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RESUMO

Doci, R.S.A., Efeitos farmacoldgicos da triancinolona associada a cola cirdrgica na
cicatrizagao de feridas cutaneas em ratos Wistar.

Introducéo: A cola cirargica de 2-octil-cianoacrilato € amplamente utilizada no
fechamento de feridas cirdrgicas cutéaneas. Entretanto, efeitos colaterais como
dermatite de contato, deiscéncia e alteracdes de cicatrizes sdo comuns e provocadas
pelo proprio polimero. Os corticoides exdgenos sdo amplamente empregados por suas
propriedades anti-inflamatéria e imunomoduladora. Objetivos: Avaliar macro e
microscopicamente os efeitos farmacolégicos do corticoide acetonido de triancinolona
(AT) incorporada a cola cirargica 2-octil-cianoacrilato (C+AT) na fase inicial do processo
de cicatrizacao de ferida cirdrgica em ratos Wistar. Material e Método: O corticoide de
AT foi adicionado a cola cirargica (C) e caracterizada fisico-quimicamente por diferentes
métodos como Ensaio de Liberacdo (EL), Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Andlise Termogravimétrica (TG), Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Através
dos estudos in vivo os efeitos do processo de cicatrizagao, da cola ou C+AT no mesmo
rato foi avaliado pelas analises macroscopica e microscopicas (histologia e imuno-
histoquimica) no periodo de 7 e 14 dias pos-operatério. Resultados: O EL mostrou
liberacdo do AT adicionado a cola nas concentracdes de 5mg/mL, 10mg/mL e 20mg/mL
até 120h. No FTIR observou-se que nao houve interacdo entre as moléculas de AT e a
cola, porém, identifica a presenca do farmaco na concentracdo de 20mg/mL, eleita para
a fase in vivo. A analise de TG mostrou que a adicdo do corticoide AT a cola néo alterou
a resisténcia térmica desse polimero, assim como o ensaio de DSC nao alterou os
eventos térmicos da cola para causar uma instabilidade, podendo coexistir de forma
segura. Entretanto, na MEV, houve uma perda na homogeneidade da cola. Nos estudos
in vivo, macroscopicamente, ndo houve alteracdo da coaptacdo das bordas, secrecéo,
deiscéncia, infeccdo ou diferenca na cicatrizacdo de todos os ratos que mantiveram o
curativo. Na histologia, com a coloracdo de Hematoxilina-eosina 0s seguintes
parametros foram significativamente diferentes (p<0,05): menor fibrose no tratamento
C+AT (14 dias); menor neovascularizacdo no C+AT (7 dias); maior presenca de
macréfagos no tratamento C+AT (14 dias) e maior presenca de neutréfilos no
tratamento C+AT (7 dias). JA com a coloracdo de Tricrobmico de Masson, as fibras
coldgenas foram mais expressivas no tratamento C+AT (7 e 14 dias, p>0,05). A analise
imuno-histoquimica ndo obteve resultado estatisticamente diferente, porém, com o
marcador CD68 foi observado um discreto aumento de macréfago no tratamento C+AT
(7 e 14 dias); com o marcador a-SMA foi observado mais miofibroblastos no tratamento
C+AT (7 dias) e menos no C+AT (14 dias) e aumento discreto da presenca de
fibronectina no tratamento C+AT (7 e 14 dias). Conclusao: A combinacéo de 2-octil-
cianoacrilato com triancinolona tem potencial promissor na medicina translacional e
pode ser um novo biomaterial a ser considerado para novos testes pré-clinicos e
clinicos, ja que ndo houve alteragdes nas caracteristicas quimico-fisicas, nos testes
realizados. Além da confirmacdo dos efeitos anti-inflamatério e imunomodulador do
corticoide, atenuando a fase inflamatéria da cicatrizacdo, e proporcionando um
remodelamento adequado da matriz extracelular e recomposicéo da atividade funcional
do tecido.

Palavras-chave: Corticoide. 2-octil-cianoacrilato. Biomateriais.



ABSTRACT

Doci, R.S.A., Pharmacological effects of triamcinolone associated with surgical glue on
wound healing in Wistar rats.

Introduction: The surgical glue of 2-octyl-cyanoacrylate is widely used in the closure of
cutaneous surgical wounds. However, side effects such as contact dermatitis,
dehiscence, and scar alterations are common and caused by the polymer itself.
Exogenous corticosteroids are widely employed for their anti-inflammatory and
immunomodulatory properties. Objectives: To evaluate macroscopically and
microscopically the pharmacological effects of the corticosteroid triamcinolone
acetonide (TA) incorporated into 2-octyl-cyanoacrylate surgical glue (C+TA) in the initial
phase of the surgical wound healing process in Wistar rats. Material and Methods: TA
corticosteroid was added to the surgical glue (C) and characterized physicochemically
by different methods such as Release Assay (RA), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), Thermogravimetric Analysis (TGA), Differential Scanning
Calorimetry (DSC), and Scanning Electron Microscopy (SEM). Through in vivo studies,
the effects of the healing process, glue, or C+TA on the same rat were evaluated by
macroscopic and microscopic analyses (histology and immunohistochemistry) on
postoperative days 7 and 14. Results: RA showed release of TA added to the glue at
concentrations of 5mg/mL, 10mg/mL, and 20mg/mL up to 120h. In FTIR, it was
observed that there was no interaction between TA molecules and the glue, however,
the presence of the drug was identified at a concentration of 20mg/mL, chosen for the
in vivo phase. TGA analysis showed that the addition of TA corticosteroid to the glue did
not alter the thermal resistance of this polymer, as well as the DSC assay did not alter
the thermal events of the glue to cause instability, being able to coexist safely. However,
in SEM there was a loss of glue homogeneity. In the in vivo studies, macroscopically,
there was no alteration in the coaptation of the edges, secretion, dehiscence, infection,
or difference in the healing of all rats that maintained the dressing. In histology, with
Hematoxylin-eosin staining, the following parameters were significantly different (p
<0.05): less fibrosis in the C+TA treatment (14 days); less neovascularization in C+TA
(7 days); a higher presence of macrophages in the C+TA treatment (14 days) and higher
presence of neutrophils in the C+TA treatment (7 days). With Masson's Trichrome
staining, collagen fibers were more expressive in the C+TA treatment (7 and 14 days,
p> 0.05). Immunohistochemical analysis did not yield statistically different results,
however, with the CD68 marker, discrete increase in macrophages was observed in the
C+TA treatment (7 and 14 days); with the a-SMA marker, more myofibroblasts were
observed in the C+TA treatment (7 days) and less in the C+TA (14 days) and a discrete
increase in the presence of fibronectin in the C+TA treatment (7 and 14 days).
Conclusion: The combination of 2-octyl-cyanoacrylate with triamcinolone has
promising potential in translational medicine and may be a new biomaterial to be
considered for new preclinical and clinical tests, since there were no alterations in the
physicochemical characteristics in the tests performed. In addition to confirming the anti-
inflammatory and immunomodulatory effects of the corticosteroid, attenuating the
inflammatory phase of healing, and providing adequate remodeling of the extracellular
matrix and recomposition of tissue functional activity.

Keywords: Corticosteroid. 2-octyl-cyanoacrylate. Biomaterials.
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1. INTRODUCAO

1.1 Estrutura da pele e anexos cutaneos

A pele é o maior 6rgéo do organismo humano, desempenhando um papel vital
na defesa contra atrito, evaporacao de liquidos, exposicao a radiacdo ultravioleta e
entrada de microrganismos. Além disso, desempenha uma funcéo significativa no
controle da temperatura corporal e na sensacao tatil, pressao, frio e calor. A Figura 1
representa a pele composta por duas camadas: a epiderme mais superficial que
também apresenta uma camada cOrnea queratinizada, e a derme que contém o0s
anexos cutaneos (Junqueira; Carneiro, 2017). A derme, além dos anexos cutaneos
(glandulas sebacea e sudoripara, além foliculo piloso), possui terminacdes nervosas,
redes vasculares, fibras coldgenas e elasticas, musculo eretor do pelo, além do
sistema de receptores sensoriais de tato e vibragbes (Corpusculo de Meissner),
representados na Figura 2. O fornecimento sanguineo da pele é restrito a derme e é
composto por um plexo profundo conectado a um plexo superficial. Esses plexos
seguem uma trajetoria paralela a superficie da pele e sdo conectados por vasos
comunicantes organizados perpendicularmente (Rivitti, 2014). Subjacente a pele

encontra-se um tecido adiposo, o subcutaneo.

Figura 1 - Esquema das estruturas das camadas e anexos cutaneos na pele humana.
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Fonte: Xavier (2022).
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Figura 2 -Histologia (HE) da pele apresentando as camadas cérnea, epiderme, derme

€ anexos cutaneos.
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Fonte: Abrahamsohn; Freitas et al. (2020).

1.2 Componentes imunolégicos da pele

O sistema imunologico da pele apresenta células especializadas tanto na
epiderme quanto na derme (Fig. 3). Na epiderme, os queratindcitos desempenham
um papel crucial como as primeiras linhas de defesa, expressando uma ampla
variedade de PRR (Receptores de Reconhecimento de Patdgenos), como TLR
(Receptor Toll-like) (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5 e TLR-6), juntamente com lectinas
de tipo c. Essas células também liberam diversas citocinas pré-inflamatérias e
péptidos antimicrobianos (AMP). Os queratinécitos tém a capacidade de identificar
PAMP (Padrbes Moleculares Associados a Patdgenos) por meio de PRR,
desencadeando inflamacdo e secretando interleucinas (IL-1), interferon (IFN),
citocinas, fatores de crescimento, quimiocinas e defensinas. Adicionalmente, podem
expressar o complexo principal de histocompatibilidade MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade) classe Il, apresentando antigenos. Células de Langerhans,
predominantemente localizadas na camada espinhosa da epiderme, séo ricas em
moléculas MHCII (Martelli et al., 2021). Linfocitos T CD8, situados na camada basal,
atuam de forma citotoxica na eliminacdo de células infecciosas ou neoplasicas,
desempenhando um papel crucial no controle de infecgdes, lisando células infectadas

por virus, protozoarios e alguns fungos (Cruvinel et al., 2010).
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Na derme ha uma concentracao significativa de linfocitos, estimada como superior
ao numero de células na circulacdo sanguinea. As células dendriticas CD1+ assumem
uma posicao destacada como as principais células imunes na derme, apresentando
antigenos e desencadeando a resposta primaria das células T nos ganglios linfaticos.
Elas também produzem uma quantidade consideravel de interferon tipo | em resposta
ao reconhecimento de acidos nucleicos virais. As células T sdo direcionadas a derme
pelo antigeno leucocitario cutdneo (CLA - Antigeno Leucocitario Cuténeo). Os
subconjuntos principais de células T incluem CD4+, Thl, Th2 e Thl7. Embora os
macrofagos (CD14+) sejam escassos na derme, os mondcitos, que se diferenciam
rapidamente em macrofagos, sao eficientemente recrutados apéds lesdes ou
inflamacgdes. As células Natural Killers (NK) desempenham um papel na eliminacéo
de células infectadas por virus e células cancerosas, apresentando citotoxicidade nao
restrita por MHC. Os mastécitos (MC) também desempenham um papel crucial na
resposta inflamatéria a agentes patogénicos, agindo como células sentinelas capazes
de reconhecer sinais de perigo por meio de TLR e liberando rapidamente mediadores
da inflamagcdo, como histamina, leucotrienos, prostaglandina, citocinas pro-
inflamatorias e imunomoduladoras (IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, GM-CSF, IL-4, IL-10, IL-13),
além de atuarem como células apresentadoras de antigeno MHC Il (Martelli et al.,
2021). Os fibroblastos, principais células envolvidas na cicatrizacdo, tém como
principal funcdo a manutencdo da integridade do tecido conjuntivo, sintetizando
componentes da matriz extracelular (Junqueira; Carneiro, 2017).

Figura 3 - Esquema das camadas e células da pele.
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Fonte: Martelli et al. (2021).
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1.3. Fases da cicatrizacéo da pele

O processo de cicatrizacdo da pele ap6s um ferimento, pode afetar sua
fisiologia, em especial se acometer a camada dérmica (Isaac et al., 2010). Essa
cicatrizacdo consiste em processos organizados da cascata de eventos celulares e
bioquimicos que interagem para o reparo do tecido lesionado (Campos; Borges-

Banco; Groth, 2007). A Figura 4 representa as fases da cicatrizacdo e deposicao dos
componentes da matriz cicatricial ao longo do tempo.

Figura 4 - Fases da cicatrizacdo e deposicdo dos componentes da matriz cicatricial
ao longo do tempo.
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Fonte: Carvalho (2021).

A etapa inflamatdria € uma resposta local ndo especifica que se desencadeia
em decorréncia de lesdes teciduais, surgindo imediatamente apés o trauma ou a
lesdo. Nesse estagio, observa-se vermelhidao (rubor), dor, aumento da temperatura
local e inchago (edema) na regido afetada. Essa fase pode persistir por cerca de 72
horas e € marcada pelo aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos, migracao
de células brancas do sangue, como neutréfilos e macréfagos, para o local da leséo,

e liberacdo de mediadores quimicos. A fase proliferativa, que tem inicio durante a fase
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inflamatoria, é caracterizada por uma atividade celular intensa na regido afetada e
pode se estender por um periodo de 1 a 14 dias. Durante essa fase, ocorrem
processos como formacdo de novos vasos sanguineos, producdo de coladgeno e
regeneracao do tecido epitelial, além de um aumento na presenca de macréfagos M2,
que liberam citocinas com propriedades anti-inflamatoérias para regular o processo de
cicatrizacdo. Durante esse estagio, a atividade inflamatoria diminui, porém a ferida
continua apresentando vermelhiddo e inchago. Esse periodo € conhecido também
como fase fibroblastica. A fase de remodelacdo tem inicio aproximadamente no 21°
dia e pode estender-se por até 6 meses. Durante essa fase, ha uma reducdo na
guantidade de fibroblastos, ocorre reorganizacao das fibras de colageno e diminuicdo
da vermelhiddo do tecido. O tecido cicatricial formado anteriormente passa por um
processo de remodelacdo, com realinhamento das fibras para aumentar a resisténcia
do tecido e reduzir a espessura da cicatriz, o que contribui para minimizar
deformidades (Carvalho, 2021).

Alguns pesquisadores classificaram de uma forma mais completa, dividindo o
processo em cinco fases principais: coagulacao, inflamacéo, proliferacdo, contracao
da ferida e remodelagcdo. Em um determinado periodo as fases coincidem e
acontecem simultaneamente, permitindo assim, o sucesso da cicatrizacao (Fazio et
al., 2000).

1.4. Corticoides

Os corticoides também chamados de corticosteroides ou glicocorticoides, sédo
moléculas que o organismo sintetiza para regular muitos mecanismos fisiolégicos
imunes e metabdlicos. Os corticoides exdgenos sao amplamente empregados por
suas propriedades anti-inflamatéria e imunomoduladora (Campagnolo et al., 2008).

Os corticosteroides atenuam a inflamacéo por meio de diversos mecanismos
celulares e moleculares. Suas influéncias sobre as células inflamatoérias
compreendem: desencadeamento de apoptose, supressao de citocinas e inibicdo da
migracgéao celular (Torres; Insuela; Carvalho, 2012).

Na figura 5 esta representado os efeitos dos corticoides mediados por
receptores de glicocorticoides (RG), designados como tipo 1 (mineralocorticoides) ou
tipo 2 (corticosteroides). Os receptores do tipo 1 estdo localizados principalmente no

figado e em diferentes regibes do Sistema Nervoso Central (SNC), sendo
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responsaveis pela regulacédo basal da atividade adrenocortical. Os receptores do tipo
2 estdo presentes em quase todas as células do organismo e irdo mediar as principais

acOes dos corticoides localizados principalmente no citoplasma das células.

Figura 5 - Esquema do mecanismo de acao dos glicocorticoides.
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A ativacao da transcricdo de genes codifica proteinas que levardo aos efeitos
metabdlicos, enquanto a repressdo da transcricdo codifica citocinas (moléculas
regulatérias que participam dos processos inflamatérios e sistema imune), que
resultardo em ac¢Bes anti-inflamatoérias e imunossupressoras; estes ndo sao efeitos
imediatos, surgindo apés varias horas ou dias (Vasconcelos, et al. 2019).

Os corticoides topicos podem ser usados para tratar exacerbacfes de dermatite
de contato alérgica por seus efeitos anti-inflamatorio e imunomodulador, mas devem
ser evitados no tratamento a longo prazo devido aos efeitos colaterais (Nassau et al.,
2019).

As formas de administracdo dos corticoides descritas na literatura sao
inUmeras, dentre elas: via oral, intramuscular, endovenosa, inalatéria e intralesional,
porém, os estudos existentes ndo sdo suficientes para a determinacdo da
superioridade entre diferentes corticoides, a dose e a melhor forma de administracéo
(Mishra; Rosen; Murry, 2000, Li et al.,

(AT) tem um efeito empirico, formula de C24H31FOs € um peso molecular de 434,50

2011). O corticoide acetonido de triancinolona

Da. A duracao prolongada da acdo da AT é devido ao fato de que é uma forma
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insoluvel e, portanto, age como depdsito quando injetado. A meia-vida biologica de
administracdo parenteral € de 18-36h. Os niveis séricos ap0s a injecdo, sao
praticamente indetectaveis (Caceres-del-Carpio et al., 2015).

A injecéo intralesional de acetonido de triancinolona (AT) tem sido defendida e
empregada de forma segura e com sucesso como base do tratamento para queloides
e cicatrizes hipertroficas desde a década de 1960 (Berman; Bieley,1995). Quando
administrado isoladamente, a taxa de resposta das injecOes intralesionais de
corticoides é altamente variavel, variando em relatérios publicados entre 50% e 100%,
enquanto manifesta uma taxa de recorréncia entre 9% e 50%. (Grumbine;
Dobrowolski; Bernstein, 1998) (Abdel-Fattah, 1976). Taxas mais altas de sucesso
foram observadas quando as injecdes intralesionais de AT foram combinadas com
outras terapias, como cirurgia, cobertura de gel de silicone e terapia de pressao
localizada (Fredman; Tenenhaus, 2013).

A sindrome de Cushing resultante de AT intralesional, como efeito colateral, foi
relatada inUmeras vezes na literatura. A literatura publicada sugere que o AT
administrado dentro das recomendacdes mais recentes ndo parece colocar 0s
pacientes adultos em risco aumentado de desenvolver a sindrome de Cushing. A
dosagem intralesional ndo deve exceder 30 mg por més em criancas (Fredman;
Tenenhaus, 2013).

Embora diversas preparacdes estejam disponiveis, as triancinolonas
apresentam caracteristicas fisicas mais aceitaveis. A absorcdo sistémica e o0s
consequentes efeitos adversos raramente sdo um problema devido a baixa dosagem
administrada. Os efeitos adversos locais, cujo mais proeminente € a atrofia, nas
injecdes intralesionais, dependem da dosagem da preparagdo, da quantidade
utilizada, da area do corpo e da condi¢do da pele a ser tratada (Callen, 1981).
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1.5. Biomaterial para fechamento da ferida cirdrgica

A intervencdo cirargica é fundamental para o tratamento de varias condices
que impactam a saude, e sua relevancia no ambito da saude publica global é
inquestionavel. Evidéncias indicam que aproximadamente 11% dos anos de vida
perdidos devido a incapacidade podem ser mitigados por meio da cirurgia (Meara et
al., 2015). Nesse contexto, a pele € o primeiro e o Ultimo érgdo a ser abordado num
procedimento cirdrgico, necessitando de cuidados pés-operatoérios, a fim de evitar
complicacBes como deiscéncia e infeccao do local.

A técnica de sutura com fios agulhados ainda € amplamente empregada para
o fechamento de feridas cirtrgicas devido a sua seguranca e eficacia comprovadas
(Dumville et al., 2014) (Fig. 6). No entanto, € comum que esses fios precisem ser
removidos durante o periodo pds-operatorio, pois sua presenca pode aumentar o risco

de infeccBes na pele (Rufai et al., 2016).

Figura 6 - Fio de sutura agulhado de Nylon.

Fonte: Shalon (2022).

Utilizada como uma alternativa para o fechamento de feridas, a cola cirtrgica
de cianoacrilato é uma substancia quimica com propriedades bactericidas e
bacteriostaticas, desenvolvida durante a Segunda Guerra Mundial e sintetizada em
1949, mas somente na década de 60 comecou a ser empregada em procedimentos

cirurgicos (D’Assumpcéao, 2008).
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A acao da cola cirdrgica ocorre por meio de polimerizacéo, desencadeada pela
exposicao a anions provenientes da umidade da pele ou do exsudato da ferida. Os
mondmeros de 2-octil-cianoacrilato polimerizam rapidamente em uma reagao
exotérmica, aderindo ao epitélio mais superficial e formando uma barreira de agua
sobre as bordas da ferida, criando uma ponte de cianoacrilato que permite a
cicatrizacdo continua da ferida. Isso resulta na formacdo de uma crosta sobre a
superficie aplicada, mantendo os tecidos conectados (Perera et al.,, 2023). O
cianoacrilato de 2-octil também demonstrou possuir atividade antimicrobiana
intrinseca contra bactérias gram-positivas (incluindo Staphylococcus aureus
resistente a meticilina) e bactérias gram-negativas ndo-pseudomonas (Rushbrook et
al., 2014).

Por estes motivos, alguns procedimentos cirdrgicos vém substituindo a sutura
tradicional pelas colas (adesivas) de cianoacrilato, evidenciado na Figura 7
(Barbalinardo et al., 1986; Carvalho; Marchi, 2013; Mobley; Hilinski; Toriumi, 2002;
Shapiro, Dinsmore, North; 2001, Kemper et al., 2015).

Entre as suas vantagens, destacam-se a praticidade de sua execucéo e a
dispensa de retorno para remoc¢édo do fio de sutura (Dumville et al.,, 2014). Os
resultados estéticos, no entanto, sédo controversos, tendo sido descritas também
complicac@es locais, incluindo maior possibilidade de deiscéncias, quando comparada
as suturas tradicionais (Dumville et al., 2014; Bowen et al., 2014).

Figura 7 - Dermabond® Cola cirdrgica na apresentacdo de 0,5mL da Ethicon.
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Fonte: Dermabond® (2022).
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Para a maioria dos pacientes, os adesivos meédicos sdo bem tolerados e
preferiveis aos métodos que requerem cuidados de acompanhamento mais
frequentes. Em uma minoria selecionada de pacientes, entretanto, pode ser
observada sensibilizacdo e subsequente dermatite de contato alérgica (Hivnor;
Hudkins, 2008).

1.6. Bases cientificas para formulagdo de um novo Biomaterial

Conhecer cada ativo isoladamente, sua eficacia e seguranca é fundamental
para a escolha e formulacdo de um novo biomaterial e consequentemente, avaliar a
caracterizacao e interacao desses ativos como um novo composto.

Um estudo prospectivo, randomizados com 151 pacientes, elegiveis para 133
foram divididos para uso da cola cirargica (2-octil-cianoacrilato) e fio de sutura
monofilamentar. Nao houve diferenca no escore cosmético nem nas complicacées no
intervalo de 6 meses ou 1 ano. A cola cirirgica € eficaz e confidvel no fechamento da
pele para cirurgia de mama, com resultados semelhantes aos da sutura padréo, A
satisfacdo do paciente e o tempo de aplicacdo foi estatisticamente significativo no
grupo da cola, além de menor custo com o cuidado, nesse intervalo de tempo (Gennari
et al., 2004).

Um outro estudo prospectivo randomizado investigou se a administragéo local
do agente anti-inflamatério triancinolona poderia prevenir o acumulo de seroma,
principal complicagdo na abdominoplastia, e pode representar um processo
inflamato6rio em resposta ao trauma cirdrgico. A administracao local de 80 mg de
triancinolona reduziu significativamente o acumulo de seroma pés-abdominoplastia.
Sob tratamento com triancinolona, foram observados niveis suprimidos de IL-6 e
MMP-9 no fluido seroma. Notavelmente, a supressdo de marcadores inflamatoérios
correlacionou-se clinicamente com uma diminuigdo ao acumulo de seroma (Anker et
al., 2021).

Burusapat e colaboradores (2021) também realizaram um estudo prospectivo,
randomizado e controlado com pacientes que apresentaram queloides apds a
perfuracdo da orelha, dividindo-os em grupos com injecdo imediata ou tardia de AT
apos a excisao intraqueloidal. Os autores concluiram que a injecdo imediata de AT é

uma opc¢ao aceitavel para o tratamento do queloide auricular, pois foi associado a uma
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taxa de recorréncia menor do que com a injecdo tardia e nao resultou em
complicacoes.

Nessa mesma linha, Kauh et al. (1997) fizeram um estudo prospectivo e
controlado em seis pacientes com queloides nao tratados previamente. Trés foram
tratados com 10 mg/mL de AT imediatamente ap0s a excisdo do queloide (grupo
experimental); os outros trés pacientes ndo foram tratados com AT até 2 semanas
apos a excisdo (controle). Os autores concluiram que a regulacdo negativa da
expressdo do gene do colageno tipo | € provocada pela injecdo imediata de AT apds
a excisdo do queloide, sugerindo que a prevencdo do crescimento recorrente de
gueloide é possivel se a excisao cirurgica for acompanhada por injecdo imediata de
AT no leito da ferida e que a cicatrizagdo da ferida n&o seja aparentemente
comprometida pela inibicdo da expresséo do gene do colageno tipo I.

1.7. Justificativa

Atualmente, pesquisas com sistema de liberacdo modificada de farmacos,
sendo veiculados por biomaterial tém alcancado interesse clinico, com maior potencial
terapéutico e maior adesédo ao tratamento (Manadas, et al., 2002). Neste sentido, vale
ressaltar que os biomateriais envolvem um campo multidisciplinar, podendo ser
utilizados isoladamente ou associados a farmacos ou com interacdo celular, que
possam cumprir 0S requisitos para proceder aos tratamentos necessarios
individualizados.

A procura por biomateriais associados a farmacos tem crescido
exponencialmente e, muitas vezes, faltam evidéncias clinicas, o que justifica a
originalidade e importancia deste estudo em analisar clinicamente a associagéo de
um corticoide sintético incorporado a cola cirargica de 2-octil-cianoacrilato, ambos
autorizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). E de suma
importancia clinica um estudo comparativo que analisa desde a compatibilidade
guimico-fisica do biomaterial associado ao farmaco (estudo in vitro) até os resultados
in vivo, com um estudo pré-clinico, em animais, avaliando a existéncia de alteracdo
na fase inicial da cicatrizacdo. Dessa forma, 0 novo composto podera tornar-se um
grande diferencial na aplicacao clinico/cirurgico-terapéutico, evidenciando o aspecto
biotecnolégico do presente estudo.
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O intuito deste estudo, alcancando a pesquisa translacional € demonstrar que
a combinacdo de wuma cola cirdrgica (2-octil-cianoacrilato) associada ao
corticosteroide AT potencializa o processo cicatricial de feridas cirdrgicas
intradérmicas em sua fase inicial, diminuindo o processo inflamatério, porém sem
interferir no processo de cicatrizacao final, além de promover menores complicacdes
pos-cirdrgicas, como deiscéncia, dermatite de contato e aumento inadequado de

formacgé&o de colageno causando cicatrizes inestéticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos farmacolégicos do corticoide acetonido de triancinolona
associada a cola cirdrgica comercial no processo cicatricial de feridas cutaneas
induzidas em ratos Wistar machos.

2.2 Especificos

- Caracterizar o biomaterial, a cola cirargica comercial (2-octil-cianoacrilato)
incorporado com o corticoide acetonido de triancinolona.

- Avaliar a existéncia de cinética de liberacdo modificada da acetonido de triancinolona
veiculada a cola cirargica comercial.

- Avaliar a evolucéo do processo cicatricial de lesdes de pele, contralateral, no dorso
de ratos Wistar machos, através de estudo pré-clinico.

- Avaliar macro e microscopicamente (analises histolégicas e imuno-histoquimicas) a

cicatrizagéo da ferida cutanea superficial.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Farmaco, Produto e Reagentes

A cola cirargica (2-octil-cianoacrilato) comercial foi adquirida da Empresa
Johnson & Johnson, marca Dermabon® Ethicon, lote RGBACA e validade 31/05/2023.

Cada frasco da cola cirargica tem o volume de 0,5mL. O corticoide acetonido de
triancinolona (AT) em po, foi doado pela Empresa Phito Férmulas — Sorocaba/SP,
adquirido da Lepuge Insumos Farmacéuticos Eireli, com certificado de analise, lote
BD-09-191201 e validade 14/12/2023. Todos 0s reagentes e sais com alto grau de
pureza foram obtidos dos laboratérios (Sigma-Aldrich, Synth e Labsynth).

3.2. Animais

Os animais utilizados foram 20 ratos Wistar machos, com idade aproximada de
3 meses, pesando entre 200 e 250gq, fornecidos pelo Biotério da FCMS—-PUC/SP. Os
animais foram mantidos em gaiolas abastecidas com agua e racdo ad libitum, em
ambiente com temperatura constante e iluminacéao controlada (12h com luz e 12h sem
luz). O projeto foi aprovado em 27/02/2022 pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FCMS — PUC/SP, protocolo n°2022/132 (ANEXO A), de acordo com 0s
preceitos da Lei n°11.794 (8 de outubro de 2008), do Decreto n°6.899 (15 de julho de
2009) do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.3. Caracterizacado da cola cirargica associada a AT

3.3.1 Ensaio de Liberacéo

O ensaio de liberagdo foi realizado em duplicata, com trés concentragcdes
diferentes de corticoide, filmes de 5mg/mL (2,5mg de AT), 10mg/mL (5mg de AT) e
20mg/mL (10mg de AT). As amostras foram imersas em tubos Falcon com 6 mL de
solucéo tampéao fosfato-salino (PBS) 0,01M e mantidas a 37°C em banho termostatico.
Em seguida, as aliquotas de 3 mL foram coletadas inicialmente ap6s 1, 9, 20, 30, 40,
50, 60 min, seguidas por coletas em 2, 3, 4 e 5h. Ap0Os essa etapa inicial, as aliquotas
foram coletadas a cada 24h até completar 120h de ensaio. A quantidade retirada em
cada aliquota foi de 3mL e reposta com solucdo de PBS apds cada coleta.
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As amostras coletadas foram analisadas em um espectrofotdmetro da marca
Femto, modelo Cirrus 80, no comprimento de onda de 274 nm. A partir da absorbancia
obtida para cada amostra, calculou-se a quantidade de AT liberada em cada intervalo
de tempo. Para este célculo, utilizou-se uma curva de calibracdo com o farmaco em
teste, obtendo-se um valor na concentracdo em cada tempo. Os resultados foram
somados, apés serem divididos por dois e subtraidos do tempo anterior, gerando a

concentracéo final (Figura 8).

Figura 8 - Esquema do calculo de liberagdo de farmaco AT no filme 2-octil-

cianoacrilato.

Aliquota analisada (3 mL) Aliquota analisada (3 mL)

= Adigdo de ~— e Adicdo de
3mL de PBS 3dee PBS

Até 120h
de analise

Amostra com Amostra com Amostra com
6 mL de PBS 3 mL de PBS 3 mLde PBS

Concentragdo = C1 Concentragdo = C1/2

Célculo para liberagéo do farmaco: C1 + (C2-C1/2) + C2 (C2-C3/2) +C3 (C3-C4/2) e assim por
diante. Fonte: Proprio Autor.

3.3.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada De Fourier (FTIR)

As amostras de cola pura (C), AT puro e cola modificada (C+AT) nas
concentragbes de 2,5mg (5mg/mL), 5mg (10mg/mL) e 10mg (20mg/mL) foram
analisadas em um equipamento de espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier, com modo ATR (Attenuated Total Reflectance), Spectrum 65 (Perkin
Elmer). Os espectros de absorcédo foram obtidos na faixa de 4000 cm™ a 600 cm™,

com resolucéo de 4 cm* e com 32 scans de varredura.
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3.3.3 Andlise Termogravimétrica (TG)

A estabilidade térmica das amostras foi avaliada utilizando o equipamento TA
Instruments modelo Discovery TGA 55. As amostras com massa de aproximadamente
10mg foram submetidas ao aguecimento na faixa de temperatura de 25 a 700°C, com

uma razdo de aquecimento de 10°C/min sob atmosfera de nitrogénio.

3.3.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A analise de calorimetria exploratoria diferencial foi realizada utilizando o
equipamento TA Instruments modelo Discovery DSC 25. As amostras com massa de
aproximadamente 7 mg foram submetidas ao aquecimento no intervalo de 25°C até

250°C, com razédo de aquecimento de 10°C/min sob atmosfera de nitrogénio.

3.3.5 Analise microscopica da cola cirdrgica associada a AT por microscopia
eletronica de varredura (MEV)

As amostras em duplicata foram fixadas em solucdo Karnovsky (2,5% de
glutaraldeido + 2% de paraformaldeido em tampéo cacodilato de sédio a 0,2 M,
acrescido de 18uM de cloreto de calcio, pH 7,4) a 4°C por pelo menos 2 horas,
submetidas a tratamento para assumir eletrondensidade com tetroxido de 6smio a 1%
por 1 h. Em seguida, foi realizada a desidratacdo em séries crescentes de etanol até
a concentracdo de 100% e secagem equivalente a ponto critico utilizando séries
crescentes de etanol e hexametildizilazano (HMDS) até secagem final a temperatura
ambiente contendo apenas HDMS. Finalmente, foi realizado cobertura por plasma de
ouro na espessura de 40nm, seguido da montagem em porta amostra para MEV e
analisado ao MEV analitico JEOL JSM-6490LV sob tenséo de 5kV utilizando elétrons

secundarios.
3.3.6 Manutenc¢éo da Cola cirargica
A associagdo da AT a cola cirdrgica de 2-octil-cianoacrilato foi realizada de

maneira antisséptica. Em eppendorf, pesou-se a AT em balanca analitica as

concentracbes de 10mg e, posteriormente, incorporou 0,5mL da cola cirdrgica. A
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mistura foi homogeneizada em voértex mixer da marca Fisher Scientific® e, na
sequéncia, a cola modificada (20mg/mL) foi embalada para uso no mesmo dia do

procedimento cirurgico.

3.4. Delineamento do Estudo Pré-Clinico

3.4.1 Estudo com experimentacdo animal

Este estudo foi realizado como ensaio pré-clinico, contralateral e controlado
pelos pesquisadores. Este ensaio possui a vantagem de ter 0 mesmo animal como
controle dele mesmo, ou seja, andlise pareada ao invés de grupos independentes. A
maior vantagem desse processo € o aumento do poder estatistico e reducdo do
namero de animais, porém, com uma amostra significativa (Souza, 2009).

Para a realizacdo dos experimentos, todos os 18 ratos Wistar machos (Rattus
norvergicus) foram selecionados aleatoriamente e alocados em grupos experimentais
(Tab. 1).

Tabela 1 - Grupos experimentais.

Grupo Tratamento contralateral Duracéo do experimento
A (n=8) Somente Cola (C) e Cola+AT (C+AT) 7 dias

B (n=10) Somente Cola (C) e Cola+AT (C+AT) 14 dias

C (n= 3) do proprio animal Naive (N, pele intacta/integra) 7 ou 14 dias

em estudo

Fonte: Préprio Autor.

Em seguida, para a realizacdo cirargica, os animais foram pesados e
anestesiados com cetamina 100mg/Kg e xilazina 6mg/Kg por via intraperitoneal. Apos
realizacdo prévia da tricotomia e antissepsia com solugédo de clorexidina a 2% e
limpeza com solucéo fisiologica da superficie a ser incisionada, o experimento seguiu
com a realizacdo de 2 feridas no dorso do animal (3 cm cada). Estas feridas foram
paralelas e separadas entre si pela distancia de 4 cm e com profundidade de

aproximadamente 2mm (Figura 9).
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Para acao hemostatica, utilizou-se a técnica de compresséao digital com gaze
estéril por 2 min (Kemper et al., 2015). Apés alcancada a hemostasia, as feridas na
regido dorsal esquerda foram submetidas a aplicacdo da cola cirargica 2-octil-
cianoacrilato.

Ja para as feridas na regido dorsal do lado direito foram utilizadas a C+AT,
preparada e utilizada no mesmo dia do experimento. O biomaterial (somente cola ou
C+AT) foi aplicado diretamente sobre a linha da incisdo, sendo as bordas mantidas
bidigitalmente em aproximagé&o por 60 segundos.

Em seguida, os animais foram distribuidos aleatoriamente nas gaiolas, sendo
1 animal/gaiola, para avaliacdo diaria. Fim do periodo de 7 ou 14 dias, todos os
animais foram submetidos & eutanasia com dose letal de isoflurano inalatério e
biopsiados os tecidos de ambas as incisdes, para as andlises histolégica e imuno-
histoquimica.

Ainda em tempo, inicialmente a proposta eram utilizar 20 ratos, divididos em 2
grupos (10 em cada), mas no decorrer dos experimentos, dois animais do grupo 7 dias
precisaram ser eliminados do projeto, por deiscéncia completa da ferida cirdrgica

decorrente da falta de adesao do curativo e movimentacdo dos animais.

Figura 9 - Fotografia da experimentacdo animal.

(A) Realizagdo da tricotomia com maquina de tosa Oster®. (B) Preparo para realizagdo da cirurgia.
Fonte: Préprio Autor.
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3.5 Andlise macroscopica

Na analise macroscopica, os ratos de todos os grupos foram observados
guanto aos seguintes parametros do processo cicatricial: coaptacdo das bordas,
secrecdo, deiscéncia e infec¢do, durante todo o periodo da experimentacao (7 ou 14
dias).

3.6 Analise microscopica

As laminas foram desparafinizadas em dois banhos de xilol (10 min cada);
hidratadas em série decrescente de etanol (100%, 95%, 80% e 70%) e agua destilada,
e coradas em: Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricrdmico de Masson (TM), cada lamina
com um total de trés cortes histologicos e o total de laminas para cada coloracao e
imuno-histoquimica foram iguais a 39 laminas:

Grupo A

- 8ratos 7 dias = C e C+AT, total de 16 laminas;

Grupo B

- 10 ratos 14 dias= C e C+AT, total de 20 laminas;
Grupo C

- Naive (N) (do proprio animal em estudo), total de 3 laminas.

3.6.1 Coloragéo - Hematoxilina-Eosina (HE)

As laminas foram coradas com Hematoxilina, por 5 minutos, lavadas em agua
corrente, coradas com Eosina, por 3 minutos, e finalmente lavadas em agua corrente.
Os exames histologicos das secc¢des do neotecido foram analisados em 6 campos, na
objetiva de aumento de 40X, e 0os seguintes parametros foram avaliados:

1) presenca ou nao de crosta: presente ou ausente;

2) grau de fibrose: ausente, leve, moderado ou intenso;

3) tecido de neovascularizagdo: ausente, leve, moderado ou intenso;

4) presenca de linfocitos/plasmacitos: ausente, leve, moderado ou intenso;
5) presenca de macrofagos: ausente, leve, moderado ou intenso;

6) presenca de neutrofilos: ausente, leve, moderado ou intenso;

7) presenca de células gigantes: ausente, leve, moderado ou intenso.

Foram utilizados os seguintes escores:



36

0= ausente;

1=leve (1-5);

2= moderado (6-10);
3=intenso (11 ou mais).

Esta analise foi realizada sob a supervisdo do Patologista Dr. Nelson
Brancaccio dos Santos, que desconhecia 0s grupos experimentais aos quais 0s

animais pertenciam.

3.6.2 Coloragéo - Tricrdmico de Masson (TM)

As laminas foram mantidas, por 1 hora, na estufa, resfriadas, lavadas em agua
corrente até clarear completamente, lavadas em agua destilada, por 3 vezes, e
tratadas com solucdo Escarlate de Biebrich, por 3 minutos. Novamente, as laminas
foram lavadas em &gua corrente e destilada, mantidas em acido fosfotingstico, por 8
minutos, lavadas em agua corrente e destilada, mantidas em azul de anilina, por 3
minutos e finalmente lavadas em agua corrente. Tricrdmico de Masson (TM) foi usado
para identificacdo das fibras de coldgeno em todos os grupos experimentais. Foram
analisados 6 campos, na objetiva de aumento de 40X, sob a supervisao do Patologista
Dr. Nelson Brancaccio dos Santos, que desconhecia 0s grupos experimentais aos
guais 0s animais pertenciam. Foram utilizados os seguintes escores:
0= ausente,
1=leve (menor ou igual a 25%);
2= moderado (de 25% a 50%));

3= intenso (mais que 50%).

3.6.3 Andlise Imuno-histoquimica

Para a imuno-histoquimica, as laminas sinalizadas foram desparafinizadas em
dois banhos de xilol (10 min cada); alcoolizadas em série decrescente de etanol
(100%, 95%, 80% e 70%), hidratadas em agua destilada, submetidas ao bloqueio da
peroxidase enddégena em solugdo de H202 10%, por 30 minutos, lavadas em PBS
0,05M, tratadas em solucao de PBS/BSA 1% (BSA, Sigma-Aldrich Chemical Co, Mo,
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USA) por uma hora para blogueio das proteinas inespecificas, e novamente lavadas
em PBS 0,05M.

A técnica de imuno-histoquimica da imunoperoxidase indireta foi realizada pela
Dra. Camilla Fanelli, do Laboratorio de Nefrologia Celular, Genética e Molecular da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (USP-SP). Para esta técnica
foi empregada a identificacdo de macroéfagos, detectados através da positividade para
o marcador de superficie CD68; miofibroblastos, detectados pela presenca da
proteina alfa-actina de Musculo Liso (a-Smooth Muscle Actin = a-SMA); e fibronectina.
Apoés a desparafinizacdo, foi realizada a recuperacdo antigénica por calor umido,
utilizando-se uma solucdo de Acido Citrico a 10 mM, tamponado a pH 6, em
microondas, por 15 minutos. As laminas foram resfriadas e mergulhadas em solugéo
tampéo TBS (Tris buffer saline) pH 7,6.

Os cortes foram delimitados com a caneta hidrofébica (PAP PEN) e as
incubacbes foram feitas em camara umida, protegida da luz, a fim de evitar o
ressecamento dos cortes. Os cortes foram submetidos ao bloqueio de peroxidase
enddgena (Peroxidase Block #ACA015, ScyTek Laboratories, USA) seguido pelo
blogueio contra marcacéao inespecifica (Super Block #AAA125, ScyTek Laboratories,
USA). Para a deteccdo de macroéfagos, os tecidos foram incubados com 50 mL de
solucéo de anticorpo primario Monoclonal Mouse Anti-CD68 clone ED-1 (Serotec,
#MCA341R), na diluigdo de [1:200], para a identificagdo de miofibroblastos, os cortes
foram incubados com 50 mL de solucao de anticorpo primario Monoclonal Mouse Anti
a-SMA (Sigma, #A5228), na diluicdo de [1:1000] e para identificacdo de fibronectina,
usamos o anticorpo primario Polyclonal Rabbit Anti-Fibronectin (Sigma, #F3648), na
diluicdo de [1:200].

Os anticorpos foram diluidos em solu¢éo de albumina de soro bovino (BSA) a
1% em TBS e as incubacbes foram realizadas em camara umida, a 4°C, tendo
duracéo entre 12-16 horas (Over Night). No dia seguinte as laminas foram lavadas em
TBS e incubadas com a solucao de anticorpos secundarios marcados com peroxidase
ENVISION Flex Mouse & Rabbit HRP (Dako #K4061) por 45 minutos.
Sequencialmente, os cortes foram mais uma vez lavados em TBS e submetidos a
revelacdo com solugcdo a base de Dab (Diaminobenzidine, Dab Chromogen +
Substrate Kit #ACB030, ScyTek Laboratories, USA), seguida de contra-coloragcdo com
Hematoxilina de Harrys. Findo essa etapa, as laminas foram analisadas, na PUC-SP,

em microscopia oOptica, observagédo de 6 campos na objetiva de aumento de 40X, sob
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a supervisao do Patologista, Dr. Nelson Brancaccio dos Santos, que desconhecia 0s
grupos experimentais aos quais 0s animais pertenciam.

Os seguintes parametros foram avaliados:

- Marcador de superficie CD68: identificacdo de macrofagos, detectados
através da positividade. Foram utilizados os seguintes escores:
0= ausente;
1= leve (1-5);
2= moderado (6-10);

3= intenso (11 ou mais).

- Marcador da proteina Alfa-actina de Musculo Liso (a-Smooth Muscle Actin -
a-SMA): presenca de miofibroblastos.
- Marcador da Fibronectina: presenca da proteina fibronectina
Foram utilizados os seguintes escores:
0= ausente,
1=leve (menor ou igual a 25%);
2= moderado (de 25% a 50%));

3= intenso (mais que 50%).

3.7. Andlise estatistica

3.7.1. Célculo do tamanho da amostra

Para tanto, fez-se necessario o calculo do tamanho da amostra para uma
estimativa confiavel. Entdo, tamanhos de amostra estimados para um teste de médias
de 2 amostras:

teste t, assumindo SD1 = SD2 = SD

Ho: M2 = M1 versus Ha: M2! = M1

A referéncia utilizada para o calculo do tamanho da amostra foi o artigo que
realizou a analise histolégica comparativa do reparo tecidual apos sintese com fio de
nylon e adesivo de Etil-2-cianoacrilato em feridas cutaneas de ratos. (Ramos et al.,
2020).
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Calculo de amostra para comparar 2 medias:
M1=78,25 (cola+AT)?

M2=75,5 (cola)?

(power two means 78.25 75.5 - STATA)

Parametro de estudo:
alpha = 0,0500
power = 0,8000

delta = -2,7500

ml = 78,2500

m2 = 75,5000

sd =1,0000

Tamanho da amostra estimado:

N = 8 amostras (ratos)

N por grupo = 4 ratos (2 amostras/rato)

3.7.2. Testes estatisticos utilizados para as Analises histologica e imuno-histoquimica

A analise estatistica foi realizada com a utilizacdo do comando WSAnova no
programa STATA, que procede a Analise de Variancia (ANOVA) para medidas
repetidas entre amostras dependentes. Isto porque foram feitas 6 contagens por rato
para cada tratamento, e 2 tipos de tratamento no mesmo rato, a saber Cola e C+AT.
Utilizou-se o mesmo procedimento para todas as variaveis analisadas, de
histopatologia e de imuno-histoquimica. Descreveu-se a média, o desvio-padrdo, o
valor do F de Snedecor e o p, assim como o0 humero de contagens e ratos, em cada
teste estatistico. Considerou-se um p<0,05. Para a utilizagcdo da ANOVA assumiu-se
que os dados apresentam distribuicdo normal apds aplicacdo do teste de Shapiro-
Wilk, realizado com o comando swilk no STATA e precedeu-se a confirmacédo de

homocedasticidade, ou seja, razdo entre variancias das amostras menor do que 4.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagdo da cola cirdrgica associada ao corticoide

4.1.1 Ensaio de Liberacéo

A Figura 10 ilustra as curvas médias de liberacdo da AT em funcao do tempo.
Esta € uma analise, in vitro, utilizada para avaliar o perfil de liberacdo da amostra de
interesse para 0 meio e objetivo deste ensaio foi escolher a concentracdo do
corticosteroide para ser incorporado a cola, a fim de que a liberacdo do farmaco
ocorresse em aproximadamente 5 dias, uma vez que este é o tempo que 0
corticosteroide atua no processo de inflamacéo, sem interferir na cicatrizagéo final.
(Mulder et al., 1998; Carlson, 1997). Assim, o limite de cinco dias foi definido para
evitar um possivel efeito do corticosteroide no processo de imunossupressdo ou
atrofia da leséo, assegurando apenas o seu efeito anti-inflamatério. Foram analisados
os filmes de cola com 2,5 mg (5 mg/mL), 5 mg (10 mg/mL) e 10 mg (20 mg/mL).

Figura 10 - Ensaio de Liberacdo Modificada do AT na cola de 2-octil-cianoacrilato.
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Curvas de Liberacdo em funcao do tempo em diferentes concentracfes de AT.
Fonte: Préprio Autor.
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E possivel observar na Figura 10 que o filme de 5mg/mL de AT apresentou a
menor quantidade de AT liberada. Este resultado se faz coerente, pois era a amostra
com a menor quantidade de AT. Entretanto, nesse grafico, o flme com 20mg/mL de
AT nédo apresentou a maior concentracdo, sendo o filme de 10mg/mL de AT que
apresentou a maior quantidade liberada. Esse resultado se deu por diferenca de
massa das amostras analisadas. Neste caso, as amostras do filme de 10mg/mL de
AT tinham maior massa do que as amostras de filme com 20mg/mL de AT. Para
confirmar esta explicacédo, a liberacdo de forma proporcional em relagdo a massa das
amostras, o resultado foi dividido pela massa de cada amostra analisada e o resultado

€ apresentado na Figura 11.

Figura 11 - Ensaio de Liberacdo Modificada do AT na cola de 2-octil-cianoacrilato.
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Portanto, o resultado ilustrado na Fig. 11 mostra que quanto maior a quantidade
de AT incorporada a cola, a maior € quantidade de AT liberada para o meio. Além
disso, a quantidade de AT liberada, normalizada em fungcéo da massa de filme de cola
analisada, mostrada na Fig. 11, o que corrobora com a explicacao da Fig. 10.

4.1.2 Espectroscopia de Absor¢cédo na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A Figura 12 ilustra os espectros de FTIR das amostras de filme de cola pura,

corticosteroide AT e os filmes com diferentes quantidades de AT.

Figura 12 - Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com

Transformada De Fourier (FTIR).
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FTIR — Com a cola pura (C), corticoide (AT) e C+AT nas concentracdes de 5mg/mL, 10mg/mL e
20mg/mL.
Fonte: Préprio Autor.

O filme de cola pura (C) apresenta um pico em 3120 cm™ referente aos
estiramentos da ligacdo =CHz; 2930 cm™ referente ao estiramento da ligacdo —CHs;
1732 cm? referente ao estiramento da ligacdo C=0 e 1250 cm referente ao
estiramento da ligacdo C-O-C (Santos, 2021; Villarreal-Gomez; Torregrosa-Coque;
Martin-Martinez, 2013).
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Ja o corticosteroide AT puro apresenta um pico entre 3500 e 3000 cm™
atribuido ao estiramento da ligacdo O-H; um pico em 1704 cm referente ao
estiramento da carbonila (C=0); um pico em 1662 cm* atribuido a ligacdo C=C e uma
um pico em 1050 cm-? referente ao alongamento vibracional da ligacdo C-F presente
(Nascimento, 2020; Dandamudi, et al., 2021).

Para as amostras com C+AT nas trés concentracdes testadas ndo foram
observados o surgimento de novos picos no FTIR, além dos ja existentes, apds a
adicdo da AT a cola, sendo um indicativo da ndo existéncia de uma ligacdo quimica
entre a estrutura da cola e o AT. Isto é uma caracteristica desejavel para que as
moléculas de AT sejam liberadas.

Além disso, ap0s a adicdo de AT a cola pura, nas diversas concentracdes, 0s
espectros das formulacbes se mantiveram praticamente iguais ao do filme de cola
pura, sem evidéncia de presenca do farmaco para todas as concentracdes. Uma
possivel explicacdo para tal fato esta relacionado a pequena quantidade de AT
presente na formulagdo, a qual pode estar alocada no interior do filme de cola seca e
ndo na superficie dele, dificultando a sua identificacéo.

Entretanto, no filme de cola 20 mg/mL foi possivel observar picos em 1704 cm-
1 e 1662 cm™, os quais estdo relacionados a presenca das moléculas de AT na
superficie do filme da cola seca. Isto corrobora com a explicacdo de que em
concentracdes abaixo de 10 mg de AT, estas moléculas estdo alocadas no interior do
filme de cola seca, devido a concentracdo da mesma ser baixa.

Portanto, a existéncia de moléculas de AT na superficie da cola seca e
evidenciada pelo FTIR é um fator determinante para a escolha da amostra com

20mg/mL para ser utilizada no ensaio pré-clinico.
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4.1.3 Analise Termogravimétrica (TG)

A Figura 13 ilustra as curvas termogravimétricas das amostras do filme de cola
pura, corticoide AT e filme de 20mg/mL de AT. Nela foi possivel observar que o filme
de cola pura mostrou uma perda de massa proximo a 200 °C. Segundo Villarreal-
GOmez e colaboradores (2013) o octil-2-cianoacrilato inicia sua degradacao térmica
entre 150 e 200 °C, sendo que a degradacéo total ocorre antes de 250 °C, de modo
gue o resultado aqui apresentado esta em consonancia com a literatura cientifica.

Por sua vez, o corticosteroide AT apresentou uma perda de massa proxima a
300 °C a qual esta relacionada a degradacdo desta molécula. Em seu trabalho de
encapsulamento de AT em nanoparticulas de PLGA e quitosana, Dandamudi e
colaboradores (2021) relatou a perda de massa préoximo as 290 °C, tal como
encontrado neste trabalho.

E por fim, o filme de 20mg/mL apresentou uma perda de massa proximo a
210°C. Neste caso, observa-se que ndo houve uma variacao significativa na curva
termogravimétrica, em relacdo a cola pura, quando incorporado o corticosteroide de
AT. Assim, este resultado mostra que a presenca da AT nédo influenciou a estabilidade

térmica do filme cola pura.

Figura 13 -Curvas Termogravimétricas (TG).
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Fonte: Préprio Autor.
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A Figura 14 ilustra as curvas da derivada da curva termogravimétrica (DTG)

das amostras do filme de cola pura, AT e filme de 20mg/mL de AT.

Figura 14 - Derivada da curva termogravimétrica (DTG).
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Fonte: Préprio Autor.

Em relacéo as curvas de DTG, Figura 14, a cola pura apresentou dois picos. O
primeiro proximo a 190 °C e o outro, menos intenso, proximo a 280 °C, que estdo
relacionados a degradacao térmica da cola pura. A amostra de C+AT apresentou um
anico pico proximo a 210 °C que esta relacionado a degradacao térmica da cola pura,
porém, quando se compara a intensidade deste pico com o encontrado para a cola
pura (190 °C), ele é menos intenso. Portanto, isto sugere que a adicdo da AT deixa o
processo de degradacao mais lento quando comparado ao processo do filme de cola
pura. E por fim, a amostra de AT apresentou um unico pico de DTG, o qual esta

relacionado a degradacéo dessa molécula.
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A Figura 15 ilustra um comparativo entre os termogramas do filme da cola com

AT antes e apo6s 30 dias imersos em agua destilada.

Figura 15 - Analise Termogravimétrica (TG) com ensaio de degradacao.
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Fonte: Préprio Autor.

Assim, é possivel observar que houve uma leve diferengca na curva
termogravimétrica do filme degradado em solucdo de agua destilada, quando
comparado ao filme que ndo passou por esse processo. Neste caso, o filme
degradado apresentou uma ligeira reducdo na estabilidade térmica, quando
comparado ao ndo degradado, devido a quebra das cadeias poliméricas durante o
periodo de imersao. Apesar disso, esta reducdo ndo compromete a utilizacao da cola,
pois o inicio da perda de massa (Tonset) OCOrre em temperaturas acima de 130°C.

A Figura 16 ilustra as curvas da derivada da curva termogravimétrica (DTG)
dos filmes de 20mg/mL de AT antes e ap6s 30 dias imersos em solugdo de agua
destilada. Neste caso, observando a Fig. 16, foi possivel verificar que a cola ndo
degradada apresentou um pico proximo a 210 °C, enquanto a amostra imersa em
solucéo de agua destilada por 30 dias apresentou um pico proximo a 185 °C. Assim
como na analise da Fig. 15, o processo de degradacado reduz a estabilidade térmica
da cola. Além disso, o pico menos intenso da cola sem degradacdo quando
comparado ao filme degradado sugere que a exposi¢cado do filme por 30 dias em
solucédo de agua destilada fragiliza a estrutura do polimero, deixando o processo de
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degradacdo mais rapido quando comparado ao processo da cola ndo imersa na

solucéo.

Figura 16 - Analise Termogravimétrica (TG) com ensaio de degradacao.
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Fonte: Préprio Autor.

4.1.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A Figura 17 ilustra as curvas de DSC do filme da cola cirargica pura, o corticoide
AT puro e o filme 20mg/mL de AT. Todas as amostras foram submetidas ao ensaio
de DSC, a fim de se observar seus eventos térmicos.

O filme de cola pura mostrou um pico em 225 °C, temperatura esta que é
proxima ao que foi encontrado no TG, na regido de grande perda de massa, podendo
ser, portanto, este evento endotérmico atribuido a degradacgéo do filme da cola pura.
Por sua vez, a amostra de AT apresentou um pico em 290 °C que também esta
relacionado a degradacéo desta amostra, uma vez que essa temperatura se encontra
na regido de grande perda de massa, observado na curva termogravimetrica.

Ao se analisar a curva de DSC do filme de cola com AT verifica-se dois picos
endotérmicos: o primeiro acontece em 225 °C e o segundo acontece em 280 °C. O

primeiro evento esta relacionado a degradacao do filme de cola pura e o segundo
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evento esta relacionado a degradacdo da AT (Santos, 2021; Nascimento, 2020;

Barkan

et al., 2017).

Figura 17 - Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC).
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30 dias imersos em agua destilada.

A Figura 18 ilustra as curvas de DSC dos filmes de 20mg/mL de AT antes apés
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Figura 18 - Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC).
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E possivel observar na Figura 18 que as respectivas amostras, degradada apos
30 dias em solucéo de agua destilada e ndo degradada, ndo apresentaram diferencas
nos picos de temperaturas antes de 225 °C, referente ao evento térmico do filme de
20mg/mL. A partir dessa temperatura qualquer pico evidenciado no gréfico

corresponde a degradacdo do polimero e ndo possui efeito significativo nos

resultados.

4.1.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica foi utilizada para avaliar as imagens em alta resolucao
e aumento da superficie das amostras, o qual demonstram detalhamento das
caracteristicas da area 3D da superficie.

Para a caracterizagdo do novo composto formado pelo polimero C+AT (20
mg/mL), foi realizado a MEV comparando-o com o polimero ndo modificado. Na cola
pura, exposta na Figura 19 A, a superficie aparece de forma homogénea, uniforme,

apresentando uma estrutura molecular organizada.
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Na cola modificada com filme de 20mg/mL de AT, conforme mostrado na Figura
19B, a superficie parece irregular, sugerindo que a coesado molecular foi interrompida
devido a presenca do AT, que possui baixa solubilidade. Isso resulta em uma diferenca
de fase e um aspecto de ressecamento, embora ndo haja perda de agua.

Figura 19 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

X1,000 10pm

(A) MEV da cola pura reticulada apresentando superficie lisa e homogénea.
(B) MEV Do filme 20 mg/mL identificou-se perda da coeséo e apresentacdo heterogénea granulosa.
Fonte: Préprio Autor.

A molécula de corticosteroide de AT se apresenta na forma de nanoagregados
e tem baixa solubilidade (Formica et al., 2023). No entanto, quando associado a cola,
0s hanoagregados se mostraram dispersos na cola reticulada, conferindo um aspecto
granuloso observado no MEV.

Nessa mesma linha, Yao et al. (2019) estudaram nanoparticulas
biodegradaveis de poli(butil-2-cianoacrilato), uma cola cirdrgica polimérica como
adesivo tecidual para fechamento de feridas cutaneas, associadas ao dodecil sulfato
de sodio (SDS) e avaliaram através do MEV as transicdbes morfologicas de
nanoparticulas esféricas para nanofios cilindricos alongados afetadas pelo SDS,
evidenciando que adicdo de novos ativos em polimeros de adesivo tecidual pode
interferir nas caracteristicas de area de superficie 3D identificadas pela microscopia

eletrbnica de varredura.
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4.2. Analise macroscopica

A analise macroscopica realizada néo evidenciou diferenca na cicatriz cirargica
de ambas as incisbes, tratada com a cola pura (C) e com corticoide (C+AT),
apresentando boa coaptacao de bordas, auséncia de secrecao, auséncia de infeccéo
e deiscéncia, evidenciando que a incorporacdo do AT (20mg/mL) nado alterou a
propriedade mecénica da adesividade da cola (Figura 20).

Entretanto, mais da metade dos ratos operados apresentaram algum grau de
deiscéncia, em ambas as incisdes, possivelmente pela impossibilidade de restricdo
do nivel de atividade laboral dos ratos ap6s uma cirurgia, corroborando com a
observacédo de outros estudos com modelo animal (Freitas-Junior et al., 2008).

Vale ressaltar que nenhum rato apresentou secrecdo ou infeccdo da ferida
cirdrgica em ambas as lesfes, validando com estudos que sugerem que o 2-octil
cianoacrilato possa diminuir a taxa de infec¢céo operatoria (Singer; Thode, 2004; Quinn
et al., 1997), mesmo com a adicdo do AT no sistema de liberacdo modificada do
corticoide em 5 dias. Os cianoacrilatos supostamente exercem um efeito protetor
contra microorganismos formando uma barreira antimicrobiana no local da ferida
(Rushbrook et al., 2014).

Figura 20 - Rato Wistar macho apés 7 dias do procedimento.

L g ). .

> o ;} Lo

Presenca coaptacéo de bordas, auséncia de secrecdo, auséncia de infec¢éo e auséncia de deiscéncia
nessa amostra. Cola (C). Cola com acetonido de triancinolona no filme 20mg/mL (C+AT).

Fonte: Préprio Autor.
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4.3. Analise microscopica

4.3.1 Analise Histologica - Coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE)

As 39 laminas obtidas das amostras de tecido cicatricial das lesdes cirurgicas

induzidas no dorso dos ratos foram analisadas estatisticamente, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Analise histologica das laminas coradas em HE, nos diferentes grupos

experimentais dos tecidos cicatriciais.

Grupos Experimentais

Cola (C) Cola+AT (C+AT)

Média Desvio Padréao Média Desvio Padréao P
Variavel/Tempo
Fibrose
7 dias 1,88 0,73 1,80 0,63 0,87
14 dias 2,00 0,88 1,61 0,94 0,01*
Neovascularizacéo
7 dias 2,17 0,91 1,86 0,65 0,01*
14 dias 1,31 1,08 1,17 1,03 0,35
Linfocitos/Plasmocitos
7 dias 2,00 0,90 1,95 0,73 0,63
14 dias 1,05 0,91 1,27 1,06 0,11
Macro6fagos
7 dias 1,85 1,03 1,76 0,98 0,76
14 dias 0,92 0,91 1,18 0,97 0,04~
Neutr6filos
7 dias 1,79 0,97 2,26 0,70 0,01*
14 dias 1,05 0,98 1,17 1,06 0,40

Andlise histolégica dos tecidos cicatriciais nos diferentes grupos experimentais, na coloragdo de HE.
Escores: 0: ausente; 1: Leve; 2: Moderado; 3: Intenso. *p<0,05 em relag&o ao grupo cola (contralateral).
Fonte: Préprio Autor.

A presenca de fibrose foi significativamente menor no grupo C+AT comparado
com a cola ndo modificada na avaliagcdo de 14 dias (Tab. 2). Os corticoides diminuem
a sintese de colageno e glicosaminoglicanos, reduzindo o processo inflamatério na
ferida, diminuindo a proliferacédo de fibroblastos e aumentando a hipéxia (Roques et

al., 2008). A menor quantidade de fibrose sugere uma melhor cicatrizacao



53

principalmente na fase de remodelamento, com consequente fechamento da ferida
mais proxima da pele integra, conforme visto na Figura 21 F.

A neovascularizagao foi significativamente menor no grupo C+AT comparado
com a cola ndo modificada na avaliacdo de 7 dias (Tab. 2). Os corticoides atuam na
diminuicdo na producdo de citocinas inflamatérias, como fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e
interleucina-1 (IL-1) (Seibold; Sherwood; Kahook, 2012).

A inflamacdo e a resposta angiogénica final parecem estar ligadas a
cicatrizacdo da ferida. Portanto, tanto a diminui¢cdo da inflamacéo como a diminui¢cao
da neovascularizacao sao caracteristicas de uma cicatrizacao 6tima e de uma reducéao
da formacéo de cicatrizes (DiPietro et al., 2016).

Com relacdo a avaliacdo de linfécitos e plasmoécitos ndo houve diferenca
significativa em ambos os grupos avaliados (C e C+AT) em 7 ou 14 dias, embora
apresentou diminuicdo dessas células na fase inicial e aumento com 14 dias (Tab. 2).
Ja a presenca de macréfagos foi significativamente maior no grupo C+AT (14 dias),
estudos apontam que uma cicatrizacéo ideal de feridas depende de uma resposta
altamente regulada por macrofagos M2, enquanto uma resposta deficiente de
macrofagos M2 leva ao fechamento prejudicado da ferida (Borthwick et al., 2015).
Numerosos sinais sollveis e celulares instruem a ativacdo de macrofagos para os
estagios finais da cicatrizacdo de feridas como remodelacao tecidual e resolucéo da
inflamacé&o que incluem respostas Th2 com citocinas que medeiam um programa de
remodelacdo tecidual e células apoptéticas que induzem um fenoétipo anti-inflamatério
de macréfagos (Kim; Nair, 2019).

A presenca de neutrdfilos foi significativamente maior no grupo C+AT na
avaliacdo de 7 dias, uma vez que os neutréfilos sdo as primeiras células a chegar a
ferida, com maior concentracdo em 24hs apds a leséo e sdo atraidos por substancias
guimiotaticas liberadas por plaquetas. Os neutrofilos aderem a parede do epitélio
mediante ligacdo com as selectinas (receptores de membrana endotelial) e produzem
citocinas que auxiliam na destruicdo bacteriana, no processo inicial da cicatrizacao e
sdo gradativamente substituidos por macréfagos (Broughton; Janis; Attinger, 2006;
Campos, Borges-Branco; Groth, 2007), corroborando com a presenca aumentada de
macrofagos no tratamento C+AT (14 dias) (Tab. 2). As expressdes aumentadas de

neutréfilos em 7 dias e macrofagos em 14 dias sugeriu um resultado positivo do
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processo cicatricial, ja que ambos liberam citocinas e mediadores anti-inflamatérios
gue permitem regular o processo de cicatrizacao.

Durante a resposta inflamatéria, a metaloproteinase-9 (MMP-9) é produzida por
células do sistema imunologico, como neutrofilos e macrofagos. Sua funcdo é
remodelar a matriz extracelular para permitir a migracéo de células imunoldgicas para
o local da inflamacéo. Ela também desempenha um papel importante na remodelacao
tecidual durante as fases de reparo e cicatrizagéo. Ela ajuda na degradacgéo de tecido
danificado e na remodelacao da matriz extracelular (MEC) para permitir a regeneracao
de tecido saudavel (Anker et al., 2021).

Na analise microscépica também foi observado densamente o tecido de
granulacao (inicio do reparo tecidual) nos dois periodos de experimentacao (7 e 14
dias) (Fig. 21), este achado concorda com 0s mecanismos da cicatrizagdo, que em
sequéncia ordenada de eventos, foram descritos por Carrel em 1910, e divididos
posteriormente em cinco elementos principais: inflamacao, proliferacdo celular,
formacdo do tecido de granulacdo, contracdo e remodelamento da ferida (Orqill;
DemLing, 1988).
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Figura 21 - Painel histologico de Hematoxilina-Eosina dos tecidos cicatriciais de ratos

Wistar, dos diferentes grupos experimentais por 7 ou 14 dias.
7dias 14 dias
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Cola 14 dias; E) C+AT 7 dias;
F) C+AT 14 dias. Pardmetros: (») Epiderme normal; (d) Derme; (c) Crosta fibrinoleucocitaria; (e)
Epiderme espessada; (>>): tecido de granulagéo; (#) fibrose. Aumento de 200X. Barra = 100um.
Fonte: Préprio Autor.
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4.3.2 Analise Histoldgica - Coloracao Tricromico de Masson (TM)

As 39 laminas obtidas das amostras de tecido cicatricial das lesdes cirurgicas

induzidas no dorso dos ratos foram analisadas estatisticamente conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Analise histolégica das laminas coradas em TM, nos diferentes grupos

experimentais dos tecidos cicatriciais.

Grupos Experimentais

Cola (C) Cola+AT (C+AT)
Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao P
Variavel/Tempo
Fibras de Colageno
7 dias 1,71 0,50 1,86 0,52 0,14
14 dias 1,78 0,96 1,85 0,78 0,64

Escores histopatolégicos do tecido cicatricial nos diferentes grupos experimentais, na coloracdo de
Tricrdmico de Masson. Escores: 0: ausente; 1: Leve; 2: Moderado; 3: Intenso. *p>0,05 em rela¢édo ao
grupo cola (contralateral).

Fonte: Préprio Autor.

Na andlise histologica pela coloracdo do TM para avaliacdo das fibras
coldgenas ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos nos tempos de 7 e
14 dias, entretanto, € possivel observar um aumento na quantidade das fibras
colagenas no tratamento de C+AT (7 e 14 dias) (Tab. 3, Fig. 22E e F). Mesmo com
aumento na densidade de colageno, as fibras aparecem de maneira organizada e sem
aumento da espessura no tratamento C+AT, sugerindo uma acdo regulatéria do
corticoide liberado, controlando o processo inflamatério, e consequentemente,
evitando a formacao de fibras coldgenas desorganizadas.

Segundo Kauh et al. (1997) feridas pds-cirirgicas que receberam injecdo de
AT apoOs a remocéo do queloide expressaram diminuicdo de colageno tipo |, em
comparacao com a pele ndo tratada com 10mg/mL de AT, sugerindo uma regulacao
negativa da expressdo do gene do colageno tipo | em tecidos patologicos para
formacdo de cicatrizes inestéticas. Nesse caso, a dose utilizada possui um maior
efeito imunossupressor do que anti-inflamatorio. Os feixes de colageno também eram

mais finos e menos densos na pele tratada com AT.
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Figura 22 - Painel histolégico de Tricrdmico de Masson dos tecidos cicatriciais de

ratos Wistar, dos diferentes grupos experimentais por 7 ou 14 dias.
7dias _ 14 dias

A) Naive 7 dias;
F) C+AT 14 dias. Parametros: () Fibras colagenas. Aumento de 200X. Barra = 100um.
Fonte: Préprio Autor.



58

4.4. Analise Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica da imunoperoxidase indireta foi empregada
na identificacdo de macrofagos, detectados através da positividade para o marcador
de superficie CD68; presenca de miofibroblastos, detectados através do marcador da
proteina alfa-actina de Muasculo Liso (a-Smooth Muscle Actin — a-SMA); e fibronectina.
As 39 laminas obtidas das amostras de tecido cicatricial das lesGes cirurgicas
induzidas no dorso dos ratos foram analisadas estatisticamente conforme Tabela 4.

Tabela 4 - Andalise dos Marcadores de imuno-histoquimica (CD68, a-SMA e

fibronectina) do tecido cicatricial nos diferentes grupos experimentais.

Grupos Experimentais

Cola (C) Cola+AT (C+AT)

Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao P
Variavel/Tempo
CD68
7 dias 1,71 1,05 1,74 0,89 0,39
14 dias 1,37 1,06 1,50 1,00 0,36
a-SMA
7 dias 1,77 0,59 1,93 0,64 0,18
14 dias 1,95 1,01 1,83 0,85 0,45
Fibronectina
7 dias 1,63 0,70 1,74 0,54 0,47
14 dias 1,99 0,95 2,15 0,78 0,24

Marcadores de imuno-histoquimica - CD68, fibronectina e alfa-actina de musculo liso (a-SMA). Escores:
0: ausente; 1: Leve; 2: Moderado; 3: Intenso. *p>0,05 em relagédo ao grupo cola (contralateral).
Fonte: Préprio Autor.
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Na analise imuno-histoquimica para o marcador de superficie CD68 nao foi
evidenciado resultado estatisticamente significativo (Tab. 4), porém foi observado um
aumento de macréfago no tratamento C+AT (7 e 14 dias) (Fig. 23), dados na literatura
mostram que resposta deficiente de macréfagos causam prejuizo na cicatrizagdo e
fechamento das feridas, pois a participacdo expressiva de macréfagos leva ao tecido
fibrético e eficiente reparo tecidual, onde macrofagos residentes podem se replicar e
aumentar em numero e orquestrarem os estagios da cicatrizacao de feridas (Borthwick
et al., 2015 e Davies et al., 2013).

A molécula CD68, uma glicoproteina intracelular altamente glicosilada de 110
kD, é amplamente expressa em macrofagos e outros fagocitos mononucleares. Seu
papel como marcador citoquimico tem sido tradicionalmente explorado em analises
histoquimicas de tecidos inflamados, tumorais e em diversas aplicagbes imuno-
histopatoldgicas (Chistiakov et al., 2016).

Em uma abordagem recente, pesquisadores como Kuninaka e colegas (2022)
investigaram a dindmica da expressao génica dos marcadores de macrofagos M1 e
M2 durante o processo de cicatrizagdo de feridas em ratos. Eles observaram que a
expressao dos marcadores de macrofagos M1 foi positivamente regulada logo apds a
leséo, atingindo o pico em 1 ou 3 dias, enquanto a expressao do marcador M2 atingiu
0 pico 6 dias ap0s a lesdo. Esses achados sugerem que a avaliagcdo dos marcadores
de macrofagos M1 e M2 pode ser uma ferramenta promissora na determinagdo da
fase de cicatrizacdo de feridas na pele humana. Nesse estudo, foi observado um
aumento de macrofago no tratamento C+AT (7 e 14 dias), porém néao foi avaliado a
polaridade deles. A analise da Figura 21 F pode sugerir uma superioridade de M2 pelo

desfecho da cicatrizacdo bem préximo de uma pele normal.
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Figura 23 - Painel imunohistolégico — marcador CD68 dos tecidos cicatriciais de ratos
Wistar, dos diferentes grupos experimentais por 7 ou 14 dias.
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A) Naive 7 dias; B) Naive 14 dias; C) somente Cola 7 dias; D) somente Cola 14 dias; E) C+AT 7 dias;

F) C+AT 14 dias. Nota-se a presenca de macrofagos corados em castanho. Parametro: () macrofagos.
Aumento de 200X. Barra = 100um.

Fonte: Préprio Autor.
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A a-SMA é o marcador molecular mais comum para se referir ao miofibroblasto
(Duscher et al., 2014; Hinz, 2013; Tomasek et al., 2002).

Com o marcador a-SMA, que evidencia a presenca de miofibroblastos, também
nao detectou diferenca significativa entre os tratamentos nos diferentes tempos (Tab.
4), porém foi perceptivel mais miofibroblastos no tratamento com C+AT (7 dias) do
gue com C+AT (14 dias), comparados com seus respectivos contralaterais (Fig. 24 E
e F). Durante o processo de cicatrizacdo, os miofibroblastos sédo encontrados em todo
o tecido de granulacdo, e seu numero e distribuicdo ao longo do tempo se
correlacionam com a taxa de contracdo da ferida (Gabbiani; Ryan; Majno, 1971 e
Mcgrath; Hundahl, 1982).

Durante a cicatrizacao de feridas, as células de fibroblastos ativadas, como
células componentes essenciais do tecido conjuntivo neoformado, sdo moduladas e
transformadas no fendtipo de miofibroblastos (MFs) que se caracteriza pela
neoexpressdo de a-SMA. Em resposta a estimulacdo do fator de crescimento
transformador- (TGF-), os fibroblastos diferenciam-se em MFs, marcados pela a-
SMA, que levam a aceleracdo da cicatrizacdo de feridas. (Klingberg; Hinz; White,
2012; Putra et al.,2020).

Os MFs e seu microambiente formam uma rede em evolucao durante o reparo
tecidual, com acdes reciprocas que levam a diferenciacdo celular, proliferacéo,
quiescéncia ou apoptose, e acOes na biodisponibilidade do fator de crescimento por
ligacdo, sequestro e ativagdo. Além da secrecdo da MEC, os MFs, ao secretarem
metaloproteinases de matriz e inibidores teciduais de metaloproteinases, sdo capazes
de remodelar essa MEC (Darby et al., 2014).

A importancia da cicatrizacdo adequada de feridas na pele torna-se evidente
guando os mecanismos de reparacdo do nosso corpo falham, levando a feridas que
nao cicatrizam (crénicas) ou reparo excessivo (fibrose). A busca da terapia alvo no
contexto da reparacéo tecidual desregulada € a tentativa de manter os MFs em
equilibrio (Hinz, 2016).

Sob inflamacéo controlada, a liberacdo do fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de crescimento
transformador-p (TGF-B) podem promover uma formagéo de tecido de granulacéo
caracterizada pelos MFs expressando a-SMA. O TGF-B pode induzir os MFs a
produzir uma matriz extracelular (ECM) excessiva que potencialmente causa a

formacao de cicatriz (Mokos et al., 2017).



62

Em sintese, na Figura 24 observa-se além de um aumento do marcador a-SMA
no tratamento C+AT (7 dias) como descrito anteriormente, o que sugere uma maior
quantidade de MFs acelerando o processo cicatricial, e uma diminuicdo em 14 dias,
sugerindo um efeito inibitério do corticoide, quando comparado ao tratamento
contralateral somente com cola, corroborando com o estudo de Seibold et al. (2012),
gue sugerem a atuacdo dos corticoides na diminuicdo na producdo de citocinas
inflamatorias, como VEGF, TGF-B e IL-1. Esse resultado sugere uma cicatrizacdo com
equilibrio dos MFs, alvo para uma cicatrizagdo adequada.
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Figura 24 - Painel imunohistolégico — marcador a-SMA dos tecidos cicatriciais de
ratos Wistar, dos diferentes grupos experimentais por 7 ou 14 dias.

14 dias

i

A) Naive 7 dias; B) Naive 14 dias; C) somente Cola 7 dias; D) somente Cola 14 dias; E) C+AT 7 dias;
F) C+AT 14 dias. Nota-se a presenga da proteina alfa-actina de musculo liso (a-SMA) coradas em
castanho. Parametro: () a-SMA. Aumento de 200X. Barra = 100um.

Fonte: Préprio Autor.
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Na imunohistoquimica, com o marcador de fibronectina, nenhum resultado foi
estatisticamente diferente (Tab. 4), mas observou-se um discreto aumento visual
desta glicoproteina no tratamento C+AT em 7 e 14 dias evidenciado nas Figuras 25 E
e 25F. A literatura aponta sua importancia na fase inflamatoria, onde a fibronectina é
capaz de opsonizar detritos da matriz extracelular, além de ativar macréfagos para
gue possam fagocitar esses detritos (Clark, 1996).

Até o momento, a literatura é escassa em pesquisas in vivo com a proteina
fibronectina (glicoproteina produzida pelos fibroblastos, que participa da MEC),
embora varias funcbes sejam bem descritas e conhecidas. A fibronectina é uma
glicoproteina adesiva que desempenha um papel crucial na cicatrizacao de feridas,
particularmente na formagdo da matriz extracelular (MEC) e na reepitelizacdo. A
fibronectina interage com diferentes tipos de células, de citocinas e desempenha um
papel inicial na formacdo de uma matriz temporaria, composta por fibrina e
fibronectina. Essa matriz proviséria é posteriormente substituida por uma matriz
extracelular mais madura que contém fibronectina tecidual (Lenselink, 2013).

Dos varios componentes da MEC, a fibronectina € uma proteina de adeséo
celular que ajuda na migracdo celular e no depdsito de colageno e,
consequentemente, acelera a cicatrizacdo de feridas (Raghow, 1994 e Donaldson;
Mahan, 1983). Wangoo e colaboradores (1996) observaram que diferentes
concentragdes de triancinolona podem interferir na expresséo de pré colageno tipo 1
e de fibronectina, sugerindo que concentracdes menores do corticoide, promovam
menos alteracdes na expressao dessas proteinas, que sao também cruciais no reparo
tecidual. Um estudo-piloto demonstrou que concentragbes menores, como 2,5mg/mL,
mostraram-se tdo eficazes quanto concentracdes maiores, e com menor risco de
atrofia quando injetadas diretamente em lesdes de alopecia areata, evidenciando mais

um papel anti-inflamatério do que imunomodulador (Chu, et al., 2015).
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Figura 25 - Painel imunohistolégico — marcador fibronectina dos tecidos cicatriciais

de ratos Wistar, dos diferentes grupos experimentais por 7 ou 14 dias.
7dias 14 dias
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A) Naive 7 dias; B) Naive 14 dias; C) somente Cola 7 dias; D) somente Cola 14 dias; E) C+AT 7 dias;
F) C+AT 14 dias. Nota-se a presenca da fibronectina coradas em castanho. Pardmetro: (»)
Fibronectina. Aumento de 200X. Barra = 100um.
Fonte: Préprio Autor.
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4.5. Sumarizacao dos Resultados

O ensaio de liberagdo modificada mostrou liberagdo do farmaco adicionado a
cola nas concentracdes de 5mg/mL, 10mg/mL e 20mg/mL, e a quantidade de farmaco
liberada foi dependente da massa da amostra. Neste ensaio, a concentracdo de
farmaco liberada de aproximadamente 2,5mg em 5 dias € segura de acordo com a
literatura.

No ensaio de FTIR observou-se que ndo houve interacdo entre as moléculas
de AT e da cola, porém, identifica a presenca do farmaco na concentracdo de
20mg/mL, a qual foi escolhida para fase in vivo.

A analise TG mostrou que a adicdo de AT a cola ndo alterou a resisténcia
térmica desse polimero, resultado repetido com o ensaio de degradacao do filme apos
30 dias.

O ensaio de DSC demonstrou que a adicao do corticosteroide AT nao alterou
0s eventos térmicos da cola para causar uma instabilidade, podendo coexistir de
forma segura, resultado repetido com o ensaio de degradacéo do filme apos 30 dias.

Na MEV houve uma perda na homogeneidade da cola quando adicionado a
AT, porém esse resultado ndo impactou a adesividade ou caracteristica mecéanica do
novo polimero, comprovado pelo ensaio pré-clinico.

Na macroscopia, hdo houve alteracdo na adesividade das colas testadas (cola
sozinha ou C+AT), observou-se auséncias de secrec¢do, de infeccéo e, sem diferenca
na cicatrizacéo tecidual dos ratos.

Na microscopia de reparacdo tecidual com analises histolégicas dos
parametros avaliados, a presenca de fibrose foi significativamente menor no
tratamento C+ AT (14 dias). A neovascularizacao foi significativamente menor no
tratamento C+AT (7 dias). Nao houve diferenca significativa na avaliagcao de linfocitos
e plasmacitos. A presencga de macrofagos foi significativamente maior no tratamento
C+AT (14 dias) e presenca de neutrofilos foi significativamente maior no tratamento
C+AT (7 dias).

Na analise imuno-histoquimica néo foi evidenciado resultado estatisticamente
significativo, porém foi observado um aumento CD68, expressdo de macrofago, no
tratamento C+AT (7 e 14 dias); maior quantidade de a-SMA, expressao de
miofibroblasto, no tratamento C+AT (7 dias) e menor no tratamento C +AT (14 dias).

Observou-se um aumento discreto da fibronectina no tratamento C+AT (7 e 14 dias).
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Esse estudo concentra-se nas perspectivas futuras do novo biomaterial
formado pela combinacdo da cola de 2-octil-cianoacrilato e o corticoide AT no
tratamento de feridas cutdneas superficiais. Planeja-se realizar um ensaio clinico em
humanos para avaliar diversos aspectos, incluindo a cicatrizacéao final para avaliacdo
da incidéncia de cicatrizes hipertréficas e queloides, além da ocorréncia de dermatite
de contato.

Diante do exposto, é importante uma andlise mais detalhada por meio de
imuno-histoquimica para diferenciar os macréfagos M1 e M2 em cada fase do
processo de cicatrizacdo. Isso permitird uma melhor compreensédo da dinamica da
resposta imunoldgica durante a cicatrizacdo e seu impacto no resultado.

Adicionalmente, é crucial realizar uma avaliacdo dos marcadores especificos
que possam distinguir entre o coldgeno tipo 1 e o tipo 3 durante o processo de
cicatrizacdo. Embora ambos os tipos de colageno desempenhem um papel nesse
processo, € importante destacar que o colageno tipo 1 é mais prevalente na pele e
esta intimamente ligado ao processo de cicatrizacdo. Portanto, identificar e monitorar
0s marcadores que caracterizam cada tipo de coldgeno pode fornecer insights
importantes sobre a dinAmica e a eficacia do processo cicatricial.

Essa analise mais refinada ajudara a obter resultados mais confiaveis e a
compreender melhor os mecanismos subjacentes a cicatrizacao de feridas cutéaneas
superficiais fechadas com cola de 2-octil-cianoacrilato modificada, liberando uma
concentracdo anti-inflamatéria de AT (2,5mg/mL) em aproximadamente 5 dias pos

cirurgia.
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6. CONCLUSAO

A combinacdo de 2-octil-cianoacrilato com triancinolona tem potencial
promissor na medicina translacional e pode ser um novo biomaterial a ser considerado
para novos testes pré-clinicos e clinicos, jA que ndo houve alteragcbes nas
caracteristicas quimico-fisicas estudadas. Estudos clinicos futuros serdo necessarios
para fundamentar os achados desta pesquisa.

Triancinolona associada a cola cirdrgica na cicatrizacdo de feridas cutaneas
confirmou o efeito anti-inflamatorio e imunomodulador do corticoide, com menor
neovascularizacao e fibrose, além do remodelamento da MEC realizado pelo equilibrio
dos miofibroblastos e fibras coldgenas menos densas, reducédo da fase inflamatoria
cicatricial culminando em regeneracéo tecidual, além de possivel reducéo de efeitos

colaterais do préprio polimero, como dermatite de contato alérgica.
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ANEXO A — COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “ Efeitos farmacolégicos da
Triancinolona associada a cola cirargica na cicatrizagao de feridas
cutaneas em ratos Wistar “, protocolo n°2022/132, sob a responsabilidade do
pesquisador Rosana Soares Araujo Doci - que envolve a produgéo,
manutencéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comissao de Etica no uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Médicas e da Saude da Pontificia Universidade Catolica de Sao Paulo (CEUA-
FCMS-PUC/SP), em reunidao de 27/09/2022.

Vigéncia do Projeto 06/2022 a 06/2023
Espécie/linhagem Ratos Wistar
N° de animais 20
Peso/ldade 180 aszrggsgefamas
Sexo Machos
Origem CEMIB / UNICAMP

. Gislaine Ventrucci

Coordenadora CEUA-FCMS-PUC/SP
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