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RESUMO

CURATIVO PELE DA TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus) MODULA A FASE
INFLAMATORIA E PROLIFERATIVA DA CICATRIZACAO DE QUEIMADURAS
SUPERFICIAIS EM CAMUNDONGOS

As queimaduras s3o um problema de saude publica global, responséavel por cerca de 180.000
mortes anuais ¢ danos de ordem psicoldgica e social. A pele de tilapia (Oreochromis niloticus)
possui caracteristicas microscopicas semelhantes a estrutura morfologica da pele humana e
elevada resisténcia a tragdo, o que suporta sua possivel aplicagdo como biomaterial. Estudos
demonstraram que o curativo oclusivo de pele de tilapia apresentou boa aderéncia no leito das
feridas causadas por queimaduras de segundo grau superficiais, em animais ¢ em humanos,
minimizou o exsudato e a formagao de crosta interferindo positivamente no processo cicatricial.
Contudo ainda ndo existem estudos que avaliem o mecanismo de ac¢do cicatrizante da pele da
tildpia. Neste sentido o estudo avaliou o mecanismo de acdo do curativo oclusivo da pele da
tilapia irradiado e liofilizado em queimaduras superficiais de 2° grau produzidas em
camundongos Swiss fémeas (22g + 3,0g). Os animais foram submetidos a queimadura
superficial (100°C/ 6seg) induzida por placa inoxidavel (1,5 cm? de didmetro). Imediatamente
apds a lesdo os animais foram divididos randomicamente em grupos (8-10 animais) e os
tratamentos forma iniciados: (1) Grupo Controle Negativo (Sham): receberam solugdo
fisiologica 0,9% uma vez ao dia; (2) Grupo Sulfadiazina de Prata 1% (Sulfa): receberam
aplicagdo diaria do creme (3) Pele de tildpia: animais tratados com curativo oclusivo de pele de
tilapia liofilizada e irradiada a 25KGy. Foram avaliados no 3°, 7° e 14° dia de tratamento o
percentual das contragdes das lesdes, edema e hiperemia; parametros histologicos por coloracao
H&E e Picrosirius red (polarizado e ndo polarizado); mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-1f,
KC e IL-10) e niveis dos fatores de crescimento TGF-B ¢ VEGF. O curativo preparado com a
pele de tilapia para tratar queimaduras superficiais foi capaz de acelerar o processo de contragado
da queimadura por meio da alta produgdo de fatores de crescimento, aumento dos niveis de
colageno total e maior conversao do colageno do tipo III para o tipo I, assim como possui uma
provavel atividade anti-inflamatoria através da reducdo de infiltrado inflamatério, reducao de
MPO, MDA, das citocinas IL-18, TNF-a e KC e aumento de IL-10. Dessa forma, esse trabalho
suporta as possiveis vias de atuagdo do curativo pele de tilapia nas fases da cicatrizagdo, assim

como reforca a sua utilizagdo na medicina regenerativa como um biomaterial.

Palavras-chave: Pele de tilapia. Cicatrizacdo. Inflamac¢do. Queimaduras. Remodelamento

Tecidual.



ABSTRACT

NILE TILAPIA SKIN (Oreochromis niloticus)y DRESSING MODULATES THE
INFLAMMATORY AND PROLIFERATIVE PHASE OF WOUND HEALING IN
SUPERFICIAL BURNS IN MICE

Burns is a global public health problem, responsible for about 180,000 annual deaths and
psychological and social damage. Tilapia skin (Oreochromis niloticus) has microscopic
characteristics similar to the morphological structure of human skin and high resistance to
traction, which supports its possible application as a biomaterial. Studies have shown that the
tilapia skin occlusive dressing showed good adhesion on the bed of wounds caused by
superficial second-degree burns, in animals and humans, minimized exudate, and the formation
of crust, positively interfering in the healing process. However, there are still no studies that
evaluate the mechanism of healing action of tilapia skin. In this sense, the study evaluated the
mechanism of action of the occlusive dressing of the irradiated and lyophilized tilapia skin in
2nd-degree superficial burns produced in female Swiss mice (22g + 3.0g). The animals were
subjected to superficial burn (100°C / 6sec) induced by a stainless plate (1.5 cm? in diameter).
Immediately after the injury, the animals were randomly divided into groups (8-10 animals) and
treatments were started: (1) Negative Control Group (Sham): received 0.9% saline solution
once a day; (2) Silver Sulfadiazine Group 1% (Sulfa): received daily application of the cream
(3) Tilapia skin: animals treated with lyophilized tilapia skin occlusive dressing irradiated at
25KGy. The percentage of lesion contractions, edema, and hyperemia were evaluated on the
3rd, 7th, and 14th days of treatment; histological parameters by H&E and Picrosirius red
(polarized and non-polarized); inflammatory mediators (TNF-a, IL-1B, KC and IL-10) and
levels of TGF-B and VEGF growth factors. The dressing prepared with tilapia skin to treat
superficial burns was able to accelerate the process of contraction of the burn through the high
production of growth factors, increased levels of total collagen and greater conversion of type
IIT collagen to type I, as well as having a probable anti-inflammatory activity through the
reduction of inflammatory infiltrate, reduction of MPO, MDA, of the cytokines IL-1, TNF-a
and KC and increase of IL-10. Thus, this work supports the possible ways in which the tilapia
skin dressing can act during the healing phases, as well as reinforcing its use in regenerative

medicine as a biomaterial.

Keywords: Tilapia skin. Healing. Inflammation. Burns. Tissue Remodeling.
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1 INTRODUCAO

1.1 Morfologia da pele

Consistindo em aproximadamente em 15% do peso corpdreo e area variando entre
1,5 a 2 m? em um individuo adulto, a pele é o maior 6rgio de nosso corpo. Esta encobre toda a
superficie corporal e funciona como uma barreira protetora contra patdgenos, perda indesejada
de liquido e contra danos diversos, sejam térmicos, fisicos ou quimicos (RIVITTIL, 2014). A
pele ¢ constituida por uma camada mais externa denominada epiderme, outra mais interna
chamada derme e entre elas estd a membrana basal. Trata-se de um 6rgdo complexo, no qual ¢
composto por inimeras terminagdes nervosas que respondem a estimulos dolorosos, mecéanicos
e pressoricos (Figura 1). A pele possui fungdes imunogénicas, fotoprotetoras, termorreguladoras,
e ¢ responsavel pela sintese de vitamina D. Além disso, pode ser utilizada como uma via para a

administragdo de medicamentos e/ou cosméticos (STONE et al, 2018; ALLOWAY, 2011).

Figura 1 — Estrutura da pele
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Fonte: Adaptado de CESTARI, 2018.
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A epiderme possui formato irregular e compreende o estrato corneo, a camada
granulosa, a camada espinhosa e a camada basal, como representado na Figura 2. Ela ¢
composta por um epitélio pavimentoso estratificado e queratinizado, portanto, as células que a
constituem sdo predominantemente os queratinocitos. Estes sdo provenientes da membrana
basal e representam uma das principais células no processo cicatricial. Eles se diferenciam,
amadurecem ¢ avangam essas camadas em direcdo ao estrato corneo, mudando a sua
conformagdo para uma forma mais achatada e se conectando através de jungdes celulares
denominadas de desmossomas, estruturas importantes na manuten¢do da integridade do tecido
epitelial (VIG, et al. 2017; GANTWERKER; HOM, 2012). O estrato cérneo funciona entdo
como uma barreira contra a entrada de microorganismos e materiais exoégenos, além de evitar
a perda excessiva de 4dgua. Estas células sdo renovadas constantemente, sendo que as células
mais externas sdo eliminadas e assim novas células da camada basal sofrem divisdo celular

(VIG, et al. 2017, GANTWERKER; HOM, 2012; JUNQUEIRA; BOSKO, 2019).

Figura 2 — Camadas da epiderme
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Fonte: Adaptado de BOSKO, 2019

Além dos queratindcitos, existem outros tipos celulares com importantes fungdes
na epiderme como os melandcitos, as células de Merkel, e as células de Langerhans. Os
melandcitos sao células dendriticas responsaveis pela sintese e armazenamento de melanina, e
também podem ser encontrados nas mucosas, matrizes dos pelos, olhos, ouvidos e sistema
nervoso central. Ja as células de Merkel estdo dispostas entre os queratindcitos e funcionam
como receptores sensoriais, estando localizadas nas extremidades distais dos dedos, labios,
gengivas e bainha externa dos foliculos pilosos. As células de Langerhans sdo células

dendriticas residentes e funcionam como apresentadoras de antigenos aos linfocitos T,
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originam-se na medula dssea a partir de células-tronco hematopoiéticas e compdem cerca de 2%

a 8% das células da epiderme (CESTARI, 2018).

Abaixo da epiderme, encontramos a derme, que ¢ a camada mais espessa da pele.
Esta ¢ composta por algumas fibras de elastina produzidas por fibroblastos, que junto com a
agua e grandes moléculas de proteoglicanos, compdem a matriz extracelular (MEC). Dentro da
derme, existe uma regido de tecido conjuntivo areolar frouxo com papilas, e mais abaixo
encontra-se a derme reticular, que contém fibras colagenas compostas principalmente por
colageno do tipo 1. Essa camada da pele fornece resisténcia mecénica, além de ser substrato
para a difusdo de dgua e nutrientes; por conter vasos sanguineos, nervos ¢ cé¢lulas envolvidas
no crescimento, reparo e defesas imunes (NYAME et al., 2014; VIG, et al. 2017). Abaixo da
derme temos o tecido subcutaneo, que ¢ constituido principalmente de gordura. Ele ndo faz
parte da pele em si, mas possui uma importante fun¢ao de conexao entre a pele, a camada
muscular, o osso subjacente, e possibilita a caracterizacdo da profundidade das lesdes que
acometem o 6rgao frequentemente. (YE; DE, 2017).

A pele ¢ um 6rgdo que facilmente ¢ alvo de diversos tipos de lesdes devido a sua
total exposi¢do ao ambiente externo. Dentre estas, se destacam as queimaduras por serem lesdes
frequentes em nosso dia-a-dia e que podem trazer graves danos a satide e a qualidade de vida
dos individuos acometidos (YE; DE, 2017). Desta forma, ¢ importante conhecer as
caracteristicas, fungdes, estrutura e propriedades de uma pele saudavel para uma melhor
compreensdo do processo de evolucdo de uma lesdo e de sua cicatrizagcdo. O entendimento
destes mecanismos nos tornam agentes de saude capazes de interferir no processo do reparo
tecidual e desta forma poder de forma direta, melhorar a qualidade de vida das pessoas

acometidas (YE; DE, 2017; MARTIN; FALDER, 2017).
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1.2 Queimaduras

A queimadura ¢ uma lesdo na pele ou em outro tecido organico causado
principalmente pelo calor ou diversos fatores como radiagdo, radioatividade, eletricidade,
friccdo ou contato com produtos quimicos (WANG et al, 2018). As queimaduras térmicas sao
responsaveis pela maioria das queimaduras cutaneas relatadas. Elas podem desencadear
diversas complicagdes, desde uma desidratacao inicial, seguida de infeccao e um desequilibrio
eletrolitico, até insuficiéncia respiratdria e choque. Associado a estes fatores existem danos
psicologicos e emocionais que podem advir da hospitalizagdo prolongada, dor, perda da fungao
e formagdo de cicatrizes e¢ deformidades (WANG er al, 2018; EVERS; BHAVSAR,
MAILANDER., 2010).

As queimaduras atualmente se tornaram graves problemas de saide mundial.
Segundo a Organiza¢ao Mundial de Satide (OMS) estas lesdes afetam mais de 300 milhdes de
pessoas ao ano no mundo, o que gera em torno de 11 milhdes de individuos que necessitam de
atencao médica especializada e provoca 180.000 mortes anualmente e consiste em uma das
principais causadoras de morbidade, principalmente em paises em desenvolvimento (WHO,
2018). Na India, por exemplo, mais de um milhdo de pessoas sio queimadas moderada ou
severamente todos os anos. Em Bangladesh, Colombia, Egito e Paquistdo, 17% das criangas
com queimaduras tém uma deficiéncia temporaria e cerca de 18% possuem deficiéncias
permanentes em decorréncia das queimaduras (HAMBLIN, 2018; GREENHALGH, 2019).,A
Associagdo Americana de Queimados (American Burn Association - ABA) estimou que em
2016, 486.000 pessoas procuraram atendimento para queimaduras, com 3.275 O&bitos
relacionados a lesoes e inalagdo de fumaca; 2.745 dbitos i resultantes de incéndios residenciais;
310 incéndios relacionados a acidentes de veiculos, e 220 de outras causas. Estimou-se também
que o pais norte-americano tenha gastos aproximados de U$ 95.000 para cada paciente que
tenha necessidade de enxertos em queimaduras extensas de terceiro grau. Além disso, os custos
diretos de atendimento a criangas com queimaduras ultrapassaram U$ 211 milhdes no ano 2000

(HAMBLIN, 2018; GREENHALGH, 2019).
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No Brasil, o panorama ¢ muito preocupante, com cerca de um milhdo de pessoas a
cada ano acometidas por queimaduras, 200 mil atendidas em servigos de emergéncia, e 40 mil
demandam hospitalizagao. Por fim, isso resulta em 2.500 6bitos como consequéncia direta ou
indireta das queimaduras no pais (WANG et al., 2018, BRASIL, 2017). Ainda € possivel
observar que as criangas sdo registradas como principais vitimas (80% dos casos) de
queimaduras que ocorrem principalmente no ambiente doméstico (ARAGAO et al., 2012;
CRUZ; CORDOVIL; BATISTA, 2012).

As queimaduras podem ser categorizadas de acordo com o grau de destrui¢do
celular causada nada pele e tecidos subcutaneos, considerando aspectos como cor, exsudato,
reabastecimento capilar e sensacdo (STONE et al., 2018; GILL; FALDER, 2017).
Classicamente, as queimaduras sdo categorizadas como de primeiro (superficiais), segundo

(espessura parcial) ou terceiro graus (espessura total) (Figura 3).

Figura 3 — Grau de profundidade das queimaduras
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Fonte: Adaptado no BioRender.com. de GREENHALGH, 2019; GILL; FALDER, 2017.
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As queimaduras de primeiro grau sdo aquelas que ndo ultrapassam a epiderme,
mantendo a barreira integra, se caracterizando apenas com secura e vermelhiddo. Como
exemplos tém as queimaduras solares, que apresentam facil resolucdo e nenhuma ou pouca
necessidade de tratamento (GREENHALGH, 2019). Na queimadura de segundo grau ocorre a
perda da barreira epidérmica chegando a penetrar na derme. Ocorre formacdo de bolhas, as
vezes extravasamento de liquido intersticial, além da dor intensa. A medida que as queimaduras
de segundo grau se tornam mais profundas, menos anexos cutaneos, como pelos e glandulas
permanecem; portanto requerem mais tempo para curar. Por altimo as queimaduras de terceiro
grau se estendem abaixo da pele, destruindo a derme e danificando o tecido adiposo subcutaneo,
a fascia, os musculos ou os 0ssos. Essas feridas podem ser de qualquer cor e mais secas do que
as demais queimaduras, com a destruicao dos nervos da derme ela torna-se menor indolor se
comparada a queimadura de segundo grau. Com a destrui¢do dos anexos dérmicos, a migragao
epitelial torna-se limitada, portanto a cicatrizagdo ¢ mais lenta. Elas requerem intervengao
cirargica, podendo levar a cicatrizes hipertroficas e aumento do o risco de infec¢do, choque e

morte (GREENHALGH, 2019; GILL; FALDER, 2017).

A injuria térmica leva a desnaturacdo proteica e perda da integridade da membrana
plasmatica, com formacao de necrose no centro que vai atenuando a medida em que percorre
para a periferia. Em 1953, Jackson definiu trés zonas diferentes de lesdo tecidual apds a

queimadura: a zona de hiperemia, a zona de estase e a zona de coagulacdo (Figura 4) (KECK

et al., 2009; SALIBIAN et al., 2016).

Figura 4 — Zonas de lesdo da queimadura
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Fonte: Elaborada pelo autor no BioRender.com.
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A zona de hiperemia caracteriza-se por inflamag¢do e um aumento da irrigagdo
sanguinea por um periodo de tempo maior, tendendo a se auto recuperar caso nao haja sepse
local ou periodo prolongado de hipotensao arterial sistémica. Ja a zona intermedidria da estase
¢ uma area considerada terapeuticamente critica a ser tratada, visto que ela pode contribuir para
o aumento da area de superficie e profundidade da queimadura por perda do curso natural de
perfusdo. Esta zona ¢ inicialmente significativamente edematosa, e envolve a zona interna de
coagulacdo que pode ndo ser recuperada (SALIBIAN et al., 2016: JOHNSON, 2018). A zona
de coagulagdo por sua vez consiste na drea de maior dano térmico, onde ocorre desnaturagao
de proteinas, levando a morte celular, trombose vascular e consequentemente dano irreversivel
ao tecido. Tais feridas com maior profundidade acarretam em consequéncias locais e sistémicas

que aumentam as complicagdes e a morbidade (SALIBIAN et al., 2016: JOHNSON, 2018).

1.2.1 Cicatrizacio de queimaduras

O termo cicatrizagdo de feridas se refere a uma série complexa de eventos
biologicos que sdo normalmente descritos como a sucessdo de trés fases sobrepostas:
inflamacao, formacao de tecidos (ou fase de proliferacdao) e remodelacao de tecidos (Figura 5).
A fase inflamatoria tem como objetivo a prevencdo da infiltracdo de patdgenos, ocorrendo o
recrutamento de células inflamatdrias para remover detritos celulares (REF?). Ao mesmo tempo,
sdo ativadas as cascatas de sinalizagdo celular para iniciar a cicatrizacdo de feridas. Na fase
proliferativa ocorre a proliferagdo de queratindcitos e a contragdo de miofibroblastos, com a
formag¢ao de uma matriz vascularizada que busca o fechamento da area lesionada. Por fim, na
fase de remodelagdo ¢ vislumbrado o amadurecimento e o desenvolvimento de um novo epitélio,
formando um tecido cicatricial (EVERS; BHAVSAR; MAILANDER 2010; STRONG et al.,
2017).
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Figura 5 — Fases do processo de cicatrizagao
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Fonte: Elaborado pelo autor no BioRender.com.

O dano tecidual faz com que as células residentes da pele reconhecam sinais de
perigo como os padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) e padrdes moleculares
associados a patdégenos (PAMPs). Esses sinais sdo reconhecidos por receptores expressos nas
células hospedeiras chamados 7o//-like (TLRs) que induzem a ativagdo das vias de sinalizagao
intracelulares como as o fator nuclear NF-xB e as vias de proteina cinases ativadas por
mitdogenos (MAPK). Estas vias, quando ativadas, desencadeiam a expressdao de um grande
numero de genes, incluindo mediadores inflamatorios, citocinas, quimiocinas e peptideos
antimicrobianos, para iniciar e perpetuar a resposta inflamatéria (LANDEN; LI; STAHLE,
2016).

Durante a resposta inflamatoria, um dos primeiros mediadores liberados ¢ a
histamina, pelos mastocitos. Estes aumentam a vasodilatagdo e a permeabilidade vascular,
gerando edema no tecido. Além disso, ocorrem a hipercoagulabilidade e a trombose do vaso
comprometendo a perfusdo dérmica. A partir destes eventos, este local se torna propicio para a
migracao de neutrdfilos, linfocitos e mondcitos, que por sua vez fornecem mais sinais
quimiotaticos que recrutam mais leucécitos (VAUGHN & BECKEL, 2012; LATEEF et al.,
2019; SINGER & BOYCE, 2017). Os leucécitos sdo recrutados imediatamente para o sitio da
lesdo, enquanto que os neutrofilos aderem no vaso por meio da indugdo da expressdo de
mediadores inflamatorios como as moléculas de adesdo intercelular 1 (ICAM1), moléculas de
adesdo celular vascularl (VCAMI) e e-selectinas (SELE) nas células endoteliais. (NIELSON
et al., 2017; LANDEN; LI; STAHLE, 2016). Os neutrofilos atuam através de trés principais
mecanismos para destruir detritos e bactérias: através do processo classico de fagocitose,

através da liberagdo de substancias bactericidas e desbridadoras como lactoferrina, proteases,
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elastase de neutrofilos e catepsina, e através da producdo de 'armadilhas' de cromatina e
protease que capturam e matam bactérias no espaco extracelular. Além disso, os neutréfilos
liberam espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio como anion superoxido, radical
hidroxila, peroxido de hidrogénio, 6xido, nitrogénio 6xido (NO) e peroxinitrito (SORG ef al,

2016; SINGH; YOUNG; MCNAUGHT., 2017; VAUGHN; BECKEL, 2012).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio tém sido consideradas como
mediadores de danos progressivos nos tecidos apds lesdo inicial por queimadura. Elas se
relacionam ao aumento da atividade de enzimas pré-oxidativas, tais como a xantina oxidase e
a NADPH oxidase, que levam a peroxidacao lipidica das membranas celulares, causando
desequilibrio osmotico, e resultando na morte da célula afetada na zona de estase (SALIBIAN
etal.,2016; VAUGHN; BECKEL, 2012). Além disso, ocorrem diminui¢des nas quantidades de
antioxidantes como a glutationa reduzida (GSH) e nos eliminadores de radicais livres na
queimadura causam mais estresse oxidativo e subsequentes danos aos tecidos. Assim, a resposta
clinica a queimadura depende do equilibrio entre a producdo e a eliminagao de radicais livres

(SALIBIAN et al., 2016; VAUGHN; BECKEL, 2012; NIELSON et al, 2017).

Na fase de cicatrizagdo da ferida causada por queimadura, as células T reguladoras
(Treg) tém sido implicadas como principais imunorreguladores da inflamagdao dos tecidos
através da atenuacdo da producdo de interferon-y (IFN- y) e do acimulo de macrofagos pro-
inflamatorios (LADAK; TREDGET, 2009; SORG et al, 2016). Os macréfagos sdo um outro
grupo de células importantes na resposta inflamatodria gerada por lesdo térmica. Mastocitos tipo
M1 estdo associados a atividade fagocitica e sdo os principais produtores de mediadores pro-
inflamatorios como prostaglandina E2, IL-6, TNF-a e IL-1p. Entretanto, os macrdéfagos tipo
M2 estdo envolvidos na sintese de mediadores anti-inflamatérios, como IL-10, estimulam a
producao da matriz extracelular (MEC) por meio da producao de fatores de crescimento como
VEGF, PDGF, TGF-8 e EGF, e atuam na fagocitose de neutrofilos, bactérias e detritos celulares
iniciando um processo de limpeza no local da lesdo. (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI,
2017; SORG et al., 2016; HESKETH et al., 2017). Apesar do processo descrito gerar reparo da
queimadura, muitas vezes este pode estar exacerbado em algumas fases. Quando isso ocorre,
podemos ter um estado chamado hipermetabolismo, onde ocorre 0 aumento da expressao de
citocinas pro-inflamatoérias e anti-inflamatorias que resultam em alteragdo da funcao imune. O
hipermetabolismo, por sua vez, provoca uma utiliza¢do desnecessaria de proteinas, resultando
na inducdo de um estado hipercatabdlico dindmico, o que ¢ prejudicial ao reparo da lesdo

(FINNERTY, 2008).
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Os fatores de crescimento sdo os principais reguladores moleculares que controlam
a evolugdo da ferida por queimadura. Destes, se destacam o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento
transformador-B (TGF-B) (EVERS; BHAVSAR; MAILANDER 2010). Quando esses fatores
sdo liberados, se inicia a cascata de coagulacdo que culmina na formacdo de um coagulo de
fibrina que serve como um alicerce para as células migratérias repararem a ferida
(MARKESON et al., 2013; HALL et al, 2018). A partir disso, o fator de crescimento de
queratinocitos (KGF) recruta os queratindcitos que secretam metaloproteinases da matriz
(MMPs) e outras proteases para ajudar a remover o tecido danificado enquanto se forma uma
nova camada epidérmica. Ao mesmo tempo, fibroblastos se proliferam e produzem colageno,
fibronectina, glicosaminoglicanos (GAGs) e proteoglicanos para constituicdo da nova matriz
extracelular (MEC). Por fim, células endoteliais criam novos vasos sanguineos e sofrem
apoptose ap6s atingir o nivel suficiente de formacao desses vasos (MARKESON et al., 2013;
HALL et al, 2018).

O codgulo de fibrina formado no local da lesdo ¢ entdo substituido por tecido fibroso
rosa, vascularizado, denominado tecido de granulacdo. Este tecido ¢ composto
majoritariamente por colageno do tipo II (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017). Para que
esse processo ocorra, inicialmente os fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos
estimulados por TGF-B. Os miofibroblastos possuem forcas contrateis aumentadas através da
alfa actina do musculo liso (a-SMA) e possuem propriedades de células musculares lisas. Essas
células migram através da MEC recém-formada e conectam-se as proteinas circundantes,
fibronectina e coldgeno, que estimulam mecanicamente essa matriz causando contragdao (HALL
et al, 2018). Os miofibroblastos também promovem a angiogénese através da mediacdo da
atividade da MMP. A medida que a fase de remodelagio progride, o colageno tipo III
previamente secretado durante a fase proliferativa ¢ degradado e substituido pelo colageno tipo
I. Apos o fechamento da ferida, a populacdo de miofibroblastos regride em resposta a sinais
apoptoéticos. Este novo tecido possui uma porcentagem maior que o normal de calcio, com mais
reticulagdes e confere uma resisténcia a tragdo maxima de aproximadamente 80% da pele ndo
lesionada. Todo esse processo de contracao da queimadura pode resultar em ferida semi-fechada,
se a lesdo for mais profunda. Em decorréncia disso, os sobreviventes de queimaduras podem
ser submetidos a procedimentos cirurgicos por meses a anos para melhorar a fungdo local

(SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017; HALL et al, 2018; YOUNG; DEWEY; KING., 2018).
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Alguns fatores podem interferir nesse processo resolutivo. O fator nutricional esta
associado a uma melhora da cicatrizagdo, enquanto que a desnutri¢do prolongada promove a
inflamacao, inibe a fungao dos fibroblastos, reduz a angiogénese e a deposicao de colageno. O
tabagismo afeta o processo cicatricial pelo aumento do estresse oxidativo, ou redugdao da
migragdo e proliferagdo de fibroblastos, ou ainda pela diminui¢do da sintese e da deposi¢ao de
colageno, entre outros. Quanto menor o grau de hipoxia, maior a reepitelizagdo, visto que a
presenca de oxigénio ¢ essencial para a deposi¢ao de colageno. Diversos outros fatores também
podem ser citados como a presenga de doengas cronicas, presenga de infecgdo, idade, condi¢ao

do sistema imunoldgico e genética do individuo (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017).
1.2.2.1. Tratamento convencional

As queimaduras alteram as percepgdes sensoriais de dor, temperatura ¢ toque. A
perda da integridade da pele desencadeia perda de fluidos corporais que sdo seguidos por
desidratacao, desequilibrio eletrolitico, insuficiéncia renal e circulatoria (NIELSON et al.,
2017). Essas séries de alteragdes fisiopatoldgicas acabam gerando grandes efeitos sobre a
farmacocinética e a farmacodinamica do uso de drogas no tratamento de queimaduras graves,
aumentando os desafios clinicos como a ocorréncia de uma cicatrizagdo lenta, aumento da
suscetibilidade a infec¢des e formagdo de cicatrizes hipertroficas (cicatriz elevada em relagao
ao tecido original, devido ao excesso da deposi¢ao de colageno) (NIELSON et al., 2017;
SHPICHKA et al., 2019, WANG et al., 2017).

Até o momento descrevemos a profundidade das lesdes causadas por queimaduras.
Contudo, para a realizagdo do manejo destes pacientes diversos fatores sdo analisados: a
localizagdo da lesdo, idade do paciente, presenga ou auséncia de inalagdo, origem da
queimadura, trauma associado, doencas pré-existentes e a extensdo atingida. Nesse ultimo
parametro utiliza-se a regra dos “nove” criada por Wallace e Pulaski (1951), a chamada
superficie corporal queimada (SCQ). Em queimaduras pequenas ou irregulares, para se fazer a
estimativa pode-se usar a area da superficie da palma da mao de um paciente. Individuos com
queimaduras que atingem acima de 20% em adultos e 10% em criancas da area total da
superficie corporal sdo considerados graves (BRASIL, 2012; NIMIA et al., 2018; MORGAN;
BLEDSOE; BARKER 2000). Estes pacientes sao frequentemente atendidos na unidade de
terapia intensiva. O tratamento requer o manejo das vias aéreas com a realizacdo de suporte
respiratorio, ressuscitagao de fluidos, estabilizagdo cardiovascular e controle da dor (VIGANI

etal., 2017).
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O processo de atendimento destes pacientes requer uma sequéncia de passos: 1)
avalia¢do inicial, 2) higienizacdo da ferida, 3) remocdao do tecido necrético através do
desbridamento e 4) escolha do melhor agente topico ou curativo (KOWALSKE, 2011; VIGANI
et al., 2017). No paciente, a colonizacdo de varios patdgenos no leito da ferida, e a
suscetibilidade das infeccdes ocorrem devido ao comprometimento da barreira cutanea somada
a hiperinflamacdo aguda, seguida de imunossupresséo. Por esses motivos, as infeccdes sdo a
principal causa de morte e morbidade, onde 51% dos falecimentos sdo atribuidos a septicemia
(STONE et al, 2018; GREENHALGH et al., 2007; KRISHNAN et al., 2013). A aplicacéo
sistémica e topica de antimicrobianos é o tratamento geralmente recomendado com o uso de
bacitracina, nistatina, mupirocina, sulfadianiza de prata em creme ou pomadas, além de
solugdes com veiculos aquosos como acetato de mafenida e nitrato de prata (STONE et al.,
2018; ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI 2017).

Tradicionalmente a sulfadiazina de prata 1% tem sido largamente utilizada ha mais
de 40 anos no tratamento de queimaduras de segundo e terceiro grau. Este farmaco possui a
funcdo de prevenir eventuais infeccdes e estimular o processo de desbridamento dos tecidos
necrosados, possuindo um amplo espectro contra bactérias gram-negativas (Escherichia coli,
Enterobacter, Klebsiella sp e Pseudomonas aeruginosa), gram-positivas (Staphylococus
aureus) e também contra o fungo Candida albicans. Trata-se de um medicamento de facil
aplicacdo, baixo custo e indolor. Atualmente é o primeiro medicamento incluso na Relacdo de
Medicamentos Essenciais (RENAME) para este fim (NIMIA ez al., 2018; FERREIRA; PAULA,
2013). Por outro lado, neste tratamento encontram-se diversas desvantagens como a
necessidade de troca diaria de curativos, o que gera extremo desconforto ao paciente, reacdes
de hipersensibilidade as sulfonamidas e leucopenia. Além disso, 0 medicamento ¢é
contraindicado em mulheres gravidas, lactantes e recem-nascidos. Diversos estudos relatam que
o tratamento para queimaduras com sulfadiazina de prata 1% gera toxicidade dos agentes de
prata nos fibroblastos e nos queratinocitos, o que ndo favorece o processo de cicatrizagao
(NIMIA et al., 2018; FERREIRA; PAULA, 2013; MORGAN; BLEDSOE; BARKER 2000).
Diante dos desafios a serem superados para o tratamento das queimaduras expostos até aqui, a

pesquisa de novos tratamentos € de essencial interesse para a sociedade.
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Outras estratégias de tratamento diferentes tém sido usadas para gerenciar feridas
por queimadura (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI 2017). Alguns estudos destacam a
aplicacdo de laser terapéutico no tratamento que resultou em maior vascularizacéo, proliferacdo
de células e organizacéo de fibras coldgenas. Porém ainda ndo ha uma padronizagédo quanto a
profundidade da lesdo, bem como sobre qual o tipo de lesdo que apresenta melhor resposta a
essa terapéutica (ANDRADE; LIMA; ALBUQUERQUE, 2010).

1.2.2.2. Biomateriais

Ha aproximadamente 50 anos os biomateriais foram introduzidos no tratamento de
queimaduras (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2017). O uso de biomateriais no processo
de cicatrizagdo da pele possui basicamente duas fungdes: prevenir a piora do ferimento e limitar
a quantidade de droga utilizada através de uma liberagdo controlada (SON et al., 2019).

Os biomateriais possuem diversas finalidades, tipos de aplicagdes e tratamentos.
Sao assim chamados por poderem ser de origem natural ou sintética e/ou produzido por técnicas
de bioengenharia. Os biomateriais podem executar, ampliar ou repor fung¢des de células, tecidos
ou orgaos. Atualmente diversos tipos de biomateriais sdo utilizados na medicina para diversos
fins. Podemos citar, por exemplo, substitutos de valvulas do coragdo, implantes dentais,
dispositivos de regeneracdo da pele, dentre outros. Para que seja considerado um biomaterial,
0 mesmo deve possuir uma boa biocompatibilidade com o local do corpo onde sera aplicado, e
o estudo da biocompatibilidade depende de andlises feitas sob a luz da biologia celular e
molecular (BHAT; KUMAR, 2012).

Tanto os polimeros naturais quanto os sintéticos podem ser utilizados na medicina
regenerativa inclusive para o tratamento de queimaduras (SHANMUGAN; SHADEVAN,
2018). Os polimeros constituem um grupo de biomateriais extremamente versatil para
tratamentos médicos, sendo formados a partir de unidades mondmeros que unidos, via ligacao
covalente, constituem macromoléculas. A composi¢ao quimica dos mondmeros depende do tipo
de polimero. Nos plésticos, os mondmeros sdo majoritariamente constituidos por atomos de
carbono. Em alguns polimeros naturais, como os polissacarideos, as subunidades estao ligadas

entre si via ligagdes glicosidicas entre atomos de oxigénio (AYMERICH, 2010).
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O poli(etilenoglicol) (PEG) e o alcool polivinilico (PVA) séo polimeros sintéticos
ndo-toxicos, bioinertes e biocompativeis com tecidos humanos. Estes podem originar hidrogéis
que possuem uma excelente aplicacdo no tratamento de feridas. Além disso, este tipo de
material pode ser manipulado para garantir uma boa adesdo ao tecido atraves de suas
propriedades mecanicas. Os hidrogéis produzidos a partir de PEG, por exemplo, conseguem
aumentar a deposicdo de coldgeno em ratos, 0 que mostra vantagens da utilizacdo dos
biomaterias no processo de cicatrizacdo (SON et al., 2019).

Os polimeros obtidos a partir de proteinas naturais isoladas da matriz celular, tais
como o colageno e a elastina, possuem um grande potencial para atuarem na regeneracdo de
tecidos lesionados, induzindo os processos de especificacdo e reconhecimento celular do local
lesionado (BHAT, KUMAR 2012). Por exemplo, a criacdo de um curativo de hidrogel a base
de quitosana, mel e gelatina apresentou acdo antibacteriana contra S. aureus e E. coli, e
contribuiu para a cicatrizagdo de queimaduras (MOVAFFAGH, JEBRAIL et al, 2019). O
colageno bovino quando combinado aos queratindcitos autélogos humanos e fibroblastos tém
sinalizado resultados para um possivel uso no tratamento de queimaduras severas
(SHANMUGAN, SHADEVAN 2018; WANG, 2012; BHAT, KUMAR 2012). No entanto, em
geral, esses curativos sdo caros, dificeis de aplicar e nem sempre estdo disponiveis (MORGAN;
BLEDSOE; BARKER 2000). Assim, o uso de biomateriais no processo de cicatrizacao da pele
possui funcdes de prevenir o agravamento do ferimento e limitar a quantidade de droga utilizada

através de uma liberagao controlada (SON et al., 2019).

1.2.2.2.3. Enxerto de pele

A metodologia da engenharia de tecidos vem se ganhando cada vez mais destaque
e vem sendo aplicada no tratamento de pacientes queimados, tendo como principio levar a
restauracdo, manutencdo ou melhoria da estrutura e fungéo dos tecidos danificados de maneira
biocompativel, com vistas a reduzir limitagdes dos tratamentos convencionais, acelerar e
otimizar a cura, além de reduzir a dor nas queimaduras superficiais. Apesar do alto custo, torna-
se uma alternativa eficaz em longo prazo. Na engenharia de tecidos diversas novas formas de
tratamento estdo sendo realizadas como a producéo de Scaffolds (suportes teciduais), de fatores
promotores de cura, pesquisa com células-tronco e terapia génica (ORYAN; ALEMZADEH,;
MOSHIRI, 2017).
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O enxerto de pele autélogo ¢ considerado como método padrao ouro no tratamento
de queimados (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2017). Este fornece cobertura com baixo
risco de rejeigdo e correspondéncia de cor e textura. Contudo, muitas limitagdes sdo encontradas.
Resultados insatisfatorios em ferimentos extensos, aumento do risco de complicacoes,
formagao de cicatrizes hipertroficas, falhas sensoriais e na termorregulagdo da pele enxertada
(ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2017; MARKESON et al, 2013). Além disso, este
tratamento ndo ¢ de facil acesso a popula¢do e nem disponibilizado pelo Sistema Unico de
Satde (SUS). Entretanto, apesar de o aloenxerto cadavérico, ter sido associado a bons
resultados, , a sua disponibilidade ¢ limitada devido a inconveniente colheita da pele no
necrotério e a baixa qualidade das pecas coletadas, devido a possibilidade de contaminagao

microbiana (ATIYEH; HAYEK; GUNN, 2005; OBENG et a/, 2001).

Novas alternativas t€ém sido associadas a bons resultados, como o uso de pele de
animais (xenoenxertos), sendo esta uma alternativa viavel e disponivel no Brasil onde existe
uma grande variedade de espécies com potencial clinico para uso das peles como curativo
bioloégico em humanos. (ATIYEH; HAYEK; GUNN, 2005; CHIU; BURD, 2005;
YAMAMOTO et al., 2018). A pele suina ¢ utilizada desde a década de 1960 para o tratamento
de queimaduras, sendo o xenoenxerto mais utilizado na atualidade. Sua eficéacia ¢ justificada
pela semelhanga da sua composicao e estrutura histologica com a pele humana. As principais
vantagens desse material € o seu baixo custo e disponibilidade da fonte. No entanto, ha um risco

teorico de zoonoses, como a infec¢do por retrovirus endégenos suinos (CHIU; BURD, 2005).

A Rana catesbiana, uma espécie de ra conhecida como ra-touro, ¢ amplamente
distribuida no pais e comercializada mundialmente para o consumo de sua carne. Sua pele foi
testada como um possivel curativo temporario para queimaduras em cdes e apresentou
resultados promissores por ter substancias ativas na sua pele, € mostrou resultados promissores
em humanos na cobertura temporaria de queimaduras de segundo grau profundas, feridas
cirargicas de escarotomias e fasciotomias, bem como para areas doadoras. Entretanto, apesar
dos seus bons resultados, a pele de ra ainda ndo € registrada na Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) (PICCOLO; PICCOLO; PICCOLO, 2002).

Visto esse panorama, ¢ possivel refletir que mesmo com todos os avancos na
tecnologia de tratamento de queimaduras, sdo necessarias otimizagdes nessas terapéuticas,
como a reduc¢do no tempo de internacdo, aumento na qualidade do tecido restaurado, na
pigmentagao, sensacao, flexibilidade e fungao da cicatriz formada. Além disso, sdo necessarios

melhores estudos e evidéncias acerca dos novos tratamentos (HORST et al. 2018).
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1.3. Curativo bioldgico de pele de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), faz parte do segundo grupo mais
importante de peixes cultivados em viveiro depois das carpas (ZENG et al., 2009). Esta espécie
pertence a familia dos ciclideos, originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa e encontra-
se amplamente disseminada nas regides tropicais e subtropicais. Esta espécie possui alto indice
de rendimento comercial, pois apresenta rapido crescimento, grande rusticidade, facil manejo,
e carne de otima qualidade (ZENG ef al., 2009; ALVES et al, 2015; AZEVEDO-SANTOS et
al.,2011). A tilapia do Nilo foi introduzida no Brasil em 1971, por intermédio do Departamento
Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS), nos agudes do Nordeste, difundindo-se
posteriormente para todo o pais. No estado do Ceara ¢ encontrada nas pisciculturas ao longo do
rio Castanhdo, que forma uma das principais bacias hidrograficas neste estado (ZENG et al.,

2009; ALVES et al, 2015; AZEVEDO-SANTOS et al, 2011).

Estudos histologicos da pele de tildpia demonstraram que esta possui uma epiderme
revestida por um epitélio pavimentoso estratificado e uma camada mais profunda da derme com
feixes finos de fibras colagenas, sobrepostos e cruzados no sentido transversal a superficie da
pele (FRANCO et al, 2013). Esta pele é considerada subproduto de descarte na piscicultura,
pois ap0s as tilapias passarem pelo processo de filetagem para destino comercial, menos de 1%
do material de descarte ¢ aproveitado apenas no artesanato local (SOUZA et al, 1997;
CASTAGNOLLI, 1996). Por outro lado, as peles de tilapia do Nilo, apés o curtimento, sua
resisténcia e seu desenho de flor resultam em uma matéria-prima nobre, de alta qualidade ¢ de

aspecto peculiar (Figura 6) o que chamou a aten¢do de pesquisadores.

Figura 6 — Interface da pele de tilapia limpa apds o processo de filetagem

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Alves et al (2015) verificaram que as caracteristicas microscopicas da pele de tilapia
sdo semelhantes a estrutura morfologica da pele humana, possuindo elevada resisténcia e
extensdo quando submetidas a teste tensiométrico. Esses autores verificaram ainda que esta pele
¢ constituida por cerca de 51% de colageno do tipo I, o mais frequente no corpo humano,
estando presente em estruturas rigidas como tenddes, ossos e cartilagens e podendo ser
comparado aos materiais derivados de mamiferos. Assim, o colageno configura-se como um
dos principais componentes dos biomateriais, devido a sua caracteristica de orientar e de definir
a maioria dos tecidos, além de tratar-se de uma proteina de matriz extracelular importante para
diversas aplicagdes cosméticas e farmacoldgicas no geral (CARVALHO et al, 2009;
DELISTOIANOV et al, 2008, TOVAR 2009; MIMURA et al, 2008; FRENKEL et al, 1997).
Estudos realizados na China constataram que peptideos de colageno marinho (MCPs)
preparados a partir da pele de tilapia sdo constituidos de pesos moleculares inferiores a 5 kDa
e 58% dos seus residuos de aminoacidos sdo hidrofilicos. Esses peptideos conseguiram
promover o fechamento de arranhdes em ensaio de Scratch em cultura de queratindcitos

humanos (HaCat) (ZHOU et al, 2017).

Ademais, outros experimentos realizados utilizando nanofibras produzidas a partir
de colageno de pele de tilapia, ndo provocaram resposta imunologica, resultaram em aumento
significante da proliferacdo de queratindcitos humanos (HaCat) e estimulagdo da diferenciacdo
epidérmica através da expressao génica regulada de involucrina, filagrina e transglutaminase
tipo I nessa mesma linhagem (ZHOU et al, 2015; ZHOU et al, 2016). O mesmo estudo mostrou
também um aceleramento do processo cicatricial de feridas em ratos de maneira eficaz
associando esses efeitos aos multiplos aminodcidos contidos nas nanofibras. Outro estudo
recente mostrou que o colageno de tildpia induz significativamente a expressao do fator de
crescimento epidérmico e do fator de crescimento de fibroblastos, no qual sdo pecas importantes
na proliferacdo e diferenciagcdo de fibroblastos e queratindcitos (ZHOU et al, 2015; ZHOU et
al,2016; CHEN et al, 2019)

Estudos realizados com ratos (Rattus norvergicus) linhagem Wistar utilizando a
pele de tildpia como curativo biolodgico oclusivo no tratamento de queimaduras apresentaram
resultados de nao inferioridade em relacao ao tratamento convencional com o antimicrobiano
sulfadiazina de prata do grupo controle, tendo boa aderéncia ao leito da ferida e auséncia de
alteragdes nos exames laboratoriais de funcio hepética, renal e hemograma (LIMA-JUNIOR et
al., 2017). Tais achados favoraveis, encorajaram o grupo de pesquisa a dar seguimento ao

estudo com a realizacdo da fase clinica. Inicialmente, foi realizado um estudo clinico para
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avaliar a seguranca e o potencial de irritabilidade e sensibilizagao cutanea da pele de tilapia pela
empresa Allergisa. Os resultados deste estudo demonstraram que a pele de tilapia ndo causou
irritacdo ou sensibilizacdo significante na pele dos sujeitos de pesquisa saudaveis,

demonstrando seguranga na sua utilizagdo em seres humanos (DADOS NAO PUBLICADOS).

Ao ser apontada a seguranga do uso da pele de tildpia em humanos, a equipe de
pesquisadores do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da
Universidade Federal do Ceara (UFC), iniciou em 2016 um estudo clinico em paciente
internados na unidade de queimados do Instituto Dr. José Frota (Fortaleza-Ceard), publicados

posteriormente como relatos de caso (Figura 7) (LIMA- JUNIOR et a/, 2019).

Figura 7 — Paciente submetido ao tratamento com pele de tilapia

Fonte: LIMA JUNIOR, 2017.

A eficacia da pele de tilapia como curativo bioldgico oclusivo no tratamento de
queimaduras de 2° grau foi avaliada e comparada com o tratamento convencional utilizado com
sulfadiazina de prata. Os resultados obtidos foram promissores, a pele da tilapia apresentou boa
aderéncia no leito das feridas, reduzindo a dor e o sofrimento dos pacientes. Sua utilizagdo
reduziu o numero de dias até a completa reepitelizagdo, assim como o numero de troca de
curativos e consequentemente o numero de anestesias e analgesias utilizadas, auxiliando no
processo de cicatrizagdo, diminuindo a perda de liquidos, demonstrando beneficios para os

pacientes (LIMA-JUNIOR et al, 2017; COSTA et al, 2019; LIMA-JUNIOR ef al, 2019).
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Posteriormente, outro estudo clinico realizado com 30 pacientes aleatoriamente
tratados com pele de tilapia e hidrofibra com prata Aquacel Ag® no Hospital Sdo Marcos,
Recife/PE revelou similaridade entre os grupos para a média de dias de tratamento (completa
cicatrizagdo da ferida). Apresentou também ndo inferioridade relacionada a dor apds os
curativos e suas trocas (quando existentes), e na quantidade de substituicdes (MIRANDA;
BRAND, 2019). Além da sua utilizacdo para o tratamento de queimaduras e feridas,
recentemente foi realizada com sucesso a primeira cirurgia de reconstru¢ao de vagina utilizando
pele de tilapia, caracterizando a experiéncia como de baixo custo, de facil aplicagcdo e alta
eficacia (DIAS et al, 2019; DIAS et al, 2019). A reconstru¢dao apresentou bons resultados
anatomicos e funcionais, atuando como um scaffold, permitindo que o tecido cicatricial sofra
metaplasia e epitelizacdo. A pele de tilapia possibilitou uma neovagina anatdémica e funcional
por meio de um procedimento simples, seguro, facil, eficaz, rdpido e minimamente invasivo em
pacientes com sindrome de Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser e estenose vaginal (DIAS et al,
2019; DIAS et al, 2019). Em andlise histologica foi observada caracteristicas do tecido vaginal
adulto saudavel, com a presenca de epitélio escamoso estratificado com alta expressdao de
citoqueratinas, FGF e expressdo fraca de fator de crescimento epidérmico (EGFR) (DIAS et al,
2019; DIAS et al, 2019). Sua utilizacdo também trouxe outros resultados promissores como
enxerto de pele escrotal para aumento neovaginal na vaginoplastia primdaria na transicao de

género masculino para o feminino (SLOGO et al, 2019; RODRIGUEZ et al, 2020).

A pele de tilapia também foi testada em feridas veterinarias. Em um relato de caso,
um cavalo com ferimento traumatico tratado com a pele de tilapia apresentou reepitelizagao
completa da lesdo, com bons resultados estéticos e funcionais, e sem reagdes alérgicas ou
toxicidade. Além disso, o animal ndo apresentou sinais de desconforto e respeitou

consistentemente o periodo de tratamento (COSTA; LIMA-JUNIOR; FECHINE, 2020).
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2 JUSTIFICATIVA

As queimaduras ainda s3o responsaveis por grande parte dos ferimentos e 6bitos
decorrentes de causas externas no Brasil, correspondendo a cerca de 38% dos principais agravos
atendidos no Sistema Unico de Satude do Brasil (ANDRADE; LIMA; ALBUQUERQUIE, 2010).
Estas lesdes sdo responsaveis por um grande nimero de afastamentos do trabalho e sequelas
funcionais e estéticas, especialmente na populacdo masculina, sendo as térmicas, as mais
comuns (METSAVAHT, 2017; ANDRADE; LIMA; ALBUQUERQUE, 2010). A Sulfadiazina
de prata, presente na RENAME, vem sendo recomendada pelo Ministério da Saude brasileiro
como tratamento padrdo antimicrobiano topico para queimaduras disponivel pelo SUS, que
apesar do facil acesso, tem baixa evidéncia cientifica, com baixa penetracdo, atraso na
cicatriza¢do da lesdo e ainda pode favorecer a resisténcia bacteriana (METSAVAHT, 2017;
SAEIDINIA et al., 2017; WATTANAPLOY et al., 2017). Neste contexto, a pele de tilapia, vem
se destacando como um produto de baixo custo de produgdo e com bom potencial cicatrizante
(LIMA-JUNIOR et al, 2017).

Em 2016, no Nucleo de Pesquisa e Produ¢do de Medicamentos (NPDM) da
Universidade Federal do Ceara, foi iniciado um projeto com objetivo de investigar a utilizagao
da pele da tilapia do Nilo como curativo oclusivo no tratamento de queimaduras de pacientes
da unidade de queimados do Instituto Dr. José Frota — Fortaleza-Ceara. A eficacia da pele da
tilapia como curativo bioldgico no tratamento de queimaduras de 2° grau foi avaliada e
comparada com o tratamento convencional utilizando Sulfadiazina de prata. Os resultados
obtidos foram promissores, e o curativo pele da tilapia apresentou boa aderéncia no leito das
feridas, trazendo menor niimero de trocas de curativos, reduzindo assim a dor e o sofrimento
dos pacientes. Além disso, a pele tem apresentado excelente desempenho para outras aplicacdes
clinicas como em cirurgias de neovagina e redesignagdo sexual (LIMA-JUNIOR et al, 2019;
COSTA et al, 2019; DIAS et al, 2019; SLOGO et al, 2019).

Com base nisso, estudos pré-clinicos precisam ser desenvolvidos para propiciar
uma melhor compreensao do mecanismo de acao pelo qual o curativo pele de tilapia atua com
foco no modelo in vivo de queimaduras experimentais e dessa forma, fornecer subsidios para o
desenvolvimento de um biomaterial de baixo custo, facil acesso e eficaz no reparo de afecgdes

cutaneas.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no efeito cicatrizante

do curativo pele de tilapia em queimaduras superficiais em camundongos.

3.1. Objetivos especificos

v

Avaliar a contracdo das queimaduras tratadas com o curativo pele de tilapia através da
mensuracédo da leséo;

Avaliar macroscopicamente o efeito do curativo pele de tilapia sobre os parametros de
edema, hiperemia e reepitelizacdo em queimaduras experimentais;

Determinar as alteracfes histopatoldgicas em cortes histologicos em queimaduras
tratadas com o curativo pele de tilapia e corados com hematoxilina e eosina (HE);
Avaliar a colagénase em cortes histoldgicos das queimaduras tratadas com o curativo
pele de tilapia e corados com Picrosirius red;

Quantificar o infiltrado inflamatério neutrofilico nas queimaduras tratadas com o
curativo pele de tilapia, por meio de contagem direta de células e da atividade da
mieloperoxidase (MPO);

Avaliar o estresse oxidativo nas queimaduras tratadas com o curativo pele de tilapia
através da avaliacdo de malonaldeido (MDA) e glutationa reduzida (GSH);

Quantificar citocinas pré- e antiinflamatorias (TNF-a, IL-1p, KC e IL-10) e fatores de
crescimento (TGF-B e VEGF) nas queimaduras tratadas com o curativo pele de tilapia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao da pele de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

As peles foram obtidas de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), provenientes da
piscicultura do agude Castanhao (Jaguaribara, CE). Apos o abate, as peles foram removidas,
retiradas as escamas, submetidas a lavagem em agua corrente e colocadas em soro fisioldgico
(solugdo de NaCl a 0,9%) estéril, previamente resfriado a 4°C para o transporte entre os
municipios de Jaguaribara e Fortaleza, onde foi realizada a limpeza final. Em seguida, foram
retirados os excessos de musculo, que ainda permaneceram ligados a pele, lavados com soro

fisiologico e obedecendo as etapas de esterilizacao.

4.2. Esterilizacao da pele de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

O processo de esterilizacdo da pele seguiu as etapas descritas por Lima-Junior et al,
2017 e foi realizado no Banco de Pele Animal do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos da UFC. Para tanto, as peles foram submetidas a uma limpeza final e retirada
dos excessos de musculos. Em seguida, sob condigdes estéreis, as peles foram lavadas em
gluconato de clorexidina a 2%, e posteriormente colocadas em soro fisioldgico, a temperatura
ambiente, sob agitacao orbital branda de 5 min. Logo apo6s, o soro foi descartado e reposto em
quantidade suficiente para cobrir a peca, este processo foi repetido por mais duas vezes
finalizando com a disposi¢do das peles com a face escamosa voltada para baixo em badejas
metalicas as quais foram armazenadas sob refrigeracao a -80°C para posterior liofilizagdo. Por
fim, as peles liofilizadas foram seladas a vacuo e encaminhadas para a etapa de
radioesterilizagdo complementar, no Instituto de Pesquisa Energética Nuclear (IPEN-SP), em
gama cobalto a 25 KGs. Finalmente, apds a realizagdo de todo processo, as peles foram

embaladas a vacuo e tém validade para uso de até dois anos.
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4.3. Procedimento cirurgico de inducio de queimaduras superficiais em camundongos

4.3.1. Animais

Os protocolos envolvendo o uso de animais de experimentacao foram realizados
conforme o Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), sendo
avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisas com Animais da Universidade
Federal do Ceara (CEUA) sob o nimero 7304051018 (ANEXO A).

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fémeas da linhagem Swiss (22g +
3,0g) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Cearéa (Biocen - UFC). Uma
semana antes do inicio do procedimento cirtirgico, os animais foram acomodados em caixas de
polipropileno, limpas e individuais, na sala de manuten¢@o do biotério do Nucleo de Pesquisa
e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), onde permaneceram por todo o periodo
experimental, sob condi¢des adequadas de luz (fotoperiodo - 12h de luz), temperatura (25 °C),

umidade (55 £ 10%) e acesso a ragdo e agua ad libitum.

4.3.2. Procedimento anestésico e cirargico

Os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina 2% (10mg/Kg) associado
ao cloridrato de cetamina 10% (100mg/Kg,), por via intraperitoneal (i.p.) (HALL; CLARKE,
1991). Apds a anestesia, foi realizada a tricotomia da regido dorsal por tragdo manual e assepsia
com iodopovidona 1%, seguido de alcool etilico a 70%. Em seguida, os animais foram
submetidos a queimadura superficial induzida pelo contato direto por 6 segundos de uma placa
quadrada de inox (1,5 cm? de didmetro) aquecida a temperatura de 100°C (adaptado de Lima-
Junior et al., 2017). Apos a indugdo da lesdo, os animais foram reidratados com soro fisiologico
0,9%, resguardados em ambiente aquecido e sob observacao até a completa recuperacgao.

Todos animais foram mantidos em gaiolas individuais higienizadas em estante
ventilada apds a indugdo da cirurgia durante todo o protocolo experimental. Para evitar possivel
contaminagdo do ferimento recém realizado, a maravalha foi adicionada apenas ap6s 48h do

protocolo e durante esse periodo foi estimulada a troca de caixa a cada 48h ou 72h.
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4.3.3. Grupos experimentais

ApoOs recuperacdo da anestesia, os animais foram distribuidos aleatoriamente em
grupos distintos, (10 animais/grupo) conforme o tratamento aplicado nas ulceras descrito
abaixo:

l. Grupo controle (Sham): animais cujas lesdes receberam diariamente apenas
solucao fisioldgica 0,9%;

Il. Grupo Sulfadiazina de prata 1% (Sulfa): animais cujas lesdes foram tratadas
diariamente com creme de sulfadiazina de prata 1%, medicamento padrio,
utilizado no SUS, para tratamento de queimaduras;

1. Grupo curativo pele de tildpia: animais cujas lesdes foram tratadas com
curativo oclusivo de pele de tilapia, fixado com sutura de fio de nylon 5-0

(LIMA-JUNIOR et al, 2017).

A aplicacdo topica dos tratamentos Sulfa de prata e pele de tilapia era sempre
precedida da remogao de residuos presentes nas lesdes através da lavagem com solugdo
fisiologica 0,9%, inclusive no grupo controle. Nos animais do grupo pele da tilapia que

permaneceram até o 14° dia houve uma troca do curativo no 7° dia.

Figura 8 — Representacao esquematica da inducao de queimadura superficial
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Fonte: Modificado de SOUZA, 2019
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Figura 9 — Representacao do protocolo experimental

Fonte: Elaborada pelo autor.

A ilustragdo (A) representa a regido tricotomizada e posteriormente desinfectada, a (B) caracteriza a superficie
apos a inducdo da queimadura e (C) consiste no tratamento utilizado, no caso, a queimadura encoberta com uma

sutura de pele de tilapia.

4.4. Parametros avaliados

4.4.1. Analise Macroscépica

4.4.1.1. Contracéo das feridas

Objetivando avaliar a contragdo das lesdes durante o processo cicatricial nos
diferentes grupos experimentais, as areas das queimaduras dos animais foram quantificadas nos
dias 0, 7 e 14 pos lesdo. Devido a uma auséncia de delimitacdo das bordas das feridas na grande
maioria dos animais tratados com o curativo pele de tilapia no 3° dia, ndo houve mensuragao
desse periodo.

Utilizando paquimetro digital, as medidas horizontais (h), e verticais (v) das lesdes
foram obtidas e, através destas, as areas foram calculadas pela multiplicagdo das duas varidveis,
A=hx v (mm?). Em seguida, a taxa de contracio da lesdo foi calculada pela formula conforme

descrita abaixo.

. area inicial — area dia X
Taxa de contracio (%) = - — x 100
area inicial
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A evolucdo do processo cicatricial das queimaduras foi também acompanhada por
registros fotograficos (Camera fotogréfica Nikon L20) sem flash e com altura de 15 cm

padronizada em relacdo as feridas, realizados nos dias 3, 7 e 14 ap0s a inducao da lesao.

4.4.1.2. Avaliacdo de edema e hiperemia

O edema e a hiperemia sdo sinais flogisticos caracteristicos da fase inflamatdria. O
edema foi categorizado por um inchaco devido ao acumulo de liquido no leito e/ou bordas da
lesdo. A hiperemia foi verificada pela presenca de vermelhidao no ferimento, no caso, o rubor.
Ambos os parametros foram registrados no 3° dia apds a indugdo cirurgica da lesdo e antes do
sacrificio dos animais para a coleta de amostras teciduais para histologia e andlise de
mediadores. A classificagdo desses pardmetros varia conforme a intensidade na ferida,
atribuindo escores que representam: auséncia (0), leve (1), moderado (2) e intenso (3) (MELO

etal.,2011).

4.4.2. Coleta das amostras para estudo

Nos dias 3, 7 e 14 apds a queimadura, dez animais de cada grupo e de cada dia
estabelecido foram aleatoriamente selecionados e eutanasiados pela administragdo de
superdosagem de cloridrato de xilazina (30 mg/kg, i.p.) e cloridrato de cetamina (300 mg/kg,
1.p.). Cuidadosamente, os tecidos das lesdes foram removidos até a camada muscular,
contornando as margens do local atingido e abrangendo um centimetro de pele ndo queimada.
Estas amostras foram fixadas em solug¢do tamponada de formaldeido 10% (v/v) (pH 7.4) para

posterior estudo histopatologico (coloracdo com hematoxilina-eosina e Picrosirius red).
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4.4.3. Avaliacdo Histopatoldgica

As amostras de tecido coletadas das lesdes como descrito no item 4.4.2., foram
incluidas em parafina a 58°C em processador automatico de tecidos (Lupe®). Em seguida, com
o auxilio de um micrétomo semi-automatico (Leica®), foram feitos segmentos de 4 um de
espessura para serem realocados em laminas microscopicas e submetidos a coloragao
hematoxilina-eosina (H&E). Estes procedimentos foram executados no Laboratério de
Histopatologia (NPDM/UFC) sob coordenagdo da profa. Dra. Ana Paula Negreiros Nunes
Alves.

As laminas histologicas de amostragem dos grupos experimentais nos dias 3, 7 ¢ 14
pos lesdo, foram analisadas em microscopio Optico seguindo os pardmetros de escores descritos
no quadro 2. Fotomicrografias foram feitas, padronizando-se a objetiva, a intensidade da luz do
microscopio e a altura do condensador. As imagens foram salvas em formato JPEG para
posterior analise e representagdo histologicas dos grupos experimentais em diferentes periodos
do processo de cicatrizagdo, e posteriormente analisadas com base nos parametros de escores

descritos conforme o quadro 1.

Quadro 1 — Parametros histoldgicos para analise por H&E

Escores Parametros

0 Sem ulcera + epitélio normal + hiperceratose
Tecido conjuntivo remodelado

1 Sem Ulcera + epitélio atrofico + hiperceratose
Fibrose + discreto a moderado infiltrado inflamatorio cronico

2 Superficie desnuda de epitélio
Fibrose + discreto a moderado infiltrado inflamatorio cronico

3 Com Ulcera
Tecido de granulacao

4 Com ulcera
Infiltrado inflamatorio agudo (ectasia, vasos dilatados, infiltrado
leucocitario misto)

Fonte: Adaptado de CAVALCANTE et al., 2011.
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4.4.3.1 Avaliagao do infiltrado de leucdcitos

Foram utilizadas as laminas histologicas do 3° dia apos a indugdo das queimaduras
coradas pela técnica de H&E para a analise do infiltrado de leucécitos no local. O infiltrado foi
categorizado conforme a presenca de células polimorfonucleares ou células mononucleares nos
campos microscopicos. Para a execugao dessa analise as laminas foram fotomicrografadas em
6 campos diferentes, no aumento de 400x em microscopio Optico, abrangendo de 3 regides da
derme papilar e 3 da derme reticular. Os resultados foram expressos como a média do nimero

de células/campo (CAVAZANA et al., 2014).

4.4.3.2 Avaliagao de reepitelizacio

A reepitelizacdo baseia-se no aumento da espessura do tecido apds a migragdo das
células epiteliais da borda da lesdo para o centro, formando camadas de tecido que cobrem o
ferimento e se prendem a matriz abaixo (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017).

A partir das 1aminas histologicas coradas pelo método de H&E correspondentes aos
dias 14 apos a cirurgia foram obtidas por fotomicrografias no aumento de 40x de cada ferida
abrangendo suas bordas. A espessura do novo epitélio foi analisada através de escores que
representam: auséncia (0), 25-50% de epitelizacao (1) e 50-100% de epitelizacao (2) (ORYAN
et al,2018).

4.4.4. Analise de fibras colagénicas por Picrosirius red

O método de coloracao por Picrosirius red (PSR) consiste em uma técnica que se
baseia nas propriedades birrefringentes do coldgeno. Ela ¢ capaz de destacar seletivamente as
redes de colageno através do sistema de cor RGB (vermelho, verde, azul) e se torna mais
especifica quando combinada com a detecgdo de luz polarizada (RITTIE, 2017).

Para confec¢do da lamina foram feitos cortes histologicos de aproximadamente
3um do tecido coletado das lesdes dos grupos no 14° dia pos-cirtrgico. Estes passaram por
processo de desparafinizagdao em estufa a 60°C por 3h, banhados em xilol por 5 min, reidratados
em solugdes de dlcool decrescente (100%, 90% e 70%, respectivamente) e corados com solucao
de Picrosirius red (ScyTek®) por 30 min. Posteriormente essas laminas foram lavadas com
acido cloridrico 5%, contra coradas com hematoxiclina de Harris por 45 seg e feito a montagem

com a laminula utilizando Entellan®.
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As andlises foram realizadas em microscopio de luz polarizada (Leica® modelo
DM 2000 com camera DFC 295 acoplada) no Laboratério de Patologia Bucal da UFC em
colaboragdo com a Profa. Dra. Ana Paula Negreiros Nunes Alves (ALVES et al, 2015). Foram
capturadas imagens fotografando em (aumento de 400x) de trés campos diferentes com e sem
luz polarizada. A avaliacdo foi feita através do software Image J® com o plugin Color
Deconvolution (RGB), ajustando a cor com o Threshold (Adjust>Image>B&W) e obtendo o
percentual de area marcada em relacdo a area total da imagem (Analyze>Measument). Os

resultados foram expressos pelo percentual de area marcada = E.P.M.

4.4.5. Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

A meloperoxidase ¢ uma enzima encontrada em grande quantidade nos granulos
azurodfilos dos neutréfilos, esta ¢ utilizada como marcador da presenga de polimorfonucleares
no local da lesdo, sua atividade ¢ comumente determinada por método colorimétrico (SOUZA
et al.,2001; PATTERSON et al., 2014).

A ferida coletada no 3° dia de tratamento e armazenada anteriormente em freezer -
80 foi triturada e homogeneizadas com o auxilio de um triturador (POLLY TRON®) em 200uL
utilizando tampao gelado contendo NaCl 0,1M, NaPO4 0,02M, EDTA 0,012M com pH 4,7.
Esse material foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e o pellet formado recebeu um choque hipotonico com 1000ul de NaCl 0,2%,
esse contetdo passou por uma nova centrifugagdo de 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. O novo
pellet formado foi ressuspenso em tampao NaPO4 0,05M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo
de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente homogeneizado no triturador (POLLYTRON
®). A seguir, o homogeneizado obtido foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C.
Ap0s a centrifugacdo, 50 uL do sobrenadante foram colocados em uma placa de 96 pogos para
o ensaio. Em cada pogo, adicionaram-se 25 pL de TMB (3, 3’, 3, 3-tetramethylbenzidine; 1,6
mM) e 100 pL de H>O» (0,5 mM) e posteriormente a placa foi incubada por 5 min a 37 °C. A
reacao foi interrompida com &cido sulfirico 4M. A quantificagdo dos neutréfilos foi realizada
a partir de uma curva padrio de neutrofilos (1x 10° neutréfilos/pogo/50 ul) e absorbancia
determinada em leitor de microplacas no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram

expressos como nimero de células/mg de tecido (ALVES-FILHO et al., 2006).
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4.4.6. Avaliacao do estresse oxidativo

4.4.6.1 Determinacdo dos niveis de substincias dcidas reativas com o dcido tiobarbiturico
(TBARS)

O malonaldeido (MDA) ¢ um biomarcador amplamente aceito de estresse oxidativo
e reflete o grau de peroxidagdo lipidica nas membranas celulares. Este foi mensurado pela
reacdo de decomposi¢cdo dos hidroperdxidos de acidos graxos poliinsaturados oriundo do
processo de estresse da lesdo com o acido 2-tiobarbittrico (TBARS) (TSIKAS, 2017; DRAPER;
HADLEY, 1990).

Apds armazenamento em freezer -80, as amostras dos ferimentos coletados no 3°
dia foram trituradas e homogeneizadas a 10% (peso/volume) em um homogenizador
(POLLYTRON®) com tampao fosfato 0,05 M (pH 7,4). Posteriormente, separou-se 250 uL. do
homogenato obtido e levados ao banho de agua a 37°C por 1 hora. Em seguida, adicionou-se
400 pL de acido perclorico 35% as amostras para interromper o processo de peroxidacado, esse
conteudo foi centrifugado por 14000 rpm, a 4°C durante 15 minutos. Desse sobrenadante, foi
retirado 600 puL para um microtubo de tampa rosqueada, nele foi acrescentado 200 pL de 4acido
tiobarbittrico 0,8% e levados em seguida ao banho de dgua a 95°C por 30 minutos. Apds o
resfriamento das amostras e da curva padrdo, foi realizado o plaqueamento de todos os
componentes € posteriormente a leitura da absorbancia em leitora de microplacas no
comprimento de onda de 532 nm. A concentragdo de MDA nas amostras foi calculada através
da equacdo da reta através da curva-padrdo com concentragdes conhecidas de tetrametoxi-

propano (TMP) e os resultados foram expressos em nmol de MDA/g de tecido.

4.4.6.2 Determinacdo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo antioxidante hidrossoluvel que
desempenha um papel importante em fornecer e manter um ambiente intracelular equilibrado.
Sua mensuragdo se baseia na reacdo de acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) com
compostos de sulfidrila do GSH, formando o 4cido 2-nitro-5- tiobenzoico e glutationa oxidada

(GSSG) (BEIRAGHI-TOOSI et al, 2018; SEDLAK; LINDSAY, 1968).
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As amostras de tecido dos tecidos lesionados, previamente armazenadas em freezer
-80, foram homogeneizadas e trituradas a 10% (peso/volume) em um homogenizador
(POLLYTRON®) com solu¢ao de EDTA 0,02 M. Adicionou-se a 40 uLL de cada amostra com
60 uL de 4cido tricloroacético (TCA) 10% para que ocorresse a precipitagdo das proteinas
presentes no material biologico. O conteudo foi centrifugado a 5000 rpm, por 15min, a 4°C e
em seguida, 60 pL do sobrenadante obtido foi adicionado na placa, juntamente com uma curva-
padrao com concentragdes conhecidas de GSH. Por fim, adicionou-se 102 pL da solugdo de
leitura (Tris-EDTA, DTNB 0,01 M) e a absorbancia foi medida imediatamente no comprimento
de onda de 412 nm em leitora de microplacas. A concentracdo de GSH nas amostras foi
calculada com base na equagdo da reta para a curva-padrao e os resultados expressos em pg de

GSH/g de tecido.

4.4.7. Dosagem in situ de citocinas pro- e anti-inflamatorias TNF-a, IL-18, KC (IL-8) IL-
10 e fatores de crescimento TGF- e VEGF

Foram coletadas amostras das lesdes no 3° dia de tratamento para quantificagdo das
citocinas TNF-a, IL-18, KC e IL-10 e os fatores de crescimento TGF- B ¢ VEGF foram dosados
das amostras de 7° e 14° dia através do método imunoenzimatico (ELISA) (FUJIMI et al., 2009;
INFANGER et al., 2004; JANG et al., 2013; YANG et al., 2001). Os tecidos (n=8-10/grupo)
foram descongelados, triturados em um homogenizador (POLYTRON®) em solugdo de PBS
(pH 7,4) sob temperatura de 4°C formando uma solucdo a 10% (mg tecido/uL), este material
em seguida foi centrifugado a 5000 rpm por 5 min para separar o que nao foi completamente
triturado. Em placas separadas de 96 pogos de alta ligacdo foram incubados previamente 50
pl/pogo do anticorpo de captura anti-TNF-a, anti-IL-18, anti-KC, anti-IL-10, anti-TGF-f e anti-
VEGF (kits da R&D systems: Cat. N° DY410, DY401, DY501, DY427 e DY1679,
respectivamente) por 12h a 4°C. Apods sensibilizacdo das placas, elas foram bloqueadas com
BSA 1% (em PBS), e adicionadas as amostras em duplicata, além da dilui¢do seriada da curva
padrdo (concentragdes iniciais de 1000 pg/mL para IL-1 e KC, e 2000 pg/mL para TNF-a, IL-
10, TGF- B e VEGF), no qual permaneceram incubadas por 2h a 4°C. Na dosagem de TGF-
foi necessaria uma etapa de ativagdo antes da incubacdo com a placa sensibilizada, onde as
amostras foram acidificadas com 20 pL de acido cloridrico (HCI) IN por 20 minutos em
temperatura ambiente, ¢ em seguida neutralizadas com a adicdo de 20 puL de solugao
alcalinal,2N NaOH/0,5M HEPES pH 7,4. Terminado o tempo de incubagdo, essas placas

passaram por trés lavagens consecutivas com solu¢do tampao PBS/Tween-20 (0,05% SIGMA)
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e incubadas novamente por 2h, agora com anticorpo de detec¢gdo monoclonal biotinilado
correspondente de cada dosagem. Apos esse periodo, as placas foram novamente lavadas e em
seguida foi adicionado 100 pL do complexo diluido (1:40) de HRP-streptavidina por 20 minutos,
a partir dessa etapa as placas foram protegidas da luz em temperatura ambiente. Depois foi
acrescentado o substrato para a enzima as placas e submetidas a nova incubagdo por mais 20
minutos. Esta reacdo enzimadtica foi interrompida com 50 pL de solugdo contendo acido
sulfurico 2N (H2SO4) apds esse tempo. No fim do processo realizou-se a leitura em
espectrofotometro utilizando o comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos

em picograma de citocinas/mL de homogenato com base na curva padrdo de cada fator.

4.5 Analise estatistica

Todas os resultados foram levantados através do programa GraphPad Prism® (v
5.0), no qual foram expressos estatisticamente utilizando média + erro padrao da média (EPM)
ou em valores de mediana, dependendo do parametro avaliado em questao. Foi utilizado teste
de ANOVA, seguido por Tukey para comparagdes multiplas de valores numéricos entre os
grupos e Kruskal-Wallis, seguido de Dunn’s, para avaliagdo das medianas. Os resultados que

obtiveram diferencga estatistica foram derivados de valores minimos de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito do tratamento com o curativo pele de tilapia do Nilo na area das queimaduras

superficiais.

5.1.1. O curativo pele de tilapia do Nilo foi capaz de acelerar a contra¢do das feridas no 7° dia.

O processo evolutivo cicatricial das queimaduras nos grupos experimentais, foi
avaliado através da mensuragdo da contragdo das lesdes nos 7° e 14° dias apds a indugdo da
queimadura, conforme descrito anteriormente na metodologia.

Como observado na figura 10, a analise morfométrica das queimaduras mostrou
que no 7° dia, somente o tratamento com a pele de tildpia promoveu um aumento significativo
(p<0,05) da porcentagem de contragdo das lesdes (médiatDP: 43.55+2.90) em relagdo aos
animais que foram submetidos a queimadura e foram tratados somente com soro fisiologico
sobre a lesdo, grupo Sham (média+DP: 29.40+2.67), contudo ndo houve diferenca em relagdo
ao grupo Sulfa (médiatDP: 39.43+£3.68). No 14° dia ap6s a queimadura, os valores da
porcentagem de contragdo das lesdes nao apresentaram diferengas significativas entres os trés
grupos experimentais Sham (média=DP: 89.04+ 3.77), Sulfa (médiatDP: 90.87+ 2.95) e pele
de tilapia (médiaxDP: 96.74+ 1.24).
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Figura 10 — Percentual da contragdo das queimaduras superficiais induzidas em camundongos
Swiss e submetidas aos tratamentos com soro fisioldgico a 0.9% (Sham), Sulfadiazina de prata

a 1% (Sulfa) e pele liofilizada e irradiada de tilapia do Nilo
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Os animais foram submetidos ao protocolo de queimadura superficial e distribuidos entre os grupos experimentais.
O tratamento topico foi realizado com: pele da tilapia liofilizada e irradiada e sulfadiazina de prata 1%. Os animais
pertencentes ao grupo Sham foram sujeitos ao procedimento cirurgico, mas ndo foram receberam nenhum
tratamento. A area das feridas foi mensurada apds 7 e 14 dias apds a cirurgia. Os resultados foram expressos como
a média + EPM da area média das feridas. **p<0,05 indica diferenca estatistica comparado com o grupo Sham

(N=10 animais/grupo; ANOVA seguido de Tukey).

5.1.2. O curativo pele de tilapia foi capaz de reduzir a hiperemia nas queimaduras superficiais.

Os parametros de edema e hiperemia foram observados no 3° dia apos a inducao
cirtirgica das queimaduras conforme a Tabela 1. A frequéncia de edema entre os grupos foi
baixa, apenas alguns animais apresentaram uma variagdo na intensidade de leve a moderada,
portanto, ndo se verificou diferenga representativa. As feridas do grupo Sham e Sulfa
apresentaram intenso rubor, com frequéncia de 100%, apresentando mediana e variagdes
semelhantes de 3,00 (2 — 3). A pele da tilapia foi capaz de atenuar o parametro de hiperemia,
obtendo uma frequéncia inferior com relacdo aos demais grupos, apresentando mediana e

variacao de 1,00 (0 — 2) com p<0,001 (Tabela 1).
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Tabela 1 — Representagdo por escores da analise de edema e hiperemia

Grupos experimentais Edema Hiperemia p-Valor
Sham 0(0-2) 3(2-3) p>0,05

Sulfa 00-1) 3(2-3) p>0,05
Tilapia 0(0) 1 (0 —2) **x## p<0,001

Os parametros de edema e hiperemia foram observados no 3° dia quanto a intensidade (0- ausente, 1- leve, 2-
moderado e 3- intenso). Os resultados foram expressos pela mediana e intervalo minimo e maximo de escores
adotados no grupo experimental. A analise estatistica foi realizada através do teste de Kruskal-Wallis seguido de
Dunn’s onde ***p<0,001 representam diferenca em relagdo ao grupo Sham e ###p<0,001 em relagdo ao grupo

Sulfa (N=10-8/grupo/dia).

Figura 11 — Evolugao representativa das lesdes por queimadura tratadas com o curativo de pele

de tilapia do Nilo durante 14 dias de avaliagao

3° Dia 7° Dia 14° Dia

SHAM

TILAPIA

Fonte: Elaborada pelo autor.

As queimaduras superficiais foram fotografadas para acompanhamento macroscépico no 3°, 7°, e 14° dia apos a
queimadura ser produzida. A representacdo foi feita por um Unico animal de cada grupo de acordo com os
resultados obtidos pela contracdo da lesdo. Os animais pertencentes ao grupo Sham receberam somente soro
fisiologico 0,9% em suas lesdes. Os animais do grupo Sulfa receberam tratamento com aplicagdo Unica didria de

creme com sulfadiazina de prata 1%. (N=10 animais/grupo/dia).
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5.2. Efeito do tratamento com o curativo pele de tilapia em queimaduras superficiais sob

parametros histolégicos.

No 3° dia de avaliagao foi evidenciado nos grupos Sham (médiaxDP: 503,5+27,76)
e Sulfa (média+DP: 486,5+26,69) a presenca de regido ulcerada com infiltrado inflamatorio
agudo e elevado numero de leucéceitos por campo e Sulfa (Figuras 12 e 13). Em contrapartida
o grupo pele da tilapia obteve diferengca com p<0,05 na redugao de seu escore, no qual observa-
se presenca de tecido de granulacdo, infiltrado inflamatorio moderado e menor contagem de

leucdcitos por campo (média+DP: 403,1+£16,80) (Tabela 2 e Figuras 12 e 13).

Figura 12 — Contagem de leucdcitos por campo apos tratamento com o curativo pele de tilapia

no 3° dia em queimaduras experimentais
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O infiltrado leucocitario foi quantificado em 6 campos/ferida, distribuido entre derme papilar e reticular (aumento
de 400x). Os resultados foram expressos como a média do niimero de células/campo + EPM. *p<0,05 indica
diferencga estatistica comparado com o grupo Sham e #p<0,05 ao grupo Sulfa (N=8-10 animais/grupo; ANOVA
seguido de Tukey).
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Tabela 2 — Representagdo por escores da analise histoldgica das queimaduras superficiais

Tratamento x Sham Sulfadiazina Tilapia p-Valor
Periodo
3° dia 4 (4) 4 (4) 2(4-0)* p<0,05
7° dia 4 (4) 1,50(4-1)* 2(4-1)* p<0,05
14° dia 1(1) 1(1-0) 1(1-0) p>0,05

Os resultados foram expressos pela mediana e intervalo minimo e maximo de escores adotados no grupo
experimental. A analise estatistica foi realizada através do teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s onde *p<0,05
representa diferenga em relacdo ao grupo Sham e #p<0,05 em ralagdo ao grupo Sulfa (N=8 10/grupo/dia).
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Figura 13 — Fotomicrografia de 4rea ulcerada na pele de camundongo no 3° dia de tratamento
com o curativo pele de tilapia

Fonte: Elaborada pelo autor.
Fotomicrografias de laminas histologicas coradas por Hematoxilina Eosina de lesdes por queimaduras no 3° dia
apos a cirurgia (aumento de 100x e 200x, respectivamente). (IA) indica o infiltrado leucocitario agudo na area
ulcerada, (IM) indica o infiltrado moderado e a (TG) sinaliza o tecido de granulagdo. Sham (A; B); Sulfadiazina
(C; D); Tilapia (E; F) (N= 8-10 animais/grupo/dia).
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No 7° dia de tratamento apenas o grupo controle Sham permaneceu com intensa
area ulcerada e infiltrado inflamatorio agudo resultando em diferenca estatistica (p<0,05)
quando comparado ao grupo Sulfa e ao grupo pele de tilapia (Tabela 2), além disso, nesses dois

ultimos grupos citados foi observado formacao de crosta (Figura 14).

Figura 14 — Fotomicrografias de area ulcerada na pele de camundongo no 7° dia de tratamento
com o curativo pele de tilapia
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Fotomicrografias de 1aminas histologicas coradas por Hematoxilina Eosina de lesdes por queimaduras no 7° dia.
(IC) caracteriza a presenca de infiltrado leucocitario cronico, enquanto (C) indica a presenga de crosta. O grupo
Sham (A; B) esta representado, respectivamente, no aumento de 100x e 200x, enquanto os grupos Sulfa (C) e

Tilapia (D) estdo representados pelo aumento de 40x (N= 8-10 animais/grupo/dia).
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No 14° dia, ndo houve diferenca entre os grupos experimentais, o epitélio desses
animais se caracterizou sem ulcera, com tecido conjuntivo remodelado. Nota-se ainda a
presenga de fibrose nos grupos e um aparente povoamento maior de fibroblastos no grupo

tratado com o curativo pele de tilapia (Figura 15).

Figura 15 — Fotomicrografia do epitélio na pele de camundongo com queimadura superficial

no 14° dia de tratamento com o curativo pele de tilapia
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Fotomicrografias de laminas histologicas coradas por Hematoxilina Eosina de lesdes por queimaduras no 14° dia
apos a cirurgia (aumento de 40x e 200x). (TR) identifica auséncia de ulcera e o tecido remodelado, (F) identifica

o povoamento de fibroblastos e a (Fb) presenca de fibrose. Sham (A;B); Sulfadiazina (C; D); Tilapia (E; F).
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5.2.1. O curativo pele de tilapia ndo evidenciou aumento da reepiteliza¢do nas queimaduras
superficiais.

Nao foi observado diferenca no parametro de reepitelizagdo nas ldminas coradas
por H&E do 14° dia entre os grupos experimentais, mantendo-se uma mediana de um para todos

eles (Tabela 3).

Tabela 3 — Representagdo por escores da analise de reepitelizagao

Grupos experimentais Reepitalizacao p-Valor
Sham 1(0-1) p>0,05

Sulfa 1(0-2) p>0,05
Tilapia 1(0-2) p>0,05

Os parametros de reepitelizagdo foram observados no 14° dia quanto a intensidade (0- ausente, 1- 25-50%, 2- 50-
100%). Os resultados foram expressos pela mediana e intervalo minimo e maximo de escores adotados no grupo
experimental. A analise estatistica foi realizada através do teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s. (N=10-

8/grupo/dia). Sulfadiazina (C; D); Tilapia (E; F) (N= 8-10 animais/grupo/dia).

5.3. O curativo pele da tilapia aumenta a deposi¢io de colageno do tipo I na queimadura

A Figura 16 mostra que as queimaduras do grupo Sham (média+DP: 31.09 + 1.52)
no 14° dia de tratamento apresentaram menor deposi¢ao de colageno total em comparacdes os
demais grupos experimentais. O grupo controle positivo Sulfa (médiaxDP: 43.88 + 1.22)
juntamente com o grupo tratado com o curativo pele da tildpia (média+DP: 45.79 + 1.18)
apresentaram maior percentual de colageno total, com p<0,001. Com relagdo ao colageno do
tipo I no mesmo periodo de tratamento, foi observado baixos niveis no leito da ferida nos grupos
experimentais Sham (médiaxDP: 11.00 £ 2.46) e Sulfa (médiaxDP: 7.57 + 1.30), enquanto que
o grupo tratado com a pele da tildpia (média+DP: 37.25 + 3.68) revelou um alto teor desse tipo
de colageno (p<0,001) quando comparado aos demais grupos (Figuras 17 e 18). No que se
refere ao colageno do tipo III, foi constatado um percentual maior (p<<0,001) desse tipo nos
grupos controles Sham (média+DP: 89.00 + 2.46) e Sulfa (média+DP: 92.43 + 1.30) quando

relacionado ao o grupo tratado com o curativo pele da tilapia (médiaxDP: 62.75 + 4.913).
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Figura 16 — Deposicao de colageno total, tipo I e tipo III em queimaduras no 14° dia de

tratamento com o curativo pele de tilapia
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Apos 14 dias de tratamento, 0s grupos tiveram seu percentual de colageno total (A), colageno do tipo | (B),
colageno do tipo 11 (C) quantificados por meio de fotomicrografias (400x) analisadas no software Image J®. Os
resultados (picograma/mL) foram expressos pela média = E.P.M. A andlise estatistica foi feita com ANOVA,
seguida de Tukey. Valores de ***p<0,001 e ##p<0,001 ao grupo Sulfa, veiculo representam diferenca estatistica
em relacdo ao Sham (N=7 animais/grupo/dia).
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Figura 17 — Fotomicrografia da pele de camundongo representando a deposi¢do de coldgeno

total e tipo I em queimadura superficial apds no 14° dia de tratamento com o curativo pele de

tilapia

TILAPIA

Fonte: Elaborada pelo autor.
Fotomicrografias de 1aminas histol6gicas coradas por Picrosirius red de lesdes por queimaduras no 14° dia apds a

cirurgia (aumento de 100x), demonstrando as fibras colagenas (CL) e respectivamente no mesmo campo em luz
polarizada, retratando o colageno do tipo I (CLI). Sham (A; B); Sulfa (C;D); Tilapia (E; F), (N=7

animais/grupo/dia).
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Figura 18 — Fotomicrografia da pele de camundongo representando a deposi¢do de coldgeno

total e tipo I em queimadura superficial no 14° dia de tratamento com o curativo pele de tilapia

TILAPIA

Fonte: Elaborada pelo autor.

Fotomicrografias de laminas histologicas coradas por Picrosirius red de lesdes por queimaduras no 14° dia apés a
cirurgia (aumento de 400x), demonstrando as fibras colagenas e respectivamente no mesmo campo em luz
polarizada, retratando o colageno do tipo I. Sham (A; B); Sulfa (C;D); Tilapia (E; F), (N=7 animais/grupo/dia).
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5.4. O curativo de pele de tilapia reduz os niveis de mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO reflete uma medida indireta da atividade dos neutréfilos
durante a resposta inflamatdria. Dessa forma, a Figura 19 mostra que no 3° dia de tratamento
foi observado valores mais acentuados dos controles Sham (médiaxDP: 2839+161,6) e Sulfa
(média=DP: 2443+293,0), quando comparados ao obtido com tratamento realizado com o

curativo pele da tilapia (média+DP: 1557+217.,5).

Figura 19 — Niveis da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) no 3° dia de tratamento

com o curativo pele de tilapia em queimaduras superficiais
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Os niveis de MPO se correlacionam com a atividade de neutréfilos no leito da ferida. Seus niveis
foram mensurados no homogenato de tecido produzido apos coleta da lesdo dos animais apds 3 dias de tratamento
com o curativo pele de tilapia. Os resultados foram expressos em células/mg de tecido através da média = E.P. M.
A analise estatistica foi feita com ANOVA, seguida de Tukey. Onde **p<0,01 representa a diferenga significativa

em comparagdo ao grupo controle Sham € *p<0,05 ao grupo Sulfa (N=8-10 animais/grupo).
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5.5. O curativo de pele de tilapia reduz os niveis de malonaldeido (MDA), mas nao de

glutationa sintetase (GSH).

O MDA ¢ um marcador de peroxidagao lipidica. No 3° dia de tratamento apods a
indu¢do da queimadura se constatou niveis aumentados nos controles Sham (média+DP:
42.09+7.555) e Sulfa (média+DP: 43.70+ 4.676), em contrapartida, no grupo pele da tilapia
(média=DP: 18.354+3.159) se observou niveis menores do marcador com p<0,05 (Figura 20). P
o marcadorGSH, que ¢ um antioxidante fisioldgico que neutraliza espécies reativas de oxigénio,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos: Sham (média=DP: 344.0+ 22.51), Sulfa
(média+DP: 355.8+ 21.18) e curativo pele de tilapia (média=DP: 383.0+ 38.16) (Figura 20).

Figura 20 — Niveis de malonaldeido (MDA) e glutationa sintetase (GSH) no 3° dia de

tratamento com o curativo pele de tilapia em queimaduras superficiais
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Os mediadores MDA (A) e GSH (B) foram mensurados a partir do homogenato de tecido produzido
apos coleta da lesdo dos animais no 3° dia de tratamento com o curativo pele de tilapia. Os resultados foram
expressos através da média = E.P. M e analise estatistica com ANOVA, seguida de Tukey. Onde *p<0,05 representa

a diferenca significativa em comparagio ao grupo controle Sham e #p<0,05 ao grupo Sulfa (N=6 animais/grupo).
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5.6. O curativo de pele de tilapia reduz os niveis de TNF-a, IL-1p, KC (IL-8), e aumenta

os niveis de IL-10

No 3° dia de tratamento com o curativo pele de tilapia foi observada sua
participacdo na liberacdo de mediadores importantes na resposta inflamatéria. Houve uma
redu¢do na liberagdo de IL-1B (Figura 21 B) no grupo pele de tildpia (médiatDP:
4408+426,7pg/mL) quando comparado ao Sham (média+DP: 6619+750,6 pg/mL) e ao grupo
Sulfa (média+DP: 8359+250,4 pg/mL). O mesmo observou-se para TNF-a (Figura 21 A), onde
os grupos controles Sham (média=DP: 268,9+24,08 pg/mL) e Sulfa (média+DP: 431,7+40,06
pg/mL) obtivem médias superiores ao grupo pele de tilapia (médiatDP: 165,4+22,52 pg/mL).
Para a KC (Figura 21 C), o grupo tratado com a pele de tilapia (média+DP: 8,233+0,7614 pg/mL)
também revelou reducdo desse pardmetro quando comparado aos demais grupos Sham
(média+DP: 22,08+1,746 pg/mL) e Sulfa (médiaxDP: 13,69+2,981 pg/mL).

No mesmo periodo de tratamento foi verificado que aumento significativo dos
niveis de IL-10, no grupo pele de tilapia (médiaxDP: 135,4+14,23 pg/mL), quando comparado
ao grupo Sham (médiaxDP: 70,58+5,691 pg/mL), porém em relacdio ao controle Sulfa
(média=DP: 137,2+15,59 pg/mL) isso nao ocorreu (Figura 21 D).
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Figura 21 — Niveis de TNF-a, IL-1B, KC ¢ IL-10 no 3° dia de tratamento com o curativo pele
de tilapia
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As citocinas TNF-a (A), IL-1B (B), KC (C) e IL-10 (D) foram mensuradas no homogenato de tecido
produzido apds coleta da lesdo dos animais no 3° dia de tratamento com o curativo pele de tilapia. Os resultados
foram expressos em picograma/mL através da média = E.P.M. A analise estatistica foi feita com ANOVA, seguida
de Tukey. Onde *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 representam a diferenca significativa em comparagao ao grupo

controle Sham ¢ *p<0,05 e " p<0,001 ao grupo Sulfa, veiculo (N=8-10 animais/grupo).
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5.7. O curativo de pele de tilapia aumentou os niveis dos fatores de crescimento TGF- e

VEGF apenas no 14° dia de tratamento

A liberagdo de TGF-P nao foi alterada entre os grupos experimentais apos 7 dias de
tratamentos (Figura 22 A), tendo sido obtido os seguintes valores nos grupos: Sham (média+DP:
1112496,24 pg/mL), Sulfa (médiatDP: 1150+45,22 pg/mL) e curativo pele de tilapia
(média=DP: 1112+36,78 pg/mL). Da mesma forma, a liberagdo de VEGF (Figura 22 B) foi
similar entre os grupos experimentais: Sham (médiaxDP: 1396+89,75 pg/mL), Sulfa
(média+DP: 1348+101,2 pg/mL) e curativo pele de tilapia (médiaDP: 1215+89,22 pg/mL).

Figura 22 — Niveis de TGF-p ¢ VEGF no 7° dia de tratamento com o curativo pele de tilapia
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No 7° dia de tratamento, os fatores de crescimento TGF-p (A) e VEGF (B) foram mensurados através do
homogenato das lesdes por queimaduras. Os resultados ( pg/mL) foram expressos pela média + E.P.M. A anélise
estatistica foi feita com ANOVA, seguida de Tukey. Valores de *p<0,05. **p<0,01 e ***p<0,001 representam
diferenca estatistica em relacdo ao Sham (N=6 animais/grupo/dia).

Nao obstante, no 14° dia os niveis de TGF-P (Figura 23 A) foram elevados no grupo
curativo pele de tilapia (média+DP: 662,9+57,18 pg/mL), quando comparado aos grupos Sham
(médiaxDP: 288,4+28,10 pg/mL) e Sulfa (médiaxDP: 226,9423,91 pg/mL). Observou-se
também niveis aumentados de VEGF (Figura 23 B) no grupo tratado com o curativo pele de
tilapia (média=DP: 900,9+45,53 pg/mL) em relacao a Sham (média=DP: 687,0+47,01 pg/mL)
e Sulfa (média=DP: 580,94+57,95 pg/mL) para o mesmo periodo de tratamento.
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Figura 23 — Niveis de TGF-$ ¢ VEGF no 14° dia de tratamento com o curativo pele de tilapia
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No 14° dia os fatores de crescimento TGF-$ (A) e VEGF (B) foram mensurados através do homogenato das lesdes
por queimaduras. Os resultados (picograma/mL) foram expressos pela média £ E.P.M. A analise estatistica foi
feita com ANOVA, seguida de Tukey. Valores de *p<0,05 e ***p<0,001 representam diferenca estatistica em
relagdo ao Sham e *##p<0,001 em relagéo ao grupo Sulfa. (N=6 animais/grupo/dia).
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6 DISCUSSAO

A pele atua como uma importante barreira, protegendo o corpo de agressoes
externas. Porém as queimaduras quebram o equilibrio da interface cutanea e acabam por afetar
todo o organismo, a depender do grau do acometimento. A cobertura da espessura total desses
ferimentos consiste em um procedimento importante para a cicatrizagdo de feridas. Nesse
panorama, varios materiais biologicos, sintéticos ou ndo, sdo estudados visando aplicacdes
clinicas e buscando a resolucdo de feridas agudas e cronicas (YOON et al, 2019; GROEBER
etal, 2011).

Nesse trabalho, camundongos Swiss foram submetidos a queimaduras superficiais
e tratados com a pele da tilapia, e foi constatada uma lesdo menos acentuada depois de sete dias
de tratamento em relagdo ao grupo tratado apenas com salina (Sham) e o tratamento
convencional Sulfadizina. A resolugdo da lesdo ¢ observada ao longo do processo de reparo pela
contracdo da area da lesdo. Essa etapa ¢ um importante parametro para a cicatrizagdo de uma
ferida, considerando que as células presentes nas bordas da lesdo, ou seja, que ndo foram
atingidas pela queimadura, se proliferam e se aproximam diminuindo a area do tecido que
precisa ser curada. Isto reflete no processo de reepitelizacao, onde o rapido fechamento da ferida
reduz o risco de infec¢do e disturbios dessa fase de cura que podem levar a deformidade
(SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017). No 14° dia de tratamento com a pele de tildpia nao
houve diferenca de escore e reepitelizagdo entre os grupos, possivelmente devido ao
metabolismo dos camundongos que favorece um tempo reduzido de cicatrizagdo ou entdo
devido ao processo natural de cicatrizacdo, ja que o modelo animal em questdo ndo produziu
uma ferida cronica, considerando que ndo possui fator patoldgico que atrase o processo
(ABDULLAHI et al, 2015).

Esses resultados corroboram com estudos recentes realizados em 2019, onde Chen
e colaboradores observaram aumento da contracao de feridas abertas em ratos tratados com
colageno extraido da pele da tilapia a partir do 7° dia e no 14° dia, relatando a crosta e completa
cicatrizagdo. Em estudos anteriores (ZHOU et al, 2015; ZHOU et al, 2017) utilizando
nanofibras fabricadas a partir de colageno de pele de tilapia em modelo de ferida excisional em
ratos, constatou-se uma taxa de cicatrizagdo superior, com desaparecimento da crosta no 7° dia
de tratamento, além de cobertura quase completa da ferida com epiderme continua no 14° dia.
A outra abordagem desse mesmo grupo de pesquisa combinou um de hidrogel de quitosana
com peptideos marinhos oriundos da tilapia testado em ensaio de queimadura em coelhos

resultou também a partir do 7° dia formacao de crostas e inicio de descamacao nas bordas, assim
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como mostrou boa qualidade na ferida no 14° dia e queda de crosta no 21° dia. Ainda
corroborando com os dados obtidos, a pele liofilizada do sapo Rana ridibunda (Ranidae)
reduziu a area de feridas abertas de camudongos Swiss a partir do 6° dia de tratamento
(REZAZADE et al, 2013).

O curativo pele da tilapia melhorou visualmente o aspecto flogistico da ferida,
verificando-se a auséncia de edema e diminui¢ao da hiperemia. Possivelmente esse evento pode
estar associado ao fato de ser um curativo oclusivo, atuando como barreira fisica e evitando
perda de fluidos e assim, contribuindo para a melhora desses parametros. Um trabalho realizado
em ratos Wistar com queimaduras de segundo grau superficiais demonstrou que um curativo
feito com kiwi fresco foi capaz de atenuar no 3° e 4° dia de tratamento a hiperemia, quando
comparado também a um grupo ndo tratado e a propria Sulfadiazina de prata. Esse mesmo
tratamento conseguiu reduzir edema no 9° e 11° dia de tratamento. (MOHAJERI et al, 2010).
Também utilizando modelo de queimadura, agora em ratos Sprague-Dawley, um tratamento
que reuniu luz policromatica polarizada linear com curativo aberto ¢ pomada antibacterianaa
atenuou o grau de hiperemia no 2° dia ao 17°, bem como de edema do 4° dia ao 13° (KARADAG
et al, 2007).

No presente estudo, a pele da tilapia melhorou visualmente o aspecto flogistico da
ferida, verificando-se a auséncia de edema e diminuigdo da hiperemia. Em estudo de Mohajeri
et al., (2010), um curativo feito com kiwi fresco foi capaz de atenuar, no 3° e 4° dias de
tratamento, a hiperemia em ratos Wistar com queimaduras de segundo grau superficiais, quando
comparado também a um grupo ndo tratado e a propria Sulfadiazina de prata, reduzindo o
edema no 9° e 11° dias de tratamento.. Utilizando modelo de queimadura em ratos Sprague-
Dawley, um tratamento que reuniu luz policromatica polarizada linear com curativo aberto e
pomada antibacterianaa atenuou o grau de hiperemia do 2° dia ao 17°, bem como o edema do
4° dia ao 13° (KARADAG et al, 2007).

A redugdo do infiltrado inlamatorio foi evidenciada com o tratamento com a pele
de tilapia. A inflamagao ¢ um importante evento que reflete a invasao de neutrofilos, mondcitos
e linfécitos na injuria, pois sdo células envolvidas na producao de espécies reativas de oxigénio,
secrecdo de citocinas e fatores de crescimento (BURGOYNE; MORGAN, 2003). No 14° dia
nao houve diferenca estatistica entre os grupos, constatando-se assim tecido remodelado e com
presenca de fibrose, porém visualmente, o grupo tilapia obteve uma maior populagao de
fibroblastos. Esses achados corroboram com o estudo de Lima-Junior e colaboradores (2017),
no qual ratos com queimaduras de segundo grau superficiais, tratados com a pele da tildpia em

glicerol, mostraram reagdes inflamatorias de intensidade leve a moderada nas feridas recobertas,



66

com fendtipo mononuclear, diferentemente da intensa resposta aguda observada nos grupos
controle nao tratado e Sulfaziazina. Assim como também houve uma redugdo do niumero de
células inflamatérias em feridas abertas em camundongos tratadas com pele do sapo Rana
ridibunda nos dias 4 e 6 pés-operatério (BAZAZ, MAHERE et al, 2013).

Utilizando modelo de queimaduras em camundongos albinos, El-Kased e
colaboradores (2017) mostraram que as feridas tratadas com um hidrogel contendo mel e
quitosana apresentaram contracdo continua na borda da queimadura durante o curso do
tratamento em todos os animais. Nesse mesmo estudo foi mostrado que esses animais tratados
obtiveram redu¢do de infiltrado, regeneragdo com hiperceratose e acantose na epiderme, em
substitui¢do ao necrosado, quando comparado aos animais tratados com Sulfadiazina de prata,
cujo grupo mostrou necrose focal com acantose na adjacente.

Em estudo recente (YANG et al, 2019), pesquisadores utilizaram um scaffold
contendo um combinado de fibroina da seda, acido hialurénico e alginato de sddio em ratos
queimados, que demonstrou redugdo de area nos 7°, 14° e 21° dias de tratamento, indicando que
o efeito conjunto dos trés componentes acelerou a cicatrizagdo da ferida. No sétimo dia, as
células inflamatorias estavam menos distribuidas no grupo tratado com o scaffold, com
presenca maior de fibroblastos e reepitelizacdo completa no 21° dia.

Com a finalidade de complementar esses dados obtidos na histologia do periodo
inflamatoério, foi realizada a mensuracao da enzima Mieloperoxidase a partir das amostras das
queimaduras coletadas e, previamente tratadas de acordo com cada grupo experimental no 3°
dia. Apoés a injlria, o sistema imune identifica e neutraliza patdgenos através da liberagdo de
enzimas hidroliticas e proteinas bactericidas armazenadas previamente nos granulos
azurofilicos dos neutrofilos, tais como mieloperoxidase (MPO) (ANDRADE; LIMA;
ALBUQUERQUE, 2010). Nossos resultados mostraram uma diminuicdo significativa da
enzima nas lesdes tratadas com a pele da tildpia. Do mesmo modo Yuhua et al (2012)
verificaram também redugdo dos niveis de MPO ap6s 24h em ratos tratados com Poloxamer
188 em queimaduras de segundo grau. A fibroina de seda também foi capaz de reduzir os niveis
de MPO apo6s 24h da inducdo da queimadura em ratos Wistar (AYKAC; KARANLIK;
SEHIRLI, 2018) .

Aresposta inflamatoria a queimadura € extremamente complexa e resulta em efeitos
sist€émicos deletérios, dentre estes esta a associagdo a peroxidacdo lipidica. Trata-se de um
evento autocatalitico, onde espécies reativas de oxigénio (ROS) causam auto-oxidagdo de
acidos graxos poliinsaturados que leva a destruigdo das membranas celulares, e

consequentemente a morte celular MUGUREGOWDA; KUMAR; GOVINDARAMA, 2018;
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SENER et al, 2005). Dentre os principais mecanismos de defesa que combatem os efeitos
deletérios da oxidagao, resultantes de espécies reativas de oxigénio, estd a glutationa reduzida
(GSH), que ¢ um antioxidante hidrossoluvel que desempenha papéis na catalise, metabolismo,
transdugdo de sinal, expressdo génica e apoptose. E um tripetideo, reconhecido como o mais
importante tiol ndo protéico intracelular que protege os tecidos, neutralizando os radicais livres
(MUGUREGOWDA; KUMAR; GOVINDARAMA, 2018; KILIC et al, 2013).

Nesse estudo, o curativo pele de tilapia conseguiu reduzir os niveis de MDA, que
se relaciona com a peroxidacao lipidica, porém ele nao foi capaz de aumentar os niveis do
antioxidante GSH, demonstrando que a pele de tilapia ndo atua sob essa via. Um estudo com a
silimarina, o principal componente do cardo de leite, demonstrou ter propriedades antioxidantes
em ratos queimados, reduzindo niveis de MDA e aumentando de GSH, 48h apds o inicio do
tratamento (TOKLU et al, 2007). Shahouzehi et al. (2018) constataram diminuicdo de MDA
em ratos Sprague-Dawley queimados tratados com 6leo de resina de Pistacia atlantica no 14°
dia e niveis elevados nos animais tratados com Sulfadiazina.

Apos a injuria térmica, ocorre o extravasamento de sangue e formagao de coagulos,
levando a liberagao de citocinas inflamatorias e quimioatrativas. Uma liberagdo descompensada
de citocinas promove disfun¢do imunoldgica e inflamagao sistémica significativa, que resultam
em danos aos tecidos, faléncia de multiplos 6rgdos ou morte em pacientes queimados (ZIELINS
et al., 2015; KUBO et al., 2014; HUR et al., 2015). Os niveis de IL-1p, TNF e KC foram
reduzidos pelo tratamento com o curativo pele de tilapia no 3° dia ap6s a indugdo da queimadura
superficial, corroborando estudos em modelo de queimaduras em camundongos que revelaram
aumento bifasico na expressao de IL-1f, IL-6, TNF-a, [FN-y (citocinas pro-inflamatorias) e KC
(quimiocina e andloga da IL-8 humana) durante as fases inflamatoria (3h a 1 dia) e proliferativa
tardia (3 a 7 dias) (REF?).

A secrecdo de IL-1p ocorre por meio de células endoteliais, neutrofilos, macroéfagos
e queratindcitos, desencadeando a ativacdo de Myd88, que desencadeiam na transcricao de
genes de genes inflamatorios induzida por NF-kf. Esta citocina esta envolvida na resposta a
infeccdo, na indugdo da produgdo de outras citocinas inflamatdrias e podem refletir a gravidade
da condi¢do moérbida apoés a queimadura persitente (RIDER et al., 2011; AUGER; SAMADI,
JESCHKE, 2017; GUO et al., 2017). O TNF-a, também regulado por NF-«f, é responsavel em
parte pela indugdo de apoptose de varios elementos celulares, atua nas defesas antimicrobianas
pela ativacao de neutréfilos e mondcitos, além de estimular a secrecdo de outros mediadores
pro-inflamatoérios. Elevados niveis de TNF-a contribuem para a formagao de espécies reativas

de oxigénio (ERO) e aceleramento da taxa de lipolise, seus niveis também estao associados a
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perda de musculo esquelético e ao prejuizo a cicatrizagdo de feridas pos queimadura (NIELSON
et al., 2017; AUGER;SAMADI; JESCHKE,2017). A quimiocina derivada de queratindcitos,
KC, ¢ um biomarcador de recrutamento de neutréfilos em resposta a infec¢ao ou dano tecidual,
cuja expressao pode ser induzida porlL-1B ¢ TNF-a (SCHWACHA et al., 2010).

Em nossos ensaios também foi verificado aumento dos niveis da citocina IL-10 no
terceiro dia ap6s o tratamento com a pele da tildpia. Considerada uma citocina antiiflamatoria,
a IL-10 ¢ secretada por diversas células como os queratinocitos endoteliais, € tem sua expressao
aumentada no periodo de 12 h até o 7° dia apds a lesdo térmica, demonstrando ser uma
importante reguladora do reparo de feridas (KUBO et al.,, 2014). Um hidrogel hibrido
biodegradavel semeado com células-tronco mesenquimais aumentou a marcacao de IL-10 em
queimadura de terceiro grau de camundongos (ALAPURE et al, 2018). Em modelo de ferida
incisional foi constatado que a IL-10 enddgena inibiu no local da lesdo a infiltracdo de
neutr6filos e macrofagos, bem como a expressao de varias quimiocinas e citocinas pro-
inflamatorias (BURGOYNE; MORGAN, 2003).

Corroborando com os nossos resultados, Guo et al (2017) verificaram, por
imunohistoquimica, uma diminuicdo significativa nos niveis de IL-18 e TNF-a, e aumento de
IL-10 de ratos com queimadura infectada tratada com um scaffold de nanocristais de colageno-
celulose contendo microesferas carregadas com curcumina. Um tratamento com proteina de
soro de leite desnaturada foi capaz de diminuir significativamente os niveis elevados de IL-1f3
e TNF-a, diminuir a expressdo de KC e aumentar a IL-10 no tecido de camudongos diabéticos
lesionados (BADR et al., 2012). Nao obstante, em nosso estudo, a concentragdo reduzida de
KC esta coerente com os achados encontrados na histologia e na dosagem de MPO. Portanto,
associada a modulagdo da liberacao dessas citocinas, podemos vislumbrar um favorecimento
de um perfil antiinflamatério desencadeado pelo uso da pele da tilapia.

Buscando a oclusdo da ferida, durante a resposta inflamatoria, células imunes e
macrofagos migram para o local da lesdo, ndo apenas para combater possiveis microrganismos
invasores, mas também para produzir diversos fatores de crescimento que orientam a
reepitelizagdo, o repovoamento de fibroblastos e a remodelacdo da matriz extracelular (TAKEO
et al., 2015). Dentre esses esta o fator de crescimento transformador beta (TGF-B), que tem
como principal fun¢do atuar como um indutor da diferenciacdo dos miofibroblastos. Ele ¢
produzido e liberado pelas plaquetas, fibroblastos, c€lulas endoteliais, epiteliais e inflamatorias
e também esté ligado a formagao de queldides e as cicatrizes hipertroficas (WANG et al., 2017).
Outro protagonista ¢ o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que estd

intrinsicamente envolvido na angiogénese, ou seja, na formacao de novos vasos sanguineos.
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Esse fendmeno ¢ essencial no aporte sanguineo de nutrientes e oxigénio para a sintese da matriz
extracelular e proliferagdo celular que irdo reparar o tecido (LANDEN et al., 2016).

Nossos achados mostraram aumento consideravel desses dois fatores (TGF- e
VEGF) apenas no 14° dia de tratamento dos animais com o curativo pele da tilapia. Esses
resultados corroboram com o estudo de Chen et a/ (2019), onde o coldgeno extraido da pele da
tildpia aumentou a expressdo de outros fatores de crescimento como o fator de crescimento de
fibroblasto (FGF) e o fator de crescimento epidérmico (EGF) nos 3° e 7° dia em feridas
excisionais. Bayir ef a/ (2019) observou que um curativo impregnado com cera de abelha, azeite
¢ manteiga aumentou significativamente as expressdes de TGF- B, especialmente no 7° dia em
ratos Wistar com queimaduras superficiais de segundo grau, em comparagdo aos animais do
grupo nao tratado e ao grupo tratado com Sulfadiazina de prata. Esse mesmo estudo ainda
relatou um aumento significante de VEGF em rela¢@o ao grupo ndo tratado no mesmo dia de
tratamento.

O aumento desses fatores de crescimento pode se correlacionar com os resultados
que mostraram um aumento da deposi¢cdo de colageno no leito das queimaduras dos animais
tratados com o curativo pele de tilapia, além da maior conversao do colageno do tipo III para o
tipo I. O aumento dos fatores de crescimento estimula o recrutamento de fibroblastos para o
local da ferida, e o resultado combinado € o aumento da deposi¢do de colageno (particularmente
dos tipos I e III). O coldgeno ¢ a proteina mais abundante em vertebrados e contribui
significativamente para a dureza dos tecidos conjuntivos. Como dito anteriormente, a pele da
tilapia € demasiadamente rica em colageno do tipo I, que € o mais comum e de maior resisténcia,
além disso Tang e Saito (2015) demonstraram que o colageno tipo I da pele da tilapia estimula
fatores de crescimento como FGF, os quais expressam e liberam fator de crescimento de
queratindcitos (KGF). Esses dados se relacionam com a elevacdo desse tipo de coldgeno em
detrimento do coldgeno tipo III no leito da ferida, portanto acaba refletindo um processo
cicatricial mais robusto e com um tecido de melhor qualidade (BARRIENTOS et a/, 2008;
VALENZUELA-ROJO; LOPEZ-CERVANTES; SANCHEZ-MACHADO, 2018; LIMA-
JUNIOR et al, 2017).
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Bazaz e colaboradores (2013) observaram um aumento gradual do coladgeno total
em feridas abertas de camundongos Swiss tratados com a pele do sapo Rana ridibunda. Em
outro estudo, um gel de nanofibra de peptideo sintético foi capaz de elevar a deposicao de
colageno em camundongos BALB/C com queimaduras de terceiro grau no 21° dia de tratamento
(YERGOZ et al, 2017). Lamaro-Cardoso et al (2019) observaram aumento de colageno do tipo
I em coloracdo de picrosirius em ratos queimados e tratados com fotobiomodulacdo (PBM)
associada a terapia de fracdo vascular estromal derivada do tecido adiposo (SVF), quando
comparada a sulfadiazina no 30° dia. Em outro trabalho (ZHANG et al, 2013) constatou-se
aumento da deposicdo de coldgeno do I em queimaduras em ratos Wistar que foram tratados
com laser no 14° dia.

Muitos esforgos tém-se centrado na compreensdo da fisiologia e tratamento de
feridas com énfase em novas abordagens terapé€uticas e no continuo desenvolvimento de
tecnologias para os cuidados de feridas cutaneas (VELNAR; BAILEY; SMRKOL, 2009). A
sulfadiazina de prata ¢ usada tradicionalmente no SUS para tratamento de queimaduras e na
minimizagdo dos riscos de infec¢do, porém esses curativos convencionais tendem a aderir a
superficie da ferida e demandam trocas frequentes, o que traumatiza as superficies recém-
epitelizadas e retarda a cicatrizagcdo. Além disso, o creme de sulfadiazina de prata também
demonstrou baixas evidéncias de efetividade na cicatrizagdo de feridas, devido a um efeito
toxico observado na regeneracao dos queratinocitos (FERREIRA; PAULA, 2013; MORGAN;
BLEDSOE; BARKER 2000). Em nosso estudo, a sulfadiazina também ndo foi capaz de atenuar
a maioria dos pardmetros inflamatdrios investigados, bem como o processo cicatricial ndo foi
eficaz.

O modelo de queimadura adotado neste trabalho possui algumas limitacbes como
0 uso da sutura como curativo oclusivo para manter o curativo no local e a resolucdo rapida da
qgueimadura no animal, no qual limita a obtencéo de informagbes mais aprofundadas sobre a
remodelacdo tecidual, forca ténsil do tecido cicatrizado e a potencial formacdo de cicatrizes
fibrosas devido ao aumento dos fatores de colagénese. Porém, este é um dos primeiros estudos
gue trazem dados mais aprofundados sobre 0 modo como a pele da tilapia atua nos mecanismos
de cicatrizagdo de queimaduras. Os achados desse estudo corroboram com os recentes
trabalhados publicados pelo grupo de pesquisa do NPDM/UFC, e indicam potencial atuacéo da
pele da tilapia na fase inflamatoria e na producdo de uma matriz extracelular mais arrojada,
ajudando a nortear a elucidacdo das suas possiveis vias. Contudo, ainda sdo necessarias a
investigacdo de outros parametros no processo de cicatrizagdo, com abordagens moleculares

para melhor compreensdo de atuacéo da pele da tilapia.
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7 CONCLUSAO

Esse trabalho esclareceu melhor como o curativo pele de tilapia atua na atenuacao
da inflamacao e na melhor organizacao tecidual dos tecidos lesionados por feridas causadas por
lesdo térmica. A pele de tildpia exerceu efeito regulatério na resposta inflamatoria provocada
pela queimadura através da modulacao da liberagao de mediadores pro- e anti-inflamatoérios.
Além disso, estimulou a contracdo da lesdo e melhorou a organizacdo tecidual através do
aumento da producgdo de fatores de crescimento e coldgeno. Dessa forma, o presente estudo
indica as provaveis vias de atuagdo da pele de tilapia durante a cicatrizagdo, assim como reforga

a sua utiliza¢cdo na medicina regenerativa como um biomaterial de baixo custo e eficaz.
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ANEXO B — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS RESULTADOS OBTIDOS
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