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RESUMO

A atividade pecuaria € uma importante mantenedora da balanca comercial
superavitaria brasileira e as condigdes de manejo dos animais tém grande influéncia.
A descorna cirurgica € um procedimento que, apesar de invasivo, pode ser necessario
para diminuigdo da frequéncia de lesdes em uberes, olhos e regido dos flancos, além
de promover maior seguranga aos manejadores. Os tratamentos pos-cirurgicos das
feridas geralmente incluem aplicagdo tépica de cicatrizantes, antimicrobianos e
repelentes. Uma alternativa biotecnolégica € a utilizagdo de curativos a partir de
biomateriais, dentre eles a nanocelulose bacteriana (NCB), que é biodegradavel,
atoxica, ndo alergénica e biocompativel. A associagdo de substancias a NCB, como a
nisina, tem sido explorada na producdo de biocomplexos ativos. Diante disso,
objetivou-se avaliar a eficiéncia de dois novos tratamentos complementares
(membranas de NCB e membranas de NCB+nisina) na cicatrizagcao de feridas de
descorna cirurgica em bovinos. Para isso foram realizados dois experimentos de
descorna cirurgica. No primeiro, 12 animais foram utilizados; uma das feridas foi
submetida a antissepsia com solugdo de polivinilpirrolidona iodada (PVPI) tépica
seguida de repelente larvicida, chamado de tratamento controle, e a outra ferida
recebeu, além do tratamento controle, a aplicacdo de membrana de NCB. Para o
segundo experimento, n=12, uma das feridas recebeu tratamento controle e
membrana de NCB enquanto a outra foi submetida ao tratamento controle e aplicacéo
de membrana de NCB+nisina. Em ambos os experimentos as feridas foram avaliadas
macroscopicamente por imagens fotograficas para analise de processo inflamatério e
cicatricial, nos dias 2, 6, 10 e 14 apds as cirurgias, e microscopicamente, com a
realizacao de biopsias nos dias 3, 7, 14 e 21 pos procedimento. As avaliagdes
macroscopicas evidenciaram diferengas estatisticas significantes somente nas
comparagoes dentro dos grupos para os dois experimentos, enquanto as analises
microscopicas nao revelaram diferengas estatisticamente significativas em quaisquer
tipos de comparagdo. Assim, conclui-se que quando as feridas cirurgicas de cada
grupo sao controles delas mesmas, as feridas com membrana cicatrizaram mais
rapidamente. Entretanto, a cicatrizacdo microscopica, mesmo apos 21 dias, nao
acompanhou os resultados observados macroscopicamente.

Palavras-chave: Celulose bacteriana. Cicatrizagdo. Curativo. Dermorrafia. Nisina.



ABSTRACT

The livestock activity is an important maintainer of the Brazilian surplus trade
balance with great influence about the conditions for animal handling. Surgical
dehorning is a procedure that, despite being invasive, may be necessary to decrease
the frequency of lesions in udders, eyes and flanks, in addition to promoting greater
safety for handlers. Treatments of post-surgical wounds usually includes topical
application of healing agents, antimicrobials and repellents. A biotechnological
alternative is the use of dressings from biomaterials, including bacterial nanocellulose
(BNC), which is biodegradable, non-toxic, non-allergenic and biocompatible. The
association of substances with BNC, such as nisin, has been explored in the production
of active biocomplexes. Therefore, the objective was to evaluate the efficiency of two
new complementary treatments (BNC membranes and BNC membranes+nisin) in
healing of surgical dehorning wounds in cattle. Two experiments were performed on
surgical dehorning. In the first, 12 animals were used; one of the wounds was subjected
to antisepsis with Polyvinylpyrrolidone — iodine complex solution (PVPI), followed by
larvicidal repellent, called the control treatment, and the other wound, in addition to the
control treatment, also received the application of BNC membrane. For the second
experiment, n = 12, one of the wounds received the control treatment and BNC
membrane while the other was subjected to the control treatment and application of
BNC+nisin. In both experiments wounds were evaluated macroscopically by
photographic images, for analysis of the inflammatory and healing process, on days 2,
6, 10 and 14 after surgery, and microscopically, with biopsies performed on days 3, 7,
14 and 21 post-procedure. The macroscopic evaluations showed significant statistical
differences only in the comparisons within the groups for the two experiments, while
the microscopic analyzes did not reveal statistically significant differences in any type
of comparison. Thus, itis concluded that when the cirurgical wounds of each group are
their own controls, the membrane wounds healed more quickly. However, microscopic
healing even after 21 days did not follow the results observed macroscopically

Keywords: Bacterial cellulose. Dermorraphy. Dressing. Healing. Nisin.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Panorama da Pecuaria Brasileira e Bem-Estar Animal

A atividade pecuaria € uma importante mantenedora da balanca comercial
superavitaria brasileira, segundo a Associacéo Brasileira das Industrias Exportadoras
de Carne (ABIEC). O Brasil encerrou o ano de 2018 atingindo o Produto Interno Bruto
(PIB) de R$ 6,83 trilhdes; somente o PIB da pecuaria somou R$ 597,22 bilhdes, 8,3%
acima dos R$ 55,4 bilhdes apurados em 2017, elevando para 8,7% sua participacao
no PIB total brasileiro (ABIEC, 2019). O Brasil destaca-se como o maior exportador
mundial de carne bovina, com crescimento de 9,6% em volume e 13,9% em
faturamento (ABIEC, 2018). Dados do ultimo Censo Agropecuario divulgados pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019) mostram a redugao das
areas de pastagens naturais e um efetivo do rebanho bovino de 214,9 milhdes de
cabecas.

A producao brasileira no setor leiteiro foi de aproximadamente 33,5 bilhées de
litros, com as regides Sul e Sudeste no controle da produgao, com 35,7% e 34,2% do
total de litros, respectivamente. Em relacdo ao numero de vacas ordenhadas, é na
regido Sudeste que esta localizada a maior parte do efetivo: 30,4% do total de 17,1
milhdes de animais no Brasil (IBGE, 2017). Tais informagdes sado importantes para
demonstrar a tendéncia da utilizacdo de sistemas intensificados de producéo
(sistemas que adotam o uso de tecnologias para integragdo entre pecuaria, meio
ambiente e recursos naturais) com foco na eficiéncia produtiva, ou seja, menor tempo
para o abate em animais destinados ao corte e maior producdo e qualidade na
pecuaria leiteira.

Além da produtividade, é fundamental a adocao de praticas de Bem-Estar Animal
(BEA), que incluem o manejo dos animais como importante medida de avaliagdo em
relagao as questdes dos procedimentos que os animais sdo submetidos para que se
alcance a eficiéncia produtiva desejada. Broom e Molento (2004) sugerem que as
condigdes de manejo dos animais sao as mais importantes influéncias sobre o BEA.
Segundo os autores, instalagdes inadequadas, condigdes ambientais e de manejo séo
fatores de grande preocupagédo em relagéo as praticas de eventos dolorosos de curta
duragédo, como vacinagdes e procedimentos cirurgicos. Portanto, os problemas de
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BEA devem estar associados ao tempo de permanéncia ou frequéncia de realizacao
desses eventos.

Segundo Stafford e Mellor (2005), o conhecimento do comportamento natural
sobre a espécie € fundamental para aprimoramento e diagndstico de avaligao do grau
de BEA, assim como a possibilidade de quantifica-lo. Exemplos como alteragdes de
postura, de temperamento e de locomogdo associados ao manejo sanitario e
nutricional adequados sao importantes para essa interpretacéo. Instalagdes que nao
possuam espagamento satisfatorio de cocho para consumo alimentar prejudicam o
desenvolvimento animal, pois menos de 70% dos animais conseguem acessar a
alimentagdo, ou seja, maiores espagos de cocho proporcionam diminuicdo na
intensidade das interagdes agressivas entre os animais e consequentemente maior
tempo de alimentacdo (DEVRIES; VON KEYSERLINGK; BEAUCHEMIN, 2005;
HUZZEY; VON KEYSERLINGK; WEARY, 2005).

A Organizacgao Internacional de Epizootias (OIE) mantém atualizado seu Cédigo
de Bem-Estar para Animais Terrestres, e alguns trechos relacionados ao BEA em
animais de producdo podem ser destacados e diretamente associados ao presente
estudo. Dentro dos principios de BEA em sistemas de producdo é importante a
manutengdo de ambiente de socializagdo para minimizar injurias e estresse
excessivo. Procedimentos que possam provocar dor devem ser criteriosamente
avaliados e gerenciados para realizagao justificavel.

A realizacdo de procedimentos cirurgicos ou nao cirurgicos sao comumente
realizados para facilitagdo de manejo e seguranca dos manejadores e para o Bem -
Estar dos animais, tendo como forma de avaliagao de atendimento ao BEA a resposta
animal mais rapida possivel a esses procedimentos. Quando houver potencial
doloroso, esses procedimentos devem ser criteriosamente realizados com uso de
analgesia ou anestesia (OIE, 2019). Uma dessas praticas de facilitagdo de manejo é
a descorna cirurgica, caracterizada pela remogao dos cornos seguida de dermorrafia

(sutura da pele para oclusao da ferida cirurgica).

1.2 Descorna cirurgica em bovinos

A descorna cirurgica em animais adultos é uma pratica invasiva (STAFFORD;
MELLOR, 2005) que se faz necessaria n&do somente por questdes produtivas, mas

também em casos de agressividade entre animais, fraturas ou conformagéo anormal
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dos cornos. A descorna contribui também na diminuicdo da frequéncia de lesdes em
uberes, olhos e regiao dos flancos (WEAVER; ST. JEAN; STEINER, 2005), além de
promover maior seguranga aos manejadores (OIE, 2019; SYLVESTER et al., 1998).
Questdes relacionadas a produtividade ndo devem ser esquecidas, como a facilitacéo
do manejo, manutencao de rebanhos mais uniformes, mais espago de alimentagao
nos comedouros e bebedouros, além da diminuicdo de perfuragcdes de pele,
garantindo qualidade ao couro e carcaca (FIORAVANTI et al., 1999).

O conceito de descorna se refere a dois procedimentos: a descorna em bezerros
com no maximo sessenta dias de vida (também chamada de mochacéo) e a descorna
cirargica em animais mais velhos. A descorna em bezerros é caracterizada pela
degeneragao das células da derme que originam os cornos, enquanto ainda situam-
se na camada de pele acima do cranio, condicao que o bezerro apresenta até cerca
de dois meses de idade (STAFFORD; MELLOR, 2005). Para realizagdo da descorna
em bezerros, trés sdo os métodos mais utilizados: a abscisdo (utilizagdo de
instrumento cortante), a cauterizagdo (que envolve o uso de ferro candente através
de eletricidade ou fogo) e o0 método quimico, com emprego de pasta a base de
hidroxido de sodio ou calcio, chamada de pasta caustica (STILWELL; LIMA; BROOM,
2007; STOCK et al., 2013). O método mais difundido é a cauterizag&o através do ferro
candente (GOTTARDO et al., 2011).

Ha formas de se mitigar a dor proveniente do processo de descorna em bezerros,
com o emprego de anti-inflamatérios n&ao esteroidais (AINEs) e anestésicos locais. O
uso de anestésicos locais garante o bloqueio imediato do nervo cornual, mas sem
eficiéncia no controle da dor apds o procedimento. Para terapia apds a descorna é
recomendado o uso de AINEs (STOCK et al., 2013). Duffield (2008) sugere que o
emprego da pasta caustica no lugar do ferro quente, em animais de até quatro
semanas de idade, € o método menos traumatico. Segundo o autor, a descorna em
bezerros causa um menor quadro de dor e estresse em comparagcdo a descorna
cirurgica devido ao menor desenvolvimento da estrutura cornificada da derme e
auséncia de ligagdo ao processo cornual. Geralmente as descornas sao realizadas
em bezerros jovens pela simplicidade do procedimento e também pela recuperagao
mais rapida (COZZI et al., 2015).

A descorna cirurgica é um procedimento mais invasivo, que tem como conceito

a amputacao do corno em sua base apés incisao cutanea, seguida de dermorrafia; é
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considerada bastante cruenta, segundo Cunha et al. (2002), e pode ser evitada se for
realizada em bezerros.

E possivel fazer uma correlagdo entre a escolha por bovinos mochos em regides
de maior confinamento dos animais e a disseminagcdo da pratica da descorna
atualmente. A literatura traz dados sobre descorna a partir dos anos 40, periodo em
que ja se trabalhava no conceito de intensificagdo da produgao bovina, principalmente
leiteira (FAVERO; SARRIERA, 2014). A descorna, tanto em bezerros como a feita de
forma cirurgica, € um conceito amplamente difundido a partir da década de 1960,
acompanhando o avangco de sistemas de producdo cada vez mais intensivos,
particularmente no gado leiteiro. Cozzi et al. (2015) relatam que no continente europeu
cerca de 80% do gado leiteiro e 60% do gado de corte sdo descornados.

Cunha et al. (2002) propuseram uma técnica de incisdo cutanea visando a menor
tensdo na sutura realizada apds a amputagao dos cornos. Essa técnica de inciséo
retilinea se inicia proxima a eminéncia nucal até a base medial do corno, sendo
completada com uma incis&o curva com inicio proximo a eminéncia nucal no mesmo
ponto da anterior e em diregao latero-rostral, formando assim uma meia-elipse médio-
rostral. Na base lateral do corno é feita uma incis&o retilinea que segue em diregao
latero-ventral por 4 a 5 cm de extensdo. Na sequéncia é realizada outra incisdo
partindo do limite ventral da base lateral do corno e curvando-se caudalmente ao
corno. Essa incisdo permite uma maior aproximacido entre as bordas da pele,
resultando em cicatrizagao por primeira intencao.

Como se trata de uma cirurgia invasiva, alguns problemas podem acontecer,
tanto durante o procedimento quanto no pos-operatério. Dentre eles é possivel citar a
deiscéncia dos pontos cirurgicos pela tensao da linha de sutura, a ocorréncia de
deformagbes dsseas, além de fatores consequentes da inflamagdo causada pela
técnica, como febre, anorexia, letargia, sinusites e eliminacdo de secregdes
mucopurulentas (SILVA et al., 2009). Cunha et al. (2002) afirmam que a perda tecidual
e a divulsdo do tecido subcutaneo sao importantes parametros de avaliacido de
eficiéncia da técnica cirurgica e contribuem para o aparecimento desses problemas.
Segundo Silva et al. (2009), a sinusite pode estar relacionada a condutas inadequadas
antes, durante e apds o procedimento, sendo fundamental sua execucédo por médico
veterinario, detentor de todo os conhecimentos sobre anatomia, farmacologia e
protocolos terapéuticos, assim como antissepsia, higiene das maos e esterilizagdo dos

instrumentais utilizados para a técnica.
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1.3 Cicatrizagao de feridas

A ferida pode ser definida como a quebra de continuidade de pele, membrana
mucosa ou superficie tecidual que tenha como causa os mais variados agentes, sejam
fisicos, biologicos ou quimicos (BASHA et al., 2019). Segundo Rajan et al. (2016), a
resposta natural de qualquer tecido frente a estimulos agressores é a inflamacéo,
independente do estimulo nocivo aplicado.

O processo de reparacao tecidual, altamente complexo e rapido, é
desencadeado por uma cascata de eventos moleculares e bioquimicos no combate
aos danos teciduais, principalmente em pele e musculatura esquelética (MARTIN;
LEIBOVICH, 2005). Shin et al. (2014) reforcam que ocorre uma sequéncia légica de
eventos para formagao de tecido cicatricial. O tipo de resposta tecidual a leséo
formada a partir desses eventos bioquimicos e celulares € fundamental para a
qualidade da cicatrizagcdo (MENDONCA et al., 2006). O organismo é capaz de tolerar
injurias, sejam elas penetrantes, por queimaduras ou contundentes; para tanto, o
recrutamento de células especializadas para o processo de resposta cicatricial ocorre
em dire¢ao ao local da ferida (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

Os processos de regeneragéao e reparo dos tecidos para fins de cicatrizagdo de
feridas ocorrem em estagios sequenciais de eventos moleculares e celulares
(GONZALEZ et al., 2016). Esses estagios podem ser divididos em trés ou quatro
fases, descritas com denominacdes diferentes, mas de formas semelhantes pela
literatura: fase inflamatdria ou exsudativa, fase de reconstrugao ou proliferativa, fase
de epitelizagdo ou regenerativa e fase de maturagcao (MARTINS et al., 2006; SCHEIBE
et al., 2016); fases de hemostasia, inflamagéo, proliferacdo e remodelagao
(DIEGELMANN; EVANS, 2004); fases de reacéao inflamatdria, proliferagao celular e
sintese de elementos da matriz extracelular e remodelacdo (MENDONCA et al., 2006;
MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009; NAYAK; SANDIFORD; MAXWELL, 2009;
SINGER; CLARK, 1999).

Diferentes estruturas de tecidos participam da interagdo dos eventos bioldgicos
envolvidos na cicatrizacéo, além de um grande numero de células infiltrativas, como
neutréfilos, macréfagos, mastocitos e linfocitos, que cumprem o papel de células
efetoras imunes (SILVEIRA et al., 2016). Brett (2008) e Singer e Clark (1999) reiteram
a importancia do envolvimento de mediadores de citocinas, diferentes tipos de células

e componentes de matriz celular de forma interativa durante as fases da cicatrizacao.
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A transicao dessas fases pode ocorrer de maneira esperavel, porém fatores como
infeccbes e diferentes graus de extensao das lesdes influenciam na regulacdo do
processo cicatricial, resultando em infiltrados inflamatérios crénicos, excesso de
fibrose tecidual e cicatrizagdo incompleta (SHIN et al., 2014). E fundamental o
conhecimento do processo bioldgico da cicatrizagao de feridas e regeneragao tecidual
para que se obtenha um rapido fechamento da lesao com cicatriz funcionalmente
satisfatoria (MENDONGCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

O processo inflamatdrio inicial ocorre como uma resposta localizada para
protecao frente a agressdo desencadeada pela lesdo. A fungao imediata do processo
inflamatdrio inicial € a destruicao de tecidos primariamente afetados. As células
inflamatdrias contribuem para a liberacéo de enzimas lisossémicas, espécies reativas
de oxigénio (ERO), assim como na facilitagcdo da limpeza de debris celulares
(MEDRADO et al., 2003). A resposta inflamatdria tem inicio assim que ocorre a injuria
tecidual, com os componentes sanguineos entrando em contato com o local da leséo;
essa resposta € muito rapida e coincide com os principais sinais de inflamacéo,
caracterizados por edema e hiperemia no local da lesdo (GONZALEZ et al., 2016).
Uma das caracteristicas principais da resposta inflamatodria a patdégenos e a injurias
teciduais por estimulos quimicos ou fisicos é o recrutamento de células neutrofilicas
para o foco da inflamacdo. Apds serem ativados por substancias inflamatérias os
neutroéfilos produzem citocinas e quimiocinas, que atraem outros neutréfilos e outras
células do sistema imune (DAL SECCO et al., 2006; SCHWACHA, 2003).

As plaquetas entram em contato com o colageno exposto e, assim que ocorre a
agregacao plaquetaria ha liberagdo de fatores de coagulagdo para deposicdo de
coagulo de fibrina no local, com fungao de matriz proviséria (CLARK, 2006). Plaquetas
e células inflamatdrias, como sdo as primeiras a chegar ao local de injuria,
desempenham fungdes-chave na emissdo de sinais necessarios para o influxo de
células de tecido conectivo e novo suprimento sanguineo. Esses sinais séo fatores de
crescimento e sdo exemplos as citocinas e horménios que se ligam a receptores. Dois
dos principais fatores de crescimento sdo os fatores de crescimento derivados de
plaquetas (PDGF) e fatores de transformagao do crescimento beta (TGF-B)
(DIEGELMANN; EVANS, 2004).

Apds a hemostase, os neutroéfilos penetram no local da ferida e iniciam a fase de
fagocitose de corpos estranhos, remogao bacteriana ou outros agentes invasores e

tecido lesado (GURTNER et al., 2008). Macrofagos séo células muito importantes no
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processo inflamatorio, e chegam ao local para dar continuidade a fagocitose, assim
como para liberagdo de PDGF e TGF-B. O PDGF também estimula a mitogénese de
fibroblastos e células de musculatura lisa. O TGF- atua em outro papel importante,
iniciando a cascata de cicatrizagédo, atraindo mais macréfagos e os estimulando a
secretar citocinas adicionais, incluindo o fator de crescimento fibroblastico (FGF), o
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a interleucina 1 (IL-1) (DIEGELMANN; EVANS,
2004).

Enzimas como a mieloperoxidase (MPO) também desempenham fungdes
relacionadas a biomarcadores da inflamacao. Os neutréfilos, quando chegam a area
da lesdao, promovem o aumento da atividade dessa enzima, contribuindo para a
amplificagdo da lesdo (SERRANO et al., 2011; SHIN et al., 2014). Além disso, essas
células polimorfonucleadas liberam ERO, que auxiliam na morte de agentes invasores
(BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2008; SILVEIRA et al., 2016; XIAO; MIWA, 2017).
Outras substancias antimicrobianas também altamente ativas, como peptideos
catibnicos e proteases, sdo expressos pelos neutréfilos em resposta a ativagao do
sistema complemento, degranulagdo plaquetaria e produtos de degradagao
bacteriana (GURTNER et al., 2008). A liberacdo de ERO tem um papel crucial na
cicatrizacio de feridas, mas quando essa liberagao ocorre em excesso, pode retardar
o processo de reparo do tecido acometido por alterar o estado de oxidagao-redugao
(estado redox), culminando em estresse oxidativo e permitindo o aumento da lesao
tecidual. (SILVEIRA et al., 2016).

O estresse oxidativo € um evento comum em lesdes teciduais de pele e
musculatura esquelética, e ocorre devido ao desequilibrio entre geragdo e remogao
de ERO por defesas celulares, culminando na oxidacao de constituintes como lipidios,
proteinas e acido desoxirribonucléico (DNA) (GAO et al., 2017; JACKSON et al.,
2010). De acordo com Butterfield, Best, Merrick (2008), restringir a atividade de ERO
em excesso limita o dano ao tecido resultado da injuria por incisdo e traz como
consequéncia melhores condigdes cicatriciais.

Uma vez que o local da ferida esta apto, ocorre a migracao de fibroblastos para
dar inicio a fase proliferativa e de deposicdo de nova matriz extracelular. Os
fibroblastos sdo as células de tecido conectivo responsaveis pela deposicido de
colageno necessaria para reparacao do tecido lesionado, que proporciona ao tecido a
forca, integridade e estrutura (DIEGELMANN; EVANS, 2004). A fase proliferativa

caracteriza-se pelo fechamento da les&o e inclui etapas de angiogénese, fibroplasia e
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reepitelizagao, com objetivo de reduzir a area de tecido lesionada, estabelecendo uma
barreira epitelial viavel para ativar queratindcitos. Estes processos podem ter inicio
nas primeiras 48 horas pos-injuria ou incisédo e podem se desdobrar até o 14° dia apds
o inicio da les&do, dependendo da gravidade da lesdo (GONZALEZ et al., 2016; LlI;
CHEN; KIRSNER, 2007). As varias fases da reparagdao ndo podem ser vistas como
etapas realizadas em sequéncias cronologicamente definidas; cada fase da
cicatrizagdo contribui com seu efeito no tempo e intensidade certos (MANDELBAUM,;
DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Segundo Dvorak (2002) e Dvorak et al. (1999), o aumento da permeabilidade
vascular antecede todo o processo, permitindo a formacao de matriz extracelular
provisoria para a migragcdo e multiplicagdo das células endoteliais pelo
extravasamento de proteinas, citocinas e outros elementos celulares. Apés a injuria,
os fibroblastos sdo atraidos para a ferida pelos fatores citados anteriormente (PDGF
e TGF-B); ocorre entdo proliferagao fibroblastica e producéo das matrizes proteicas
fibronectina, acido hialurénico e depois colageno e proteoglicanos. Os novos
componentes ajudam na construgdo da nova matriz celular para estimulo de
crescimento celular de forma intensa para a regulagdo de mais sintese de matriz
celular e subsequente remodelagdo. A matriz extracelular consiste em proteinas
fibrosas estruturais como colageno e elastina, além de uma matriz intersticial
composta por glicoproteinas de adeséo sustentadas por uma camada gelatinosa de
proteoglicanos e glicosaminoglicanos. A matriz desempenha fundamental papel de
sustentagao, assim como promove o suprimento de substrato para a adesao celular e
regula o crescimento movimentagdo e diferenciacdo celular (ENOCH; LEAPER,
2005).

Medrado et al. (2010) reportaram nessa fase da cicatrizacdo o inicio do
processo de contracao da ferida, em que os fibroblastos atuam como precursores e
podem se diferenciar em miofibroblastos, dotados de filamentos de actina de
musculatura lisa. Essas células acumulam-se nas bordas da ferida e exercem
atividade contratil em direcdo ao centro da lesdo (CALIN; COMAN; CALIN, 2010). A
angiogénese ocorre na matriz extracelular com a estimulagdo mitogénica e de
migracao de células endoteliais (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). Segundo
Singer e Clark (1999), enquanto os fibroblastos produzem a nova matriz extracelular
necessaria ao crescimento celular, os novos vasos sanguineos carreiam oxigénio e

nutrientes necessarios ao metabolismo celular local.
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O processo de formagéao de tecido de granulagéo pode durar até 4 semanas e
tem como caracteristica importante a angiogénese. Algumas etapas sao importantes
para a neovascularizagdo: migragao de ceélulas endoteliais em diregdo ao estimulo
angiogénico, proliferagdo dessas células ao redor de células epiteliais migratorias e
maturacao celular para organizagao em capilares tubulares. O continuo crescimento
desse tecido de granulagcdo promove a ocupagao do tecido lesionado e retrata os
momentos finais de fase proliferativa, caracterizando a reepitelizagdo (ENOCH,;
LEAPER, 2005). O estabelecimento da formagao do tecido de granulagao, formado
por vasos sanguineos recém-formados, fibroblastos e seus produtos (colageno fibrilar,
elastina, fibronectina, proteases e glicosaminoglicanas) marca um passo intermediario
entre a malha fibrina/fibronectina da matriz proviséria e a reestruturagéo de colageno
para cicatrizacdo total (BERRY II; SULLINS, 2003).

Calin, Coman, Calin (2010) sustentam que os mecanismos de formacédo do
tecido de granulacédo incluem o crescente aumento de proliferagdo fibroblastica,
sintese de colageno e elastina para formacgao de reticulagao do tecido conectivo, além
da producédo de fatores quimiostaticos e TNF-a pelos fibroblastos. A nova matriz de
colageno torna-se ent&o reticulada e organizada durante a fase final de remodelacéo.

A fase remodelagcdo comeca duas a trés semanas apdés o inicio da lesao e pode
durar varios meses. Tem como principal objetivo a promogao de resisténcia a tragéo
através da reorganizacdo, degradacéo e ressintese da matriz extracelular. E a fase
de recuperagao da estrutura do tecido normal em que o tecido de granulagdo é
gradualmente remodelado, para obtencdo de tecido cicatricial menos celular e
vascular, com aumento progressivo de fibras de colageno (GONZALEZ et al., 2016).
Colagenos séao sintetizados pelos fibroblastos e sdo a mais abundante familia de
proteinas no corpo; promovem forca e integridade para todos os tecidos
desempenhando um papel vital na reparacao tecidual. PDGF, fator de crescimento
fibroblastico basico (BFGF), TGF-B, IL-1 e TNF-a induzem a sintese de colageno
durante as fases proliferativa e de remodelacdo (DIEGELMANN; EVANS, 2004).
Portanto, o colageno € o maior componente do tecido conectivo cicatricial, sendo o
colageno tipo lll o predominantemente sintetizado pelos fibroblastos nas etapas
iniciais dessa fase (ISAAC et al., 2010). Conforme a cicatrizagdo transcorre, a
deposicdo de matriz extracelular sofre alteragbes em sua composicdo; com o
fechamento da ferida inicia-se uma degradagédo do colageno tipo Il e aumento da

sintese de colageno tipo | (LI; CHEN; KIRSNER, 2007), assim como redugé&o de acido
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hialurénico e fibronectina, que sado degradados por proteinases e células plasmaticas
(GONCALVES et al., 2010)

Durante os processos de maturacdo e remodelagdo, que culminam com a
cicatrizagdo, grande parte dos vasos formados, fibroblastos e células inflamatoérias
nao sdo mais encontrados na area da injuria. Apoptose, processos de emigragao
celular ou outros mecanismos de morte celular permitem a formagao de cicatriz com
numero reduzido de células. Ainda nesse processo ocorre alteragcao dos padrdes dos
fibroblastos do tecido de granulagdo que expressam temporariamente propriedades
contrateis de fibras de actina de musculatura lisa, caracterizando-se como
miofibroblastos (CALIN; COMAN; CALIN, 2010). Harper, Young, McNaught (2014)
atentam que uma ferida ndo mais possuira a mesma resisténcia a tensao apods

cicatrizada, podendo alcangar em torno de 80% dessa condigao a longo prazo.
1.4 Tratamentos

O método mais comum empregado na cicatrizagao de lesées em animais é a
aplicagao topica de substancias cicatrizantes, antimicrobianas e repelentes, sendo o
oxido de zinco um dos elementos mais utilizados e presentes em produtos topicos
comerciais com finalidade de acelerar o tempo de cicatrizagdo (CANGUL et al., 2006).
A eficacia de tratamentos topicos em feridas ndo é totalmente esclarecida na literatura
(HUEBNER et al., 2017). Tratamentos a base de aluminio também s&do comumente
utilizados como uma forma de proteger a superficie das lesbes sem promover danos
aos tecidos, sendo um coadjuvante no processo de cicatrizagdo de feridas externas
pela acdo adstringente na precipitacdo de proteinas e atuando discretamente na
atividade antimicrobiana (RAHMATI; MOZAFARI, 2019).

Alguns outros produtos podem ser utilizados como auxiliares da cicatrizagao:
curativos a base de alginato de caélcio e sddio, solugbes iodadas, produtos com
sulfadiazina de prata além de solugdes detergentes a base de permanganato de
potassio. Todos os produtos citados tém propriedades antissépticas e/ou
antimicrobianas (BRAWN, 2015).

Estudos sdo realizados na tentativa de se detectar a eficacia do uso de plantas
na cicatrizagao de feridas para estimulagao de atividade de fibroblastos e sintese de
colageno e glicosaminoglicanas, como o Triticum vulgare (trigo) (SOLORZANO et al.,

2001). Martins et al. (2003) também analisaram o uso de fitoterapicos como
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barbatiméo (Stryphnodendron barbatiman), caléndula (Calendula officinalis) e confrey
(Symphytum officinale). O mel de abelha também é descrito como auxiliar de
cicatrizacdo, com acgado antimicrobiana e antiinflamatoria, além de estimular novos
fatores de crescimento de tecido e promover a regulagcédo de citocinas inflamatorias
nos mondcitos (TONKS et al., 2003).

As fototerapias e suas diferentes modalidades demonstram eficacia, sobretudo
em lesbes por queimaduras, na bioestimulagdo do processo cicatricial (BARBOSA,
2016). Rezende et al. (2007) e Nuiez et al. (2013) investigaram o efeito da laserterapia
em uma unica aplicacdo em doses distintas na cicatrizagcao de lesbes em ratos e
demonstraram efeito positivo e significativo na cicatrizacdo quando comparados ao
grupo controle.

Além disso, a utilizacdo de enxertos biolégicos de pele ou placenta tem sido
relatada como favoravel na promocgao de cicatrizacao, induzindo resposta inflamatdria
branda e diminuindo a formacgéao de tecido cicatricial em excesso, além de agirem com
propriedades antibacterianas (PURNA; BABU, 2000). Conceicao et al. (2017)
reportaram a utilizacdo de plasma rico em plaquetas em feridas com o objetivo de
aumentar a expressédo de proteinas responsaveis por quimiotaxia, angiogénese e
sintese de matriz extracelular, atuando positivamente na reparagéo tecidual.

Uma alternativa biotecnolégica relativamente recente é a utilizacdo de
biomateriais. Variedades de biomateriais vém sendo desenvolvidas com diferentes
propriedades fisico-quimicas e mecanicas, dependendo da aplicagdo, incluindo
regeneracgao tecidual, sistemas de liberagdo de medicamentos, novos enxertos
vasculares ou suportes para engenharia de tecidos in vitro e in vivo (CZAJA et al.,
2007). Esses materiais, geralmente compostos por biopolimeros, podem ser utilizados
como alternativa para curativos de feridas e queimaduras por possuirem alta
biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de baixo custo e semelhanca com a
matriz extracelular (BALAKRISHNAN; JAYAKRISHNAN, 2005).

Segundo Rambo et al. (2008), a nanocelulose bacteriana (NCB) é um
biopolimero de estrutura nanofibrilar com semelhanga a matriz extracelular. Ataide et
al. (2017) afirmam que a NCB possui as propriedades desejaveis para cicatrizagao de
feridas, como alta pureza e capacidade de retengcédo de agua, além de ser moldavel,
Klemm et al. (2011) e Trovatti et al. (2011) completam incluindo a alta resisténcia
mecanica e porosidade tridimensional. Essas sao algumas das propriedades que

fazem crescer o interesse nas pesquisas em desenvolvimento de materiais como a
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NCB para aplicagdo em feridas e queimaduras (KWAK et al., 2015; LIYASKINA et al.,
2017)

1.5 Membrana de Nanocelulose Bacteriana (NCB)

A celulose é um dos materiais encontrados em maior abundancia na natureza,
normalmente extraida de plantas, mas também produzida como resultado da
fermentacdo de algumas espécies de bactérias (CACICEDO et al., 2016), além de
fungos e algumas algas (NOBLES; ROMANOVICZ; BROWN, 2001). Klemm et al.
(2005) afirmam que a celulose € o polimero organico mais encontrado, representado
por 1,5x10'2 toneladas de produgao total de biomassa; segundo os autores € uma
fonte quase inesgotavel de matéria prima para suprir a demanda de produtos
ambientalmente corretos e biocompativeis. As fontes principais de producdo da
celulose sao glicose, frutose e glicerol (MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 2015).

A celulose sintetizada por bactérias, conhecida como celulose bacteriana (CB)
caracteriza-se por um biopolimero obtido como residuo da fermentagdo em meios de
cultura ricos em agucares (KESHK; RAZEK; SAMESHIMA, 2006). Os primeiros relatos
de celulose produzida por bactérias datam de 1886 (BROWN, 1886), especificamente
pela bactéria  Acetobacter xylinum, renomeada posteriormente para
Gluconacetobacter xylinus (IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000) e recentemente
denominada Komagaeibacter xylinus (CACICEDO et al., 2016). Considerada uma
bactéria Gram negativa, aerdbia estrita, tem habilidade para sintetizar celulose em
abundante quantidade em um meio de cultura que apresente fontes de carbono e
nitrogénio como nutrientes, como frutas ou produtos a base de frutas, vegetais,
vinagre e bebidas alcoodlicas (KLEMM et al., 2005). Outras bactérias dos géneros
Gluconacetobacter, Agrobacterium, Rhizobium, Pseudomonas, Sarcina e Acetobacter
também secretam esse polissacarideo extracelular (MOOSAVI-NASAB; YOUSEFI,
2011). As celuloses produzidas por diferentes bactérias possuem particularidades em
algumas caracteristicas, como morfologia, estrutura e aplicag&o; as fontes de CB com
mais utilizacdo sao Acetobacter hansenii, Acetobacter pasteurianus e Acetobacter
xylinus (Gluconacetobacter xylinus ou Komagaeibacter xylinus), sendo a ultima mais
utilizada comercialmente pela alta produtividade (WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019).

Quimicamente, a CB tem semelhang¢a quando comparada a celulose produzida
por plantas (KLEMM et al., 2005; MOHITE; PATIL, 2014), porém a grande diferenca &
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o fato de ser um material livre de hemicelulose, lignina e pectina (ATAIDE et al., 2017;
DUBEY etal., 2017; KLEMM et al., 2005), sendo uma fonte altamente pura de celulose
e que a distingue favoravelmente da celulose vegetal (KESHK; RAZEK; SAMESHIMA,
2006). Nakagaito, Iwamoto, Yano (2005) reportam significantes diferencas entre
celulose vegetal e bacteriana, tanto em termos de pureza quanto de propriedades e
caracteristicas macromoleculares: a CB possui valores de Médulo de Young (definido
como a relagao entre tensdo e deformacdo quanto a elasticidade linear) bem mais
altos. Trovatti et al. (2010) afirmam ainda que a CB possui maior proporgdo de
retengcao de agua em relagéo a celulose obtida de plantas.

A celulose bacteriana ndo contém componentes de origem animal, segundo
Ataide et al. (2017); sua obtengdo se apresenta em forma de hidrogel altamente
hidratado, com aproximadamente 99% de agua, cristalinidade exuberante e alta taxa
de polimerizagado (entre 2000 a 8000), conferindo propriedades biodegradaveis,
atoxicas e nao alergénicas (KLEMM et al., 2005), alta porosidade (LEE et al., 2014) e
elevado grau de biocompatibilidade (JOZALA et al., 2016; SANCHAVANAKIT et al.,
2006).

Segundo Fu, Zhang, Yang (2013), a estrutura fibrosa da CB é semelhante ao
colageno, e se apresenta como uma rede tridimensional de nanofibras sustentada por
uma ligacgao inter e intra fibrilar que confere grande capacidade de tenséo. Essa rede
de finissimas fibras tem didmetro mais de 100 vezes menor que a fibras derivadas de
plantas (MOHITE; PATIL, 2014), compostas por uma grande proporg¢ao de fibras com
diametro entre 20 a 100 nm (DAHMAN, 2009) e organizadas em nanofibrilas entre 40
a 60 nm, com 10 a 250 cadeias poliméricas simples lineares de comprimento entre 1
a 9 nm, equivalentes a 2000 até 20.000 unidades de glicose cada (CACICEDO et al.,
2016). Essa morfologia nanométrica confere a CB ampla superficie, grande
capacidade de retencdo e absorcdo de liquidos, elasticidade e maleabilidade
(DAHMAN, 2009; KLEMM et al., 2011), podendo ser denominada como nanocelulose
bacteriana (NCB).

A NCB, por ter essas propriedades supracitadas, apresenta-se como uma matriz
ideal para utilizacdo em muitos campos, especialmente aqueles relacionados a
aplicagbes biomédicas e biotecnologicas, como material biolégico para a industria
alimenticia, esponjas para coleta de material contaminante e absor¢ao de toxinas e

fabricacdo de materiais optoeletrénicos (DONINI et al., 2010),
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Shah et al. (2013) e Kwak et al. (2015) reforgam a utilizagdo da NCB na industria
médica, com atuagdao em engenharia tecidual, implantes dentérios e, sobretudo no
auxilio a melhorias das condi¢des de feridas em forma de dispositivos médicos. Fu,
Zhang, Yang (2013) corroboram que a biocompatibilidade, elasticidade,
transparéncia, manutengcdo de ambiente Uumido aliada a capacidade de absorgao de
exsudato durante a fase inflamatéria de cicatrizagéo revelam grande potencial para a
aplicagao desse biopolimero na cicatrizagcédo de feridas. A NCB, quando utilizada em
curativos de feridas, também possui a fungdo de reduzir dor e acelerar o processo de
granulacao (SULAEVA et al., 2015), além de criar uma barreira entre a ferida e o
ambiente, gragas a sua estrutura reticulada e porosa, prevenindo infecgdes
bacterianas (ATAIDE et al., 2017; SULAEVA et al., 2015). Jozala et al. (2016) relatam
a importancia dos avangos das pesquisas em biopolimeros pela grande aplicagdo no
campo médico-farmacéutico, tanto em relacao a aplicagao em cicatrizacao de feridas,
como para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de drogas,
scaffolds para engenharia de tecidos, enxertos vasculares e curativos para
queimaduras.

As bactérias conseguem sintetizar celulose de duas formas distintas: pelo cultivo
estatico ou agitado. O primeiro € o mais utilizado para obtengcdo de filmes ou
membranas de NCB na interface entre ar e meio (CHAO et al., 2000), sendo o método
mais barato e possivel de ser realizado em recipientes com diferentes formatos e
tamanhos. No entanto, é necessario um tempo longo para biossintese (entre 7 a 20
dias), dificultando sua producdo em escala comercial (RECOUVREUX et al., 2011).
Por outro lado, por possuirem alta porosidade e biocompatibilidade, além de
moldabilidade durante o crescimento, esses compdsitos produzidos nesse tipo de
cultivo podem ter importante fungéo nas alternativas de aplicagées médicas (WANG;
TAVAKOLI; TANG, 2019).

A sintese em cultivo agitado, em que a celulose é sintetizada e distribuida pelo
meio de cultura sob forma de esferas homogéneas ou estruturas irregulares fibrosas,
tem alto rendimento e potencial para uso em escala comercial; no entanto, apresenta
menor cristalinidade, resisténcia mecanica e grau de polimerizagdo. Esferas de
celulose podem ter maior utilizacdo para biodisponibilidade de medicamentos,
adsorc¢ao idnica e contaminantes organicos (RECOUVREUX et al., 2011), enquanto a
celulose em cultivo estatico apresenta maior aplicagdo em curativos de feridas. Wang,

Tavakoli, Tang (2019) reportam que muitos métodos estdo sendo investigados
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atualmente para aprimorar as taxas de crescimento de celulose, principalmente pelo
fato de que existe uma variedade de bactérias produtoras, com caracteristicas
diferentes das celuloses produzidas em relagdo a morfologia, estrutura, propriedades
e aplicagoes.

Os custos de producéo dos meios de cultura para produgao da NCB podem ser
os principais fatores limitantes para sua obtencdo; por isso, a identificacdo de
maneiras economicamente viaveis de produzi-la € fundamental para sua utilizagcéo
(CAKAR et al,, 2014). Pesquisas sao frequentes para aumentar a eficiéncia do
processo de producdo e muitos resultados se mostraram satisfatérios
economicamente para justificar a demanda para a celulose bacteriana (CAKAR et al.,
2014; LI et al., 2015). Muitos pesquisadores sugerem o uso de meios de cultura de
custos baixos, como palha de trigo (CHEN et al., 2013), residuos industriais de abacaxi
(ALGAR et al., 2015), suco de frutas (KUROSUMI et al., 2009), frutas apodrecidas e
residuos da pecuaria leiteira (JOZALA et al., 2015), caldos de residuos de
fermentacao vinicola (WU; LIU, 2012), caldos de residuos de produgcdo de gomas
mastigaveis (LI et al., 2015), residuos e bioprodutos de biodiesel e industria téxtil
(TSOUKO et al,, 2015), e residuos de fermentagcdo de acetona-butanol-etanol
(HUANG et al., 2015). Jozala et al. (2015) demonstraram que a utilizagdo de frutas
apodrecidas podem ser um excelente substrato para produ¢ado de NCB pela bactéria
Gluconacetobacter xylinus; o meio de cultura, além de economicamente vantajoso,
promove a reducdo de poluicdo ambiental e estimula as pesquisas associadas a
sustentabilidade. O impacto socioeconémico aliado a produc¢do ecologicamente
correta € fundamental para o prosseguimento dos estudos nessa area. Revin et al.
(2018) concluem que o uso de residuos da pecuaria leiteira e da industria
sucroalcooleira sao substratos promissores para obtengédo da CB pelos baixos custos
produtivos.

Ha relato que as membranas de NCB, sozinhas, ndo possuem atividade anti-
inflamatdria ou antimicrobiana (MANEERUNG; TOKURA; RUJIRAVANIT, 2008). Por
outro lado, alguns trabalhos tém sido muito bem sucedidos quando ha incorporagao
de substancias com propriedades antimicrobianas (LIYASKINA et al., 2017). A baixa
bioatividade, assim como a atividade quimica em relagdo ao potencial da matriz
extracelular indicam a necessidade da introdugao de grupos ativos na superficie das
nanofibras para melhoria de desempenho na reparagéao tecidual (MEYER; REIS;
PORTO, 2017).
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A associacao de substancias ou moléculas bioativas a NCB tem sido explorada
na producado de biocomplexos ativos (JEBEL; ALMASI, 2016). Membranas de NCB
associadas a quitosana (polissacarideo semelhante a celulose) apresentaram uma
significante inibicdo da Escherichia coli e do Staphylococcus aureus, assim como um
estimulo a epitelizagao e regeneragao em feridas cirurgicas em ratos (LIN et al., 2013).
Kim et al. (2011) afirmam que a quitosana e a heparina podem aumentar o potencial
de acado em feridas quando incorporadas ao meio de cultura da NCB. Zaborowska et
al. (2010) citam que a adi¢cdo de materiais na fase de crescimento da NCB provoca
modificagdes positivas no controle de estrutura, formato e outras propriedades dos
compositos formados.

A impregnacgédo de anti-inflamatérios as membranas de NCB produzidas sob
cultivo estatico pode acelerar o processo de cicatrizacido de lesdes, pois a difusao do
medicamento da membrada em diregéo a injuria é facilitada devido a porosidade da
membrana (ZANOTI, 2017). Luan et al. (2012) demonstraram boa atividade
antimicrobiana de membranas de NCB impregnadas com sulfadiazina de prata,
combatendo de forma eficaz Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, assim como Shao et al. (2015) obtiveram sucesso com a utilizagdo de
nanocompédsitos de NCB com ions de prata. O uso de antissépticos a base de
iodopovidona incorporados a membrana também é citado (WIEGAND et al., 2015),
assim como a preparagao de compositos com cloridrato de tetraciclina (SHAO et al.,
2016). O uso de bromelina (extrato obtido de abacaxi) tem se revelado promissor
quando incorporada as membranas de NCB na diminuicdo do tempo de cicatrizagao
de feridas; a bromelina possui propriedades antimicrobianas e antioxidantes que séo
potencializadas, e quando associadas as membranas conferem caracteristicas
interessantes na liberagédo controlada de medicamentos (ATAIDE et al., 2017). Dutta
e Bhattacharyya (2013) reportam importante acdo da bromelina presente nas folhas
do abacaxi, que possuem agentes proteoliticos, fibrinoliticos, fosfatases, nucleases e
peroxidases, com fung¢des antibacterianas e antifungicas.

O uso de bacteriocinas tem sido uma alternativa para combater agentes
etiologicos que possuam resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados (ALLEN et
al., 2014; ROLAIN et al., 2016). Entre elas, destaca-se a nisina (MAIA et al., 2014).
Na saude humana a nisina tem sido utilizada para tratamentos odontolégicos e
gengivites (TONG et al., 2010; VAN HEEL; MONTALBAN-LOPEZ; KUIPERS, 2011),

assim como em infec¢des gastricas persistentes (KIM et al., 2003), infecgbes vaginais
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(GUPTA et al., 2009) e como método contraceptivo (ARANHA; GUPTA; REDDY,
2004).

1.6 Nisina

A nisina é um peptideo antimicrobiano de peso molecular ao redor de 3,4 kDa
produzido por bactérias Gram positivas (Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, entre outras) e Gram negativas (Escherichia coli, Serratia, Klebsiella,
Pseudomonas, entre outras), sendo os Lactococcus lactis os produtores principais
(ARAUZ et al., 2009); sua solubilidade, atividade e estabilidade s&o diretamente
relacionadas ao pH, cujos valores entre 2 a 5 encontram-se ideais para seu
crescimento e manutencéo. A nisina possui relativa termoestabilidade, mantendo sua
conformagao em temperaturas de até 115°C (ARAUZ et al., 2009; DEEGAN et al.,
2006). Esse antimicrobiano natural pertence ao grupo das bacteriocinas, e possuem
natureza proteica, diferenciando-se dos antibidticos convencionais pela atividade
biolégica e composi¢cdo quimica. Além disso, a linhagem produtora de nisina é
resistente a propria nisina, e inibe o crescimento de outros agentes bacterianos que
competem pelo mesmo ambiente (BONINI; NETO; MARINGONI, 2012; KARPINSKI;
SZKARADKIEWICZ, 2013).

As bacteriocinas da classe | sdo aquelas que possuem em sua estrutura primaria
os aminoacidos lantionina e metillantionina (BIERBAUM; SAHL, 2009); agem
geralmente na parede celular dos patdgenos (GONZALEZ-MARTINEZ; GOMEZ-
TREVINO; JIMENEZ-SALAS, 2003). A nisina pertence a esse grupo, sendo
denominada um lantibiotico (SCHERER et al., 2013). Essas bacteriocinas possuem
espectro de agao eficaz contra bactérias Gram positivas e inibigdo de esporos, porém
com restrita ou nenhuma atividade em agentes Gram negativos, fungos ou virus. A
ligacao primaria a parede celular forma poros na membrana citoplasmatica através de
ligagbes ibnicas, alterando a permeabilidade e causando extravasamento de conteudo
intracelular do patogeno (ARAUZ et al., 2012).

Alguns estudos demonstram potencial terapéutico em suas aplicagées (ALLEN
et al., 2014; BEHRENS et al., 2017), incluindo lesées em humanos (VAN HEEL;
MONTALBAN-LOPEZ; KUIPERS, 2011) e para a Medicina Veterinaria (CINTAS et al.,
2001; FIELD et al., 2016; PIPER et al., 2009). Esses ultimos autores afirmam a

capacidade ativa da nisina inclusive em Staphylococcus aureus resistentes a
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meticilina (MRSA) e Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) com baixa
toxicidade e de facil degradacgao por enzimas digestivas. Heunis, Smith, Dicks (2013)
realizaram experimento analisando a liberacdo da bacteriocina em membranas de
nanocelulose bacteriana para verificagcado de aceleragcdo do processo de cicatrizagao
de feridas em ratos. Bowe et al. (2006) relatam a nisina e outras bacteriocinas como
eficazes em tratamentos de lesdes de pele causadas por Staphylococcus aureus,
Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis e Listeria monocytogenes. Segundo Mastromatteo et al. (2010), a atividade da
nisina contra bactérias Gram negativas ocorre de forma satisfatéria quando associada
a agentes quelantes.

A atividade antioxidante da nisina também ¢ alvo de estudos; Dos Santos et al.
(2018) confirmaram essa fungdo em experimentos recentes e sugerem a utilizagao
associada a biopolimeros como a membrana de NCB por agirem como plataforma de
liberagdo gradual de nisina e controle de crescimento microbiano.

O alto custo de producédo da nisina € um problema para sua utilizacédo em ampla
escala na area médica. Desta forma, a busca de novas condi¢ées de producgéo €
fundamental para sua aplicagdo. Jozala et al. (2007) desenvolveram um protocolo de
producao de nisina a partir de Lactococcus lactis utilizando soro de leite como meio
de cultura. O protocolo se mostrou eficiente e a utilizagdo de subprodutos da pecuaria
leiteira como alternativa de baixo custo para producao em escala industrial se mostra
promissora para a continuidade dos estudos desse agente antimicrobiano.

O potencial inibitério das bacteriocinas tem demonstrado eficiéncia terapéutica,
porém os processos de estabilizagdo, espectro de agao antimicrobiana e aumento de
poténcia ainda sado desafiadores. Assim, o presente estudo visa avaliar, de forma
inédita, a utilizagdo da nisina incorporada a membrana de nanocelulose bacteriana
como possivel aplicagéo biotecnoldgica na Medicina Veterinaria, mais precisamente
no processo de cicatrizagao de feridas de dermorrafia em bovinos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia da utilizagao de dois novos tratamentos como coadjuvantes
na cicatrizagdo de feridas de descorna cirurgica em bovinos: membranas de

Nanocelulose Bacteriana (NCB) e membranas de NCB com incorporagao de nisina.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir e padronizar a membrana de NCB de forma adequada para colocagao
na ferida cirurgica;

e Incorporar a nisina a membrana de NCB;

e Observar clinicamente os animais submetidos a descorna cirurgica apos
aplicacao dos biomateriais para avaliagdo da seguranga ou de possibilidade de
rejeigao;

e Avaliar macroscopicamente e microscopicamente as caracteristicas
inflamatdrias e cicatriciais das lesdes de descorna cirurgica ap6s a aplicagao
ou ndo da membrana de NCB e realizar a comparagao com a utilizacéo da

membrana de NCB impregnada com nisina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das Membranas de NCB e incorporagao do antimicrobiano nisina

As membranas de NCB foram produzidas pelo cultivo da bactéria
Gluconacetobacter xylinus ATCC 53582, em meio Hestrin & Schramm (20 g/L glicose,
5 g/L peptona bacterioldgica, 5 g/L extrato de levedura, 2,7 g/L Fosfato de sdédio
anidro; 1,5 g/L acido citrico monohidratado). O cultivo foi realizado em frasco tipo
Erlenmeyer de capacidade volumétrica de 250 ml (Figura 1A). O volume inoculado foi
de 10 ml de meio contendo aproximadamente 107 UFC (Unidades Formadoras de
Colbnia) de Gluconacetobacter xylinus. Os frascos foram mantidos por 7 dias em
cultura estatica, a 30 °C. Membranas com aproximadamente 2 mm de espessura
foram obtidas (Figura 1B).

ApOs o crescimento, as membranas foram imersas em solugdo de hidroxido de
sédio (NaOH) 1M, sob agitacédo a 60 °C por 2 horas. Em seguida, foram lavadas em
agua destilada (Figura 1C). As membranas foram entdo autoclavadas a 121 °C por 15
minutos em agua destilada e solucao de tampéo fosfato (PBS) a 1%, e armazenadas

a 4 °C, seguindo o protocolo proposto por Jozala et al. (2015).
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Figura 1 — Representacao da produgao das membranas de nanocelulose bacteriana
(NCB). Em A) Cultivo estatico da Gluconacetobacter xylinus, em meio Hestrin &
Schramm, em frasco Erlenmeyer; B) Membrana de NCB apds 7 dias de cultivo, com
cerca de 2mm de espessura; C) Lavagem da membrana em agua destilada, sob

agitacdo e D) Membrana de NCB finalizada, ap6s ser autoclavada a 121 °C, 15 min.

Fonte: Elaboragao prépria.
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A Nisina de Lactococcus lactis a 2,5% de pureza foi adquirida comercialmente
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). De acordo com informagdes do fabricante, 1 g
de po6 contém 2,5% de nisina, com 10% AU de atividade. AU refere-se a unidades de
atividade arbitrarias definidas por halo de inibigdo. A solugdo padréo de nisina foi
preparada entao dissolvendo 1 g do pé (25 mg de nisina) em 1 L de PBS estéril, pH
7. Assim, a solucdo de nisina utilizada para a incorporagcdo nas membranas foi de 25
pg/ml.

Para a incorporacdo do antimicrobiano, cada membrana previamente
esterilizada foi imersa em 10 ml da solugdo de 25 ug/ml de nisina, em frasco tipo
Erlenmeyer, em ambiente asséptico. Os frascos foram mantidos em agitagao de 100
rom a 25 °C, por 4 horas. Apos esse periodo as membranas foram removidas e

mantidas a 4 °C, em protocolo adaptado de Dos Santos et al. (2018).

3.2 Caracterizagao dos animais e delineamento dos experimentos

Este € um estudo experimental com animais da espécie bovina em que o
procedimento de descorna cirurgica foi idealizado como modelo para avaliagéo e
comparagao do comportamento macroscépico € microscopico de feridas cirurgicas
em relagdo a fase inflamatéria do processo cicatricial. O projeto foi submetido a
Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade de Sorocaba — CEUA/UNISO,
Sorocaba, SP, e aprovado sob os protocolos 162/2019 e 149/2019.

Para a realizacdo desse estudo foram utilizadas 24 vacas aneloradas ou
mesticas, provenientes da propriedade Estancia Horténcia, localizada na cidade de
Salto de Pirapora, Sado Paulo. Esses animais possuiam entre dois e dez anos de idade
e residiam ha no minimo 12 meses na propriedade, portanto, estavam devidamente
adaptados ao sistema de produgédo e manejo realizado.

Os animais foram mantidos desde 60 dias pré-cirurgia até 60 dias pos-cirurgia
em Sistema Intensivo a Pasto, em que todo o lote permanece sob as mesmas
condigdes nutricionais, com forrageira de qualidade do género Panicum, cultivar
Mombaca. O pasto em que esses animais permaneceram tem cerca de 11,5 ha,
divididos em 5 piquetes de aproximadamente 2,3 ha cada. As vacas, nesse tipo de
sistema, sao periodicamente trocadas de piquete de acordo com o consumo da

forragem existente, em sistema de rotagcdo; esse manejo garante aos animais
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excelentes condi¢cbes alimentares e de Bem-Estar Animal, pois prioriza o uso de
tecnologias para manejo eficiente e produtivo. Além disso, durante todo o tempo de
permanéncia nos piquetes, os animais receberam agua ad libitum e suplementagao
mineral.

Os animais foram selecionados pela avaliagdo de Escore de Condigao Corporal
(ECC), realizagcado de diagnostico de gestagao negativo e pela avaliagao prévia do
cirurgiao responsavel pelo procedimento de descorna a partir do diametro do corno
em relag&o a base cornual, para que houvesse a garantia de realizagao da dermorrafia
com baixa tensao da linha de sutura.

O estudo foi dividido em dois experimentos, | e Il, conforme Figura 2.

Figura 2 — Delineamento dos experimentos de descorna cirurgica em bovinos adultos
com utilizagdo de membranas de NCB (Experimento |) e com membranas de

NCB+nisina (Experimento II).

Divisao dos grupos experimentais

Experimento | Experimento |l
n = 12 animais n =12 animais
e Feridas ; E' Feridas — D Feridas — E Feridas — D
r? ?mento il e'(|.3VP| Membrana NCB Membrana NCB Membrana NCB+ Nisina
tépica + repelente larvicida)
n =12 cornos n =12 cornos n =12 cornos

n =12 cornos

] + Tratamento controle

Fonte: Elaboragéo prépria.

Para o experimento | foram utilizados 12 animais; as dermorrafias relacionadas
as feridas cirurgicas de 12 cornos do lado esquerdo receberam tratamento controle,
composto neste estudo por limpeza com gaze e antissepsia com solugdo de
polivinilpirrolidona iodada (PVPI) tépica seguida de repelente larvicida a cada 48
horas. As dermorrafias relacionadas as feridas cirurgicas de 12 cornos do lado direito
receberam a aplicagdo da Membrana de NCB na base do processo cornual do 0sso

frontal sucedida de tratamento controle.
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Para o experimento I, foram utilizados outros 12 animais; as dermorrafias
relacionadas as feridas cirurgicas de 12 cornos do lado esquerdo receberam a
Membrana de NCB na base do processo cornual do osso frontal; as dermorrafias
relacionadas as feridas cirurgicas de 12 cornos do lado direito receberam a aplicagao
da Membrana de NCB impregnadas com nisina. Em ambas as feridas houve também

aplicacao do tratamento controle.

3.3 Procedimento cirurgico e pos-operatério

A preparagao da cirurgia foi conduzida de forma individual, assim como os
procedimentos de descorna e dermorrafia, realizados por apenas um profissional
experiente e devidamente capacitado na técnica proposta. Cada animal foi
previamente contido em tronco de contengéo, equipado com balanga digital (marca
Beckhauser®, tipo parede movel, com balanga integrada), cabresteado e submetido a
sedagao com Cloridrato de Xilazina 2% na dose de até 0,2 mg/kg via intramuscular
(IM), apés conferéncia da pesagem.

Na sequéncia, houve o encaminhamento do animal para a area de realizacéo
da cirurgia e a realizagdo de contengdo fisica. Essa contengdo ocorreu pelo
derrubamento do animal com cordas utilizando a técnica Almeida Barros, e a
manutengdo sob decubito esternal com a cabecga fletida a esquerda (posigédo de
autoauscultagédo) para realizagdo dos procedimentos. Para obtengdo de analgesia
local infiltrativa foi administrado Cloridrato de Lidocaina 2% sem vasoconstritor, sendo
respeitada a dose maxima de 7 mg/kg para bloqueio sensitivo do ramo zigomatico
temporal do nervo cornual, além de aplicagdo subcutanea de 30 ml do mesmo
anestésico local na regido caudal da base de cada corno. Todos os materiais
cirurgicos utilizados foram os apropriados para a técnica e passaram por esterilizagéo
prévia em caixas cirurgicas de inox preparadas para cada cirurgia.

O procedimento cirurgico realizado teve como base a técnica proposta por
Cunha et al. (2002), que consta em uma incisao retilinea com inicio nas proximidades
da eminéncia nucal, estendendo-se até a base medial do corno; completa-se com
incisao curva com inicio no mesmo ponto da eminéncia nucal em direcao latero-rostral
ao longo da crista frontal. Com essa técnica forma-se uma meia-elipse médio-rostral.

Outra meia-elipse é constituida iniciando no limite ventral da base lateral do corno,
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realizando-se uma curva na diregao caudo-medial. A Figura 3 representa a sequéncia

dos procedimentos de descorna cirurgica, aplicagdo das membranas e dermorrafia.

Figura 3 — Procedimentos realizados para os experimentos | e Il. Em A) Incis&o de
pele de acordo com a técnica proposta por Cunha et al. (2002); B) Divulsdo da base
do corno apds serragem para garantia de baixa tensdo de linha de sutura; C)
Aplicacao da membrana de NCB na base do processo cornual do osso frontal; D e E)
Posicionamento da membrana de NCB para dermorrafia; F) Dermorrafia e aplicagéo

de repelente e larvicida.

Fonte: Elaboragao prépria.

As duas meia-elipses formadas sao liberadas através da divulsdo por toda a
base do corno entre pele e subcutaneo. A base do corno € entao serrada e o corno e
as meia-elipses sao retirados, facilitando a dermorrafia pela diminuicao da tenséo da
sutura de pele. Para a dermorrafia utilizou-se fio de nailon (inabsorvivel) numero 0,60,
com padrao de sutura "Sultan” (também conhecido como padréo de sutura em X).

O protocolo de tratamento pés-operatério imediato foi realizado em todos os
animais com aplicagao unica de soro antitetanico, administragdo do anti-inflamatério
nao esteroidal (AINE) Flunixin Meglumine na dose de 2,2 mg/kg, IM, assim como

antibioticoterapia com Penicilina Benzatina na dose de 40.000 Ul/animal. Para a
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sequéncia do tratamento pds-operatdrio, Diclofenaco Sédico (AINE) foi administrado
na dose de 5 mg/kg, uma vez ao dia, durante dois dias consecutivos, em todos os
animais, além de Penicilina Benzatina na dose de 40.000 Ul/animal, com intervalo de
aplicagao de 48 horas, totalizando mais duas aplicagdes. Esses protocolos foram
realizados visando o Bem-Estar Animal.

A dindmica do tratamento controle, em todas as feridas, ocorreu com limpeza
com gaze e antissepsia com solu¢do de PVPI topica seguida de repelente larvicida a
cada 48 horas ou mediante avaliagdo do cirurgido responsavel, com 0s animais
contidos em tronco de contencgao. Os pontos da cirurgia foram retirados somente apos

15 dias apods a realizacao das bidpsias.

3.4 Avaliagao macroscoépica

Para analise macroscoépica das feridas cirurgicas foi estabelecido um protocolo
de registro de imagens das lesbes a cada 48 horas a partir do procedimento cirdrgico
até a realizagdo das biopsias com os animais devidamente contidos em tronco de
contengédo. Apds contengédo procedia-se a antissepsia e higienizagcao das feridas
cirargicas com solugao de PVPI topica e agua destilada e em seguida as feridas eram
secas com gaze.

Para unificacdo da obtengc&o das imagens um cartao retangular (30x15 cm) em
papel milimetrado, com recorte central (15x7 cm), foi desenvolvido para
posicionamento da ferida. O cartdo era posicionado de modo que a ferida
permanecesse na area do recorte. As imagens eram entdo capturadas utilizando-se
camera fotografica de smartphone (Samsung Galaxy Note10 Plus) a uma distancia
aproximada de 15 cm das feridas, paralelamente ao cartdo. A Figura 4 mostra a

dindmica de avaliagao das imagens para avaliagdo macroscopica.
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Figura 4 — Representagao do protocolo de registro de imagens para avaliagéao
macroscopica das feridas cirurgicas. Em A) Abordagem frontal em tronco de
contengao; em B) Cartao em papel milimetrado desenvolvido e posicionamento do
cartdo com recorte central sobre a ferida; C) Obtencédo de imagem a 15 cm de

distancia, paralelamente ao cartao.

g

Fonte: Elaboragao prépria

A partir desse protocolo estabeleceu-se uma dinamica de comparacgao
macroscopica entre as feridas nos dias 2, 6, 10 e 14 ap6s o procedimento cirurgico,
havendo exclusdo, nessa avaliagdo, dos animais que foram submetidos as biopsias

nos dias 3 e 7 apos as cirurgias.
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As 48 imagens foram compiladas e organizadas em um arquivo de PowerPoint
para a avaliagdo comparativa das feridas cirurgicas. Com base nas fotos obtidas os
pesquisadores do grupo elaboraram um Escore de Classificagdo das condi¢des das
feridas cirurgicas, com notas variando entre 1 e 4, sendo 1) Moderada inflamacao;
auséncia de epitelizagao; 2) Leve inflamacéo; inicio de epitelizagéo; 3) Auséncia de
inflamacéao; epitelizagdo presente e 4) Crescimento de pelos; evidéncia de

epitelizagdo, como mostra a Figura 5.

Figura 5 — Escores de classificagdo das condigdes das feridas cirurgicas, com notas

variando entre 1 e 4.

Escore 1 - Moderada inflamacgdo; auséncia de epitelizagao Escore 2 - Leve inflamacao; inicio de epitelizacao

Escore 3 - Auséncia de inflamacéo; epitelizacdo presente Escore 4 - Crescimento de pelos; evidente epitelizagdo

Fonte: Elaboracéao proépria.

As 48 imagens foram arranjadas de forma aleatdria quanto aos dias e ao tipo
de tratamento. Essas imagens foram enviadas, via arquivo de PowerPoint, para seis
avaliadores cegos, sendo trés médicos veterinarios (docentes da UNISO sem
envolvimento com o projeto) e trés estudantes de Medicina Veterinaria (discentes da
UNISO matriculados no 9° semestre do curso, sem envolvimento com o projeto). Os



40

avaliadores precisaram levar em consideracdo o processo de inflamacgao local e a
condicdo do processo de cicatrizagao das bordas das feridas. Para conhecimento e
alinhamento, as fotos com as padronizagbes dos escores (Figura 5) foram enviadas
aos avaliadores previamente a avaliagao.

A avaliacao clinica dos animais foi realizada concomitantemente ao registro das
imagens; a cada 48 horas as feridas eram avaliadas quanto a presencga de alteragbes
que pudessem indicar toxicidade ou rejeicdo aos novos tratamentos propostos, como
reacdes inflamatorias exuberantes, processos infecciosos mucopurulentos, abcessos
ou até mesmo expulsdo das membranas de NCB. Além disso, procedimentos de
verificacdo da qualidade da sutura, percussao de seios paranasais, auscultacao
traqueal, avaliagdo de Escore de Condigao Corporal (ECC) e pesagem dos animais

foram feitos nos mesmos intervalos.

3.5 Avaliagao microscépica

Nos dias 03, 07, 14 e 21 apds os procedimentos cirurgicos dos Experimentos | e
Il foram realizadas bidpsias por meio de punchs (Figura 6). Os punchs sao cilindros
com superficie cortante, introduzidos rotatoriamente para remocéao dos tecidos. Neste
estudo, punchs de 8 mm de didmetro foram utilizados, e as bidpsias foram realizadas
pelo médico veterinario responsavel. As amostras de tecidos obtidas através dos
punchs foram utilizadas para as analises microscopicas das lesdes. Em cada dia
estabelecido, um numero amostral de 03 (trés) animais foi submetido a bidpsia, sem
repeticdo de bidpsia no mesmo animal (uma vez que a bidpsia per se induz leséo e
novo processo de cicatrizagao), conforme representado na Figura 6. Com isso, evitou-
se interferéncia na analise microscépica pelo possivel processo inflamatério oriundo
do punch. Apo6s a bidpsia, as amostras dos tecidos eram colocadas em formalina

tamponada e seguiam para analise histologica.
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Figura 6 — Representacdo das etapas de coleta das amostras de bidpsias. Em A)
Introdugdo do punch na borda da ferida; B) Movimentos rotatérios para remogao

tecidual; C) Amostra de tecido coletado; D) Manutengdo em formalina tamponada.

,{‘ N\ "

Fonte: Elaboragao prépria.

Para analise histolégica, as amostras, logo apds coletadas, foram mantidas em
formalina tamponada 10% por 24 horas. Ao fim deste tempo, foram colocadas em
recipiente com agua overnight e, apds essa etapa, foram deixadas em etanol 70% até
o momento do processamento. Finalizando a etapa de fixagao, o processamento dos
tecidos foi realizado pelo equipamento automatizado - Processador Automatico de
Tecidos - e as pecgas foram emblocadas em parafina histologica.

Os cortes histolégicos das amostras dos punchs das feridas foram realizados
em micrétomo padrdo com quatro micrometros de espessura. A seguir, as laminas
foram coradas por técnica de hematoxilina e eosina, e montadas com resina

histolégica (TOLOSA et al., 2003). As laminas foram avaliadas em microscopio éptico



42

por patologista (condigdo de cegamento simples). Uma analise semiquantitativa das
laminas foi realizada, por meio de Escores de Grau de Inflamacao (Gl): Gl 1
(inflamagéo leve), Gl 2 (inflamagdo moderada) e Gl 3 (inflamagdo severa),

representados na Figura 7.

Figura 7 — Fotomicrografias das laminas coradas por hematoxilina e eosina em

aumento de 100x representando os Escores de Grau de Inflamacéao (Gl) 1, 2 e 3.

Nota: em A) Fotomicrografia caracterizando o Grau de Inflamagéao Gl 1 (Leve) com até 25% de infiltrado
inflamatério; em B) Fotomicrografia caracterizando o Grau de Inflamagao Gl 2 (Moderada) com até 50
% de infiltrado inflamatdrio; em C) Fotomicrografia caracterizando o Grau de Inflamagéo Gl 3 (Severa)

com até 75% de infiltrado inflamatério. As setas indicam o processo inflamatério.
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3.6 Analise estatistica

Uma vez que os dados estao reportados como escores, os resultados foram
apresentados como porcentagem (%) de animais em cada escore. Quando sdo
comparados os grupos ou ainda os tempos de cicatrizagao, teste de Wilcoxon ou teste
de Qui quadrado foram utilizados, valores de p<0.05 foram considerados significantes.

Os resultados foram analisados com o auxilio do programa Stata® 11.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o Manual do Aluno do Programa de Pds-Graduagdao em
Processos Tecnoldgicos e Ambientais - Mestrado Profissional, o trabalho final
resultante da pesquisa pode ser um artigo cientifico. Assim, as se¢bes “Resultados” e
“‘Discussao” encontram-se agrupadas e apresentam o manuscrito resultante deste
trabalho. O artigo sera submetido para uma revista indexada no estrato superior da
CAPES.
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Abstract

The livestock activity is an important maintainer of the Brazilian surplus trade
balance with great influence about the conditions for animal handling. Surgical
dehorning is a procedure that, despite being invasive, may be necessary to decrease
the frequency of lesions in udders, eyes and flanks, in addition to promoting greater
safety for handlers. Treatments of post-surgical wounds usually includes topical
application of healing agents, antimicrobials and repellents. A biotechnological
alternative is the use of dressings from biomaterials, including bacterial nanocellulose
(BNC), which is biodegradable, non-toxic, non-allergenic and biocompatible. The
association of substances with BNC, such as nisin, has been explored in the production
of active biocomplexes. Therefore, the objective was to evaluate the efficiency of two
new complementary treatments (BNC membranes and BNC membranes+nisin) in
healing of surgical dehorning wounds in cattle. Two experiments were performed on
surgical dehorning. In the first, 12 animals were used; one of the wounds was subjected
to antisepsis with Polyvinylpyrrolidone — iodine complex solution (PVPI), followed by
larvicidal repellent, called the control treatment, and the other wound, in addition to the
control treatment, also received the application of BNC membrane. For the second
experiment, n = 12, one of the wounds received the control treatment and BNC
membrane while the other was subjected to the control treatment and application of
BNC+nisin. In both experiments, wounds were evaluated macroscopically by
photographic images, for analysis of the inflammatory and healing process, on days 2,
6, 10 and 14 after surgery, and microscopically, with biopsies performed on days 3, 7,
14 and 21 post-procedure. The macroscopic evaluations showed significant statistical
differences only in the comparisons within the groups for the two experiments, while
the microscopic analyzes did not reveal statistically significant differences in any type
of comparison. Thus, itis concluded that when the cirurgical wounds of each group are
their own controls, the membrane wounds healed more quickly. However, microscopic
healing even after 21 days did not follow the results observed macroscopically

Keywords: Bacterial cellulose. Dermorraphy. Dressing. Healing. Nisin.
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Introducgao

O uso de tecnologias que integrem meio ambiente, recursos naturais e praticas
de Bem-Estar Animal (BEA) é fundamental para atingir elevado nivel de eficiéncia
produtiva na pecuaria. As praticas de BEA incluem o manejo dos animais, ou seja, 0s
procedimentos a que os animais sdo submetidos para que se alcance a eficiéncia
produtiva desejada. A realizagdo de alguns procedimentos cirurgicos pode ser
realizada para promover o Bem-Estar dos animais, para ganho produtivo e ainda para
garantir seguranga dos manejadores (OIE, 2019), uma vez que contribuem com a
diminuicao da intensidade de interagbes agressivas entre os animais (DEVRIES; VON
KEYSERLINGK; BEAUCHEMIN, 2005; HUZZEY; VON KEYSERLINGK; WEARY,
2005).

A descorna cirurgica em animais adultos € um procedimento cuja necessidade
de realizagdo se aplica em casos de agressividade entre animais, fraturas ou
conformagao anormal dos cornos, apesar de ser invasiva (STAFFORD; MELLOR,
2005). A descorna contribui também na diminuicdo da frequéncia de lesdes em
uberes, olhos e regiao dos flancos (WEAVER; ST. JEAN; STEINER, 2005), além de
promover maior seguranga aos manejadores (OIE, 2019; SYLVESTER et al., 1998).
O procedimento cirurgico tem como conceito a amputagao do corno em sua base apds
incisdo cutanea, seguida de dermorrafia (CUNHA et al.,, 2002). Alguns problemas
podem acontecer tanto durante o procedimento quanto no pos-operatério, dentre eles
a deiscéncia dos pontos cirurgicos pela tensao da linha de sutura, a ocorréncia de
deformacbes Osseas, além de fatores consequentes da inflamagdo, como febre,
anorexia, letargia e infecgdes (SILVA et al., 2009).

A aplicacdo topica de farmacos cicatrizantes, antimicrobianos e repelentes
como o Oxido de zinco (CANGUL et al., 2006), produtos a base de aluminio
(RAHMATI; MOZAFARI, 2019), curativos a base de alginato de calcio e sodio,
solugdes iodadas, produtos com sulfadiazina de prata, além de solugdes detergentes
a base de permanganato de potassio (BRAWN, 2015) sdo os tratamentos mais
frequentes nesse tipo de lesao.

Uma alternativa biotecnologica relativamente recente € o emprego de
biomateriais com diferentes propriedades mecanicas, fisico-quimicas e bioldgicas,
incluindo regeneracédo tecidual, sistemas de liberagdo de medicamentos, novos

enxertos vasculares ou suportes para engenharia de tecidos in vitro e in vivo (CZAJA
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et al., 2007). Esses materiais, geralmente compostos por biopolimeros, podem ser
utilizados como alternativa para curativos de feridas e queimaduras; possuem alta
biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de semelhangca com a matriz
extracelular (BALAKRISHNAN; JAYAKRISHNAN, 2005). Segundo Rambo et al.
(2008), a nanocelulose bacteriana (NCB) é um biopolimero de estrutura nanofibrilar
com semelhanga a matriz extracelular. Ataide et al. (2017) afirmam que a NCB possui
as propriedades desejaveis para cicatrizagdo de feridas, como alta pureza e
capacidade de retengdo de agua, além de ser moldavel. Klemm et al. (2011) e Trovatti
et al. (2011) completam incluindo a alta resisténcia mecanica e porosidade
tridimensional.

Por outro lado, a membrana de NCB, sozinha, ndo possui atividade anti-
inflamatoéria ou antimicrobiana (MANEERUNG; TOKURA; RUJIRAVANIT, 2008).
Porém, alguns trabalhos tém sido muito bem sucedidos quando ha incorporagao de
substancias ou moléculas bioativas a NCB (LIYASKINA et al., 2017; JEBEL; ALMASI,
2016). Membranas de NCB associadas a quitosana apresentaram significante inibicao
da Escherichia coli e do Staphylococcus aureus, assim como um estimulo a
epitelizagdo e regeneragédo de feridas cirurgicas em ratos (LIN et al., 2013). Mais
ainda, o uso de bacteriocinas tem sido uma alternativa para combater agentes
etiologicos resistentes aos antimicrobianos mais utilizados (ALLEN et al.,, 2014;
ROLAIN et al., 2016). Dentre as bacteriocinas destaca-se a nisina (MAIA et al., 2014).
Alguns estudos demonstram potencial terapéutico de suas aplicagdes (ALLEN et al.,
2014; BEHRENS et al., 2017) em lesées em humanos (VAN HEEL; MONTALBAN-
LOPEZ; KUIPERS, 2011) e na area de Medicina Veterinaria (CINTAS et al., 2001;
FIELD et al., 2016; PIPER et al., 2009).

Diante disso, este estudo objetivou avaliar, de forma inédita, a eficiéncia da
utilizagcado de dois novos tratamentos - as membranas de NCB e as membranas de
NCB com nisina incorporada - como coadjuvantes na cicatrizacdo de feridas de
descorna cirurgica em bovinos, bem como a seguranga dos materiais, tendo em vista

a biocompatibilidade da membrana.
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Material e Métodos

Obtengao das membranas de NCB e incorporagao da nisina

As membranas de NCB foram produzidas pelo cultivo da bactéria
Gluconacetobacter xylinus ATCC 53582, em meio Hestrin & Schramm (20 g/L glicose,
5 g/L peptona bacterioldgica, 5 g/L extrato de levedura, 2,7 g/L Fosfato de sdédio
anidro; 1,5 g/L acido citrico monohidratado). O cultivo foi realizado em frasco tipo
Erlenmeyer de capacidade volumétrica de 250 ml. O volume inoculado foi de 10 ml de
meio contendo aproximadamente 10’ UFC (Unidades Formadoras de Col6nia) de
Gluconacetobacter xylinus. Os frascos foram mantidos por 7 dias em cultura estatica,
a 30 °C. Membranas com aproximadamente 2 mm de espessura foram obtidas.

ApOs o crescimento, as membranas foram imersas em solugdo de hidroxido de
sédio (NaOH) 1M, sob agitacédo a 60 °C por 2 horas. Em seguida, foram lavadas em
agua destilada. As membranas foram entao autoclavadas a 121 °C por 15 minutos em
agua destilada e solugéo de tampéao fosfato (PBS) a 1% e armazenadas a 4 °C,
seguindo o protocolo proposto por Jozala et al. (2015).

A Nisina de Lactococcus lactis a 2,5% de pureza foi adquirida comercialmente
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), com 10% AU de atividade (AU refere-se a
unidades de atividade arbitrarias definidas por halo de inibi¢do). A solugao padrao de
nisina 25 pg/ml foi preparada em 1L de PBS estéril, pH 7. Para a incorporagao do
antimicrobiano, cada membrana previamente esterilizada foi imersa em 10 ml da
solugao de 25 pg/ml de nisina em ambiente asséptico. Os frascos foram mantidos em
agitacdo de 100 rpm a 25 °C por 4 horas. Apds esse periodo as membranas foram
removidas e mantidas a 4 °C, em protocolo adaptado de Dos Santos et al. (2018).

Delineamento do estudo e caracterizagao dos animais

Este € um estudo experimental com animais da espécie bovina em que o
procedimento de descorna cirurgica foi idealizado como modelo para avaliagdo e
comparagado do comportamento macroscéopico e microscopico de feridas cirurgicas
em relagdo a fase inflamatéria do processo cicatricial. O projeto foi submetido a
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade de Sorocaba — CEUA/UNISO,
Sorocaba, SP, e aprovado sob os protocolos 162/2019 e 149/2019.
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Para a realizacdo desse estudo foram utilizadas 24 vacas aneloradas ou
mesticas, provenientes da propriedade Estancia Horténcia, localizada na cidade de
Salto de Pirapora, SP. Esses animais possuiam entre dois e dez anos de idade, e
residiam ha no minimo 12 meses na propriedade, portanto, estavam devidamente
adaptados ao sistema de produgéo e manejo realizado.

Os animais foram mantidos desde 60 dias pré cirurgia até 60 dias pds cirurgia
em Sistema Intensivo a Pasto. As vacas, nesse tipo de sistema, sao periodicamente
trocadas de piquete de acordo com o consumo da forragem existente, em sistema de
rotacdo; esse manejo garante aos animais excelentes condigdes alimentares e de
Bem-Estar Animal, pois prioriza o uso de tecnologias para manejo eficiente e
produtivo. Além disso, durante todo o tempo de permanéncia nos piquetes, os animais
recebem agua ad libitum e suplementagao mineral.

Os animais foram selecionados pela avaliagao de Escore de Condi¢gao Corporal
(ECC), realizagcado de diagnostico de gestagao negativo e pela avaliagao prévia do
cirurgido responsavel pelo procedimento de descorna a partir do diametro do corno
em relagéo a base cornual, para que houvesse a garantia de realizagdo da dermorrafia
com baixa tens&o da linha de sutura.

O estudo foi dividido em dois experimentos: | e Il. Para o experimento |, foram
utilizados 12 animais; as dermorrafias relacionadas as feridas cirurgicas de 12 cornos
do lado esquerdo receberam tratamento controle, composto neste estudo por limpeza
com gaze e antissepsia com solugdo de polivinilpirrolidona iodada (PVPI) tépica
seguida de repelente larvicida a cada 48 horas. As dermorrafias relacionadas as
feridas cirurgicas de 12 cornos do lado direito receberam a aplicagdo da Membrana
de NCB na base do processo cornual do osso frontal sucedida de tratamento controle.

Para o experimento Il, foram utilizados outros 12 animais; as dermorrafias
relacionadas as feridas cirurgicas de 12 cornos do lado esquerdo receberam a
Membrana de NCB na base do processo cornual do osso frontal; as dermorrafias
relacionadas as feridas cirurgicas de 12 cornos do lado direito receberam a aplicagao
da Membrana de NCB impregnadas com nisina. Em ambos os cornos houve também

aplicagao do tratamento controle.



51

Procedimento cirurgico e pés operatério

A preparagao da cirurgia foi conduzida de forma individual, assim como os
procedimentos de descorna e dermorrafia, que foram realizados por apenas um
profissional, experiente e devidamente capacitado na técnica proposta. Cada animal
foi previamente contido em tronco de contengdo e submetido a sedagdo com
Cloridrato de Xilazina 2% na dose de até 0,2 mg/kg via intramuscular (IM). Para a
cirurgia, a contencéo ocorreu pelo derrubamento do animal com cordas utilizando a
técnica Almeida Barros e a manutengao sob decubito esternal com a cabeca fletida a
esquerda para realizagdo do procedimento. Para obtengdo de analgesia local
infiltrativa foi administrado Cloridrato de Lidocaina 2% sem vasoconstritor para
bloqueio sensitivo do ramo zigomatico temporal do nervo cornual, além de aplicagao
subcutédnea de 30 ml do mesmo anestésico local na regido caudal da base de cada
corno.

O procedimento cirurgico realizado teve como base a técnica proposta por
Cunha et al. (2002). Essa técnica consiste na formacado de duas meia-elipses na
regido da base do corno e posterior liberagao através da divulsdo por toda a base do
corno entre pele e subcutaneo. A base do corno € entdo serrada e o corno e as meia-
elipses sao retirados, facilitando a dermorrafia pela diminuigdo da tensao da sutura de
pele. Para a dermorrafia utilizou-se fio de nailon numero 0,60 com padréo de sutura
“Sultan” (sutura em X).

O protocolo de tratamento pds-operatorio imediato foi realizado com aplicagao
unica de soro antitetanico, administragao de anti-inflamatério ndo esteroidal Flunixin
Meglumine 2,2 mg/kg via intramuscular (IM), assim como antibioticoterapia com
Penicilina Benzatina na dose de 40.000 Ul/animal. Para a sequéncia do tratamento
pos-operatorio, em todos os animais foi administrado anti-inflamatério néo esteroidal
Diclofenaco Sodico na dose de 5 mg/kg, uma vez ao dia, durante dois dias
consecutivos, além de Penicilina Benzatina na dose de 40.000 Ul/animal, com
intervalo de aplicagdo de 48 horas, totalizando mais duas aplicacbes. Esses
protocolos terapéuticos sao fundamentais para o Bem-Estar Animal.

A dinamica do tratamento controle, em todas as feridas, ocorreu com limpeza
com gaze e antissepsia com solu¢do de PVPI tépica seguida de repelente larvicida a

cada 48 horas ou mediante avaliacao do cirurgiao responsavel, com o animal contido
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em tronco de contengao. Os pontos da cirurgia foram retirados somente apds 15 dias

apos a realizagao das bidpsias.

Avaliacao macroscépica

Para analise macroscépica das feridas cirurgicas foi estabelecido um protocolo
de registro de imagens das lesbes a cada 48 horas a partir do procedimento cirurgico
até a realizacao das bidpsias com os animais devidamente contidos em tronco de
contengdo. Apos contengdo procedia-se a antissepsia e higienizagcdo das feridas
cirurgicas com solugéo de PVPI topica e agua destilada e em seguida as feridas eram
secas com gaze.

Para unificagcado da obteng¢ao das imagens, um cartdo retangular (30x15 cm) em
papel milimetrado com recorte central (15x7cm) foi desenvolvido para posicionamento
da ferida. O cartado era posicionado de modo que a ferida permanecesse na area do
recorte. As imagens eram entdo capturadas utilizando-se camera fotografica de
smartphone (Samsung Galaxy Note10 Plus) a uma distancia aproximada de 15 cm
das feridas, paralelamente ao cartao.

A partir desse protocolo estabeleceu-se uma dinamica de comparacao
macroscopica entre as feridas nos dias 2, 6, 10 e 14 apds o procedimento cirurgico,
havendo exclusdo, nessa avaliagado, dos animais que foram submetidos as bidpsias
nos dias 3 e 7 apoOs as cirurgias.

As 48 imagens foram compiladas e organizadas em um arquivo de PowerPoint
para a avaliagdo comparativa das feridas cirurgicas. Com base nas fotos obtidas os
pesquisadores do grupo elaboraram um Escore de Classificagdo das condi¢des das
feridas cirurgicas, com notas variando entre 1 e 4, sendo 1) Moderada inflamacéo;
auséncia de epitelizagao; 2) Leve inflamacéo; inicio de epitelizagao; 3) Auséncia de
inflamacéao; epitelizagdo presente e 4) Crescimento de pelos; evidéncia de
epitelizagao.

As 48 imagens foram arranjadas de forma aleatoria quanto aos dias e ao tipo
de tratamento. Essas imagens foram enviadas via arquivo de PowerPoint para seis
avaliadores cegos, sendo trés médicos veterinarios (docentes da UNISO sem
envolvimento com o projeto) e trés estudantes de Medicina Veterinaria (discentes da
UNISO matriculados no 9° semestre do curso, sem envolvimento com o projeto). Os

avaliadores precisaram levar em consideracdo o processo de inflamacao local e a
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condicdo do processo de cicatrizagao das bordas das feridas. Para conhecimento e
alinhamento as fotos com as padronizagdes dos escores foram enviadas aos
avaliadores, previamente a avaliagao.

A avaliagao clinica dos animais foi realizada concomitantemente ao registro das
imagens; a cada 48 horas as feridas eram avaliadas quanto a presencga de alteragbes
que pudessem indicar toxicidade ou rejeigao aos novos tratamentos propostos, como
reacdes inflamatorias exuberantes, processos infecciosos mucopurulentos, abcessos
ou até mesmo expulsdo das membranas de NCB. Além disso, procedimentos de
verificacdo da qualidade da sutura, percussao de seios paranasais, auscultacao
traqueal, avaliagdo de Escore de Condigao Corporal (ECC) e pesagem dos animais

foram feitos nos mesmos intervalos.

Avaliacao microscépica

Nos dias 03, 07, 14 e 21 apds os procedimentos cirurgicos de ambos os
Experimentos (I e IlI) foram realizadas biépsias por meio de punchs. Os punchs sao
cilindros com superficie cortante, introduzidos rotatoriamente para remocdo dos
tecidos. Neste estudo, punchs de 8 mm de didmetro foram utilizados e as bidpsias
foram realizadas pelo médico veterinario responsavel. As amostras de tecidos obtidas
através dos punchs foram utilizadas para as analises microscopicas das lesdes. Em
cada dia estabelecido, um numero amostral de 03 (trés) animais de cada experimento
foi submetido a bidpsia, sem repetigdo de bidépsia no mesmo animal (uma vez que a
bidpsia per se induz lesdo e novo processo de cicatrizagdo). Com isso, evitou-se
interferéncia na analise microscépica pelo possivel processo inflamatério oriundo do
punch. Apds a biopsia as amostras dos tecidos eram colocadas em formalina
tamponada e seguiam para analise histologica.

Para analise histologica as amostras foram mantidas em formalina tamponada
10% por 24h. Ao fim deste tempo foram colocadas em recipiente com agua overnight
e, apos essa etapa, as amostras foram deixadas em etanol 70% até o momento do
processamento. Finalizando a etapa de fixacdo o processamento dos tecidos foi
realizado pelo equipamento automatizado Processador Automatico de Tecidos e as
pecas foram emblocadas em parafina histologica.

Os cortes histologicos dos punchs das feridas foram realizados em micrétomo

padrdo com quatro micrometros de espessura. A seguir, as laminas foram coradas
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por técnica de hematoxilina e eosina e montadas com resina histolégica (TOLOSA et
al.,, 2003). As laminas foram avaliadas em microscépio Optico por patologista
(condicdo de cegamento simples). Uma analise semiquantitativa das laminas foi
realizada por meio de escores de Graus de Inflamacao (Gl): Gl 1 (inflamagéao leve),

Gl 2 (inflamagao moderada) e Gl 3 (inflamagao severa).

Analise estatistica

Uma vez que os dados estao reportados como escores, os resultados foram
apresentados como porcentagem (%) de animais em cada escore. Quando sao
comparados os grupos ou ainda os tempos de cicatrizagao, teste de Wilcoxon ou teste
de Qui quadrado foram utilizados, valores de p<0.05 foram considerados significantes.

Os resultados foram analisados com o auxilio do programa Stata® 11.

Resultados

Para o acompanhamento macroscoépico das feridas, quatro momentos distintos
pos-cirurgicos foram avaliados em ambos os experimentos. A evolugdo da
cicatrizagdo dos animais pertencentes ao Experimento | esta reportada na Figura 1.

Fazendo uma analise descritiva, pode-se observar que no dia 02 (Figura 1A)
uma maior porcentagem de animais do grupo Controle — 67% — estava representada
pelo escore 2, enquanto 50% dos animais que receberam a membrana de NCB
acrescida do tratamento controle estavam ja no escore 3. No dia 06 (Figura 1B), 33%
dos animais do grupo Membrana de NCB estavam com escore de cicatrizagao 4,
comparado a 17% do grupo Controle. No dia 10 (Figura 1C) houve uma regresséo no
processo de cicatrizagdo no grupo Controle, com 83% dos animais dentro do escore
3, comparado a 33% dos animais com membrana de NCB em escore 4. Por ultimo,
no dia 14 (Figura 1D), 33% dos animais do grupo Controle apresentaram crescimento
de pelos e evidéncia de epitelizagdo (escore 4) comparado a 50% dos animais do
grupo Membrana de NCB.
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Figura 1. Avaliagcdo macroscépica das feridas cirurgicas dos animais do Experimento
I, por escore, nos tempos 02 dias (A), 06 dias (B), 10 dias (C) e 14 dias (D) po6s-

cirurgia.
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Escore 1- Moderada inflamacgao, auséncia de epitelizagao; 2- Leve inflamacéo, inicio de epitelizagao;

3- Auséncia de inflamacgao, epitelizacao presente; 4- Crescimento de pelos, evidéncia de epitelizacao.

Com relagdao a analise estatistica, primeiramente avaliou-se a influéncia no
tempo no processo cicatricial, sem comparar tratamentos. Para isso, as feridas
cirargicas do grupo Controle foram avaliadas ao longo dos tempos 6, 10 e 14 dias em
relagdo ao dia 02 (os mesmos cornos ao longo do tempo). Nado houve diferenca
significativa para o processo cicatricial entre os dias 2 e 6. Comparando os dias 2 e
10, também nao foi observada diferenga significativa na cicatrizagéo, a despeito de
p=0.0833. Porém, comparando os dados entre os dias 2 e 14, ficou evidenciada
diferenga estatistica significativa (p=0.0495) entre as cicatrizagdes final e inicial.

Por outro lado, avaliando somente as feridas do Grupo Membrana ao longo dos
dias, entre os dias 2 e 6 ndo houve diferenga significativa para o processo cicatricial.

Porém, na comparacao entre os dias 2 e 10, ja se observou diferenga significativa
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(p=0.0495) entre as cicatrizagdes, evidenciando a aceleragdo do processo cicatricial
com a membrana, enquanto no Grupo Controle essa cicatrizacdo s6 ocorreu no dia
14. A analise entre os dias 2 e 14 também mostrou diferenga significativa (p=0.0495)
entre as cicatrizagdes final e inicial. A Figura 2 ilustra as diferengas entre os dias 2 e

14 para o grupo Controle e entre os dias 2 e 10 e 2 e 14 para o grupo Membrana.

Figura 2. Influéncia do tempo para o processo cicatricial intragrupos. Avaliagao
macroscopica das feridas cirdrgicas dos animais do Experimento |. Em A)
Comparacao dos dados entre os dias 2 e 14 para o grupo Controle, com diferencga
estatistica significativa; em B) Comparacédo dos dados entre os dias 2 e 10 e 2 e 14

para o grupo Membrana, com diferenca significativa.
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Finalmente, a avaliagcdo comparativa entre as feridas dos Grupos Controle e
Membrana também foi realizada. No dia 2 ndo houve diferencga significativa entre os
grupos, assim como na avaligdo realizada no dia 6. As analises dos dias 10 e 14

também nao evidenciaram diferenga estatistica em relag&o a cicatrizagéo, ou seja, na
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avaliacio pareada o uso ou ndo da membrana n&o representou melhora no processo
cicatricial. Mas quando as feridas de cada grupo sé&o controle delas mesmas, as

feridas cirurgicas com membrana cicatrizaram mais rapidamente.

Com relagao ao Experimento |l (Membrana e Membrana+nisina), a evolugao

da cicatrizagao dos animais esta reportada na Figura 3.

Figura 3. Avaliacdo macroscépica das feridas cirurgicas dos animais do Experimento
II, por escore, nos tempos 02 dias (A), 06 dias (B), 10 dias (C) e 14 dias (D) po6s-
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Escore 1- Moderada inflamacgao, auséncia de epitelizagao; 2- Leve inflamagao, inicio de epitelizagao;

3- Auséncia de inflamacgéo, epitelizagédo presente; 4- Crescimento de pelos, evidéncia de epitelizagao.

Pode-se observar que no dia 02 (Figura 3A) 33% dos animais do grupo
Membrana de NCB+nisina estavam com escore 3 de cicatrizagdo comparado a 17%
dos animais do grupo membrana de NCB. No dia 06 (Figura 3B) os dois grupos

apresentaram as mesmas porcentagens de animais/escore. No dia 10 (Figura 3C), a
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mesma porcentagem de animais estava com escore 4 de cicatrizagéo, e no dia 14
(Figura 3D), 50% dos animais do grupo Membrana de NCB+nisina estavam com
escore 4, comparado a 33% do grupo Membrana de NCB.

As mesmas analises estatisticas de tempo e de comparagédo entre grupos
também foram realizadas para o Experimento Il. A influéncia do tempo no processo
cicatricial foi avaliada com as feridas do mesmo grupo ao longo do tempo 6, 10 e 14
dias em relagdo ao dia 02. No Grupo Membrana, uma diferenga significativa foi
observada desde o dia 06 comparado ao dia 02 (p=0.0495). A diferenca estatistica
manteve-se entre os dias 2 e 10 (p=0.0495) e dias 2 e 14 (p=0.0495), ou seja, houve
melhora no processo cicatricial ja no 6° dia de avaliagao.

Com relagdo ao grupo Membrana de NCB+nisina, ndo houve diferenca
estatistica para o processo cicatricial entre os dias 2 e 6. Entre os dias 2 e 10 também
nao foi observada diferenga significativa entre as cicatrizagbes. Ja entre os dias 2 e
14, uma melhora significativa (p=0.0495) foi observada. Tal achado sugere que a
nisina incorporada na NCB nao foi capaz de melhorar o tempo de cicatrizacdo, ja que
a membrana de NCB sozinha apresentou resultados de cicatrizagdo mais rapida. A
Figura 4 mostra os dados das diferencas estatisticas a partir do dia 2 no grupo
Membrana e entre os dias 2 e 14 no grupo Membrana+nisina.
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Figura 4. Influéncia do tempo para o processo cicatricial intragrupos. Avaliagao
macroscopica das feridas cirdrgicas dos animais do Experimento Il. Em A)
Comparacédo dos dados desde o dia 6 para o grupo Membrana, com diferenga
estatistica significativa; em B) Comparagado dos dados entre os dias 2 e 14 para o

grupo Membrana+nisina, com diferenca significativa.
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Com relagdo a avaliagdo pareada entre as feridas cirurgicas dos Grupos
Membrana de NCB e Membrana de NCB+nisina, no dia 2 ndo houve diferenca
significativa entre os grupos, assim como na avalicdo realizada nos dias 6, 10 e 14
(todos p>0.05). Esses resultados indicam que, independentemente do tempo ambos

os tratamentos tiveram evolugao pareada semelhante.

Para a avaliagdo microscopica das feridas cirurgicas, trés momentos distintos
foram analisados em ambos os experimentos e avaliados em Graus de Inflamagao
(Gl) (ndo foi possivel processar as amostras do terceiro dia). A evolugéo da
cicatrizagdo dos animais pertencentes ao Experimento | esta reportada na Figura 5.
Fazendo uma analise descritiva, pode-se observar que no dia 07 (Figura 5A) 67% dos
animais do grupo Controle estavam representados por Gl moderada, mesma
porcentagem dos animais que receberam a aplicagdo de membrana de NCB. No dia
14 (Figura 5B), 100% dos animais do grupo controle estavam com Gl moderada,
comparado a 67% do grupo NCB nesse dia. No dia 21 (Figura 5C), houve uma
evolugao no processo de cicatrizagado no grupo controle, com 67% dos animais em Gl

leve, comparado a 33% dos animais com NCB no mesmo grau de inflamacgao.
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Independente do grupo, pode-se observar que, em até 21 dias, a inflamacgao, apesar

de leve em alguns casos, se mostrava ainda muito presente.

Figura 5. Avaliagdo microscopica das feridas cirurgicas dos animais do Experimento
[, por Grau de inflamacéo (Gl), nos tempos 07 dias (A), 14 dias (B) e 21 dias (C) pos

cirurgia.
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Grau 1) Inflamacgao leve; 2) Inflamagdo moderada; 3) Inflamagéo severa.

A influéncia do tempo no processo cicatricial na histologia foi avaliada com as
feridas do mesmo grupo ao longo do tempo em relagdo ao dia 07. Para o grupo
Controle, ndo houve qualquer melhora significativa no 14° ou no 21° dia quando
comparados ao dia 07 (p=0.3173 e 0.1655, respectivamente). No grupo Membrana,
da mesma forma, também n&o houve diferencga significativa na analise histologica nos
dias 14 e 21 (p=1.0 e 0.7815, respectivamente) quando comparados ao dia 07.

Nas analises pareadas entre grupos, nenhuma diferenga estatistica foi
encontrada em nenhum dos tempos avaliados. Observou-se que esses tempos de
coleta ndo foram suficientes para uma melhora no processo inflamatorio inicial, e
consequentemente para se avaliar a cicatrizagdo. A Figura 6 representa a analise

microscopica realizada em ambos os experimentos a partir das bidpsias realizadas.
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Figura 6. Fotomicrografias das laminas nos diferentes tempos de bidpsias de pele

coradas por hematoxilina e eosina em aumento de 100x.

Nota: em A) animal do grupo Controle em tempo 7 dias, com inflamagéao ativa, caracterizada
por marcante infiltrado inflamatério; em B) animal do grupo Membrana, 7 dias, com inflamagéao cronica;
percebe-se inicio de reorganizagao tecidual e diminuicdo de células inflamatdrias; em C, animal do
grupo Membrana, 14 dias, com inflamacgéao crbénico-ativa, areas de fibrose e edema; em D, animal de
grupo Membrana+nisina , 21 dias, com inflamag&o cronico-ativa, com maior reorganizagao tecidual,
areas de fibrose e acumulado celular de reestruturacao. A seta pontilhada indica area de edema; a seta

grossa indica area de infiltrado inflamatdrio; a seta fina indica area de fibrose.

As laminas, em sua maioria, apresentavam inflamagcéo que variavam entre
ativas e crénico-ativas, apresentando infiltrados inflamatérios discretos, moderados ou
intensos de células mononucleares, polimorfonucleares ou mistos. As areas de
edemas ou congestdo em derme superficial descritas nas amostras do dia 7 foram
diminuindo de acordo com os dias das bidpsias, como esperado. As laminas
relacionadas aos punchs realizados no dia 21 pos procedimento mostraram, em
grande parte, areas de calcificagdo e fibrose em derme profunda associadas a
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infiltrados inflamatdrios mononucleares. A avaliacdo das laminas levou em
consideragao as caracteristicas inflamatérias descritas acima, assim como os graus
de inflamagéao (Gl 1, Gl 2 e Gl 3).

A evolugao da cicatrizacdo dos animais pertencentes ao Experimento I, pela
analise microscopica, esta reportada na Figura 7. Descritivamente pode-se observar
que no dia 07 (Figura 7A),100% dos animais do grupo membrana de NCB estavam
em Gl moderada, comparado a 67% dos animais NCB+nisina. No dia 14 (Figura 7B),
houve regresséo do processo inflamatério no grupo NCB, com 67% dos animais em
Gl moderada e 33% em Gl severa. No dia 21 (Figura 7C), o grupo NCB voltou a 100%
dos animais em Gl moderado, e 33% dos animais do grupo membrana de NCB+nisina

evoluiram para Gl leve.

Figura 7. Avaliagdo microscopica das feridas cirurgicas dos animais do Experimento
II, por Grau de Inflamacéo (Gl), nos tempos 07 dias (A), 14 dias (B) e 21 dias (C) pés-

cirurgia.
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A influéncia do tempo no processo cicatricial na histologia foi avaliada com as
feridas cirargicas do mesmo grupo, ao longo do tempo, em relagéo ao dia 07. Nao
houve qualquer diferenga estatistica significativa para o grau de inflamagdo em
nenhum dos tempos avaliados (14 e 21 dias) comparado ao dia 07, tanto no grupo
NCB quanto no grupo NCB+nisina. Da mesma forma, nas analises pareadas entre
grupos, nenhuma diferenca significativa foi encontrada.

Novamente, observou-se que esses tempos de coleta ndo foram suficientes
para avaliacdo do processo de cicatrizagao. As laminas apresentavam caracteristicas
inflamatdrias crénico-ativas nos dois grupos, com casos de inflamagao associada a
neutrofilia na maior parte das laminas, que evidenciavam infiltrados inflamatdrios
discretos, moderados ou intensos de células mononucleares, polimorfonucleares ou

mistos com areas de calcificacdo e neovascularizacao e fibrose multifocal.

Discussao

A celulose bacteriana se apresenta em forma de hidrogel altamente hidratado.
Sua estrutura fibrosa se apresenta como uma rede tridimensional de nanofibras. Essa
morfologia nanométrica confere a celulose bacteriana ampla superficie, grande
capacidade de retengédo e absorgdo de liquidos, elasticidade e maleabilidade (FU;
ZHANG; YANG, 2013; KLEMM et al., 2011). Além disso, esse biopolimero é
biodegradavel, atoxico e nao alergénico (KLEMM et al., 2005), com elevado grau de
biocompatibilidade (SANCHAVANAKIT et al., 2006).

Devido a essas propriedades supracitadas, a nanocelulose bacteriana
apresenta-se como uma matriz ideal para utilizagcdo em muitos campos relacionados
a aplicacbes biomédicas e biotecnoldgicas. Em nosso estudo, a utilizagdo da
membrana de NCB acelerou o processo cicatricial macroscopico quando as feridas
sdo comparadas no mesmo grupo ao longo do tempo. A celulose bacteriana pode
criar uma barreira entre a ferida e o ambiente, gragas a sua estrutura reticulada e
porosa, prevenindo infe¢ées bacterianas (SULAEVA et al., 2015).

Apesar dos dados microscépicos ndo demonstrarem diferenga entre os grupos
ou mesmo ao longo dos 21 dias de analise, Fu, Zhang, Yang (2013) sugerem que a
membrana tem alta capacidade de absorcao de exsudato durante a fase inflamatoria

de cicatrizagao, e por isso tem grande potencial para a aplicagdo na cicatrizagao de
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feridas. Lin et al. (2013), em estudos com ratos, obtiveram epitelizagcdo mais rapida
das feridas cirurgicas tratadas com NCB em relagao ao grupo controle, e fechamento
completo da lesdo em torno de 15 apds a aplicacao.

Park et al. (2014) compararam o efeito da aplicagdo de membranas de NCB,
curativos com vaselina e alginato em ratos através de excisdes cirurgicas de pele e
aplicacdo em regido dorsal; observaram diminuigdo da fase inflamatéria da
cicatrizagdo com a utilizagdo da membrana pelo menor infiltrado neutrofilico e maior
atividade fibroblastica para contracdo da ferida, acelerando o processo de
cicatrizagdo. Nossos dados nos permitem sugerir que a aplicagdo da membrana de
NCB no experimento | revelou, macroscopicamente, aceleracido da cicatrizacao
gquando comparada as feridas controle, pois em 10 dias pds procedimento, no grupo
Membrana, as feridas estavam visualmente cicatrizadas, e no grupo controle a
cicatrizacio s6 ocorreu apos a avaliacdo em 14 dias.

Para o experimento |l n&o podemos estabelecer a mesma relagao, tampouco na
avaliacdo microscépica. Alguns fatores podem ser levados em consideragao para que
nosso estudo tenha revelado dados semelhantes na avaliagdo macroscopica aos
apresentados pelos autores supracitados, mas sem corroborar com os resultados na
microscopia. Para realizacdo dos experimentos, a descorna cirurgica foi utilizada
como modelo experimental de ferida cirurgica; a escolha desse procedimento ocorreu
devido a necessidade de realizagédo dos procedimentos para melhoria de manejo dos
animais e diminuicdo das disputas traumaticas em cochos, que provocavam lesoes e
queda de produgao nos animais da propriedade. Além disso, a realizacdo da remocao
dos cornos nos animais nos permitiu realizar uma comparacido, no mesmo animal, de
diferentes tratamentos (controle, membrana de NCB e membrana de NCB impregnada
com nisina).

De forma inédita, buscamos realizar a aplicacdo dos biopolimeros em animais
de producado e avaliar a eficacia dos tratamentos em situacédo real de manejo dos
animais, enquanto os estudos realizados com NCB geralmente estdo associados a
utilizacdo de cobaias. Complementando essa informacdo, nos estudos de Lin et al.
(2013) e Park et al. (2014) os curativos foram aplicados apds excisbes cirurgicas de
pele e periodicamente trocados durante as avaliagdes, fato que ndo ocorreu em nosso
estudo, pois a aplicacdo das membranas ocorreu durante os procedimentos

cirargicos, com sua colocagédo na base do processo cornual do osso frontal, sendo
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esse modo de avaliar a agédo das membranas também inédito, sem trocas ao longo
da recuperacao do animal.

Wouk et al. (1998) avaliaram a acéo de diferentes agentes terapéuticos para
cicatrizacdo em suinos, produzindo lesdes experimentais de pele com realizagao de
bidépsias em dias determinados, assim como Lin et al. (2013) e Park et al. (2014)
fizeram em ratos. Tais procedimentos ocorreram em ambiente controlado, sugerindo
que essas divergéncias, principalmente no aspecto microscépico, podem estar
relacionadas a caracteristica invasiva da cirurgia de descorna, em que se estabelece
um desafio muito maior para a membrana quando se compara sua aplicacdo com
curativos tépicos ou em excisdes de pele, utilizando procedimentos de manipulagao
da ferida cirurgica para remog¢ao dos cornos e divulsdo da pele afim de garantir
adequada tensdo da linha de sutura. Esses fatores podem ter contribuido para a
dificuldade de atuacao do potencial de aceleracao da fase inflamatdria da cicatrizacao
pela NCB, assim como possivel contaminacgéo, relativamente comum em cirurgias
realizadas a campo. Outro ponto importante esta relacionado ao fato de que os
animais, assim que recuperados das cirurgias, retornavam aos piquetes para pastejo,
para manter a caracteristica de manejo natural dos animais.

No experimento Il houve a incorporagdo do antimicrobiano natural nisina,
produzido por bactérias como o Lactococcus lactis (ARAUZ et al., 2009). O potencial
terapéutico da nisina tem sido bastante explorado (ALLEN et al., 2014; BEHRENS et
al., 2017) tanto em humanos (VAN HEEL; MONTALBAN-LOPEZ; KUIPERS, 2011)
quanto para a Medicina Veterinaria, com atividade da nisina em agentes como
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e Enterococcus resistentes a
vancomicina (VRE) (CINTAS et al., 2001; FIELD et al., 2016; PIPER et al., 2009).

A liberacao dessa bacteriocina em membranas de nanocelulose bacteriana para
verificagcdo de aceleragao do processo de cicatrizagao de feridas de pele em ratos foi
avaliada por Heunis, Smith, Dicks (2013). Os autores observaram diferenca
significativa no fechamento de feridas em curativos tépicos cutaneos de polimeros
impregnados com nisina quando comparados ao controle com curativos de gaze entre
os dias 4 e 7 da excisdo cirurgica. Bowe et al. (2006) relatam a nisina e outras
bacteriocinas como eficazes em tratamentos de lesbes de pele causadas por
Staphylococcus aureus, Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis,

Bacillus cereus, Bacillus subtilis e Listeria monocytogenes.
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Segundo Mastromatteo et al. (2010), a atividade da nisina contra bactérias Gram
negativas ocorre de forma satisfatéria quando associada a agentes quelantes. A
atividade antioxidante da nisina foi estudada por Dos Santos et al. (2018) que sugerem
sua utilizagdo associada a biopolimeros como a membrana de NCB, por agirem como
plataforma de liberagdo gradual de nisina e controle de crescimento microbiano. No
estudo, os autores realizaram imersao de membranas de NCB em concentracoes
entre 15 a 550 pg/ml de nisina com e sem EDTA, e observaram atividade
antimicrobiana (restrita a Staphylococcus aureus) somente em concentragdes a partir
de 63 ug/ml sem EDTA. Em nosso estudo, nao tivemos diferenga significante quando
comparamos a utilizagdo das membranas com e sem nisina nas feridas cirurgicas de
descorna. A concentracdo utilizada foi de 25 pg/ml, fato que corrobora com os
resultados encontrados pelos autores citados.

Conclusao

Na forma como foi conduzido o presente estudo € possivel concluir que,
clinicamente, houve uma melhora na resposta cicatricial com a utilizagdo da
membrana de NCB quando comparado ao controle. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre o uso da membrana de NCB quando comparada com a membrana
de NCB+nisina.

Histologicamente, ndo houve diferencga significativa entre os grupos estudados.
O tempo avaliado foi precoce, e a cicatrizagdo microscopica ndo acompanhou o
observado macroscopicamente. Mais estudos sdo necessarios para a avaliagado do
uso das membranas de NCB impregnadas por lantibidticos no processo cicatricial da

pele de bovinos, com outras doses de nisina e com maior tempo de analise.
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7

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Esse estudo teve como proposta avaliar dois novos tipos de tratamentos para
avaliacdo da cicatrizag&o de feridas cirurgicas utilizando membranas de nanocelulose
bacteriana (NCB) e NCB impregnadas com a bacteriocina nisina como potenciais
aceleradores da fase inflamatdria da cicatrizagdo. O modelo experimental utilizado foi
a descorna cirurgica em bovinos e os resultados mostraram que quando as feridas
cirurgicas de cada grupo sdo controles delas mesmas, as feridas com membrana
cicatrizaram mais rapidamente, porém quando comparados entre grupos n&o ha
melhoria no processo inflamatério que sugira aceleragao da cicatrizagdo. A utilizagao
da nisina na concentracdo proposta no experimento parece nao ter sido adequada
para promover atividade antimicrobiana.

Além disso a histologia revelou grande diferenga nas amostras coletadas pelas
bidpsias; os punchs realizados nos dias 7, 14 e 21 n&o sustentaram as caracteristicas
de cicatrizacdo macroscopicas, pois a cicatrizacdo microscépica nao acompanhou o
observado macroscopicamente. Estudos futuros com diferentes concentracbes de
nisina e periodos maiores de realizagbes de bidpsias podem trazer informacdes
relevantes para as pesquisas com esses biopolimeros.

A membrana de NCB, assim como a nisina, tem suas propriedades terapéuticas
reconhecidas; nossos experimentos sugerem desdobramentos para a utilizagao
desses biomateriais com a possibilidade de impregnagdo de substancias ativas
naturais ou ndo para auxiliar no tratamento de feridas cirurgicas. Pesquisas com
membranas de NCB impregnadas com solugédo de polivinilpirrolidona iodada (PVPI)
ou repelentes larvicidas de liberacdo controlada podem ser desenvolvidas utilizando

modelos como os apresentados no presente estudo.
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