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RESUMO

PEREIRA, Fernando C. Avaliacdo de curativo a base de coldgeno com farmaco
fotoativo para terapia fotodinamica pés-cirurgica in vivo. 2022. 67 p. Dissertacao
(Mestrado em Tecnologia das Radiagcbes em Ciéncias da Saude) Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN-CNEN, Séo Paulo.

O tratamento de feridas € um problema significativo e crescente em todo o
mundo. Algumas bactérias patogénicas podem se instalar nas feridas e promover
dificuldade de cicatrizacdo, especialmente em casos onde é dificil manter curativo
protetor sobre a lesdo ou em pacientes com algum fator que dificulte a cicatrizacao
em tempo regular. Curativos bioativos de colageno mantém a umidade em ambientes
feridos, sdo absorventes, conformam-se bem com a superficie da ferida, sdo néo
aderentes e faceis de usar. O objetivo deste estudo in vivo é mensurar a efetividade
do curativo a base de colageno contendo o fotossensibilizador azul de metileno
ativado por LED de emissédo vermelha, da empresa Revolugenix Biotecnologia, na
cicatrizacao de feridas em um o tecido que esteja contaminado por bactérias. O estudo
comparou o processo de cicatrizagdo de 32 feridas cutaneas em 8 ratos Wistar. Os
animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos, escuro (Col, Col+AM) e luz
(Col+luz, Col+tAM+luz). Cada animal passou pelo procedimento de 4 incisdes
cirdrgicas cutaneas dorsal no plano coronal de 1cm e curativos com 6 mm de diametro
(2 de Col e 2 de Col+AM) contaminados com aliquotas de 10 pyL de Staphylococcus
aureus contendo 1x10° ufc/ml foram implantados e a ferida suturada. Para a aplicacéo
da terapia fotodinamica mediada pelo fotossensibilizador azul de metileno nos animais
do grupo luz, a fonte de luz utilizada foi o LED no comprimento de onda na regido do
vermelho (A= 660 nm), seguindo os seguintes parametros de irradiacdo: sessdo Unica
no pés-cirdrgico (DO) com duracdo de 300s, aplicacdo de modo continuo, angulo de
90° em contato com a ferida, area irradiada de 1cm? por ferida, densidade de poténcia
de 100mW/cm?, densidade de energia de 30 J/cm? por ferida. Nos dias 1, 3, 7 e 10,
um animal de cada grupo (escuro e luz) foi eutanasiado com sobredose de anestésico
(cetamina:xilazina 500:50 mg/kg) seguido de ruptura do diafragma para confirmacéao
do ébito. Os tecidos circunvizinhos das regides das feridas foram coletados para as
analises microbiolbgicas e histopatologicas. Os resultados mostram que, clinicamente
os animais do grupo luz apresentaram melhor escore de cicatrizagcdo, porém, em
relacdo a analise microbiolégica, ndo foram observadas reduc¢fes significativas de
microrganismos em favor do grupo irradiado.

Palavras-chave: azul de metileno, LED de emisséo vermelha, infec¢cdo bacteriana



ABSTRACT

PEREIRA, Fernando C. Evaluation of collagen-based dressing with photoactive
drug for post-surgical photodynamic therapy in vivo. 2022. 67 p. Dissertacéo
(Mestrado em Tecnologia das Radiagcbes em Ciéncias da Saude) Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN-CNEN, S&o Paulo.

Wound care is a significant and growing problem worldwide. Some pathogenic
bacteria can settle in the wounds and promote healing difficulties, especially in cases
where it is difficult to keep a protective dressing on the wound or in patients with a
factor that hinders healing regularly. Bioactive collagen dressings maintain moisture in
wound environments, are absorbent, conform well to the wound surface, are non-
adherent and easy to use. The objective of this in vivo study is to measure the
effectiveness of the collagen-based a dressing containing the methylene blue
photosensitizer activated by red emission LED, from the company Revolugenix
Biotecnologia, in the healing of wounds where bacteria contaminated the tissue. The
study compared the healing process of 32 skin wounds in 8 Wistar rats. The animals
were randomly divided into two groups, dark (Col, Col+AM) and light (Col, Col+AM,
light). Each animal underwent the procedure of 4 dorsal cutaneous surgical incisions
in the coronal plane measuring 1cm and dressings with 6mm in diameter (2 Col and 2
Col+AM) contaminated with 10 yL Staphylococcus aureus aliquots containing 1x10°
CFU/ml were implanted, and the sutured was. For the application of photodynamic
therapy mediated by the methylene blue the photosensitizer in the animals in the light
group, the light source used was the LED at a wavelength in the red region (A= 660
nm), following the following irradiation parameters: single session in the postoperative
period (DO0) lasting 300s, continuous application, angle of 90 degrees in contact with
the wound, irradiated area of 1cm? per wound, power density of 100mW/cm?, energy
density of 30 J/cm? by wound. On days 1, 3, 7 and 10, one animal from each group
(dark and light) was euthanized with an overdose of anesthetic (ketamine: xylazine
500:50 mg/kg) followed by diaphragm rupture to confirm death. The surrounding
tissues of the wound regions were collected for microbiological and histopathological
analyses. The results show that, clinically, the animals in the light group had a better
healing score, however, about to with concerning the microbiological analysis, no
significant reductions of microorganisms were observed in favor of the irradiated group.

Keywords: methylene blue, red LED, bacterial infection



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Tipos de cicatrizacao de feridas por iNtENGAO ..............uuvuevevviimniimiiniiiiinnnne 17
Figura 2 - Etapas da cicatrizacao de feridas ..............ccccuueimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 18
Figura 3 - Inflamagao e reparo do tECIAOD.........uuuuuruiiiiiiiiiiiiiiiii e 19
Figura 4 - Processo de cicatrizacao e reparacao tecidual nas primeiras 72 horas apos
= [T (o PR 20
Figura 5 - Testes pré-clinicos realizados pela ALS Laboratorios ............ccccceeeeeeenes 24
Figura 6 - Mecanismo de acgéo da terapia fotodinamica antimicrobiana.................... 26
Figura 7 - Posigdo dos implantes de colageno e colageno com azul de metileno ....30
Figura 8 - Colageno com azul de metileno 0,02% M/V ..........uuvverimmmievmiriinniininnnnnnnnnnn. 31
Figura 9 - Aliquota de 10 pL do indculo bacteriano sobre o disco de colageno ........ 32

Figura 10 - Procedimentos cirurgicos. A — Anestesia intraperitoneal. B — Molde para
marcacgao dos implantes. C - Colocacdo de um implante. D — Feridas suturadas. ...33

Figura 11 - Guia utilizado para irradiar somente as feridas............ccccuvevveeeeeeniinnnnnnne 35
Figura 12 - Coleta do tecido para analise microbioldgica e histologica...................... 38
Figura 13 - Coleta do tecido em torno da incisdo e amostra coletada de tecido para
anélise microbioldgica € NiStOlOGICA .........uvviiiiiiiiiiiiiiiee e 38
Figura 14 - Protocolo de analise microbioldgica para contagem de UFC/g............... 40
Figura 15 — Score ASEPSIS grupo [UZ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee 43
Figura 16 — Escore ASEPSIS d0O grup0 ©SCUID .........uuuuuuuueeiiiiiiiiiiieiiiineiiiiieinneinniennees 43
Figura 17 — Imagens das avalia¢Ges clinicas das feridas dos animais 1 do grupo
escuro e luz no periodo de 10 di@s. .........uuuuiiiiiieeiiiieeee e 43
Figura 18 - Desfechos distintos de feridas no dia 10...........cccooeeiieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeas 44
Figura 19 — Média + D.P do n.° de microrganismos totais para os animais do grupo
LTS T o] U | (o PP UPPPPTRPPPPRIN 45
Figura 20 - Média + D.P do n.° de microrganismos totais para os animais do grupo luz
.................................................................................................................................. 46
Figura 21 - Média £ D.P de S. aureus para 0s animais do grupo escuro.................. 46
Figura 22 - Média £ D.P do n.° de S. aureus para 0s animais do grupo luz.............. 47
Figura 23 - Escore histopatolégico — ¥ polimorfos+macofragos+linfocitos do grupo
escuro. Cada simbolo representa uma ferida.............ccccoeeeiiiiiiiiiiiiiii e, 49
Figura 24 - Escore histopatologico — % polimorfos+macréfagos+linfécitos do grupo luz.
Cada simbolo representa uma ferida. ..........cccooooeiiiiiiiiiiiii e 49
Figura 25 - Escore histopatoldgico - necrose grupo escuro. Cada simbolo representa
0] =T (=T o = TSP 50
Figura 26 - Escore histopatolégico — necrose grupo luz. Cada simbolo representa uma
(][0 = VPSPPI 50

Figura 27 - Escore histopatolégico — neovascularizagdo grupo escuro. Cada simbolo
represSenta UMa fEIAAL .......ooiiiiiiiie et e e e e e e eeanaan s 51


file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451033
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451034
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451035
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451036
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451036
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451037
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451038
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451039
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451040
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451041
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451042
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451042
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451043
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451044
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451045
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451045
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451046
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451047
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451048
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451049
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451049
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451050
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451051
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451051
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451052
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451052
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451053
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451054
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451055
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451055
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451056
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451056
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451057
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451057
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451058
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451058
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451059
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451059

Figura 28 - Escore histopatol6gico — neovascularizacao grupo escuro. Cada simbolo

representa UMa fEIIAL. ........ooeuuiiiiii e e e e e e e 51
Figura 29 - Escore histopatolégico — S. aureus grupo escuro. Cada simbolo representa
0] g F= B (] o = 52
Figura 30 - Escore histopatologico — S. aureus grupo luz. Cada simbolo representa
0] g F= B (] o = 52
Figura 31- Fotomicrografias de cortes histologicos dos dias 1, 3, 7 e 10 (HE, 200 um)
et L0 ]SO o U1 o TP 53
Figura 32 - Fotomicrografias de cortes histologicos dos dias 1, 3, 7 e 10 (HE, 200 pm)
e L0 01 T8 U 2 USRPPPRPTN 54

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Descricdo dos subgrupos de eStUdO .........ceveeeeiiiiiiiiiiiie e 29
Tabela 2 — Parametros de irradiaCao grupo IUZ..........ccceeeeiiiiiiiiiiiiie e 34
Tabela 3 - Escore Método ASEPSIS até 14 dias ........cccccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee 36
Tabela 4 — Escala de pontuacdo ASEPSIS para feridas até 14 dias ........................ 37
Tabela 5 - Escores da avaliagdo microscépica baseada em coloracao de HE ......... 41
Tabela 6 — Escore ASEPSIS grup0 €SCUID ........ccuuvuiiiiiieeeeeeeeeiiiee e e 42
Tabela 7 — Escore ASEPSIS grupO lUZ .........ooooviiiiiiiiiece e 42
Tabela 8 - Massas individuais do grupo escuro e grupo lUz.........ccccccvvvvvviiiiiiinennnnn. 44

Tabela 9 — Resultado de analise de laminas de microscopia para avaliacdo de
resposta iINFlaMAtOrIa ...........uuuii e nnenrnnnnnnne 48


file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451060
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451060
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451061
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451061
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451062
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451062
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451063
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451063
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451068
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451069
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451070
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451071
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451072
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451073
file:///C:/Users/User/Creative%20Cloud%20Files/DISSERTAÇÃO%20DO%20MESTRADO/IMAGENS/CORREÇÕES/Dissertação_Fernando_Couto_Pereira_Versão_final_corrigida.docx%23_Toc125451073

SUMARIO

R0 51007 TP 12
2 REVISAO DA LITERATURA .....oiiiieceeeeeee ettt sttt 15
2. L OIS oo 15
2.2 Classificagao das feridas. ... 16
2.3 Etapas da cicatrizagdo de feridas .........coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 18
2.4 Reparacao tecidual de feridas.......ccooveeiiiiieiiiiiiicce e 18
2.5 CUTALIVOS ..ttt ettt e e ettt e e e e e s e e e e e e e e s e b e e e e e eeas 21
2.6 Classificacao dOS CUNALIVOS .....ccovvviiiiiiii i e e e 22
2.7 Curativo de colageno da RevolUgeniX.......cccuuuiiiiiieeiiiiiiiiiiiieeee e 23
2.8 Terapia FOtOINAMICEA ....cooeeeeeeeeee e 25
S OBUIETIVOS . ..ttt e e et e e e e e et e aeaa e aee 28
4 MATERIAIS E METODOS ...ttt et eae st estesaeste e e 29
4.1 Preparo dos implantes de COlAgEN0 ........ooovvvviiiiiiiii i 31
4.2 Preparo dos inOculos bacterianosS..........oooovvviiiiiii e 32
4.3 ProcedimentO CIFUIQICO .....uuiiiiiaii it e e e e 33
4.4 Terapia fOtOAINEAMICA ...ccoeviiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 34
G D) = T =T - LS URTR 37
4.7 Analises MicrobiolOgiCas ........oouviiiiiii e 39
4.8 Analises histopatolOQiCaAS .......covvuviiiiii e e 41
S RESULTADOS ...ttt e e et e e e e et e e e e erna e aeees 42
5.1 Avaliag0es ClINICAS ....coooeieieeeeeeeeee e 42
5.2 MASS@ COMPOTEA ..o 44
5.3 Contagem miCrobiolOQiCa ......ccooiiiiiiiiiii e 45
5.4 Andalise histopatolOQiCa .....coeiieeiiiiiecec e 47
B DISCUSSAD ...ttt 55
7 CONCLUSAD ...ttt 59
8 REFERENCIAS. ..ottt ettt 60



12

1 INTRODUCAO

Milhdes de pessoas vivem com feridas cronicas no mundo, e 0s niumeros estdo
crescendo. Somente nos Estados Unidos, as feridas cronicas sdo mais prevalentes
entre os 30,3 milhdes de americanos diagnosticados com diabetes, que tém 25% de
risco de desenvolver uma Ulcera no pé. ldade avancada, obesidade, doencas
cardiacas e vasculares, tratamento de cancer e lesfes traumaticas também podem
contribuir para feridas que nao cicatrizam (1). Alguns tipos de bactérias podem se
instalar em feridas e promover dificuldades de cicatriza¢céo, principalmente nos casos
em que é dificil manter um curativo protetor sobre a ferida em pacientes com ma
cicatrizacdo, como em pacientes diabéticos, fumantes ou hospitalizados. As les6es do
pé diabético sdo a causa mais frequente de hospitalizacédo de pacientes com diabetes
e amputacdes de membros inferiores (2). Feridas de dificil cicatrizacdo também
ocorrem na osteonecrose asseéptica, em pacientes em tratamento com
antirreabsortivos, antiangiogénicos usados contra osteoporose, cancer, entre outras
patologias (3).

Existe uma gama de curativos antimicrobianos no mercado e escolher entre
eles é uma tarefa dificil mesmo para profissionais experientes. Eles estéo disponiveis
em diferentes formatos e materiais e com diferentes agentes antimicrobianos. Séo
espumas, alginatos, gazes entre outros e idealmente deve-se escolher forma, material
e agente antimicrobiano com base em caracteristicas que colaborem com a
cicatrizacdo além de manter a ferida livre de microrganismos (4).

O curativo ideal deve ser biocompativel e servir de estrutura para proliferacédo
das células ligadas ao reparo tecidual, deve se manter em posi¢c&ao durante o processo
de cicatrizacdo, mas ser absorvido pelo corpo com o tempo e ser substituido por tecido
novo, deve ainda evitar a inducédo de resisténcia de microrganismos (5).

Ao manter a atencdo continua nos curativos e bandagens, o risco de infecgédo
e outras complicacdes € bastante reduzido. Um profissional de saude pode tomar
decisbes importantes trocando os curativos, observando o progresso da ferida, bem
como fazendo observagbes de sangramento, temperatura, secrecao e cheiro. Em
geral, as feridas devem ser limpas uma vez ao dia com desinfetante especifico para

feridas, agua limpa ou soro fisiologico, além da aplicacdo de curativos limpos (6).
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Um mito potencialmente perigoso € que as feridas cicatrizam mais rapido se
deixadas descobertas, o que simplesmente ndo é verdade (7). Cobrir a ferida durante
0 processo de cicatrizagdo acelera o processo de cicatrizacdo. Além disso, o curativo
mantido adequadamente fornece protecao adicional contra infec¢gbes. Manter a ferida
Uumida durante o processo de cicatrizacdo ajuda a minimizar as cicatrizes, evitando a
formacéo de crostas duras. Pomadas antibiéticas — e outras opcdes de tratamento
recomendadas pelo médico — aplicadas durante os estagios iniciais da cicatrizacéo
manterdo a pele ao redor da ferida imida e flexivel (8).

Colageno é a proteina mais abundante da matriz extracelular e esta
naturalmente presente em tecidos humanos, como pele, 0ssos, cartilagem, tendao e
ligamentos. Este biopolimero interage com as células e regula a ancoragem,
migracgdo, proliferacdo e sobrevivéncia celulares (9). O coldgeno € um biomaterial
amplamente utilizado em curativos devido a sua biocompatibilidade, baixa
imunogenicidade, estrutura polimérica adequada e por ser reabsorvivel (10),(11).

O colageno desempenha um papel crucial em todas as fases de cicatrizacdo
de feridas. A molécula exdgena de proteina tripla hélice ajuda a compor um meio para
crescimento celular, simulando em parte a matriz extracelular (ECM). Em um ambiente
de ferida perfeito, essas fases de cicatrizacdo ocorrem de forma organizada
(hemostasia, inflamatdria, proliferativa, remodelacdo). Ap6s o desbridamento e
limpeza da ferida aplica-se o colageno, que durante a cicatriza¢do no local, servira de
condutor e suporte para células como fibroblastos e queratinécitos, criando
angiogénese e reepitelizacéo (12) e portanto, fornecendo uma estrutura natural para
fibras de colageno recém-formadas e tecido de granulacdo dentro do leito da ferida.
Isoladamente, o colageno nao tem propriedades antimicrobianas e, portanto, € preciso
associa-lo a algum agente deste tipo para que haja um bom controle do biofilme e
biocarga (13).

O azul de metileno (AM), também conhecido como cloreto de metiltioninio, é
um fotosensibilizador (FS) com banda de absorcéo na regido vermelha do espectro
com pico em 660 nm (14),(15). O AM vem sendo utilizado na odontologia como um
farmaco potente para o tratamento fotodindmico local de doencas periodontais (16).
Sua ampla utilizacdo é devida a sua eficiéncia contra um amplo espectro de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos e virus (17),(18). Diferentes

concentracdes de AM séo reportadas na literatura, no entanto, o AM na concentracao
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de até 1% pode ser usado topicamente seguindo notificacdo simplificada de acordo
com a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) , da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) - RDC 199/2006 (19), o que facilita seu uso clinico.

A terapia fotodindmica (TFD ou Photo Dynamic Therapy - PDT) é uma
modalidade de fototerapia na qual trés fatores atuam concomitantemente: o
fotossensibilizador (farmaco fotoativo), a fonte de luz e o oxigénio (20),(21). A
aplicacéo clinica mais explorada pela TFD na literatura concentra-se em infec¢des
dentarias e dermatoldgicas, cicatrizacdo de feridas e desinfeccdo de dispositivos
meédicos, por serem infeccdes tdpicas e contaminacdes topicas ou superficiais (22).

A TFD oferece vantagens como um amplo espectro de acdo, sendo eficiente
inclusive sobre microrganismos resistentes a antimicrobianos e promove menos
efeitos adversos quando comparada a outros tratamentos (23). A TFD como
tratamento adjuvante apresenta na literatura muitas vantagens: repeticdo sem
resisténcia bacteriana ao farmaco e sem efeitos tdxicos cumulativos; pode ser
utilizada em conjunto com outras terapias; tem dupla seletividade: ndo apenas o
fotossensibilizador pode ser direcionado para as células ou tecido doente, mas
também a luz é precisamente focalizada no local da lesdo (24). Além disso, terapias
nao térmicas baseadas em luz que usam luz visivel podem induzir respostas
bioldgicas sem efeitos significativos de aquecimento.

O mercado carece de um produto terapéutico que ajude a acelerar a
cicatrizacdo dessas feridas. Este trabalho propde a adicdo do fotossensibilizador
(farmaco fotoativo) azul de metileno, em concentracdes nédo téxicas, no colageno
bovino tipo | da Revolugenix para que seja possivel a redugéo da carga microbiana
por terapia fotodinamica, e consequentemente diminuir a morbidade causada por essa
patologia. Nao foram encontrados no mercado brasileiro ou mundial, produtos
comercialmente disponiveis e aprovados por agéncia sanitaria a base de colageno
conjugado com azul de metileno para ser utilizado em terapia fotodinamica; portanto,
o produto em desenvolvimento pela Revolugenix é inovador e possui caracteristicas
anicas, e pretende reduzir o uso de antibiéticos e evitar o surgimento de novas cepas

de bactérias resistentes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Feridas

O tratamento de feridas € um problema significativo e crescente em todo o
mundo. Feridas cronicas impactam na qualidade de vida e os impactos econémicos
séo significativos (25). De acordo com o relatério sobre mercado global de tratamentos
de feridas, o mercado deve atingir US$ 27,8 bilhdes até 2026, contra US$ 19,3 bilhdes
previstos em 2021. Nos Estados Unidos cerca de 7 milhées de pessoas convivem com
uma ferida crénica. Feridas e/ou ulceras de presséo correspondem a 43% dos casos,
seguido de ulceras de pé diabético com 31%, Ulceras venosas com 12%, feridas
cirdrgicas ou trauma com 8% e finalmente Ulceras arteriais com 6% dos casos. Um
estudo avaliou os custos individuais com feridas nos Estados Unidos, 0 maior mercado
global, e estimou que o gasto médio por paciente foi de U$ 3.859 (26).

O crescimento do mercado € em grande parte impulsionado por fatores como
a crescente prevaléncia de doencas cronicas que resultam em feridas crénicas,
cirirgicas, agudas e traumaticas; aumento dos gastos com feridas cronicas; aumento
do uso de medicina regenerativa no manejo de feridas e avangos tecnolégicos (27).

A pele desempenha um papel essencial como barreira protetora contra
patdgenos, perda de 4gua, bem como agressdes quimicas e fisicas (28). Uma ferida
na pele resulta da quebra da integridade da camada epidérmica e que qualquer lesdo
tecidual com ruptura da integridade anatdmica com perda funcional pode ser descrita
como ferida (29). Outros autores definem que uma descontinuidade do tecido epitelial,
das mucosas e 6rgaos resultam numa ferida e as causas dessa descontinuidade pode
ser causada por fatores extrinsecos, como incisao cirargica, com feridas provocadas
intencionalmente por inciséo, excisdo ou punc¢ao; traumatica, com feridas provocadas
acidentalmente por agente mecénico, quimico ou fisico; e por fatores intrinsecos; as
ulcerativas, relacionadas a doencas facilitadoras ou causadoras da ferida, como

exemplo, diabete mellitus (30).
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2.2 Classificacao das feridas

O tempo é um fator importante no reparo de feridas e de acordo com o tempo
de cura, uma ferida pode ser categorizada clinicamente como aguda ou cronica (31).
Uma ferida aguda se repara e prossegue normalmente um caminho de cicatrizagéo
oportuno e ordenado, com resultado final tanto funcional quanto anatomico. No
entanto, uma ferida crénica ndo progride através das etapas normais de cura e
demandam um tempo de cicatrizacdo maior do que esperado devido a sua etiologia
(fator causal), e ndo apresentam a fase de regeneracdo no tempo esperado,
retardando a cicatrizagdo (32).

Alguns autores incluem uma outra categoria de feridas, as complexas,
geralmente associada a combinacdo de um defeito tecidual com uma infeccédo. O
desenvolvimento ou ndo de uma infec¢cdo manifesta depende da viruléncia, numero e
tipo de microrganismos, bem como do suprimento sanguineo local e da resisténcia
inerente do paciente. Nesta categoria sdo necessarias intervencdes nos fatores
causais e o0 uso de tecnologias adjuvantes podem auxiliar no tratamento. O papel de
diferentes terapias adjuvantes para melhorar o processo de cicatrizacdo Ssao
investigados. Essas terapias incluem eletroterapia, oxigénio hiperbarico,
infravermelho, ultravioleta, irradiacdo com laser de baixa poténcia, irradiacdo com
LED, terapia fotodinamica, ultrassom, agentes tépicos variados e outras drogas
sistémicas diferentes dos antibiéticos, como vasodilatadores, inibidores de serotonina
e agentes fibrinoliticos (33).

As feridas também sao classificadas como de tipos abertas e tipos fechadas. A
aberta € uma lesdo onde a borda da pele estdo afastadas e podem ser incisas ou
cortantes, perfurante, escoriacao, laceracdo, contusa e queimadura. As fechadas séo
aguelas que as bordas da pele estéo justapostas e seus exemplos incluem contusoes,
e esmagamento do ferimento.

Existem trés tipos de cicatrizacdo ou formas pelas quais uma ferida pode
cicatrizar (figura 1) que dependem da quantidade de tecido lesado ou danificado e da
presenca ou nao de infec¢cdo. Saos as cicatrizagdes de primeira intencdo, segunda
intencao e terceira intencédo. Na cicatrizacao de primeira intencéo, as bordas da ferida
sdo aproximadas com suturas, grampos ou adesivos dentro de horas ap0s sua criacao

sem nenhum defeito. Isso permite que o fechamento ocorra rapidamente com tecido
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minimo necessario para reparar o defeito e cicatrizes minimas. Na cicatrizacdo de
segunda intencéo, a ferida é deixada aberta e nenhum fechamento formal é feito. A
cicatrizacao ocorre por epitelizagéo e contragéo, geralmente associadas a uma ferida
grande e/ou profunda onde as bordas do tecido ndo podem ser aproximadas.
Diferentemente da cicatrizacdo por segunda intencdo, a cicatrizacdo de terceira
intencdo é quando a ferida é fechada depois de um tempo aberta e isso geralmente &
empregado para feridas infectadas. O fechamento da ferida € retardado por varios
dias até que haja diminuicdo do edema ou infeccdo ou para permitir a retirada de
exsudato. Outra classificacdo das feridas € sobre o grau de contaminacdo, podendo

ser classificadas como limpas, contaminadas e feridas infectadas.

Figura 1 - Tipos de cicatrizacdo de feridas por intengéo

Intencao primaria

o

Inciséo sutura cicatriz
cirargica

Intencao secundaria

Ferida aberta Tecido de cicatriz
granulacédo

Intencao terciaria

&

Ferida aberta Tecido de cicatriz
com pus granulagdao

Independente da causa, as feridas cicatrizam de maneira muito semelhante e
estudar como esse processo pode ser otimizado continua sendo o foco do sistema de
saude. Na proxima secdo sdo descritas as principais etapas do processo de

cicatrizacédo de uma ferida.
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2.3 Etapas da cicatrizacao de feridas

A divisao classica das etapas da cicatrizacéo de feridas (figura 2) é dividida nas
seguintes fases: coagulacdo ou hemostasia, onde se forma um coagulo de fibrina. A
fase inflamatdria, onde células imunes, como neutrdfilos e mondcitos, se infiltram no
local da lesdo para atacar patdégenos e limpar detritos. Na fase seguinte, a de
proliferacdo, envolve a multiplicacdo de células residentes, como queratinécitos e
fibroblastos, que contribuem para a formacéo do tecido de granulacdo. Através de
uma matriz de células imunes e a eventual formacdo de uma rede de colageno por
fibroblastos e miofibroblastos, a nova matriz extracelular se forma. Finalmente, a fase
de remodelagem consiste em apoptose, pois as células ndo sdo mais necessarias e
as estruturas em excesso sdo quebradas nos esforcos de restaurar a arquitetura
original (34),(35).

Figura 2 - Etapas da cicatrizacdo de feridas

Inflamacao

Remodelagéao

Hemostasia (minutos)

<€

10 15 20
Dias Pé6s Ferida

—_
n

Ferida

Fonte: Elaboracéo propria

2.4 Reparagéao tecidual de feridas

AplOs a lesdo da pele, ocorre uma sequéncia de eventos moleculares e

celulares a fim de restaurar o tecido danificado (36). A lesdo tecidual desencadeia
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uma cascata de atividades celulares e bioguimicas que leva a cicatriza¢éo da ferida,

conforme figura 3.

Figura 3 - Inflamacéo e reparo do tecido

, ! macréfago

-2 citoquinas
- ....;' ..

Fonte: 123rf.com — licenca de uso adquirida

A inflamacédo e o reparo do tecido seguem as seguintes etapas: 1 - ApoOs
ocorréncia da ferida, as bactérias e outros patdgenos entram na ferida. 2 - Na préxima
etapa as plaquetas sanguineas liberam proteinas de coagulacdo sanguinea no local
da ferida. 3 - Os mastécitos secretam fatores que medeiam a vasodilatagdo e a
constricdo vascular. Aumenta o suprimento de sangue, plasma e células para a area
lesada. 4 - Os neutrodfilos secretam fatores que matam e degradam patogenos. 5 -
Neutrofilos e macréfagos matam patégenos por fagocitose. 6 - Os macroéfagos
secretam hormonios chamados citocinas que atraem células do sistema imunolégico
para o local e ativam as células envolvidas no reparo tecidual. 7 - Finalmente, os
macrofagos secretam metaloproteases de matriz que removem 0 excesso de
colageno, e o colageno imaturo remanescente amadurece para finalizar a matriz

extracelular (MEC).
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O impacto da leséo tecidual resulta numa mudanca na permeabilidade vascular
concentrando células polimorfonucleares (PMN), também conhecidos como
neutroéfilos, e mondcitos na area da lesdo. Os neutréfilos séo células produzidas na
medula 6ssea e tem fluxo livre dentro da corrente sanguinea, elas fagocitam detritos
e bactérias e sua infiltracdo no local da lesdo tende a cessar apoés alguns dias, eles
sofrem apoptose e sdo englobados e degradados por macréfagos (37).

Os macréfagos sdo recrutados pelo sangue e apresentam capacidade
fagocitica e atuam como células apresentadoras de antigenos e fontes de fatores de
crescimento e mediadores bioquimicos, que ditam e sustentam o processo de
cicatrizacdo. Sao responsaveis por fagocitar bactérias, debridar corpos estranhos e
ativar o desenvolvimento de tecido de granulacdo (38). A figura 4 ilustra o processo

de cicatrizagéo e reparacgao tecidual nas primeiras 72 horas.

Figura 4 - Processo de cicatrizag&o e reparacao tecidual nas primeiras 72 horas ap6s
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Fonte: (Adaptado de BEANES et al., 2003)(39)

O reparo da ferida pode ser simples e muitas vezes realizado pelo proprio
paciente ou pode ser complexo o suficiente para justificar cirurgia e hospitalizagéo.
Um tratamento eficaz requer uma compreensdo completa dos tipos de feridas e
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mecanismos de cicatrizacdo e conhecimento das intervencdes disponiveis e que,

idealmente, ajudariam no processo de reparacao.

2.5 Curativos

O curativo € considerado uma parte essencial para qualquer tratamento de
feridas e para que esse curativo seja considerado ideal, ele deve englobar as
seguintes caracteristicas: manter alta a umidade entre a ferida e o curativo, remover
0 excesso de exsudacdo. evitar a maceracdo dos tecidos proximos, permitir troca
gasosa, fornecer isolamento térmico, ser impermeavel as bactérias, estar isento de
substancias toxicas e permitir a sua retirada ou troca sem ocasionar lesdo por
aderéncia (40).

Diferentes estudos convergem que que nao existe um curativo universal que
funcione para todos os tipos de feridas e que a escolha do curativo mais adequado
para o tratamento de uma ferida deve ser decidida caso a caso e considerar fatores
como: localizacdo da lesdo, tamanho, profundidade da ferida, quantidade de
exsudatos, infeccdo, frequéncia e dificuldade de troca do curativo, custo e
conforto.(41),(42).

A experiéncia do profissional na escolha de um curativo € uma etapa
fundamental no tratamento de feridas. Como sdo muitas as op¢fes de curativo no
mercado, o profissional deve escolher o curativo levando em consideracdo a
composicdo, 0 mecanismo de ac¢ao, indicacao de uso, contraindicacao, periodicidade
de troca, vantagens e desvantagens de cada curativo e principalmente o custo do
produto pois em caso de necessidade de continuidade do tratamento fora de um
ambiente clinico e/ou hospitalar, o paciente depende do seu poder aquisitivo para
continuidade do tratamento, cobertura do plano de saude, atendimento domiciliar, ou
da disponibilidade gratuita desse curativo no sistema de saude publico (42). As opcoes
de tratamento sao descritas sem que nenhum tratamento Unico seja universalmente
eficaz devido aos multiplos eventos moleculares e celulares envolvidos, de modo que
€ necessaria uma combinacgéo de diferentes terapias (43).

Na medida que se observa um crescimento promissor de tratamento de feridas
e sua cura, surgem no mercado produtos inovadores e novas abordagens terapéuticas

no tratamento de feridas. A compreensao das diferentes fases de reparacao tecidual
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de feridas e como esses curativos sdo classificados € uma etapa necessaria para o

estudo e desenvolvimento de novos curativos.

2.6 Classificacao dos curativos

A principal funcéo do curativo é criar uma barreira fisica entre a ferida e o
ambiente da lesdo. De modo geral os curativos séao classificados em cinco categorias:
tradicionais / passivos, interativos, bioativos, substitutos de pele e enxertos dérmicos
(44).

Os curativos tradicionais/passivos protegem as lesdes de substancias
estranhas ou contaminagdo, estancam o0 sangramento, amortecem a lesédo e
absorvem o exsudato da ferida. Os principais curativos desse grupo sdo: gaze,
algodao e esparadrapo e bandagens (44),(45),(46). Alguns desses curativos
apresentam deficiéncias, como vazamento de exsudato da ferida, resultando em
infeccbes bacterianas e danos a pele durante a remocao (47).

Os curativos interativos como filmes, géis, espumas, sprays, membranas e
adesivos transdérmicos, agem como uma barreira contra a invasao bacteriana,
fornecem um ambiente Umido e melhoram a permeacdo gasosa na ferida. Esses
curativos também podem ser carregados de agentes bioativos (48),(49).

Os bioativos como hidrocoloides, esponjas, espumas, nanofibras, hidrogéis,
colageno e filmes, que sado carregados com agentes bioativos, sdo biodegradaveis, e
biocompativeis e podem atuar como sistema de administracdo de drogas para
agentes terapéuticos como nanoparticulas, antibidticos, vitaminas, e
fotossensibilizadores, para um melhor processo de reparo do tecido da ferida
(50),(51).

Os substitutos de pele tém a funcdo de substituir a pele danificada. Séo
compostos por engenharia de tecidos geralmente decorrentes de um processo de
cultura de células ou de materiais com estrutura de células semeadas e sao
considerados muito eficazes no reparo tecidual. No entanto, na literatura, eles podem
causar infeccdes de feridas, transmitir doencas, podem ser rejeitados pelo organismo,
sao caros e tém prazo de validade muito limitado (49).

Curativos considerados enxertos dérmicos sdo utilizados em uma variedade de

problemas clinicos com as feridas traumaticas, reconstru¢cbes de pele em
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gueimaduras, defeitos apds ressec¢do oncologica, vitiligo, liberagcdo da contratura
cicatricial e restauracado capilar (44). Sao exemplos dessa categoria, autoenxerto,
onde a pele é retirada de uma regido saudavel do paciente para a area lesionada do
mesmo paciente; aloenxerto, onde o paciente recebe um enxerto de outro paciente
doador e xenoenxerto, a pele recebe um enxerto de individuo de outra espécie,
geralmente de origem porcina.

Os curativos podem ainda ser classificados como: oclusivo — onde nao permite
trocas entre a ferida e o ambiente, impende a entrada de ar e absorve completamento
os fluidos. Os do tipo semioclusivo, que perite que a ferida respire e aca a captacao
do exsudato, mantendo os liquidos eliminados fora do contato com a ferida. Os do tipo
compressivo, que restringem o fluxo sanguineo na regido da ferida e facilita a
aproximacéo das bordas da lesdo do tecido e a do tipo aberto, onde as feridas sao

limpas, recebem a medicacédo e o local da lesdo néo é coberta (40).

2.7 Curativo de colageno da Revolugenix

O colageno utilizado na producdo do curativo € de origem alimentar e
certificado pelo Ministério da Agricultura do Brasil e, portanto, atende a todas as
normas sanitarias. O colageno foi irradiado no Centro de Tecnologia das Radiacfes
do IPEN antes de entrar na cadeia produtiva. A transformacéo do colageno alimentar
em um hidrogel passa por um protocolo de purificagcdo desenvolvido pela empresa
gue confere ao hidrogel aplicabilidades distintas. O produto em gel fabricado com
colageno bovino tipo | serve de base para culturas de células humanas e animais para
pesquisa e desenvolvimento, bem como base para curativos, aceitando a adicao de
medicamentos tradicionais e nanoestruturados, sendo reabsorvido pelo organismo. A
composicédo do curativo reticulado é de 10% de colageno e 90% agua.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria recomenda que os testes pré
clinicos de produtos médicos sejam realizados em laboratérios credenciados a Rede
Brasileira de Laboratorios Analiticos em Saude (REBLAS). O laboratorio credenciado
a REBLAS que realizou 9 testes pré clinicos com o colageno da Revolugenix foi o ALS
Laboratérios Ltda (Brasil- Sdo Paulo). Além da ANVISA, os testes realizados pela ALS

sao reconhecidos pelo Food and Drugs Administration (FDA) e pela Agéncia Européia
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de Medicamentos (EMA). Os 9 testes pré-clinicos (Figura 5) com o colageno em gel

foram aprovados e seus relatérios emitidos em portugués e inglés.

Figura 5 - Testes pré-clinicos realizados pela ALS Laboratorios

Testes Aprovados - Laboratorio ALS

Avaliacéo do Potencial de Citotoxicidade

Micronucleo In Vitro

Reatividade Intracutanea

Sensibilicagcao Cuténea - Ensaio Linfondo Local

Toxicidade Sistémica Aguda

Implante Subcutaneo (Ratos) 90 dias #

Toxicidade subcronica - 90 dias #

Pirogénios

Teste de Ames

Os testes realizados foram:

Avaliacdo do potencial de citotoxicidade avaliou o potencial citotéxico do
coldgeno em um sistema in vitro usando a linha celular V79-4.

Micronucleo in vitro avaliou o potencial genotoxico do colageno em um
sistema in vitro usando a linha celular V79-4.

Reatividade intracutanea avaliou a resposta local do colageno na pele de
coelhos (Oryctolagus cuniculus), apés injecao intracutanea.

Ensaio de linfonodos locais (LLNA) em coelhos. As informacdes sobre 0s
efeitos sensibilizantes s&o baseadas na informacéo de que o teste de sensibilizagéo
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do colageno induz a proliferacdo de linfécitos nos ganglios linfaticos préximos ao
campo de aplicacédo. A proliferacdo de linfécitos foi avaliada pela determinacédo da
incorporacdo de bromodesoxiuridina (BrdU), um analogo da timidina, no DNA das
células do linfonodo.

Teste de Toxicidade Sistémica Aguda para ratos (Rattus norvegicus) avaliou
a resposta sistémica apdés administracdo Unica, por via intraperitoneal, do colageno.

Teste de implante subcutaneo (90 dias) em ratos (Rattus norvegicus) avaliou
os locais decorrentes da exposicéo por 90 dias ao implante subcutaneo do colageno
em ratos, por meio de analises anatomopatologicas quando comparados ao item
controle ou referéncia.

Teste de Toxicidade Sistémica Subcrdnica (90 dias) em (Rattus norvegicus)
presente estudo teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos toxicos e sistémicos
decorrentes da exposi¢ao ao item teste implante subcutaneo por 90 dias em ratos, por
meio de observacfes clinicas diarias, peso corporal semanal, consumo alimentar,
exame oftalmoldgico, avaliacdes hematoldgicas, avaliacdes bioquimicas e andlise
anatomopatoldgica quando comparado ao item de controle ou referéncia.

Teste de Pirogénios teve como objetivo obter informacgdes sobre o aumento
da temperatura corporal de coelhos apdés injecao intravenosa do item testado para
detectar a presenca ou auséncia de pirogénios.

Teste de Ames (Mutacdo Bacteriana Reversa) ou atividade mutagénica, no
teste de mutagcdo bacteriana reversa, utilizando cinco cepas testadoras mutantes
deficientes em histidina (his-) de Salmonella Typhimurium: TA98, TA100, TA102,
TA1535 e TA1537.

A partir do colageno aprovado em testes pré clinicos, a empresa fez a adicao
do azul de metileno (Synth — C.1.52.015 - P.A) na concentragdo de 0,02%
(massa/volume) no colageno e o produto em desenvolvimento foi irradiado no Centro

de Tecnologia das Radiac¢des do IPEN para garantir a esterilidade do produto.

2.8 Terapia Fotodinamica

A Organizacdo Mundial da Saude estima que aproximadamente 700.000
pessoas morram todos os anos de infecgcbes ndo tratdveis, causadas por

superbactérias. Em 2050, essas mortes podem atingir a assustadora marca de 10
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milhdes (52). Uma das maiores barreiras as infeccdes resistentes a antibidticos é que
elas adicionam custos significativos ao sistema de saude ja sobrecarregado de
qualquer nacdo. Assim, abriram-se caminhos para outras formas de combater as
infeccbes e a terapia fotodinamica tem se destacado com o objetivo de inativar nao
apenas bactérias, mas também fungos, protozoarios e virus. E uma técnica
promissora, inclusive no tratamento de doencas que ja apresentam resisténcia
antimicrobiana(52).

A TFD consiste em um processo que combina a aplicacdo localizada de um
fotossensibilizador (FS), em um tecido ou célula doente, e iluminagdo subsequente
com luz com um comprimento de onda especifico que seja absorvida pelo FS para
produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo capazes de matar células-
alvo (Figura 6) (20)(53) via estresse oxidativo na membrana e outros componentes

celulares de fungos, bactérias, virus e protozoarios (54), (55).

Figura 6 - Mecanismo de a¢do da terapia fotodindmica antimicrobiana
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Fonte: Adaptado de: https://www.thelancet.com/journals/laninf/article/P11S1473- 3099%2816%2930268-7/fulltext
(53)

Nesse processo, a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode
seguir duas vias alternativas ap0s a ativagdo da luz por um determinando
fotossensibilizador. O FS pode absorver um féton no estado fundamental, indo para
um estado singleto excitado. Este estado pode sofrer cruzamento intersistema para

um estado tripleto de vida mais longa, que pode interagir com o oxigénio por dois


https://www.thelancet.com/journals/laninf/article/PIIS1473-
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mecanismos: no tipo 1, por transferéncia de elétron do FS excitado; ou tipo 2, o por
transferéncia de energia com o oxigénio no estado fundamental tripleto, levando a
formacdo de oxigénio singleto. As EROs geradas reagem rapidamente com seu
ambiente, dependendo da localizacao do FS excitado, por exemplo, paredes celulares
de microrganismos, membranas lipidicas, peptideos e acidos nucléicos.

Pesquisadores que investigaram o uso da TFD para cicatrizacdo de feridas
cutdneas em humanos relatam que TFD contribuiu de diversas formas para a
cicatrizacdo de feridas: reducdo na carga microbiana, redugcdo ou aumento da
inflamacéo, proliferacdo de fibroblastos e consequentemente de colageno e elastina
e por fim, aumento do fator transformador beta e metaloproteinas (56),(57). Outros
autores destacam que a TFD proporcionou resultados satisfatérios no processo de
cicatrizacdo das feridas atuando em diversas etapas e acelerando o reparo tecidual
(58).
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo deste estudo in vivo € avaliar a efetividade do curativo a base de
coldgeno contendo o fotossensibilizador azul de metileno ativado por LED de emissao
vermelha, da empresa Revolugenix Biotecnologia, na cicatrizacdo de feridas

infectadas por bactérias.

Objetivos especificos
e Desenvolver um modelo de feridas infectadas em ratos;
e Avaliar o processo de cicatrizagao tecidual macroscopicamente;
e Avaliar a carga bacteriana das feridas;
e Auvaliar o processo de cicatrizagdo por analise histolégica;

e Identificar possiveis mudancas metodoldgicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no laboratério da Revolugenix Biotecnologia e no
Laboratorio de Terapia Optica do Centro de Lasers e Aplicagbes, que dispdem de toda
infraestrutura necessaria para o desenvolvimento e realizacdo dos procedimentos
experimentais.

Apoés aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (CEUA-IPEN), registrada com o nimero 13/21,
foram fornecidos pelo Biotério do IPEN/CNEN-SP, 8 ratos machos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus) com 8 semanas de vida, que foram aclimatados em isoladores
acomodados em estantes ventiladas durante uma semana antes do inicio dos
experimentos, sendo mantidos em ciclo de claro/escuro de 12/12 h, temperatura
ambiente entre 20 e 26°C e recebendo racdo e agua ad libitum. Todos os
procedimentos realizados nos animais obedeceram aos principios éticos
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

Posteriormente ao periodo de aclimatacdo, os animais foram divididos
aleatoriamente através de sorteio em 2 grupos, escuro e luz, divididos em 4

subgrupos, conforme a tabela 1.

Tabela 1 - Descri¢do dos subgrupos de estudo

Incisdo Colageno +

Subgrupos Cirtrgica Infeccéo Colageno AM Luz
COL + + + - -
COL + AM + + - + .
COL + LUz + + + -

COL + AM + LUZ + + - +

Fonte: Elaboracéo propria

Para o grupo escuro, os dois subgrupos ficaram divididos da seguinte forma:
e COL: incisédo cirurgica, infeccdo e implante de colageno.
e COL+AM: inciséo cirurgica, infeccdo e implante de colageno com azul
de metileno.

Para o grupo Luz, os dois subgrupos ficaram divididos da seguinte forma:
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e COL+LUZ: incisdo cirurgica, infeccdo e implante de colageno+
irradiagcao com LED.
e COL+AM+LUZ: inciséo cirurgica, infeccao e implante de colageno com

azul de metileno e irradiagdo com LED.

Os animais foram identificados e enumerados com marcas na cauda, utilizando
canetas permanentes atdxicas e sem cheiro na cor preta para o grupo escuro e azul
para o grupo luz. Os animais passaram por procedimento cirirgico e cada animal
submetido a 4 incisdes cirlrgicas cutanea dorsal (1 cm), totalizando n de feridas =8
por cada subgrupo. Antes da cirurgia, cada implante foi infectado com um inéculo
bacteriano de Staphylococcus aureus e os implantes de colageno e colageno + azul

de metileno foram implantados de acordo com a ilustragao da figura 7.

Figura 7 - Posicdo dos implantes de coladgeno e coldgeno com
azul de metileno
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Fonte: Elaboracéo propria
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4.1 Preparo dos implantes de colageno

Discos de colageno e de colageno com azul de metileno (concentracdo de
0,02% de AM m/v) foram fornecidos pela empresa Revolugenix (Figura 8). Os
espécimes foram entregues embalados a vacuo individualmente em placa de Petri de
3 cm de didmetro contendo 2 ml de colageno reticulado. Os colagenos foram
irradiados no Centro de Tecnologia das Radia¢cbes por radiacdo gama com 16 KGy
para garantir a esterilidade do material antes da implantacdo. Em condicdes
assépticas e em camara de fluxo laminar, com o auxilio de um punch de 6 mm de

diametro foram cortados discos do colageno com e sem o AM.

Figura 8 - Colageno com azul de metileno 0,02% m/v

Fonte: Elaboracéo propria
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4.2 Preparo dos in6culos bacterianos

No preparo do inoculo foi utilizada uma cultura de Staphylococcus aureus
ATCC 29523, incubada em estufa de cultura bacteriolégica a 37°C durante 20 horas
de crescimento, em um tubo Falcon de 15 ml com 9 ml de meio de cultura em caldo
de infus&o de cérebro e coragdo (BHI). Previamente a cirurgia, foi preparado o inéculo
de uma suspenséao bacteriana em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS). Para
isso, foram realizadas duas lavagens em PBS. O meio de cultura contendo as
bactérias foi centrifugado a 1.500 rpm durante 10 min, o sobrenadante foi descartado
e o pellet de bactérias foi ressuspendido em PBS, homogeneizado no vortex e
centrifugado por 10 min. Depois da segunda lavagem, foi realizada a resssupenséao
em 200 pl. A concentracdo do inoculo bacteriano foi padronizada, através do ajuste
de 21,5% de transmitancia em espectrofotdmetro em A=600 nm para se determinar a
concentracdo de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) de 10° UFC/ml.

Para contaminacao dos implantes de colageno, foram depositadas aliquotas de
10 pL da suspensao de S. aureus em PBS contendo 1x10° UFC/ml sobre cada disco

de implante do grupo controle e grupo luz, conforme figura 9.

Figura 9 - Aliquota de 10 pL do inéculo bacteriano
sobre o disco de colageno

Fonte: Elaboragéo propria
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4.3 Procedimento cirurgico

Para a realizacdo das cirurgias, os animais foram submetidos a sedacéo por
via inalatéria com isoflurano 3-5% volume (Isoforune — Critéria — Brasil) e mantidos a
1-2%. A regidao da inciséo foi tricotomizada com equipamento apropriado e para
antissepsia da pele foi utilizado uma solucéo de clorexidina 0,12% (Periogard solucao
— Colgate — Brasil). Para aprofundamento anestésico e analgesia dos animais, 0
protocolo seguido de anestesia foi a administracéo intraperitoneal (ip) de cloridato de
cetamina 10% (Cetamin — Syntec — Brasil) na dose de (100mg/kg) + cloridato de
xilazina 2% (Xilazin — Syntec — Brasil) na dose de (10mg/kg) e também a
administracdo subcutanea do anestésico local de Mepvacaina 3% (Mepsiv 3% - DFL
— Brasil). Apos a perda de sensacédo dolorosa e constatacdo da sedacédo, observada
pela perda do reflexo apds pingamento do espaco interdigital das patas traseiras e/ou
da cauda do animal, foi realizada a inciséo cirargica cutanea dorsal no plano coronal
(1 cm) e divulsionamento do tecido subcutaneo para introducdo dos implantes de
colageno (Figura 10). Foram realizadas 4 incisbes em cada animal, correspondente a
cada subgrupo.

Figura 10 - Procedimentos cirdrgicos. A — Anestesia intraperitoneal. B — Molde para
marcacao dos implantes. C - Colocac¢do de um implante. D — Feridas suturadas.

Fonte: Elaboracéo propria
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Apo6s a implantacéo dos discos de colageno contaminado com Staphylococcus
aureus, as incisdes foram suturadas com fio agulhado Nylon 4.0 (MT Circ. TRG %2 —
Shalon - Brasil). Os animais foram monitorados durantes 10 dias quanto ao processo
de cicatrizacdo da incisdo cirirgica. Para analgesia foi administrada dipirona sodica
(50-150 mg/Kg) na agua das gaiolas por até 3 dias dependendo do quadro de
evolucdo de cada animal. Os procedimentos cirirgicos nos animais dos grupos
experimentais e controles foram realizados nas mesmas condi¢des, dimensdes e nas

mesmas regides escolhidas.

4.4 Terapia fotodinamica

Para irradiacdo do grupo Luz, foi utilizada uma fonte baseada em LEDs
(LedBox, Biolambda Cientifica, Brasil) no comprimento de onda na regiao do vermelho
(A=660 nm), nos parametros apresentados na tabela 2 abaixo:

Tabela 2 — ParAmetros de irradiacdo grupo luz

Comprimento de onda 660 nm

Modo Continuo

Area de irradiagao 1 cm? por ferida
Densidade de poténcia 100 mW/cm?
Densidade de energia 30 Jicm? por ferida
Tempo de irradiacao 300 s por ferida
Energia total 30 J por ferida
Angulo de aplicag&o 90°

Distancia do alvo Em contato direto
Sess0es de irradiacdo Dia 0

Fonte: Elaboragéo propria

Para a irradiacdo, os animais foram colocados sob sedacdo ventilatoria
(isoflurano a 2,5%). A seguir, foi posicionado uma guia (Figura 11) para deixar
somente as feridas descobertas para serem irradiada e cada animal, um de cada vez,

posicionado no LedBox, com a ferida em contato com a fonte de luz para ser irradiado
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em Unica sessao de 300 s. Os animais dos grupos controle, que nao foram irradiados,
passaram pelos mesmos procedimentos de sedacado e posicionamento sob a fonte de

luz, sendo o equipamento mantido desligado durante o tempo da sesséo (300 s).

Figura 11 - Guia utilizado para irradiar somente as feridas
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Fonte: Elaboragéo propria

O tempo de pré irradiacao, ou seja, entre a colocacao do implante e a sessao

de irradiacao, foi de aproximadamente 3 horas para 0s primeiros animais suturados.

4.5 Monitoramento clinico dos animais

Os animais foram acompanhados diariamente para monitoramento dos sinais
clinicos, incluindo afericdo da massa corporal, tamanho e caracteristicas das lesbes
(sinais de inflamacao e infeccdo) utilizando o método de pontuacdo ASEPSIS (59)
para monitoramento das feridas no pos-operatério, sendo realizadas intervencdes
para aumentar o conforto dos animais durante todo o periodo experimental quando
necessario. O método ASEPSIS avalia a cicatrizacdo da ferida através de atribuicdo
de pontuacédo levando em consideracdo caracteristicas da ferida e a propor¢cdo da
ferida afetada, conforme Tabela 3. A escala ASEPSIS utiliza critérios padronizados e
ajuda a superar o problema da avaliacao subjetiva de complicacdes secundarias. Para

calcular o escore é necessario observar a presenca de exsudato seroso, eritema,
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exsudato purulento ou separacdo de tecidos profundos e € necessario avaliar para

cada um desses sinais a proporcéao de ferida acometida.

Tabela 3 - Escore Método ASEPSIS até 14 dias

PROPORCAO DA FERIDA AFETADA
0o <20 20-39 40-59 60-79 >80

CARACTERISTICAS

DA FERIDA

Exudado seroso 0 1 2 3 4 5
Eritema 0 1 2 3 4 5
Exudato purulento 0 2 4 6 8 10

Separacao de tecidos
profundos

Fonte: Elaboragéo propria

O sistema de pontuacdo ASEPSIS foi desenvolvido por Wilson et al.(59) com
base nos sinais e sintomas de feridas cirargicas esternais infectadas. ASEPSIS é um
acronimo para os termos em inglés: Additional treatment (tratamento adicional),
Serous discharge (descarga serosa), Erythema (eritema), Purulent exudate, (exudato
purulento), Separation of deep tissues (separacéo de tecidos profundos), Isolation of
bactéria (isolamento de bactérias) Stay as impatient (internacdo prolongada por mais
de 14 dias). O desfecho infeccdo para feridas com até 14 dias € determinada de

acordo com a escala de pontuacgao e desfecho da cicatrizagao, conforme tabela 4.
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Tabela 4 — Escala de pontuacao ASEPSIS para feridas até 14 dias

0 a 10: cicatrizacdo satisfatoria

11 a 20: disturbio de cicatrizacao

21 a 30: pequena infeccdo da ferida
31 a 40: infeccdo moderada da ferida

superior a 40: infeccao grave da ferida

Fonte: Elaboragéo propria

No score ASEPSIS, tratamentos adicionais para cicatrizacao da ferida recebem
pontuacBes adicionais. O uso de antibioticos, por exemplo, 10 pontos; drenagem de
pus com anestesia local, 5 pontos e desbridamento da ferida com anestesia local, 10
pontos. Neste estudo o periodo maximo de anélise foram de 10 dias e os animais ndo
foram submetidos a tratamentos adicionais e, portanto, ndo receberam pontuacdes

adicionais.

4.6 Eutanésia

ApGs as cirurgias, que ocorreram no dia DO, os animais foram submetidos a
eutanasia em pares, um de cada grupo, nos dias 1, 3, 7 e 10. Os animais foram
eutanasiados por sobredose de anestésico (cetamina:xilazina 500:50 mg/kg) seguida
de ruptura do diafragma para confirmacgéao de oObito.

Prontamente foram realizadas antissepsia na regido das 4 feridas com alcool
70% e os animais acomodados dentro do fluxo laminar (ISO 5) para o procedimento
de coleta do tecido na regido de cada ferida (Figura 12), sendo que metade deste
tecido coletado de uma mesma ferida foi utilizado para as analises microbiologicas
para contagem de UFC/g (em caldo BHI) e a outra metade utilizado para analises

histopatolédgicas (em formol 4%).
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Figura 12 - Coleta do tecido para analise microbioldgica e histoldgica
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Fonte: elaboracgéo propria

Os biomateriais remanescentes e tecidos circunvizinhos foram coletados para
analises microbiolégicas e histopatologicas (Figura 13).

Figura 13 - Coleta do tecido em torno da incisdo e amostra coletada de
tecido para analise microbioldgica e histoldgica

Fonte: Elaboragéo propria
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4.7 Analises microbioldgicas

No dia anterior de cada eutanasia programada, 8 tubos Falcon de 15 ml (4 para
grupo escuro e 4 para grupo luz) contendo 4 ml de caldo de infusdo de cérebro e
coracgao (BHI) foram incubadas a 37°C durante 20 h para verificar se no dia da coleta
do tecido o liquido estava livre de microrganismos indesejados e se o liquido ndo
apresentava turbidez ou particulas suspensas no caldo.

No dia da coleta do tecido em torno da ferida os 8 tubos com caldo BHI foram
identificados de acordo com o tecido coletado de cada grupo e aferidos em balanca
de preciséo antes de receberem a amostra de tecido coletado. ApGs a pesagem, os 8
tubos foram abertos dentro do fluxo laminar (ISO 5) e cada tubo recebeu metade da
amostra de tecido coletado da ferida de cada animal de acordo com seus grupos. Em
seguida tiveram suas massas auferidas novamente em balanca de precisédo. O calculo
da massa coletada de cada ferida nessa etapa serviu posteriormente para o célculo
do ufc/ml/g do tecido coletado.

As amostras coletadas (Figura 14) foram homogeneizadas em 4 ml de caldo
BHI com auxilio de vértex durante 10 minutos com 2000 rpm e sonicadas no ultrassom
por 20 min em temperatura ambiente. Na sequéncia, dentro do fluxo foram abertas 8
placas de Petri contendo 15ml de agar BHI. Utilizando uma micropipeta com ponteira
estéril, cada placa recebeu uma aliquota de 100 pl do respectivo tubo do caldo
homogeneizado e sonicado. Alcas microbiologicas estéreis foram utilizadas para
espalhar esse liquido na placa através da técnica do esgotamento do inGculo por
estrias. Os tubos contendo amostras de tecidos em caldo BHI e as placas de Petri
foram levadas para a estufa a 37°C por 20 horas. Apés o periodo de 20 horas
incubadas, as 8 placas (passo 4 da Figura 14) foram analisadas e identificadas
visualmente os microrganismos que cresceram nesse meio durante o periodo de
incubacéo.

Apos incubados por 20 horas, os caldos contendo as culturas de tecidos
coletados em torno das feridas foram diluidos em 10 vezes por transferéncia
sequencial de 20 pl para 180 pl de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) em
placa de 96 pocos. As diluices foram semeadas em triplicata em placas de agar BHI

segundo o método de Jett et al (60). As placas foram incubadas a 37°C durante 20 h
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para contagem das colonias. Os numeros de ufc/ml foram contados visualmente e os

resultados séo apresentados em ufc/g da amostra do tecido coletado.

Figura 14 - Protocolo de andlise microbioldgica para contagem de UFC/g

1 2 3
Vortex 10min
: 2000 rpm e
b
Sonicar 20 min
CALDO BHI
4
100 pL caldo BHI

Para cada amostra Caldo BHI

6

©000000000

Grupo Controle _| Grupo Experimental

Fonte: Elaboracao propria
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4.8 Analises histopatoldgicas

Para as anadlises histopatolégicas, parte dos tecidos coletados ao redor das
feridas dos animais na eutanasia (aproximadamente 0,5 cm?) foram fixados em
formalina tamponada a 4% para evitar a proliferacdo de microrganismos
decompositores e manter intacta a estrutura tecidual e celular.

Para avaliacdo histopatolégica foi utilizada a coloracdo pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliacdo do processo inflamatério e infeccioso. O
tecido subcutaneo do local do implante e tecidos adjacentes foram avaliados as cegas
por um patologista, de acordo com os escores da Tabela 5.

Tabela 5 - Escores da avaliagdo microscopica baseada em coloragdo de HE

Tipos de resposta 0 1 2 3 4
Polimorfos (PMNSs) 0 Raro,1-5pc* 5-10pc Forte infiltrac&o Densa infiltrag&o
Macrdéfagos 0 Raro,1-5pc  5-10pc Forte infiltragé@o Densa infiltrag&o
Linfocitos 0 Raro,1-5pc  5-10pc Forte infiltracdo Densa infiltrag&o
Necrose 0 Minima Leve Moderada Intensa

o - : Multiplos vasos com Extensa formagéo
Neovascularizagéo 0 Minima  4-7 capilares , . x

tecido de sustentagdo vascular

S. aureus 0 Raro, 1-10pc  10-50 pc Forte presenca Densa presenca
* por campo

Fonte: Elaboracéo propria
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacbes clinicas

N&o foram observadas mortalidades nem manifestacdes clinicas evidentes de
efeito toxico ou sistémico relacionadas a exposi¢cdo dos coldgenos utilizados nos
experimentos nos animais do grupo escuro e luz.

As avaliacbes da escala de pontos para inspecdo diaria da ferida foram
realizadas no periodo de 10 dias ap0s as cirurgias de implantes em 4 ratos do grupo
escuro (16 feridas infectadas) e 4 ratos do grupo luz (16 feridas infectadas). Os
resultados da pontuacédo sédo apresentados na tabela 6 do grupo escuro e tabela 7 do
grupo luz. Escores de 0-10 indicam cicatrizacdo satisfatoria; 11-20 disturbio na
cicatrizagéo; 21-30 pequena infec¢ao na ferida; 31-40 infecgdo moderada da ferida e

superior a 40 infecgéo grave da ferida.

Tabela 6 — Escore ASEPSIS grupo escuro

Grupo escuro - ndo irradiado

Dia/Grupo Col+AM Col Col+AM Col Col+AM Col Col+AM Col
1 1 0 2 2 1 0 3 ] 0 0 1 3 0 1 ] 1
2 1 0 2 ] 0 0 2 3 1 3 3 5
3 2 2 5 4 0 0 1 3 3 3 4 5
4 3 0 4 3 3 5 8 8
5 4 0 8 7 6 10 15 15
6 6 1 15 15 6 10 20 20
7 6 2 15 15 6 10 20 25
8 8 15 25 25
9 8 15 25 25
10 8 15 25 25

Fonte: Elaboracao propria

Tabela 7 — Escore ASEPSIS grupo luz

Dia/Grupo Col+AM Col Col+AM Col Col+AM Col Col+AM Col
1 0 1 3 2 [ 0 1 0 0 0 o 1 0 0 ) 1
2 0 1 1 0 0o 0 o 3 0 0 2 3
3 0 2 4 0 0 1 0o 3 0 0 6 3
4 0 4 3 4 2 0 6 4
5 0 5 3 2 2 0 10 8
6 0 5 3 2 4 0 15 8
7 0 15 8 4 4 0 20 8
8 6 0 25 10
9 6 0 25 8
10 6 0 25 8

Fonte: Elaboracao prépria
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Figura 16 — Escore ASEPSIS do grupo escuro Figura 15 — Score ASEPSIS grupo luz
30- Dark (ASEPSIS) %g:uw Light (ASEPSIS) %SELAM
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Fonte: Elaboragéo propria

Nota-se que ao verificar a distribuicdo dos escores (Figura 15 e Figura 16) nos
dois grupos (luz e escuro), que o grupo de animais tratados com luz apresentaram

melhor cicatrizacdo (Figura 17) das feridas em relagdo ao grupo escuro no dia 10.

Figura 17 — Imagens das avaliagdes clinicas das feridas dos animais 1 do grupo escuro e luz no
periodo de 10 dias.

Grupo escuro - rato 1 Grupo luz - rato 1

Col+AM Col+AM Col Col+AM Col+AM Col

Fonte: Elaboracéo propria
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A figura 18 apresenta dois desfechos distintos de feridas com implantes de
colageno + AM no décimo dia do experimento. Enquanto a amostra coletada do tecido
ao redor da ferida do animal 1 do grupo escuro apresentou distUrbios de cicatrizacao
com a presenca de pus e necrose, a amostra do tecido coletado da ferida do animal 1

do grupo luz, tratado com a TFD, apresentou cicatrizacdo satisfatoria.

Figura 18 - Desfechos distintos de feridas no dia 10.

Grupo escuro - Dia 10 Grupo luz - Dia 10
1

Fonte: elaboragéo propria

5.2 Massa corpoérea

As massas corporais individuais e médias do grupo escuro e luz séo
representadas na tabela 8. Durante o periodo do experimento, 0s animais tiveram
seus pesos auferidos diariamente e suas dietas néo tiveram restricoes de ragéo e

agua.
Tabela 8 - Massas individuais do grupo escuro e grupo luz

Massa corporal individual (g)

Escuro (nédo irradiado) Luz (irradiado)

Massa (dia) n Média n Média
PO (0) 325 345 364 366 4 350 419 405 359 393 4 394
P1(1) 313 334 361 361 4 342 418 397 358 389 4 391
P2 (2) 330 355 352 3 346 382 347 378 3 369
P3(3) 332 347 350 3 343 387 342 374 3 368
P4 (4) 352 342 2 347 348 375 2 362
P5 (5) 348 345 2 347 348 374 2 361
P6 (6) 352 347 2 350 347 373 2 360
P7 (7) 352 348 2 350 347 375 2 361
P8 (8) 351 1 351 376 1 376
P9 (9) 350 1 350 378 1 378

P10 (10) 350 1 350 381 1 381

Fonte: elaboracao propria
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Nota-se que 0s animais apresentaram ganho de peso e/ou perda de peso

corporeo dentro da variabilidade fisiologica da espécie testada.

5.3 Contagem microbiolégica

Para as contagens microbiolégicas, o monitoramento das taxas de crescimento
bacteriano através da contagem de ufc/g de S. aureus ocorreu em momentos
especificos. Foram realizadas eutanasias para coleta da pele na regido das feridas
contaminadas de 2 animais (1 grupo escuro e 1 grupo luz) na seguinte ordem: dia 1,
dia 3, dia 7 e dia 10. Para a contagem de ufc/g, as amostras de metade do tecido
coletado de cada ferida foram plaqueadas em triplicata, utilizando a metodologia de
corrida de pista com 6 a 7 diluicGes seriadas (geralmente de -2 a -8) na proporcédo de
1/10. No célculo para determinar o niumero de UFC/ml foi utilizado a férmula: nimero
de colbnias x inverso da diluicdo x fator de corregéo de volume para ml.

Nota-se que o numero de microrganismos totais (Figuras 19 e 20) e de S.

aureus (Figuras 21 e 22) foi bastante similar entre os grupos.

Figura 19 — Média = D.P do n.° de microrganismos totais para os animais
do grupo escuro

Dark (microrganismos totais) = Col
i e Col+AM
1E10 5 )\
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S
=
1ES - [ "
3 [
| ]
1E7 T T y T T T Y T T T
0 2 4 6 8 10

Periodo experimental (dias)

Fonte: Elaboracéo propria
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Figura 20 - Média = D.P do n.° de microrganismos totais para 0s
animais do grupo luz
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Fonte: Elaboracgéo propria

Figura 21 - Média + D.P de S. aureus para os animais do
grupo escuro
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Fonte: Elaboracéo propria
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Figura 22 - Média £ D.P do n.° de S. aureus para 0s animais do grupo
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Fonte: Elaboracéo prépria

5.4 Anédlise histopatoldgica

As analises histopatoldgicas foram realizadas as cegas por um médico
patologista. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para analise
da resposta inflamatéria de acordo com escore estabelecido no estudo. Os resultados
sao apresentados na tabela 9.
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Tabela 9 — Resultado de analise de laminas de microscopia para avaliacdo de resposta inflamatéria

Resultado grupo escuro - ndo irradiado Resultado grupo luz - irradiado
. . P Neovascul S . . P Neovascu S
Polimorfo Macréfago Linfécito  Necrose s Polimorfo Macréfago Linfécito  Necrose o
Subgrupo arizagdo  aureus Subgrupo larizagdo  aureus
Col+AM 3 3 1 2 2 1 Col+AM 0 0 0 0 0 0
Col+AM 1 2 1 0 1 1 Col+AM 2 2 1 0 1 1
Dia 1
Col 3 3 1 2 2 1 Col 2 2 1 0 1 1
Col 4 3 1 2 3 3 Col 3 3 1 1 3 1
Col+AM 3 3 1 2 2 1 Col+AM 3 3 1 1 2 3
Col+AM 3 3 1 1 2 1 Col+AM 4 3 1 1 2 2
Dia 3
Col 4 4 1 3 3 3 Col 1 2 1 0 2 1
Col 3 3 1 2 2 2 Col 3 3 1 1 2 1
Col+AM 4 3 1 2 2 3 Col+AM 3 3 1 2 2 3
Col+AM 1 3 2 0 2 1 Col+AM 4 3 1 3 2 3
Dia 7
Col 3 3 1 2 2 3 Col 3 3 1 3 2 3
Col 1 3 2 0 2 1 Col 1 2 1 0 2 1
Col+AM 3 3 1 2 2 2 Col+AM 2 3 1 1 3 1
Col+AM 4 4 1 4 3 3 Col+AM 1 2 1 0 3 0
Dia 10
Col 4 4 1 4 4 4 Col 4 3 1 4 4 4
Col 2 2 2 0 3 1 Col 2 2 1 0 3 0

Fonte: Elaboracgéo propria

As figuras 23 e 24 apresentam o escore das feridas com relacdo a presenca de
células inflamatoérias (Z de células polimorfonucleares + macréfagos + linfocitos) para
0s grupos irradiado e nao irradiado, durante o periodo experimental. Nota-se que no
dia 10 ainda ha presenca de infiltrado inflamatério, embora as feridas irradiadas
mostrem um escore médio menor no dia 10 quando comparadas as nao irradiadas,
sem AM (7,5 x 6,5) e com AM (8 x 5).
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Figura 23 - Escore histopatolégico — 2 polimorfos+macofragos+linfécitos do
grupo escuro. Cada simbolo representa uma ferida.
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Fonte: Elaboragdo propria

Figura 24 - Escore histopatologico — £ polimorfos+macréfagos+linfocitos do
grupo luz. Cada simbolo representa uma ferida.
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Fonte: Elaboragéo propria

Nas figuras 25 e 26 podemos notar que pelo menos uma ferida do grupo nao
irradiado apresentava severa necrose no dia 10, com escore medio de 2 e 3 para as
feridas sem AM e com AM, respectivamente. Para o grupo irradiado, observa-se que
as feridas que nao receberam AM tém um escore médio de 2. No entanto, feridas que
receberam AM mostraram um escore médio de 0,5, sugerindo que a TFD acelerou o

processo cicatricial.
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Figura 25 - Escore histopatoldgico - necrose grupo escuro. Cada simbolo representa

uma ferida.
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Fonte: Elaboracgéo propria

Figura 26 - Escore histopatol6gico — necrose grupo luz. Cada simbolo
representa uma ferida.
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Fonte: Elaboracéo prépria

Os escores referentes a neovascularizacdo sao apresentados nas figuras 26
e 27. As feridas que tinham sé colageno mostram um escore médio de 3,5 no dia 10.
Quando o AM foi utilizado, o grupo nao irradiado mostrou um escore médio mais baixo
(2,5) que o grupo irradiado (3). Interessantemente, as duas feridas que receberam AM
mostraram 0 mesmo escore no grupo irradiado. Estes dados sugerem que o colageno,

provavelmente, € o principal agente para promover angiogénese.



Figura 27 - Escore histopatolégico — neovascularizacdo grupo escuro. Cada

simbolo representa uma ferida.
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Fonte: Elaboragédo propria

Figura 28 - Escore histopatoldgico — neovascularizagao grupo escuro. Cada

simbolo representa uma ferida.
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Fonte: Elaboracéo propria
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As figuras 29 e 30 mostram os escores obtidos para a presenca de S. aureus
nas feridas. Nesse caso, podemos observar que o escore variou bastante no dia 10
para as feridas que receberam o coldgeno sem o AM. Os escores médios foram 2,5
(sem luz) x 2 (luz). Por outro lado, feridas que receberam AM foram mais homogéneas
com escore meédio de 2,5 (sem luz) x 0,5 (com luz). Este resultado indica que a TFD
pode ter diminuido a carga bacteriana na ferida, embora os dados de ufc/g (figuras 21
e 22) nao corroborem tal dado.

Figura 29 - Escore histopatoldgico — S. aureus grupo escuro.
Cada simbolo representa uma ferida.
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Fonte: Elaboracao prépria

Figura 30 - Escore histopatolégico — S. aureus grupo luz.
Cada simbolo representa uma ferida.

I Col
5 Light (S. aureus) I Col+AM
4 *
34 +* . LI
§ 2 .
(o]
(7]
w
14 & + * » * L] L]
0 + L] L]

Periodo experimental (dias)

Fonte: Elaboragédo propria



53

As figuras 31 e 32 mostram as fotomicrografias dos cortes histolégicos das
feridas, durante o periodo experimental de 10 dias. Grupo escuro e grupo luz, tratado
com TFD. A técnica de coloragcdo utilizada foi a hematoxilina e eosina (HE) que
distinguem os diversos componentes das células e da matriz extracelular (MEC).

Figura 31- Fotomicrografias de cortes histoldgicos dos dias 1, 3, 7 e 10 (HE, 200 um) — grupo escuro

Col+AM Col+AM

Fonte: Elaboracéo propria
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Figura 32 - Fotomicrografias de cortes histolégicos dos dias 1, 3, 7 e 10 (HE, 200 um) — grupo luz

Fonte: Elaboracgéo propria
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6 DISCUSSAO

O projeto realizado neste estudo para avaliar a agcao fotodinamica com o
produto em gel de colageno da Revolugenix conjugado (coldgeno + AM) associado ao
LED de emissao vermelha, buscou responder algumas demandas em relacéo a esta
fase de desenvolvimento do produto: 1- Se a concentracdo de AM de 0,02% m/v do
curativo colageno implantavel seria ideal para TFD; 2- Se o curativo implantado em
uma ferida de cicatrizacdo de primeira intencdo, onde a ferida é fechada por
aproximacdo de suas bordas e com baixa concentracdo de oxigénio, permitiria o
resultado fotodindmico desejado na reducdo de microrganismos; € 3 - Se uma unica
sessdao de irradiagdo com LED no pés-cirdrgico reduziria a carga microbiana.

Ao realizar um experimento com TFD (61), alguns aspectos podem interferir na
eficacia da terapia sobre o processo cicatricial e controle microbiano: o comprimento
de onda, a densidade de poténcia e energia, a poténcia, a energia, o tempo de
irradiacdo, a periodicidade do uso da TFD, a técnica de aplicagéo, as caracteristicas
do FS e o tempo de pré-irradiacéo.

A auséncia de efeito de reducéo bacteriana significativa no grupo luz tratado
com TFD, identificando pelo protocolo de contagens totais de microrganismos e de S.
aureus, poderia ser decorrente a baixa concentracdo do agente fotossensibilizador
AM utilizado no colageno (0,02% m/v), porém, na literatura encontra-se estudos onde
utilizaram concentracgdes de 0,01% m/v de AM associado com a TFD, onde os autores
obtiveram resultados satisfatérios na cicatrizacdo de feridas (62),(63),(64). Um dos
estudos avaliou a evolugao clinica de pacientes com feridas tratadas e néo tratadas
com TFD, amostra de 16 pacientes, A= 660 nm, densidade de energia de 90 J/cm?,
com uma Unica sessao, irradiado por 5 minutos, o desfecho foi de reducéo da ferida e
reducéo da dor, sem menc¢ao a quantificagdo da carga microbiana. (63). Outro estudo,
com amostras de 12 pacientes com feridas de pé diabéticos, A= 660 nm, densidade
de energia de 6 J/cm?, com total de 10 sessdes, 3 vezes por semana, irradiado por 5
minutos, o desfecho foi de reducéo de carga microbiana e reducéo da ferida (64).

Ainda sobre a concentragcdo do AM, outro estudo com ferida de Fournier na
regido genitalia de 1 Unico paciente, a concentragdo utilizada de AM para TFD foi de
1% massal/volume do FS, utilizou-se laser de baixa poténcia, A= 632 nm, densidade

de energia de 120 J/cm?, com total de 16 sessdes, 2 vezes na semana, ndo foi
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especificado o tempo de irradiacéo e o desfecho clinico € que em 8 semanas a ferida
estava com reducao de 80% de cicatrizacao (65),(66). Em todos os estudos citados
sobre a concentracdo de AM, as feridas séo do tipo abertas e nao utilizaram material
implantavel.

Outro fator que pode ter impactado a eficiéncia da TFD neste experimento &
gue os discos de colageno com AM séo implantados nos ratos e a ferida fechada com
fio de sutura, o que pode ter comprometido a acdo da TFD. O International Wound
Infection Institute recomenda o uso tépico de antimicrobianos e destaca ainda que a
aplicacao de terapia padrdo ouro em cada etiologia e a aplicacdo de uma cobertura
contendo um antimicrobiano junto a TFD pode potencializar a sua acao e diminuir o
uso desnecessario de antibioticos (67).

Uma revisdo sistemética selecionou 13 artigos que estudaram a TFD na
cicatrizacdo de feridas in vivo entre 2008 e 2018 e apenas em um dos artigos a ferida
recebia um implante de colageno e a ferida suturada por um ponto reabsorvivel. As
demais feridas descritas na revisao sdo provocadas nos animais por queimaduras,
escoriagOes, abrasdes e feridas excisionais (58).

A justificativa para adocao do protocolo para curativos para feridas fechadas é
gue para um material ser testado e aprovado pela ANVISA, é exigido que o produto
seja testado em condi¢des adversas. Um curativo de colageno com indicacdo de uso
topico ndo poderia ser usado como um produto implantavel, porém um produto
implantavel poderia ser utilizado com indicacdo de uso tépico. Caso o produto médico
possua funcbes pretendidas que possam ser enquadradas em classes de risco
diferentes, deve-se adotar a classe de risco mais critica. O produto em
desenvolvimento pertence a classe IV, a mais critica, e estéo inseridas nessa classe
todo os produtos derivados de animais, implantaveis e absorviveis. Isso tudo € dado
pelo Relatério Técnico do Produto (RTP) (68), que é uma avaliacdo critica de todos
0s aspectos relevantes para a avaliacdo da ANVISA (elementos técnicos, legislagbes
e guias vigentes), e contém todos os aspectos que podem estar na farmacopeia
brasileira ou americana ou ser desenvolvido in house desde que a empresa apresente
um racional aceitavel pela ANVISA. As indica¢des de uso do produto deverdo estar
baseadas nos estudos realizados pelo produto ndo podendo ultrapassar ou ser
indicado para funcéo diversa daquela de comprovada efetividade em pesquisa. No

caso de indicacdo baseada no desemprenho do produto devera ser observada a
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demanda mais critica de esfor¢cos para que se processa a indicacdo, conforme
determina a RDC n.° 185/2001 para registro de implantes ortopédicos (69). Mediante
iIsso, buscou-se um racional para a validacdo do protocolo de uso e mudangas no
protocolo para obter resultados significativos e reprodutiveis fazem parte desta fase
de desenvolvimento do produto.

No trabalho de reviséo de literatura (65), os autores apontam a discrepancia na
literatura sobre a variagcédo de densidade de energia em trabalhos com AM e TFD onde
densidades de energia aplicadas nos tratamentos variam entre 6 e 120 J/cm? por
sessdo com total de 1 a 30 sessdes de TFD. Neste trabalho a densidade utilizada foi
de 30 J/cm? em aplicacédo de dose Unica, de modo continuo com a fonte de luz em
contato com a ferida, o que estaria dentro do recomendado na literatura. A TFD
consome oxigénio e a densidade de energia muito alta pode consumir as moléculas
de oxigénio de forma acelerada, impactando nas EROs e na eficacia da TFD. Estudos
indicam que densidade de energia superiores a 40 J/cm? pode esgotar todas as fontes
de oxigénio disponiveis durante a reacdo de oxidacdo (61),(70). Outros autores
realizaram uma revisdo sistematica sobre TFD mediada por AM no tratamento da
microbiota bucal e os resultados apresentados dos 15 artigos escolhidos para a
revisdo mostrou que a densidade de energia variou de 3 J/cm? a 640 J/cm? nos
estudos analisados (71).

Um outro fator que pode ter impactado no resultado da TFD é o tempo de pré-
irradiacdo, onde o AM do colageno entra em contato com 0s microrganismos (S.
aureus) para que esse possa penetrar ou, ao menos, se ligar a membrana plasmatica
e, consequentemente, aumentar os danos causados aos microrganismos presentes
na ferida infectada. De acordo com a literatura, em estudos in vitro o tempo medio
comumente usados de pré-irradiacdo é de 5 minutos (65),(72). O tempo de pré-
irradiacdo do estudo foi de até 3 horas e esse é uma variavel para ser revista no
protocolo de irradiagcéo para a TFD.

Este estudo foi um primeiro passo para desenvolvimento de um curativo
conjugado de colageno com AM para TFD a ser usado para aceleracéo cicatricial de
feridas. Novos estudos pré-clinicos sdo necessarios para esta fase de
desenvolvimento do produto. Os pontos de melhoria que precisam ser ajustados para
futuras avaliacdes sao:

- Testar diferentes concentracdes do AM no colageno (in vitro e in vivo);
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- Verificar se a carga microbiana utilizada para infec¢cdo das feridas nao foi
muito alta, dificultando a cicatrizacao;

- Testar o material em feridas abertas;

- Ajustar o tempo de pré-irradiacao;

- Testar o curativo com diferentes tempos de irradiacdo e densidades de
energia;

- Aleatorizar os curativos nas feridas e verificar se diferentes posi¢cdes de
feridas nos ratos interferem na cicatrizagao;

- N&o esterilizar o curativo de coldgeno com AM em radiacdo gama. Como o
curativo sem o0 AM ja esta estéril, a sugestao é filtrar a solucdo de AM com filtro 0,22

um, mantendo a cadeia asséptica do produto.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que, clinicamente, os animais do grupo
luz apresentaram melhor escore de cicatrizacdo, porém, em relagdo a andlise
microbioldgica, ndo foram observadas reducdes significativas de microrganismos em
favor do grupo luz e essa reducéo é o fator chave da TFD. As analises histopatoldgicas

sugerem que a TFD acelerou o processo cicatricial no grupo irradiado.
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Comisséo de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo de curativo a base de colageno e farmaco fotoativo para
terapia fotodindmica pés-cirtrgica in vivo”, registrada com o n2 13/21, sob a responsabilidade de Martha Simoes
Ribeiro, que envolve a produgdo, manutengio e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica ou ensino, encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n2 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela CEUA-IPEN -
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN-SP) em
09/12/2021.

We certify that the proposal titled “Evaluation of collagen-based dressing and photoactive drug for pos-surgical
photodynamic therapy in vivo”, registration number 13/21, under the responsibility of Martha Simdes Ribeiro,
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794
of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the CEUA-IPEN - Ethic Committee on
Animal Use of the Nuclear and Energy Research Institute (IPEN/CNEN-SP) in 12/09/2021.

Finalidade: Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Margo/2022 a Abril/2023
autorizagdo:

Espécie/linhagem/raga: | Ratos Wistar

N2 de animais: 36

Peso/Idade: 250-300 g

Sexo: Machos

Origem: Biotério do IPEN/CNEN-SP

Sdo Paulo, 09 de dezembro de 2021.
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