudato e formagdo de crosta), durante o
periodo de 12 dias, do grupo controle (Figura 1) ¢ experimental (Figura 2) revelou a persisténcia de edema no
grupo T até o 10° dia de avaliagdo, havendo uma diminui¢do progressiva do edema do 7 ao 10 dia; no entanto,
no grupo C o edema persistiu ate o 12° dia. Foi evidenciado o aparecimento de crosta no 2° dia em 100% dos
animais do grupo C e no 3° dia no grupo T, as quais comecaram a desprender a partir do 8° dia de observagdo em
ambos os grupos, periodo no qual foi melhor visualizado também o tecido de granulagdo. Secregdes
serosanguinolentas foram observadas até o 7° dia de pds-operatorio, em ambos os grupos com valores percentuais
de 10,0 % no grupo C e 8,3% no T, ndo sendo visualmente detectado indicio de contaminagdo das lesdes com
agentes patogenos no periodo observado. Paiva (2003) realizou avaliacdo clinica de camundongos tratados
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com emulsdes formuladas com o POLICAJU nas concentragdes 75, 150 e 214,3 mg/ml e acido ascérbico. Esta
observou sinais flogisticos mais intensos nos grupos controle ¢ POLICAJU 75mg/ml. Schirato (2003), testando a
emulsdo de POLICAJU na concentragdo de 150 mg/mL, durante a fase inflamatdria, observou que os sinais
flogisticos eram menos intensos nos grupos tratados com exce¢do do edema que foi menor no grupo controle até o
3° dia de observacdo. Esses resultados clinicos comparados a aplicagdo topica de curativos contendo filme com
POLICAJU 10%, demonstra uma minimizagdo dos sinais flogisticos do processo cicatricial. A analise
morfométrica das feridas nos dias 0, 2, 7 e 12 do poés-operatdrio mostrou nao haver diferencas nas area das feridas e
nos % de contracdo dos tratados em relag@o aos controles (Figuras 3 e 4), No entanto, foi possivel observar que
houve a manutencdo das area das feridas até o 7° dia, a partir do qual, observou-se uma grande diminuicdo dessas
areas. A andlise desses dados, no 12° dia, revelou uma parcial reepitelizacdo das feridas em ambos os grupos.
Resultados semelhante foram obtidos por Schirato (2003).

Concluséo

Os resultados obtidos demonstram a possivel utilizacdo clinica do filme do POLICAJU no processo
cicatricial de lesdes cutdneas.
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Introducao

A cicatrizagdo ¢ um processo biologico dindmico de reparagdo de lesdes que objetiva restaurar a
integridade anatomica e funcional do tecido lesado. O organismo pode sofrer injurias causadas por agentes fisicos,
quimicos ou por outros organismos, como virus, bactérias, fungos e protozoarios, podendo interferir no processo
cicatricial (CALVIN, 1998). Na reabilitacdo de lesdes podemos utilizar biomateriais, que € um material interativo
apresentando afinidade apropriada com o tecido vizinho sem indu¢do de uma resposta adversa do hospedeiro. Os
biomateriais sdo objeto de pesquisa cientifica pela disponibilidade na natureza e sua biodegradabilidade, ¢ muitos
podem ser conformados para utilizacdo como dispositivos dérmicos impregnados ou ndo com principios ativos com
objetivo de repor tecidos doentes, lesados ou ausentes congenitamente, ou ainda, restaurar a fungdo tecidual
(Spector, 2001). O heteropolissacarideo proveniente de Anacardium occidentale L. (POLICAJU) vem sendo
utilizado em diversas pesquisas e tem apresentado resultados terapéuticos satisfatorios em relagdo ao processo
cicatricial em camundongos (Schirato et al., 2003; Paiva, 2003). O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro das solugdes de POLICAJU e tripsina, solubilizadas em acido acético, utilizadas na
preparagdo de curativos aplicados como agentes cicatrizantes de lesdes experimentais em camundongos.

Material e M étodos

A goma de A. occidentale L. foi coletada na Praia de Tamandaré, litoral sul do Estado de Pernambuco. O
POLICAJU foi obtido de acordo com o método de Millas et al. (1991). As solugdes utilizadas foram
respectivamente: C1 (Acido acético 0,7M); C2 (acido acético 0,7M/ tripsina 1mg/ml); solugio padrio N
(Nitrofurazona 0,2%), T1 (POLICAJU 10% /ac acético 0,7M); T2 (POLICAJU 10%/tripsina 1mg/ml). A solugéo
de POLICAJU 10% (p/v) foi preparada em acido acético 0,7M, sob agitacdo constante durante 16 horas a 25°C, e
seu pH ajustado para 5,0 com solugio de NaOH 3M. As solugdes C2 e T2 foi adicionado 1mg/ml de tripsina
comercial (Sigma), mantendo-se a solug@o sob agitacdo constante por mais 1h. O método Grove ¢ Randall (1995)
foi empregado para determina¢do da atividade antimicrobiana in vitro. Bactérias dos géneros Bacillus sp,
Pseudomonas sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, e Sreptococcus sp. cresceram em caldo nutriente, em
um agitador orbital (150 rpm) a temperatura 37°C por 24h. O inoculo inicial de todos os microrganismos testes foi
padronizado de modo a iniciar com a leitura de D.O. (600nm) igual a 0,5, os quais foram homogeneizados em meio
de cultura (Agar nutriente) e distribuido em placas de Petri (10ml). Apds solidificagdo, foram feitos pogos de 0,7
cm no meio de cultura com auxilio de um perfurador esterilizado onde foram colocados 20 pl das solugdes
Controle: C1 e C2; solucdo padrdo, e Testes: T1 e T2. As placas foram incubadas durante 24h em estufa
microbioldgica a 37°C e apos este periodo a avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada através da medic@o
do halo de inibi¢do nos tempos de 24h, 48h e 72h.

Resultados e Discusséo

As placas contendo as solugdes C2, T1 e T2 ndo apresentaram formagdo de halo de inibi¢do. No entanto, as
placas contento a solugdo C1 apresentaram um discreto halo, com um didmetro de 1,0 cm. A nitrofurazona
apresentou atividade antimicrobiana frente as bactérias dos géneros E. coli (1,19cm) e Bacillus sp (1,97cm) apos 24
horas. Monteiro et al., 2003 também testaram emulsdes obtidas com o POLICAJU e acido ascérbico com
concentragdes finais de 75, 150 e 214,3 mg/ml de POLICAJU, as quais ndo apresentaram atividade antimicrobiana
frente bactérias dos géneros Saphylococcus sp., Pseudomonas sp., Enterobacter, Escherichia coli, Bacillus sp.. A
avaliagdo microbioldgica in vivo, da emulsdo de POLICAJU e acido ascorbico, em dose tinica de 150mg/ml, sobre
a evolugio da fase inflamatéria do processo cicatricial de lesdes cutaneas em camundongos foi realizada por
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Schirato (2003). Neste estudo foi evidenciada auséncia de microorganismos patdgenos, sendo isolado das lesdes
apenas bactérias pertencentes a flora normal, observando-se menor contaminac@o das feridas tratadas em relagéo
ao0s grupos controle, os quais receberam solugdes de NaCl (150mM) e Acido Ascérbico (75 mg/ml). Resultados
semelhantes foram obtidos por Monteiro (2003), em feridas de caprinos tratados com o POLICAJU. Contudo, este
observou que nos animais tratados com o POLICAJU formava-se uma pelicula sobre a ferida. Este fato pode
explicar as diferengas nos resultados in vivo e in vitro frente a droga testada, uma vez que a pelicula de POLICAJU
pode estar formando uma barreira fisica protetora dificultando a contaminagdo das feridas com agentes patégenos.
A atividade antimicrobiana da solugédo de 20mg/ml do extrato da casca do A. occidentale foi testada por Akinpelu
(2001), o qual evidenciou largo espectro de atividade antimicrobiana sobre as bactérias dos géneros Bacillus,
Clostridium, Corynebacterium, Klebsiella, Micrococcus, Proteus, Pseudomona, Shigella e Saphylococcus. A
diferenga entre a atividade antimicrobiana do POLICAJU e dos extratos da casca do Anacardium occidentale pode
estar relacionada a variedade do cajueiro utilizado, a época da colheita da casca, ou ainda estar relacionada com a
parte da planta utilizada, este comportamento pode ser explicado uma vez que o extrato € composto por diferentes
substancias quimicas.A atividade antimicrobiana dos 4cidos anacéardicos do o6leo da casca da castanha de caju
(CNSL) Anacardium occidentale (Anacardiaceae) foi estudada por Lima et. Al., (2000), sobre os microrganismos
da cavidade bucal Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 12598, Candida albicans
ATCC 10231 e Candida utilis. Os acidos anacardicos obtidos dos extratos etilicos do CNSL apresentaram atividade
antibacteriana contra os microrganismos citados, porém a maior atividade inibitdria ocorreu sobre a bactéria Gram
positiva Streptococcus mutans, considerada predominante na carie dentaria. Segundo dados da literatura, estes
pesquisadores relatam que os acidos anacardicos apresentam potente atividade antibacteriana sobre bactérias Gram
positiva, principalmente Streptococcus mutans, maior do que em bactérias Gram negativas. Este fator pode estar
relacionado aos acidos anacardicos poderem apresentar uma maior ou menor dificuldade em penetrar na membrana
das células dos diferentes microrganismos.

Conclusdes
As solugdes de POLICAJU e tripsina, solubilizadas em acido acético e utilizadas no preparo de curativos
dérmicos, ndo apresentaram atividade antimicrobiana in vitro frente as bactérias dos géneros testados.
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RESUMO

O efeito do polissucariden de Anacardinns
occidentale L. (POLICAJU) foi avaliado na fase inflamatoria
do processo cicatricial em camundongos (Mus museulus) Swiss
(n=98), organizados de acordo com o traiamento empregado:
Grupo I (NaCl 150m), Grupo L (dcido ascorbico 73mg.ml')
e Grupo L femulsdo contendo POLICAJU 150mg.ml'
preparado em dcido ascorbico 73mg.mi*). As lesdes curdneas
Joram realizadas assepticamente na regido tordcica dorsal e
cada ferida joi tratada em dose tinica (200p]) imediatamente
apos a cirurgia. As feridas foram avaliadas diariamente sob o
ponte de vista clinico e histopatologico até o 6° dia de pés-
operatéric (PO). No 5° dia PO, observou-se um menor
percentual de edema e hiperemia no Grupe Il em relagdo aos
grupos confrole. ao passo gue os valores de drea da ferida e do
percentual de contracdo ndo foram estatisticamente
significativos. A4 avaliacdo histopateldgica do grupo tratado
com POLICAJU demonstrou a presenca de tecido de
granulagdo fibrovascular no & dia PO, enguanto os grupos
conirole apresentavam tecido de granulacdo com padrio
vascular. O ifratamento proposio propiciou sinais flogisticos
menos acentnados (edema e hiperemia) durante o periodo
inflamatorio, compativel com o processo de reparacdo mais
avan¢ado do ponto de vista histopatolégico, sugerindo a
possivel utilizacdo clinica da emulsdo contendo POLICATU.

Palavras-chave: cicatrizacdo, inflamacdo, biomaterials,
polissacariden, Angcardium occidentale L.,
goma do cajueiro.

ABSTRACT

The effect of the polysaccharide from Anacardivm
eccidentale L. gum (POLICAJU) was evaluaied in the

inflammatory phase of the wound healing in Swiss mice (Mus
muvcnlns) (n=90), divided according io the employed
treatment: Group I (NaCl 150mM), Group I (75mg.mi”’
ascorbic acid) and Group LI (emuision containing 150mg.mi”
POLICAIU prepared in 7img.mi ascorbic acid). An aseptic
wound was produced in the dorsal thoracic area and each
wound was freated in a single dese (200nl)} soon after the
accomplishment of the lesions. Daily, the wounds were submitted
to the clinical and histepathological evaluation wuntil the 6th
day of pesioperative (PO). In the 5th day PO, the Group ili
presented the signs oedema and hyperemia, in smaller percentile
than the control groups. The results of area of the wound and
percentile of contraction didn't obtain staiistical significance.
The histopathological evaluation revealed, in the 6th day PO,
that the Group Il presented fibrovascular granulation lissue,
while the control groups presented vascular gramulation fissuve.
The use of POLICAJU prapitiated to the animals of the ireated
group inflammatory signs less acceniuated (oedema and
kyperemia) in the inflammatory period, compaiible with the
normal wound healing process under the point of view
Aistopathological, suggesiing the possible clinical employment
of the POLICAIU emulsion.

Key words: wound healing, inflammation, biomaterials,
polysaccharide, Anacerdinm occidentale L.,
cashew gum.

INTRODUCAO

O processo cicatricial envolve uma complexa
seqiiéncia de eventos celulares e bicquimicos com o
objetivo de restaurar a integridade tecidual apés o
trauma. Este processo caracteriza-se pela homeostase,
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inflamac¢io, formacdo de tecido de granulacio,
reepitelizacdo e remodelacdo da matriz extracelular.
Durante a fase inflamatoéria, sdo observados infiltrados
celulares (neutrdfilos, linfocitos e macréfagos), cuja
participacio é fundamental para regular o processo de
reparacdo, pois secretam citocinas, linfocinas e fatores
de crescimento, que atuam como sinalizadores
moleculares. Os neutréfilos sdo as primeiras células
recrutadas, aparecendo aproximadamente 24 horas apés
a lesdo, com funcdes de fagocitose ¢ debridamento de
tecidos necrosados, para minimizar a possibilidade de
infec¢do ocasionada por patogenos (STEENKAMP, et
al., 2004; PARK & BARBUL, 2004).

Os macréfagos migram ao local da ferida em
cerca de 48 a 96 horas, tornando-se a populagio celular
predominante antes da migragfo e proliferagio dos
fibroblastos. Sua agdo antimicrobiana ocorre devido a
geragdo de radicais reativos, como 6xido nitrico e
perdxido de oxigénio. Uma importante contribuigio dos
macrdfagos para o processo cicatricial € a secrecio de
citocinas e fatores de crescimento, 0s quais ativam e
recrutam outras células envolvidas no processo
cicatricial (outros macrdfagos e linfocitos), regulam a
quimiotaxia e a proliferacio de fibroblastos, a sintese
de colageno, além da migragio e replicagio das células
endoteliais, também envolvidas no processo de
reparacio tecidual (STEENKAMP, et al., 2004; PARK
& BARBUL, 2004).

Para otimizar a reabilitagdo de lesdes, pode-
se utilizar biomateriais, compreendidos como materiais
interativos capazes de estabelecer uma afinidade
apropriada com o tecido vizinho sem indugio de uma
resposta adversa do hospedeiro (RATNER & BRYANT,
2004). Os polissacarideos estimulam o sistema imune
in vitro ¢ in vive e contribuem favoravelmente no
processo cicatricial, podendo ser utilizados como
biomateriais (DIALLO, et al., 2001; UENO, etal., 2001;
KWEON, etal., 2003; SENEL & McCLURE, 2004). O
heteropolissacarideo proveniente da goma do
Anacardium occidentale L. (POLICAJU) vem sendo
utilizado em diversas pesquisas e tem apresentado
resultados terapéuticos satisfatdrios, potencializando,
em estudos preliminares, o processo de cicatrizagio de
lesBes cutdneas em camundongos (SCHIRATQ et al.,
2003; PAIVA, 2003), A

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do tratamento tépico de lesdes cutiineas, em dose
unica, utilizando-se a emulsdo contendo POLICAJU
na evolugio da fase inflamatodria do processo cicatricial
cutdneo, do ponto de vista clinico ¢ histopatoldgico.

MATERIAL E METODOS

A goma de Anacardium occidentale L. foi
coletada no litoral sul do Estado de Pernambuco (Praia
de Tamandaré), Brasil. O POLICAJU foi obtido de acordo

com o método de MENESTRINA et al. (1998). A
emulsio foi formulada adicionando-se acido ascorbico
(1500mg) e POLICAJU (3000mg) 4 4gua destilada estéril
(10ml) e mantida sob agitacdo até completa
solubilizagdo. O pH da emulsio foi ajustado em pH 5,0
adicionando-se NaOH 1N. O volume final foi aferido,
obtendo a emulsio de concentragfio final de 150mg ml?!
de POLICAJU.

Este estudo foi conduzido de acordo com
as normas preconizadas pelo Canadian Council Animal
Care {CCAC) e o protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica de Utilizagio Animal do Centro de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Pernambuco. Foram utilizados 90 camundongos (Mus
musculus) Swiss, fémeas, com 8 a 10 semanasde vida e
pesando 30,0 + 5,0g, procedentes do biotério do
Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-
UFPE), onde os mesmos foram mantidos e
acompanhados durante os 6 dias de experimento em
ambiente com temperatura, umidade e luminosidade
controlados. Os animais foram alimentados com ragdo
especifica para roedores e agua ad libitum.

Para realizagio do procedimento ciriirgico
experimental, os camundongos foram previamente
anestesiados com cloridrato de xilazina 2% e cloridrato
de cetamina 10% (10mg.Kg' ¢ 115mg.Kg™,
respectivamente), por via subcutinea (HALL &
CLARKE, 1991). Apods a anestesia, realizaram-se a
tricotomia e a anti-sepsia da regido dorsal toracica com
iodopovidona e solucdo salina estéril NaCl 150 mM_ A
pele foi demarcada usando-se um molde de papel
adesivo (lecm?), previamente esterilizado e a ferida
cutinea asséptica foi produzida por incisio da pele
com lamina de bisturi nimero 15 e a divulséo da tela
subcutinea foi realizada com tesoura de pontas tipo
romba/romba e pinga de dissecgdo, até sua total
ressecgio.

Apos arealizagdo do procedimento cirlrgico,
0s animais foram aleatoriamente organizados em grupos
{n = 30/grupo), de acordo com o tratamento: Grupo |
(NaCl 150 mM), Grupo I (dcido ascdrbico 75mg.ml) e
Grupo III (emulsdo contendo POLICAJU 150mg.ml ™).
Imediatamente apds a cirurgia cada ferida de cada grupo
foi tratada, com aplicagéo topica, em dose dnica de 200
pl da substincia de acordo com o grupo, € 0 processo
cicatricial ocorreu por segunda intengdo.

Ags feridas foram avaliadas diariamente até
0 6° dia de pds-operatdrio (PO) sob o ponto de vista
clinico, evidenciando-se os sinais flogisticos edema,
hiperemia, presenca de crosta e exsudato, além da,
mensuragio da area, com auxilio de um paquimetro. A
contragio da lesdo foi avaliada através do calculo da
area da ferida, utilizando-se da equagio descrita por
PRATA etal. (1988): A=p. R. 1, onde “A” representa a
area, “R” o raio maior e “r” o raio menor da ferida. O
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calculo do grau de contrag@o da ferida foi expresso
como percentual, assim como o indice de cicatrizacdo,
utilizando-se as equagdes propostas por RAMSEY et
al. (1995): 100 x (Wo — Wi)/Wo =M = DP, onde Wo =
4rea inicial da ferida; Wi = 4rea da ferida no dia da
bidpsia (12,22, 32, 42, 52¢ 62 dias).

Para realizagdo de estudo histopatologico,
os fragmentos de pele foram coletados diariamente e, a
cada dia de bidpsia, cinco animais foram retirados dos
grupos experimentais e, posteriormente, submetidos a
eutanasia por superdosagem com Pentobarbital sodico
(200mg.Kg), via intra-peritonial. As amostras foram
submetidas ao processamento histopatoldgico,
incluidas em parafina e, ap6s microtomia, 0s cortes
foram corados por Hematoxilina Eosina e,
alternativamente, pelo Tricrémico de Masson
(MICHALANY, 1990).

Os resultados obtidos foram expressos
como média * desvio padrido (M + dp), submetidos &
analise de varidncia e ao teste de Tukey, aceitando-se
como estatisticamente significativos os valores
comparados ao nivel de significincia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

As lesdes experimentais dos camundongos
foram avaliadas do ponto de vista clinico ao longo de
seis dias de experimento. A avaliagio macroscopica
das feridas permitiu evidenciar sinais flogisticos menos
acentuados no grupo tratado quando comparados aos
dos grupos controle. O edema, conseqiiente ao
acumulo de fluido e proteinas plasmaticas no espago
extravascular em resposta a acdo de citocinas, foi
observado em todos os grupos estudados. Entretanto,
a sua freqiiéncia foi menor nas lesdes tratadas com
POLICAJU (33%), especialmente no 4° dia de avalia¢o
clinica, comparada aos Grupos 1 ¢ IL(86,67% ¢ 86,67%,
respectivamente). De forma semelhante, a hiperemia
foi observada ao longo de todo o periodo avaliado.
Vale ressaltar que, no 52 e 62 dias de pds-operatodrio, foi
evidenciado um menor percentual no Grupo III (60% e
40%, respectivamente). No mesmo periodo, as lestes
nos camundongos do Grupo I, tratadas com solugio
salina, apresentaram hiperemia em 100% deles.

A partir de 24 horas apos a realizagio das
lesdes experimentais, 100% das feridas em todos os
grupos apresentaram formagio de crosta. No ultimo
dia de avaliacdo, observou-se desprendimento de
crosta em 20% dos animais pertencentes ao Grupo I,
porém as lesGes ndo se encontravam reepitelizadas, o
que nio foi evidenciado nos demais grupos estudados.
No processo de reparagéo tecidual, normalmente, ocorre
desprendimento da crosta quando a cobertura epitelial

estd completa. No caso do Grupo I, o desprendimento
pode ser atribuido a algum fator extrinseco, ja que ndo
havia reepitelizagiio completa do local da lesdo.

As caracteristicas exsudativas da fase
inflamatéria também foram acompanhadas durante o
experimento, No 12 dia de pés-operatdrio, observou-se
exsudato de caracteristica serosangiliinolenta em
24,14%; 13,79% e 20% das feridas dos animais
pertencentes aos Grupos I, II e III, respectivamente.
As feridas tratadas com solugo salina apresentaram
exsudato em suas lesdes ao longo dos primeiros cinco
dias de pos-operat6rio. No entanto, no 6° dia de pos-
operatério, apenas 20% dos animais do Grupo II
(tratado com 4cido ascorbico) apresentaram este sinal
flogistico. E importante ressaltar que ndo foi observada
secregio purulenta em 100% das feridas estudadas, ja
que foram feridas limpas e realizadas cirurgicamente.

A utilizagdo dos polissacarideos como
biomateriais é vantajosa, pois interferem
favoravelmente na resposta imune, assim como no
processo cicatricial. Quando a atividade antitumoral
de polissacarideos (ct-glucana de Ramalina celastri
nativa ¢ sulfatada quimicamente) foi testada in vive
frente ao Sarcoma 180, observou-se que o esquema de
tratamento em doses fracionadas por 10 dias causou
perda da atividade biolégica, por desenvolvimento de
tolerdncia ao principio ativo (STUELP-CAMPELO, et
al., 2002). Por esta razo, optou-se por utilizar uma tnica
aplicagio da emulsdo de POLICAJU. Deve-se ainda
ressaltar que o polissacarideo icido obtido de
Vernonia kotschyana possui efeito estimulante dose-
dependente da fixag3o do complemento em humanos,
além de possuir efeito mitogénico in vitro (NERGARD,
etal_, 2004). KWEON, et al. (2003) avaliando o efeito do
tratamento com o complexo hidrossolivel quitosana/
heparina em feridas cutneas em ratos, observaram que
no 15° dia de pds-operatdrio, as feridas estavam
completamente cicatrizadas com aspecto similar 4 pele
normal. Entre outros fatores, o efeito da quitosana pode
ser atribuido 4 estimulagdo de citocinas (IL-1, IL-6 e
TNF-0) que auxiliam no processo de reparagdo tecidual
(UENQ, el al,, 2001). Foi relatado também que o
polissacarideo de Angelica sinensis possui efeito
cicatrizante em Ulceras gastricas experimentais em ratos
Sprague-Dawley, além de possuir efeito estimulante in
vitro de proliferagdo de células epiteliais gastricas (YE,
etal.,2003).

Alguns polissacarideos, como a quitina e a
quitosana, vém sendo utilizados com fins terapéuticos
em medicina veterinaria, pois atuam como agente
cicatrizante, antimicrobiano e hemostatico, além de
possuir efeito analgésico (SENEL & McCLURE, 2004).
Produtos obtidos do cajueiro (Amacardium
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occidentale) sio bastante populares na medicina
popular, sendo amplamente empregado no tratamento
de doencas inflamatdrias na Nigéria, causando redugio
da sintese de prostaglandinas (90%) na vesicula
seminal em bovinos (OLAJIDE etal., 2004).

Quanto 4 evolugdo da 4rea das lesdes
(Figura 1), no 12 dia de pos-operatdrio, as feridas dos
animais dos Grupos I, Il e I1I apresentavam a drea media
de 2,29 £ 0,4lcm?; 2,32 £ 0,56cm? e 2,45 + 0,43cm?,
respectivamente. Entre o 2¢ e 3¢ dias de pos-operatorio,
foi observado aumento da 4rea das lesfes dos animais
pertencentes a todos os grupos, possivelmente devido
ao aparecimento de crosta e edema. A partir do 4° dia,
observou-se reducfio gradativa das dreas das lesGes.
No 62 dia de pos-operatorio, a drea média das leses
dos animais dos Grupos I, II e III foi respectivamente;
2,15+0,82cm?;, 2,07 £0,57cm? e 2,14 £ 0,48cm?.

Quando os percentuais de contragio das
lesdes foram analisados, observa-se nio haver
contragdo nas feridas do Grupo I (solugio salina) entre
o 12 e 42 dias de pos-operatdrio. Nesse grupo, 5 € 6 dias
apds arealizacio das lesdes, o percentual de contragdo

foi, respectivamente, 2,20% e 15,10%. Nas lesGes
tratadas com 4cido ascorbico (Grupo II), até o 5° dia de
pos-operatdrio, nio ocorreu contragio; apenas no 6°
dia de experimento foi evidenciada contraciio neste
grupo (7,15%). Quando as lestes foram tratadas coma
emulsio de POLICAJU, observou-se contragdo nos 5¢
e 6° dias de experimento, apresentando percentuais de
5,41% e 13,56%, respectivamente.

Os resultados de area da fenida e percentual
de contragio obtidos neste experimento ndo foram
estatisticamente significativos (teste de Tukey), em
relagio ao tratamento utilizado nos grupos
experimentais, o que pode ser explicado pela contragao
da area do tecido de granulagfio, a qual ocorre, em parte,
devido aos miofibroblastos, reduzindo assim o tamanho
da drea lesada. (STEVENS & LOWE, 1996). SCHIRATO
et al. {2002) ndo verificaram diferencas significativas
de area das feridas tratadas com a emulsdo contendo
diferentes concentragdes de POLICAJU até o 7¢ dia de
pos-operatorio. Tal fendmeno € esperado, pois na fase
inflamatéria do processo cicatricial néo ocorre redugio
significativa de drea e do percentual de contragio da
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Figura 1 - Area média das feridas experimentais em camundongos dos grupos | (tratado com NaCl), 1T (tratade com 4cido ascérbico 75

mg.ml') e II (tratado com POLICAJU 150mg.ml").
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lesdo, devido ao pequeno namero de miofibroblastos
no local da ferida.

O aspecto histopatologico das feridas foi
semelhante em todos os grupos entre o 12 ¢ 5° dias. O
1® dia foi caracterizado pela presenga de infiltrados
polimorfonucleares, ocorréncia de angiogénese, além
da existéncia de exsudato e da formagiio de crosta,
ressaltando-se que as crostas dos animais tratados com
a emulsdio de POLICAJU eram mais delgadas se
comparadas as crostas dos grupos controle (solugdo
salina e acido ascorbico) (Figuras 2A ¢ 2B). No 2¢ dia

de pos-operatdrio (Figura 2C), evidenciou-se a presenga
de tecido de granulagio vascular, presenga de infiltrado
de leucocitos polimorfonucleares, neovascularizagio
e crosta. Entre o0 32 ¢ o 5° dias de pds-operatorio,
verificaram-se ainda intimeros fibroblastos na derme e
presenca de neovascularizagfio (Figura 2D).

As principais diferencas foram observadas
no 62 dia quanto as caracteristicas do tecido de
granulagio, o qual apresentava um padrdo vascular
nas feridas dos Grupos [ e II. Nas feridas tratadas com
emulsdo contendo POLICATU (Grupo ITI) observou-se a

Figura 2 - Aspectos histopatolégicos das feridas em camundongos. Tricrémico de Masson. A (100X), Grupo 1 (tratado com NaCl), 1°
dia de pés-operatdrio (PO); B (40X), Grupo III (tratade com POLICAJU 150 mg.mi"), 12 dia de PO; C (100X), Grupo [, 2¢
dia de PO; D (400X), Grupo I, 3¢ dia de (PO); E (40X), Grupo I (tratado com #cido ascérbico 75 mg.ml'), 6¢ dia de PO e
F (100X}, Grupo III, 6° dia de PO. Percebe-se em A e B presenga de neovascularizacio, crosta ¢ infiltrado de leucdcitos
polimorfonucleares. Em C, hi tecido de grarulacio de padrio vascular e crosta cspessa. Em D ¢ E evidencia-se tecido de
granula¢do de padrdo vascular, iniimeros fibroblastos na derme e neovasculariza¢io. Em F, nota-se presenca de tecido de
granulaglo fibrovascular, presenca de trabéculas de tecido conjuntivo ocasionando areas de tragdo no tecido. ¢ - crosta; gv —
tecido de granulagiio vascular; n - neovascularizagéio; gf - tecido de granulagio fibrovascular; i-infiltrado de leucécitos

polimorfonucleares; — - fibroblasto.
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existéncia de tecido de granulacio fibrovascular e presenca
de trabéculas de tecido conjuntivo, ocasionando areas
de tensdo no tecido (Figuras 2E e 2F).

PAIVA (2003), utilizando emulsdes aplicadas
de forma tépica, contendo diferentes concentragoes
de POLICAJU em lesdes experimentais em
camundongos, para avaliar a progressio do processo
reparativo (até o 12¢ dia), evidenciou sinais flo gisticos
menos intensos nos grupos tratados comparados aos
controles. No 7¢ dia de pos-operatorio, também
observou a presenca de tecido de granulagio de padrdo
fibrovascular e intensa angiogénese especialmente no
grupo tratado com a emulsio contendo POLICAJU na
concentragio de 150 mg.ml”. No 12¢ dia de pos-
operatorio, foi observada a formagdo de tecido de
granulagdo fibrovascular e a presenca de tecido fibroso
com pobre organizagio de fibras coligenas nos grupos
tratados com solucfio salina e acido ascérbico
(controles). J4 as feridas tratadas com a emulsdo
POLICAJU 150mg.ml", demonstraram, neste periodo,
tecido de granulagdo com fibras colagenas bem
organizadas e total reepitelizacio.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se
concluir que a emulsio contendo POLICAJU 150 mg.ml
favorece a resolugdo do periodo inflamatério,
considerando as caracteristicas de sinais flogisticos
menos intensos e a presenga de tecido granulagdo
fibrovascular ¢ fibras coldagenas, em relagdo aos
grupos controle (tratados com NaCl e acido ascorbico
75mg.ml™).
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11.APENDICES

Apéndice 01: Ficha de avaliagdo clinica.
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