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RESUMO GERAL

O tratamento de feridas corresponde a um grande desafio para os
profissionais da area de saude, em especial, feridas cutdneas extensas ou cronicas
que causam limitac@es fisicas, sofrimento emocional e altos custos de tratamento.
Diversos curativos estdo sendo desenvolvidos com finalidade de tratar essas
feridas de forma eficiente e a um custo acessivel, dentre eles os curativos com
base em biomateriais como a celulose vegetal. O presente estudo objetivou avaliar
a seguranca e eficacia de membranas de celulose vegetal com alginato de sddio
em feridas cutaneas. Para tal, feridas cutaneas foram induzidas em 117 ratos
Wistar machos divididos aleatoriamente em trés grupos de 36 animais: G1 (grupo
controle negativo), G2 (grupo controle positivo - membrana de celulose bacteriana)
e G3 (grupo tratamento - membrana de celulose vegetal). Todos os animais foram
avaliados nos dias 4, 7, 11 e 14 em relacdo a retracdo cicatricial, inflamacéao,
neovascularizacdo e reepitelizacdo. A biosseguranca foi avaliada por meio de
implante subcutaneo de discos de membrana de celulose vegetal com alginato de
sédio em nove animais (Grupo G4), acompanhados durante 14 dias.Para a
comparacao das porcentagens de retracdo da ferida foi utilizado o teste ANOVA, e
o teste de Mann-Whitney para comparacao entre variaveis ndo paramétricas com
grau de significancia de p<0,05. O método de modelagem matematica foi
empregado para determinar a retracao cicatricial. Houve diferenca significativa na
retracdo cicatricial de G3 em todos os dias, atingindo 50% de retracdo em média
aos 6.7 dias. Indicios de absorcdo da membrana ocorreu em até 11 dias, e néo
houve alteragcbes macroscopicas ou sistémicas associadas ao implante
subcutdneo. A membrana de celulose vegetal e alginato aplicada topicamente
demonstrou ser segura, sustentavel, de baixo custo e promoveu retracéo cicatricial

continua sem necessidade de troca de curativo.

Palavras-chave: Cicatrizacdo, Biocurativos, Alginato, Celulose.
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ABSTRACT

Wound treatment is a major challenge for healthcare professionals,
especially long or chronic skin wounds that cause physical limitations, emotional
distress, and high treatment costs. Several dressings are being developed with the
purpose of treating these wounds efficiently and at an affordable cost, among them
dressings based on biomaterials such as vegetable cellulose. The present study
aimed to evaluate the safety and efficacy of vegetable cellulose membranes with
sodium alginate in skin wounds. For this, cutaneous wounds were induced in 117
male Wistar rats randomly divided into three groups of 36 animals: G1 (negative
control group), G2 (positive control group - bacterial cellulose membrane) and G3
(treatment group — vegetable cellulose membrane). All animals were evaluated on
days 4, 7, 11 and 14 in relation to cicatricial retraction, inflammation,
neovascularization and reepithelialization. Biosafety was evaluated by
subcutaneous implantation of plant cellulose membrane discs with sodium alginate
in nine animals (Group G4), followed for 14 days. For the comparison of
percentages of wound retraction, the ANOVA test was used, and the Mann-Whitney
test was used to compare non-parametric variables with a significance level of p
<0.05. The mathematical modeling method was used to determine cicatricial
retraction. There was a significant difference in the cicatricial retraction of G3 in all
days, reaching 50% of retraction at 6.7 days. Signs of membrane absorption
occurred within 11 days, and there were no macroscopic or systemic changes
associated with the subcutaneous implant. The topically applied vegetable cellulose
and alginate membrane proved to be safe, effective and inexpensive and promoting
continuous healing retraction without the need for dressing change.

Key words: Cicatrization, Biological Dressing, Biocuratives, Alginate, Cellulose
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

A pele corresponde ao maior 6rgdo do corpo e muitas sdo as funcgbes
conferidas a ela, dentre outras podemos listar a regulagdo da temperatura corporal,
deteccdo de estimulos, barreira de protecdo contra agentes quimicos, biologicos e
efeitos dos raios solares, além de evitar a perda excessiva de liquidos. Dessa
forma, € preciso estar atento ao fato de que qualquer alteracdo na pele pode
resultar em consequéncias significativas para a saude do individuo (BUENO,
2015). Especialistas alertam que sdo muitas as possibilidades de lesdes ou
afeccdes cutaneas, sendo elas primarias ou secundarias, e que €é necessaria
dedicacéao especial a busca de métodos para a obtencédo de adequada cicatrizacéao
cutanea, pois muitas sdo as dificuldades no processo de reparacdo tecidual
(MORAES, 2012). Dentre outras, as lesbes causadas por feridas cronicas e
gueimaduras correspondem aos maiores desafios para os profissionais da saude e
especialistas da area (RIBEIRO et al., 2012; CAMPOS et al., 2016).

De maneira geral, as feridas cronicas resultam de quadros mais graves de
doencas que induzem a perda tecidual gradativa, como diabetes, pressao local
continua, tromboses e edemas (PAUL; SHARMA, 2004; OLIVEIRA et al., 2019).
Com o fenbmeno mundial de envelhecimento da populacdo, o numero de
individuos que apresentam quadros de feridas crénicas tem aumentado de maneira
expressiva (STEPHEN-HAYNES et al., 2014). As queimaduras também
correspondem a um tipo grave de lesdo que acomete grande parcela da populacéo
mundial, uma vez que os acidentes envolvendo gueimaduras estdo entre as
principais ocorréncias dos servicos de emergéncias hospitalares. No Brasil, as
queimaduras consistem no terceiro tipo de acidente com maior numero de
ocorréncia (BUENO, 2015).

A Sociedade Brasileira de Queimaduras (SBQ) estima que no Brasil ocorram
cerca de 1 milhdo de acidentes com queimaduras por ano e que, desse total, 300
mil sejam criancas. A SBQ afirma que lesbes causadas por queimaduras,
consistem na quarta principal causa de morte infantii em todo o mundo (DIAS,
2015).
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Tendo em vista 0os impactos causados por essas lesdes, é preciso que
sejam estudados curativos biologicos de baixo custo que apresentem resultados
bastante promissores. Contudo, embora se tenha grande variedade de curativos
sendo comercializados, nenhum desses produtos contempla todas as exigéncias
que os faria se enquadrar em uma categoria de curativo ideal (MOURA et al.,
2013). Segundo Muzzarelle et al. (2007) pode-se caracterizar como tratamento
ideal aquele que, além de proporcionar uma rapida cicatrizacdo, seja capaz de
evitar infeccbes e que mantenha a area lesionada em condi¢cdes de umidade
suficientes para possibilitar a formacéo de tecido de granulagéo; ainda é preciso
qgue o dispositivo drene a secrecao produzida pela ferida e previna a formacéo de
cicatrizes. Diante dessas exigéncias, 0s curativos usados atualmente, como a
gaze, apresentam inumeras desvantagens. Dentre elas podemos destacar a forte
aderéncia a superficie lesionada, o que resulta em oclusédo e acumulo de fluido sob
o curativo, favorecendo, portanto, a proliferacdo de patégenos (MOURA et al.,
2013). Como tentativa de reduzir os danos ocasionados por esses curativos, sdo
associadas as gases, géis que diminuem o ressecamento da pele e dor em fungéo
da troca de curativos (YUDANOVA; RESHETOV, 2006; CIRILLO et al., 2016).

Dessa forma, é necessario que muitos materiais sejam utilizados a fim de
agilizar a cicatrizacdo e reduzir os riscos para 0 paciente em tratamento. No
entanto, essa estratégia torna os procedimentos mais caros e pouco acessiveis
(WIEGAND; HIPLER, 2010). Para tanto, é preciso que pesquisadores se dediquem
a investigar alternativas que possam aprimorar os métodos vigentes, bem como
desenvolver novos protocolos e tecnologias que proporcionem tratamentos mais
acessiveis (MANDELBAUM et al., 2003; SOARES et al., 2012).

Estudos recentes tém investido em curativos elaborados com materiais com
atividade bioldgica, capaz de contribuir na cicatrizacdo e melhorar tanto a
aparéncia quanto a funcionalidade do tecido reconstituido (MUZZARELLI, 2007).
Nesse contexto, os biopolimeros do grupo dos polissacarideos e proteinas tém sido
muito utilizados na composicdo desses tipos de curativo — quanto aos
polissacarideos destacamos a quitosana e alginato, pois correspondem a recursos
bastante consagrados na composicdo desses dispositos e tém sido alvo de
pesquisas recentes (YAN et al., 2001; WANG et al., 2002; OLIVEIRA, 2012; SILVA,
CROSSETTI, 2012). Dentre as vantagens desses recursos podemos listar a alta
capacidade de atividade fisiolégica, diminuicdo dos riscos de rejeicdo do material
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por apresentarem alta biocompatibilidade e facil biodegradacdo (YUDANOVA;
RESHETOV, 2006). Além disso, os curativos a base de biopolimeros podem se
associar ao tecido lesionado e possibilitar melhor cicatrizacdo, ainda podem ser
associados a agentes antimicrobianos combatendo infeccdes, e desta forma
auxiliar no tratamento de feridas cronicas (WIEGAND; HIPLER, 2010).

1.1. LESOES CUTANEAS

A estrutura da pele € constituida por trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme. A camada mais externa — epiderme — é composta basicamente por
células mortas e queratina, sdo essas estruturas que conferem o carater de
impermeabilizacdo da pele. Por sua a vez a derme, localizada imediatamente
abaixo da epiderme, é composta por células conjuntivas. Por fim, a hipoderme, que
corresponde a camada mais profunda da pele, € responsavel por absorver
impactos e servir de suporte as demais camadas (SILVA, 2017). Associados a esse
orgao sao encontrados pelos e glandulas dos tipos sudoripara e sebacea (PAUL;
SHARMA, 2004).

Qualquer defeito ou rompimento na estrutura da pele configura uma lesdo de
pele ou lesdo cutanea que pode atingir diferentes graus de gravidade de acordo
com os niveis e camadas que foram atingidas. Existem trés tipos de lesGes na pele,
sao elas: (i) lesdes superficiais: aquelas que envolvem somente a derme; (ii) lesbes
profundas parciais: aquelas que alcancam o tecido subcutédneo — hipoderme; e (iii)
lesbes profundas totais: correspondem aquelas que sdo capazes de atingir o
musculo e areas adjacentes (BORGES et al., 2007; MORAES et al., 2013).

Quando levado em consideracdo o processo de cicatrizacdo, a lesdo pode
ser classificada segundo dois tipos: aguda e crbnica. As lesbes do tipo aguda sao,
geralmente, dos tipos profundas parciais ou profundas totais que levam em média
de oito a 12 semanas para reparacdo tecidual, apresentando formacdo de
cicatrizes. Essas lesbes tém como causas fatores externos como cortes,
perfuracdes, incisdes cirurgicas, abrasdes, queimaduras, choques e contatos com
substancias corrosivas, ou ainda, radioatividade (BOATENG et al., 2008). Dentre
esses tipos de feridas, as queimaduras exigem atencao especial, uma vez que
apresentam maior dificuldade no tratamento, podendo resultar em danos
irreversiveis que vao desde a perda de fluidos até comprometimento funcional da

area afetada. Dessa forma, o atendimento as vitimas de queimaduras exige uma
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série de cuidados que incluem treinamento especializado das equipes de saude e
acesso a equipamentos especializados para apropriados cuidados com esses
pacientes (IURK et al.,, 2010; SANTOS et al., 2017; CUNHA; FERREIRA; SILVA,
2017).

J& as feridas do tipo crénica apresentam cicatrizacdo bastante lenta, uma
vez que os tecidos de pacientes que apresentam esses tipos de lesdes estao
expostos a constantes danos, a tratamentos muitas vezes ineficazes, ou ainda, as
condicoes fisiologicas desfavoraveis, como em casos de pacientes diabéticos, com
infecgbes persistentes, ocorréncia de tromboses, edemas ou pressao local
prolongada (BUENO, 2015). E possivel, também, que nesse tipo de lesdo sejam
encontrados elevados niveis de substancias que contribuem para a perpetuacéo da
fase inflamatdria, podendo provocar retardo no processo de regeneracao que leva
de meses a anos para cicatrizar, estdo no grupo das feridas crénicas as Ulceras de
pressdo e as ulceras em membros (BOATENG et al., 2008; PAUL; SHARMA, 2004;
WIEGAND; HIPLER,2010).

Ha trabalhos que citam lesdes cronicas, em especial Ulceras cronicas dos
pés e pernas, como causa importante de afastamento do trabalho no Brasil
(BUENO, 2015), demonstrando que, apesar de diversas opc¢des para o tratamento
de feridas, ainda ha muito para se pesquisar, incluindo a racionalizacdo dos
recursos ja existentes e a sua acessibilidade ao maior nimero de pessoas. Um dos
principais desafios ao pesquisador € o desenvolvimento de tecnologias simples e
baratas, porém igualmente eficientes, pois ha um elevado custo nos materiais
disponiveis no mercado, sendo a maioria importada e com tecnologia patenteada
por empresas multinacionais (ERENO D., 2003; MORAES P., 2013).

1.2. PROCESSO DE CICATRIZACAO

Lesdes cutdneas sdo muito frequentes tanto em humanos quanto em
animais, sendo algumas destas lesdes profundas e extensas. O processo cicatricial
destas lesdes consiste em uma sequéncia coordenada de eventos celulares e
moleculares que resultam em restauragdo tissular. S&o utilizadas diferentes
classificacdes didaticas para o processo cicatricial. Para Moraes (2012) existem
trés estagios: estagio inflamatorio, seguido por um estagio de proliferacdo e em
seguinda a restauracao tissular por meio do estagio de remodelacdo. Ja Bueno

(2015) explica o processo de cicatrizagdo mediante quatro estapas: homeostase —
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em que ocorre a coagulacao; inflamacao; granulacdo — fase em que hé proliferacéo
das células e formacéo de tecido; e por fim, a reepitelizacdo — periodo no qual o
tecido é remodelado. E importante lembrar que o mecanismo cicatricial envolve
muito tipos de células e é influenciado por fatores de carater bioquimico, molecular
e extracelular.

Apoés a danificacdo do tecido, o processo de coagulacédo auxilia na reducao
de perda de fluido do organismo, além disso, age como uma barreira que protege a
area lesionada contra a acdo de patdgenos e ainda serve de suporte para o
desenvolvimento celular. A medida que ocorre a coagulagao, as plaquetas iniciam
uma cascata de cicatrizacdo por meio da liberacdo de componentes que induzem a
reproducdo celular. Concomitante a esse processo, células de defesa como os
granulécitos e macréfagos penetram na ferida protegendo-a de organismos
estranhos. Ainda, os macrofagos liberam citocinas pro-inflamatérias como
interleucinas e fator de necrose tumoral (FNT) que induzem a migracdo das
células, proliferacao de fibroflastos e queratindcitos e a sintese de componentes da
matriz extracelular. Ja na fase de granulacdo o tecido se reconstitui e
posteriormente a epiderme é restruturada (WIEGAND e HIPLER, 2010; OLIVEIRA
et al., 2011).

1.3. CURATIVOS: BREVE HISTORICO E SUAS CARACTERISTICAS

Os produtos para tratamento de feridas podem ser separados em dois
grandes grupos: agentes topicos e curativos. Os agentes topicos sdo aqueles
destinados a limpeza ou a protecdo da area, sdo aplicados diretamente sobre a
ferida. J& os curativos sdo 0s recursos que cobrem uma ferida com o objetivo de
favorecer o processo cicatricial, protegendo-a contra as agressdes externas,
mantendo sua umidade e preservando a integridade de sua regido periférica
(OLIVEIRA et al., 2011).

Inicialmente, era mais comum que o0s curativos fossem feitos com
bandagens a base de algod&o ou Ia. Esse formato de curativos tem como principio
manter a ferida livre de umidade, dessa forma permite a evaporacao do exsudato e
evita que bactérias contaminem a regido. Posteriormente, foi descoberto que a
manutencdo da umidade e alta temperatura da regiao lesionada, corresponde a
uma excelente estratégia para o processo de cicatriza¢cdo, uma vez que otimiza as

condicOes fisioldégicas da matriz extracelular, possibilita troca de gases e impede
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gue os microrganismos se desenvolvam (SILVA, 2017). A partir de entdo os
curativos modernos passam a ser elaborados com vistas a criacdo deste tipo de
ambiente.

Apés levantamentos das orientacbes para a elaboracdo de curativos
consagradas na literatura, Bueno (2015) compilou uma série caracteristicas que

devem ser consideradas a fim de promover as condi¢cdes ideais na cobertura de

feridas (Quadro 1.1).

Quadro 1.1 — Requerimentos para um curativo cutaneo ideal.

Requisitos Priméarios

Requisitos Secundarios

1-Oferecer protecdo mecéanica

1-Acelerar o0 processo de reparo tecidual

2-Ser livre de substancias toxicas e | 2-Possuir atividade antimicrobiana
irritantes
3-Proteger contra a entrada de | 3-Ser transparente para possibilitar o

microrganismos

monitoramento da cicatrizacao

4-Criar um ambiente Umido para a
cicatrizacao

4-Possuir atividade hemostatica

5-Proteger a pele do exsudato e excesso
de umidade

5-Exibir atividade de debridamento
(remocdao de tecidos necroticos e corpos
estranhos)

6-Permitir  trocas

ambiente

gasosas com O

6-Ser capaz de combater o mau odor

7-Nao aderir ao leito da ferida

8-N&o incomodar o paciente

9-N&o provocar dor quando aplicado ou

7-Possuir capacidade de remover ou
inativar enzimas proteoliticas em feridas
cronicas

removido

10-Moldar-se a regido ferida

11-Ser resistente a agua e facilmente
removivel

12-Ser de baixo custo

13-Néao liberar particulas ou fibras nao
biodegradaveis na ferida

14-N&o necessitar de trocas frequentes

15-Funcionar efetivamente sob
compressao

16-Manter na ferida a temperatura e pH
6timos

BUENO (2015, p. 9).

Embora muitas sejam as orientacdes, é preciso estar atento ao fato de que o
tratamento de uma ferida precisa considerar inidmeros fatores: a origem do
ferimento, o estagio de cicatrizacdo, condi¢cdes de saude do individuo e, ainda, as
situagdes soOcio-econdmico-sociais do paciente (BOATENG et al.,, 2008). Para

tanto, cada tipo de curativo deve ser adequado para cada situagcdo. Os curativos
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podem, ainda, ser classificados em diferentes tipos segundo alguns critérios de

classificacdo (Quadro 1.2).

Quadro 1.2 — Classificacdo de curativos cutaneos segundo Blanes et al. (2004) e

Boateng et al. (2008).

Critério de
Classificacao

Tipos

Primarios - quando estdo em contato direto com a pele
lesionada

Contato com a
superfificie lesionada

Secundarios - ndo estdo em contato direto com a
ferida, geralmente, ficam acima dos curativos
primarios, dentre eles podemos citar as gazes

llha - que corresponde a cobrir a regido central com
material absorvente e cobrir a por¢cdo adjacente com
material adesivo

Inativos — sdo estruturas absorventes que servem de
barreira de protecao contra particulas

Atividade que
desempenham

Interativos — sdo capazes de atuar na regulacdo das
condicbes do ambiente (hidrocoloides, hidrogéis)

Ativos — auxiliam no crescimento de células e inibem a
acao da protease

Pomada

Gel

Estrutura fisica

Filme

Espuma

Hidrocoloides — sdo derivados de materiais coloidais
associados a elastbmeros e estruturas adesivas

Curativos de alginato — sdo compostos por sais de
calcio e de sodio oriundos do acido alginico

Hidrogeis — correspondem as redes de polimeros que
apresentam grande potencial para absor¢éo e retencédo
de dgua sem que haja degradacao do curativo

Natureza do curativo

Filmes adesivos semipermeaveis — sao constituidos de
derivados de nailon associados a um adesivo
composto por polietiieno dando-lhes maior capacidade
de ocluséo

Espumas — se caracterizam por serem compostas,
geralmente de poliuretano

Matrizes celulares ou acelulares — consistem em
sofisticado dispositivo constituido por uma combinacao
entre coldgeno e componentes da matriz extracelular

Curativos biolégicos — compostos por biopolimeros

Essa classificacdo dos curativos segundo a sua natureza é aplicada apenas

aos curativos modernos. Muitas sdo as vantagens e especificidades desses tipos

de curativos, uma vez que € possivel associar suas fungdes as necessidades de

cada paciente (BOATENG et al., 2008). Dentre eles, os curativos mais utilizados

atualmente sdo os hidrocoloides, pois sua composicdo o torna adequado para o
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tratamento de feridas com pouca ou moderada liberacdo de exsudato (BUENO,
2015). Ja os curativos de alginato podem ser encontrados em forma de espumas
liofilizadas ou fibras flexiveis. Ao entrar em contato com o exsudato liberado pelas
feridas, esses curativos adquirem consisténcia gelatinosa capaz de absorver a
secrecdo produzida na é&rea lesionada e evitar a contaminacdo por acao de
bactérias (BOATENG et al., 2008).

Semelhante a capacidade de absorcdo dos curativos de alginato, os
hidrogeis também apresentam alta capacidade de retencdo de agua, que se da em
funcd@o dos grupos funcionais hidrofilicos do polimero, além disso, esses curativos
apresentam grande resisténcia a solubilizacdo, pois as cadeias poliméricas
apresentam fortes pontes de reticulacdo entre si (AHMED, 2015). Ao contrario
desses curativos, os filmes adesivos semipermedveis nao absorvem exsudato de
maneira satisfatéria, o que induz a lesdes cutaneas e alta proliferacdo de bactérias
(BOATENG et al., 2008).

Das vantagens apresentadas por curativos do tipo espuma podem ser
listados: a prevencao contra perda de fluidos, protecdo contra contaminacéo
bacteriana, além de possibilitar manter o ambiente em condicfes fisiolégicas que
favorecem a cicatrizacdo, promovendo assim, isolamento térmico da area tratada
(SILVA, 2017). Por sua vez, as matrizes celulares e acelulares podem substituir
temporariamente a pele, uma vez que parte da composi¢ao desses curativos pode
ser obtida de pele natural, em que se mantém a estrutura da derme e elimina os
componentes celulares. Além disso, € preciso que esses curativos tenham
estrutura tridimensional, abranjam area de superficie, tenham adesao eficiente e,
por fim, permitam boa migracéo e crescimento celular (BOATENG et al., 2008).

Esses dispositivos também devem ter caracteristicas que permitam sua
degradacdo sem a liberacao de substancia toxicas que poderiam ser eliminadas ou
absorvidas pelo organismo, para tanto, é preciso que a degradacdo seja
programada para o periodo de regeneracao do tecido (RIBEIRO et al., 2012).

Por fim, os curativos biologicos sédo constituidos de polimeros de origem
natural, o que concede a esses dispositivos grandes beneficios: producéo a partir
de recursos de fontes renovaveis, biodegradacdo e biocompatibilidade (NETO et
al., 2015). Para elaboracdo de alguns curativos, os biopolimeros podem ser
associados a componentes ativos, a exemplo das substancias antimicrobianas e

principios ativos capazes de induzir o processo de cicatrizacao (CAMPOS, 2017).
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Embora, atualmente, muitas sejam as variedades de curativos, ainda € dificil
para o profissional da area de saude determinar qual o curativo eleger para o
tratamento levando em consideracéo o tipo de ferida e caracteristicas do paciente.
Com vistas a esse problema, foram criados curativos mais complexos com a
presenca de bioativos que interferem de forma ativa nos estagios do processo
cicatricial das feridas. No entanto, a maioria dos pacientes ndo tém acesso a esses
curativos devido ao seu alto custo (MANDELBAUM et al., 2003; YAGUISHITA,
2007).

1.4. MEMBRANAS DE CELULOSE

Desde 1945 curativos de filme transparente e permeavel vém sendo usados
em pacientes com queimadura. No entanto, apenas em 1962 houve interesse pelo
desenvolvimento de pesquisas, producdo e comercializacdo desse novo conceito
de curativo. Em 1970 nos Estados Unidos e na Europa, teve inicio a producao
desses recursos, entretanto, no inicio da utilizacdo ocorreu grande inseguranca
entre os profissionais sobre as indicagcbes e utilizagdo, pois nao existiam dados
cientificos sobre os reais beneficios de cada um e nem estudos sobre a relagcéo
custo-beneficio. A partir desse fato, houve a preocupacdo em coordenar estudos e
avaliar cada tipo de membrana existente (FIELD et al., 1994; MANDELBAUM et al.,
2003; ERENO, 2003). Em especial, no final da década de 1980 muitos
pesquisadores se dedicaram a estudar as membranas biolégicas como alternativas
ao tratamento de feridas (CABRAL et al, 1987; PITANGY; SALGADO;
MARACAJA, 1988; VELASQUEZ, 1988).

As membranas de celulose obtidas por meio de sintese bacteriana, séo
indicadas para os tratamentos de lesdes de pele com perda do epitélio,
especialmente as com grande potencial de infec¢ao. A partir do surgimento dessas
membranas, muitos foram os beneficios relatados dessas estruturas no tratamento
de feridas (MARQUES; MORAES; TEXEIRA-NETO, 1996). Por meio destes
estudos, a membrana de celulose bacteriana ndo porosa passa a ser utilizada em
diversas situagbes, tais como: queimaduras superficiais e profundas,
dermoabrasdes mecanicas ou a laser, areas doadoras de enxertos, escaras de
decubito, Ulceras de estase venosa e arteriais. Sendo que suas principais
vantagens estéo atreladas a reducéo da dor e inflamacgéo, manutencao de umidade

da ferida e dos fatores de crescimento e defesa, bem como favorecimento da

22



granulacdo e crescimento dérmico, manutencdo do potencial elétrico da pele das
bordas dos ferimentos, menor taxa de contaminacgao externa, visualizacao direta do
aspecto e quantidade de secrecao da ferida e diminuicdo ou auséncia de trocas de
curativos, diminuindo assim as lesdes epidérmicas com comodidade e seguranca
ao paciente (OLYVEIRA, 2016).

Porém, foram observadas algumas inconveniéncias referentes a sua
utilizacao, tais como, a necessidade de remocéao de bolhas de ar sob a membrana,
remocdo de exsudato, dificuldade de adesdo a &rea receptora, enrugamento e
desprendimento da membrana sobre a lesé@o e elasticidade além da desejada para
tratamento de lesdes em areas articulares (MORESCHI et al., 1993; VIEIRA et al.,
2007, MORAES, 2013; NASCIMENTO; MORAES, 2017).

Tendo em vista a necessidade do aperfeicoamento do material e
aproveitando as caracteristicas vantajosas ja existentes, foram desenvolvidas as
membranas celulésicas de porosidade variavel para se adaptar as diversas
necessidades do tratamento das lesfes de pele. A membrana porosa possui
textura fina e uniforme, com alta maleabilidade e resisténcia mecéanica na presenca
de umidade, nela foram criados artificialmente poros que permitem a remocao
espontanea ou estimulada do exsudato das lesGes. O aperfeicoamento da
membrana porosa permitiu vantagens sobre os tratamentos convencionais, como
facilidade de aplicacdo, excelente adesdo aos tecidos, diminuicdo da dor,
visualizacdo adequada do leito da lesdo, drenagem espontanea, diminuicdo ou
auséncia de trocas de curativos e aumento do intervalo do acompanhamento
médico (MORESCHI et al., 1993; VIEIRA et al., 2007; CAMARGO et al., 2011;
BRITO JUNIOR; FERREIRA, 2015).

A ampla utlizagdo da membrana de celulose bacteriana estimulou o
desenvolvimento de diversas pesquisas com finalidade de ampliar as opcodes
terapéuticas para o tratamento de pacientes com lesfes de pele extensas. Diante
disso, a nanotecnologia se apresenta como uma tecnologia recente e importante
pois permite o desenvolvimento de novos materiais funcionais a partir da
reutilizacdo de subprodutos da agroindustria, como a celulose vegetal. O
processamento de alguns produtos vegetais, como o Eucalipto (Eucalyptus sp.)
gera uma grande quantidade de residuos, apresentando assim uma problemética
quanto a questao sustentavel. Aliando a nanotecnologia com a existéncia desses

residuos é possivel realizar o aproveitamento desses subprodutos industriais para
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desenvolvimento de produtos médicos e farmacéuticos, tal como a membrana de
celulose vegetal (MANDELBAUM et al., 2003; YAGUISHITA, 2007; DUARTE et al.,
2018).

De maneira geral, nanotecnologia € um termo genérico utilizado para referir
um compilado de técnicas, tecnologias e processos que se dedicam a manipulacéo
de particulas para construcdo de novos materiais com novas propriedades em
escalas de nanébmetro (CAMPOS et al., 2009). Na medicina, esses nhanomateriais
tém contemplado grande escala de diferentes necessidades, desde a liberacdo
controlada de substancias até a regeneracao tissular, pois sdo capazes de guiar a
regeneracao tecidual de maneira mais rapida e eficiente (MAZZEO; SANTOS,
2018).

1.5. ALGINATO DE SODIO

Nas ultimas décadas houve aumento no interesse por medicamentos
fitoterapicos, grande parte proveniente de extratos naturais, incentivando a busca
pela validacdo do uso desses medicamentos perante os resultados favoraveis em
estudos in vitro e in vivo. Nesse contexto, os curativos do tipo alginato emergem
como excelente estratégia a fim de se consagrar como alternativa para o
tratamento de diferentes tipos de feridas. Na engenharia de tecidos e liberacdo de
bioativos, o alginato tem sido alvo de muitos estudos (RINAUDO, 2008; WIEGAND;
HIPLER, 2010; TANAKA; MONTEIRO; MENEGON, 2016; DUARTE et al., 2018).
Na maioria dos casos, o0 alginato € extraido de algas marinhas, pois estes
organismos apresentam essa substancia na estrutura de sua parede celular
associada a dois outros polissacarideos — &gar e carragena, o que confere
flexibilidade no ambiente marinho (RINAUDO, 2008).

A forma comercial do alginato € extraida, em sua maioria, das algas
marrons. No entanto, além das algas, o alginato também pode ser obtido por meio
de bactérias da espécie Azobacter vinelandii e outras do género Pseudomas
(MAURSTAD et al., 2008).

Nas algas, o alginato € encontrado numa mistura de sais insoluveis, a
exemplo do célico e do magnésio (PINHEIRO; BORGES; DONOSO, 2013). O
processo de extracdo do alginato das algas marinhas envolve a conversao de sais
insollveis em agua, para uma versdo soluvel — alginato de sodio. Apds esse

processo, o alginato é diluido em agua e os residuos excedentes da estrutura das
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algas é filtrado. Em seguida, a fim a de recuperar o biopolimero é feita a adicdo de
sal de calcio para a obtencdo de uma versédo insoluvel do alginato — alginato de
calcio. Em seguida é produzida uma solucdo entre o alginato de célcio associado a
um acido que resulta na formacdo do &cido alginico, que pode ser facilmente
isolado. A substancia, entdo, é submetida a um novo processo de filtracdo, a fim de
eliminar o liquido presente. Por fim, adiciona-se carbonato de sodio até que a
solucéo se converta em alginato de sédio (RINAUDO, 2008).

O produto derivado desse processo pode ser apresentado na forma de gréos
que sdo moidos. Estimava-se que a industria de todo o mundo produzia cerca de
30 mil toneladas de alginato de sédio anualmente (MULLER; SANTOS, BRIGIDO,
2011). Dados mais atuais mostram que em 2015 o Brasil importou
aproximadamente 900 toneladas de &cido alginico (NOGUEIRA, 2017).

De maneira geral o alginato € descrito em sua formula estrural como um
copolimero linear de anios (1,4): B-D-manuronato (M) e a-Lguluronato (G). Essa
molécula é composta por regides homopoliméricas — blocos G e blocos M, que
ficam intercaladas com regibes em que se encontram grupos dos dois blocos (G-
M), conforme apresentado na Figura 1 (RODRIGUES, 2008). E importante ressaltar
que tanto a composicdo quimica, quanto a formatacdo de distribuicdo das
sequéncias dos blocos sdo determinadas pela origem do alginato e as condi¢des a
que foi submetido (WIEGAND; HIPLER, 2010).

f3-D-manuronato o-L-guluronato

Ho ooo'm° Ry oH © 3 5 ; ,
\ " / N NG
HO ']
2

M—M—M—G—M—G—M—G-G-G
N 7 N\ 7N /
Blocos M Blocos G-M Blocos G

Figura 1.1 — Formula molecular estrutural do alginato. Em que o bloco G
corresponde aos copolimeros lineares de a-L-guluronato, e M aos copolimeros de
a-D-manuronato. Fonte: Rodrigues (2008, p. 13).
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Dentre as principais caracteristicas do grupo dos alginatos, vale rassaltar a
capacidade de absorcéo e retencédo de agua, bem como os potenciais gelitificantes
e estabilizantes (RODRIGUES, 2008). A estrutura linear e alta massa molar dos
alginatos, permite que esses grupamentos constituam filmes e fibras no estado
solido (RINAUDO, 2008).

Muitas sdo as aplicacbes do alginato. Quanto ao seu uso na industria,
estima-se que aproximadamente 30% de todo alginato produzido no mundo seja
destinado ao setor alimenticio (RINAUDO, 2008; NOGUEIRA, 2017) Ele assume
papel de espassante na industria téxtil e de alimentos, sendo usado na producao
de molhos, xaropes, iorgurtes, maioneses e coberturas. Além disso, também se
comporta como estabilizante de sorvetes, atuando na reducdo da formacdo de
cristais e prevenindo o derretimento. J& no setor farmacéutico, o alginato emerge
como controlador de medicamentos e demais produtos quimicos, pois possui
grande sensibilidade a variacdo de pH (RODRIGUES, 2008). O alginato também
apresenta capacidade de auxiliar no processo de remocdo de ions metélicos de
solugdes aquosas (MCHUGH, 2003).

Ainda no setor farmacéutico, o alginato é largamente utilizado na producédo
de curativos utilizados, em especial, em feridas exsudativas, uma vez que este
apresenta alto potencial de absorcdo do exsudato. Sua utilizacdo € justificada
devido a capacidade de alterar sua estrutura a medida que reage com o exsudato
da ferida, passando de fibrosa para gel transparente hidrofilico e ndo aderente.
Essa nova estrutura possui a capacidade de absorver o exsudato inflamatério e
proporciona ao leito da ferida um meio Umido propicio para a cicatrizacdo e
manutencao da integridade da pele perilesional. A manuten¢do do meio iumido tem
como objetivo estimular o processo de cicatrizagdo, e a presenca do alginato
favorece a hemostasia primaria ao formar uma pelicula em gel sobre a ferida,
mantendo a temperatura e umidade adequadas ao processo de recuperacdo do
tecido lesionado (FRANCO; GONCALVES, 2008; OLIVEIRA et al., 2011).

Outra propriedade do gel é a capacidade de reduzir dores tanto as derivadas
das feridas, quanto as provenientes da troca dos curativos (LALAU et el., 2002). Os
curativos alginatos também possuem propriedades bioadesivas, antimicrobianas e
hemostéaticas. Sendo a capacidade antimicrobiana dada em funcdo da imobilizacao

dos microrganismos na matriz fibrosa do polimero (RINAUDO, 2008).
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A associacao do alginato com outros polimeros resulta tanto na variacdo da
porosidade do curativo, quanto na formatacdo da rede polimérica, o que induz a
melhora no material que constitui o curativo. Dessa forma, os alginatos podem ser
associados a pectina, quitosana e etilcelulose, que correspondem a polimeros
largamente utilizados na producdo de microcdpsulas de liberacdo controlada de
substancia (RODRIGUES, 2008).

Estudos recentes relatam a utilizacdo de curativos com alginato de sédio em
tratamentos de Ulceras venosas, apresentando como resultados melhora do
processo de cicatrizagdo da Ulcera, aumento de tecido de granulacdo e
epitelizacdo, sendo também relatadas diminuicdo de exsudato, edema e dor. De
acordo com os resultados destes estudos, a periodicidade da troca do curativo com
alginato depende do estado de contaminacdo da ferida, sendo recomendada a
troca de curativo a cada sete dias para feridas limpas e em até trés dias para
feridas contaminadas (OLIVEIRA et al, 2011).

Bueno (2015)
comercialmente (Quadro 1.3).

listou alguns dos curativos de alginato disponiveis

Quadro 1.3 — Curativos de alginato disponiveis comercialmente.

Nome e fabricante do curativo

Descricao

Algiderm® - Bard

Tecido de fibras de alginato de calcio

Sorbsan® - UDL

Material ndo-tecido de fibras de alginato
de célcio

Nu-Derm® - Johnson & Johnson

Material ndo-tecido de fibras de alginato
em forma de faixas

Algosteril® - Systagenix

Material ndo-tecido de fibras de alginato
de célcio

Kaltostat® - ConvaTec

Material ndo-tecido de fibras de alginato
de célcio e sodio

Kalginate® - DeRoyal Industries

Material ndo-tecido de fibras espessas
de alginato de célcio

Restore® - Hollister

Material ndo-tecido de fibras de alginato
de calcio e sodio

SeaSorb® - Coloplast Sween

Material ndo-tecido de fibras de alginato
de célcio e carboximetilcelulose

Maxorb® Extra - Medline Industries

Material ndo-tecido composto por fibras
de alginato e carboximetilcelulose

AlgiSite® - Smith & Nephew

Material tecido e nao-tecido de fibras de
alginato de calcio com elevado conteudo
de acido manurdénico

Tegagen HG® - 3M Health Care

Fibras de alginato de calcio em formato
de faixas

PhytaCare® - Curafarm

Hidrogel de alginato
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Curativo em duas camadas sendo uma
composta por material ndo-tecido de
fiboras de alginato de calcio de alto
conteudo de &cido manurénico e outra
composta por nailon impregnado com
prata
Hyperion Advanced Film Dressing ® - | Filme transparente de alginato

Hyperion Medical

PolyMem® - Ferris Mfg
Fonte: BUENO (2015, p. 21).

Silverlon® - Cura Surgical

Membrana de alginato contendo
glicerina e agente surfactante

Ferida contaminada é a principal causa de retardo no processo cicatricial, a
presenca de exsudato inflamatério infeccioso, associado a agentes bacterianos
como Enterococcus faecallis, Pseudomonas aeruginiae, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli promovem aumento da fase inflamatoria
do processo cicatricial, interferindo assim, na epitelizacdo, contracdo e deposicao
de colageno. Devido a complexidade do fendbmeno é fundamental a utilizacdo de
modelos in vivo e andlise da resposta organica do animal perante o uso do
curativo, apresentando assim condi¢gfes semelhantes a um contexto de uso clinico
em humanos (NITZ et al., 2006; BRITO JUNIOR; FERREIRA, 2015).

LesbBes cutaneas sejam elas limpas ou contaminadas, sao relatadas
frequentemente tanto em pessoas quanto em animais, e a dificuldade de acesso a
curativos pode tornar o tratamento do paciente longo, caro e com sequelas tanto
fisicas quanto psiquicas. Portanto, estudos e desenvolvimento de produtos com
capacidade de abreviar o tempo de cicatrizacdo, promover conforto e seguranca ao
paciente, com baixo custo, reaproveitando subprodutos da agroinddstria e

utilizando extratos naturais sao de extrema importancia médica e sustentavel.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a aplicabilidade e seguranca de membranas de celulose vegetal

incorporadas com alginato sédio em feridas cutdneas em ratos Wistar.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a efichcia e seguranca das membranas de celulose vegetal
incorporadas com alginato de sédio em aplicac¢des in vivo;

Comparar a acdo da membrana de celulose vegetal incorporada com
alginato de sodio com a membrana de celulose bacteriana (Membracel®)

disponivel comercialmente.

3. HIPOTESES
A membrana celular vegetal incorporada com alginato de sddio constitui uma
opcdo de tratamento para feridas cutdneas com acgdo superior ou equivalente a

membrana de celulose bacteriana (Membracel®) disponivel comercialmente.

3.1. Hipotese Positiva
A membrana celular vegetal incorporada com alginato de sodio constitui uma

opcao de tratamento para feridas cutaneas.
3.2. HipoGtese Negativa

A membrana celular vegetal incorporada com alginato de sddio ndo constitui

uma opg¢ao de tratamento para feridas cutaneas.
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CAPITULO Il

ANALISE DE CURATIVO DE MEMBRANA DE CELULOSE VEGETAL
INCORPORADA COM ALGINATO DE SODIO NA CICATRIZAQAO DE LESOES
CUTANEAS

2.1 INTRODUCAO

O tratamento de feridas € um grande desafio para os profissionais da area
de saude, em especial as feridas traumaticas derivadas de queimaduras
(BALASUBRAMANI et al., 2001; GIORDANI et al., 2016). Além disso, 0s
procedimentos terapéuticos para esse tipo de ferida exigem acompanhamento
multiprofissional (SANTOS et al, 2017). Estima-se que no Brasil ocorram cerca de
um milh&o de acidentes envolvendo queimaduras por ano, no entanto apenas 10%
desses pacientes procuram o0s servicos de saude e, desse percentual,
aproximadamente duas mil pessoas chegam ao Obito por questdes diretas ou
indiretamente relacionadas as feridas (GIORDANI et al., 2016).

As feridas crénicas também tém grande importancia hospitalar, em especial
as Ulceras em membros inferiores, que tém apresentado crescimento significativo
em todo cenario mundial. As Ulceras afetam significativamente a qualidade de vida
dos pacientes, uma vez que essas lesbes causam dores em diferentes niveis, além
de dificultar e limitar a mobilidade. Além disso, esse tipo de lesdo apresenta altos
indices de reincidéncia. Nesses casos, é imprescindivel que 0s curativos
apresentem alto potencial de absorcédo do exsudato e capacidade de induzir rapida
cicatrizacdo (SILVA et al., 2017).

Muitos sé&o os problemas causados pelo tratamento inadequado de feridas,
embora os curativos componham um diversificado cenario no mercado
farmacéutico, esses dispositivos apresentam custos elevados que acabam por
torna-los inacessiveis a boa parcela de pacientes, em especial, aos que
apresentam feridas crénicas. Ha dificuldade entre os profissionais da saude em
estabelecer as estratégias mais eficientes a fim de apresentar resultados
satisfatorios e atender as necessidades e caracteristicas do paciente
(RODRIGUES, 2018).

De maneira geral, os curativos que apresentam tecnologias mais avancadas,
como os que fazem uso de nanotecnologias, possuem resultados bastante

promissores, porem constituem o grupo de materiais de custos mais elevados
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encontrados no mercado. Além disso, é preciso considerar que 0s curativos
precisam ser trocados com frequéncia, o que torna mais dificil 0 acesso e mais
onerosa a sua utlizacdo (LIMA et al.,, 2016; DOLCI et al., 2017).Diante desse
cenario, muitas tém sido as tentativas em desenvolver curativos a base de
biomateriais que sejam menos onerosos tanto aos pacientes quanto as unidades
hospitalares, a fim de possibilitar que essas ferramentas sejam utilizadas em longa
escala em diversos pacientes e que possam apresentar resultados satisfatorios.
Ademais, a obtencdo desses dispositivos pode oferecer melhor qualidade de vida
aos pacientes, em especial as vitimas de lesGes cutaneas graves e feridas
cronicas, favorecendo menor tempo para regeneracéo do tecido, menos sequelas e
reducdo do tempo de internacdo. Esse Ultimo aspecto é bastante relevante uma
vez que auxilia a diminuir os custos ao paciente e instituicdes de saude (LIMA et
al., 2016; DOLCI et al., 2017). Nesse contexto, o alginato de sédio emerge como
excelente estratégia para servir como alternativa aos biomateriais ja em vigéncia no
mercado. O alginato corresponde a um polissacarideo natural obtido de algas,
geralmente, das algas marrons. Esse composto é amplamente utilizado nas
indUstrias téxtil, alimenticia e farmacéutica. Nesta Ultima, o alginato é usado na
formacdo de matrizes poliméricas que podem servir para encapsular farmacos e na
constituicdo de curativos destinados a ferida exsudativas (RODRIGUES, 2018).

Por seus altos potenciais de biocompatibilidade e biodegradacéo, o alginato
ganha vantagens quando comparado a curativos constituidos por materiais
sintéticos. Além disso, sua estrutura molecular confere a substancia formacdo de
géis de alta porosidade e propriedade mucoadesiva (RODRIGUES, 2018).

A membrana de celulose vegetal tem se destacado como uma alternativa
aos curativos de alto custo (CLARO, 2017), podendo apresentar propriedades
mecanicas iguais ou superiores quando comparado a outros biopolimeros como a
quitosana e o colageno. A membrana de celulose possui alto potencial de
moldagem e mobilidade, por isso tem sido usada na constituicdo de tecidos
cardiovasculares artificiais e cirurgias do sistema nervoso (MORAES, SASKA,
GASPAR, 2012). Outro aspecto dessa pelicula que merece destaque € a
capacidade de promover permeabilidade de carater seletivo, o que possibilida a
passagem de vapor de &gua e impede a entrada de microorganismos
(ANDREOZZI et al., 1992).

31



Embora muitos sejam os beneficios apresentados tanto pelo uso do alginato,
quanto das membranas de celulose bacteriana, muitas investigacdes sé&o
necessarias a fim de possibilitar a comercializacdo deste novo recurso. Frente a
esse cenario, o presente estudo se dedicou a avaliar a aplicabilidade de
membranas de celulose vegetal incorporadas com alginato sodio em feridas

cutaneas em ratos Wistar.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Delineamento da pesquisa cientifica

Estudo longitudinal randomizado controlado, os grupos experimentais foram
submetidos aos mesmos critérios de inclusdo e diferem somente pelo tratamento
instituido em cada grupo. Para analise histoldgica foi realizado ensaio simples cego
em que a leitura das laminas foi feita por um patologista experiente, e as amostras

nao tinham identificacdo conhecida pelo patologista.

2.2.2 Preparo das membranas de celulose vegetal

As membranas de celulose vegetal foram desenvolvidas e produzidas em
estudo prévio (CLARO, 2017) realizado no Laboratério de Tecnologia da Madeira
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, Florestas, Colombo
— PR). Neste estudo, foi utilizada a polpa branqueada obtida da madeira de
pinheiro (Pinus sp.), primeiramente homogeneizada em liquidificador laboratorial
com agua destilada para obtencdo de uma pasta. Essa pasta foi inserida em
moinho para a formacéo da suspensao de nanofibrilas de celulose (Figura 2.1) para
preparo do gel de celulose nanofibrilada (GCN). O GCN foi processado a fim de
produzir membranas base com gramatura objetivada de 20 a 60 g/m?2.
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Figura 2.1 Imagem fotografica do moinho Masscoloider Masuko Sangyo (A).
Imagem do moinho em funcionamento para o preparo do gel de celulose
nanofibrilada (B). Fonte: Claro (2017).

As membranas base foram submetidas aos seguintes testes fisicos: a)
Analise térmica por termogravimetria que foram feitas em analisador térmico com
taxa de aquecimento de 10°C/min em atmosfera inerte de N2 da temperatura
ambiente até 600°C; b) Avaliacdo da gramatura em que a massa em gramas foi
relacionada com a area em metro quadrado de papel ou filme sendo, os filmes
pesados em balanca analitica e as massas relacionadas com areas pré-definidas;
c) Ensaios de tracdo e arrebentamento, que foram realizados utilizando méaquina
universal e dinamémetro com distancia entre as garras ajustada para 100 mm e
velocidade de ensaio de 10 mm/min. Determinou-se a resisténcia a tracdo (MPa)
correspondente ao corpo de prova com largura de 1,5 cm. Utilizando equipamento
Mullen foi determinada a resisténcia ao arrebentamento dos filmes obtidos das
suspensdes da polpa bruta e da polpa tratada; d) Determinacdo da espessura
utilizando o equipamento micrémetro eletronico da Regmed®; e) Avaliacdo da
absorcdo de 4gua pelo método Cobb que corresponde a massa de agua absorvida
por 1m? do filme em determinado espaco de tempo, sendo adotado o tempo de 60
segundos, e f) Permeéncia a passagem de ar pelo método Gurley que mede a
guantidade de tempo necessario para determinado volume de ar passar através do
filme expresso em s/100 cm?.

Todos os testes fisicos foram realizados no laboratorio de polpa e papel da
Universidade Federal do Parana (UFPR). A avaliacdo das membranas por
microscopia eletrbnica de varredura foi realizada no Centro de Microscopia
Eletrénica da UFPR.
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2.2.3 Incorporacéo de alginato de s6édio a membrana

As membranas de celulose vegetal incorporadas com alginato de sodio
foram confeccionadas com a mesma técnica de producdo da membrana de
celulose base (CLARO, 2017). As membranas base foram alocadas em placas de
petri esterelizadas e recobertas com 0,5 ml de solug&o de casting.

Para a producéo da solucéo de casting foi misturado 0,6 g de alginato sodico
(Sigma) com 10 ml de agua destilada, aquecidos a 100°C por 1 hora até sua
completa dissolucao. Apés o resfriamento, adicionou-se 0,1 ml de glicerol (Sigma)
como agente plastificante ao volume fixo de 10 ml de solugdo, apds, 0,1 ml de
Tween 20 (Sigma) foi lentamente adicionado a solucdo. Apds a aplicacdo desta
solucdo as membranas permaneceram em placas de petri até a secagem completa
por aproximadamente 24 horas.

As membranas obtidas possuiam gramatura de 20 g/m2, foram cortadas em
discos de 3 cm de diametro e foram realizadas manualmente perfuracdes
simétricas medindo 2mm com agulha 40x12 a fim de produzir poros semelhantes
aos presentes nas membranas comerciais porosas. Apoés a realizacao dos poros 0s
discos foram alocados em embalagem cirlrgica e esterilizados sob lampada UV

para posterior utilizacdo no experimento.

2.2.4 Grupos experimentais

O presente trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana — Registro n°® 01244 (Anexo
1) e pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Positivo —
Registro n°® 475 (Anexo 2), seguindo as normas e principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentagéo Animal.

A experimentacdo in vivo envolveu 117 ratos da espécie Wistar, machos,
com idades entre 6-8 semanas, pesando aproximadamente 300 gramas. Os
animais foram alocados em biotério e mantidos em gaiolas individuais com espaco
suficiente para movimentacdo e descanso, tampa gradeada, forradas com
maravalhas, sob temperatura e fotoperiodo controlados e com alimento e agua ad
libitum. Cada gaiola foi identificada com crachas de acordo com o grupo de cada
animal.

Os animais foram identificados e distribuidos de forma aleatoria em quatro

grupos: Grupo 1 (Grupo Controle Negativo) - 36 animais submetidos a ferida
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induzida e nela foi observada a cicatrizacdo espontanea, sem aplicacdo de
membrana; Grupo 2 (Grupo Controle Positivo) - 36 animais submetidos a ferida
induzida com aplicacdo da membrana de celulose bacteriana comercial
(MEMBRACELL®); Grupo 3 (Tratamento) - 36 animais submetidos a ferida
induzida com aplicagdo da membrana de celulose vegetal com alginato de sadio.

O Grupo 4 (Implante Subcutéaneo) foi constituido por nove animais com
implantacdo de fragmento circular de 6mm de diametro da membrana de celulose

vegetal com alginato (Figura 2.2).

G1 — Controle Negativo

36 animais

G4 - Implante subcutaneo
9 animais

Figura 2.2 Identificacao e distribuicdo em grupos dos animais utilizados no estudo.

2.2.5 Experimentagéo animal

As feridas cirdrgicas foram induzidas por procedimento cirlrgico antecedido
por anestesia com associacdo de cloridrato de cetamina 10% na dose 60mg/kg e
cloridrato de xilazina 2% na dose 8mg/kg, administrados por via intramuscular. Em
seguida realizou-se ampla tricotomia no dorso dos animais e delimitacdo da area
da lesdo com caneta cirdrgica e molde circular de 3 cm de diametro (Figura 2.3).
Foi realizada antissepsia com gaze estéril, alcool 70% e iodopovidona topico a
10%. Em seguida foi realizada a exérese do segmento de pele e do tecido
subcutaneo subjacente com tesoura cirrgica Mayo Stille curva até a fascia

musculoaponeurética do dorso dos animais.
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Figura 2.3 Imagem fotografica do molde circular metalico de 3 cm de diametro,
utilizado para padronizar as feridas cutaneas cirurgicas.

A membrana experimental foi aplicada no Grupo 3 diretamente no leito da
ferida, ap06s a aplicacdo foi realizada leve pressdo nas bordas da ferida para
completa adeséo da membrana ao leito receptor (Figura 2.4).

Ao fim do procedimento cirdrgico, os animais foram transferidos para gaiolas
isoladas e identificadas com cores de crachas distintas, com alimentacédo e agua ad
libitum. Diariamente os animais eram avaliados no tocante a ferida cirlrgica,
comportamento e ingesta de 4gua e racao.

Nos primeiros quatro dias todos os animais receberam, cloridrato de
tramadol 12,5 mg/kg BID e enrofloxacina 10 mg/kg SID por via subcutanea. Os
animais foram acompanhados diariamente e se necessario seria realizada
analgesia de resgate. Aos quatro, sete, 11 e 14 dias de pdés-operatério, nove

animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia para coleta de amostras

histoldgicas.
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Figura 2.4 Imagens de rato Wistar com lesdo cutdnea de 3 cm de diametro,
induzida experimentalmente. Em (A) observa-se a aplicacdo da membrana de
celulose vegetal e alginato de sodio. E em (B) observa-se a boa aderéncia da
membrana a leséo cutanea.

No Grupo 4 foi realizada incisdo cirdrgica em regido interescapular,
implantado o fragmento de membrana em tecido subcutaneo (Figura 2.5) e
realizada sintese de pele com ponto simples utilizando mononailon 3-0. Esse
procedimento foi realizado com intuito de avaliar possiveis rea¢gfes do organismo a
membrana. Diferentemente dos trés primeiros grupos, os animais do G4 foram
submetidos a eutanasia apenas apos o 14° dia do implante. Neste periodo foi
avaliada a presenca de eritema, edema, fistulagéo, piodermite e o surgimento de

abscessos, e possiveis sinais de desconforto, dor ou prurido.

37



Figura 2.5 Imagem de rato Wistar submetido a incisdo cutanea, para implantacao
de membrana de 6 mm de celulose vegetal e alginato no tecido celular subcutaneo.

Quanto ao processo de eutanasia, os animais foram submetidos a
procedimento anestésico inalatério com isofluorano em campénula de acordo com
a diretriz da pratica de eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA, resolucdo normativa n° 37 de 15 de fevereiro
de 2018. O obito foi confirmado por avaliagdo do estado mental, pulso e ausculta

respiratéria e cardiovascular.

2.2.6 Avaliagcdo macroscopica e retracédo cicatricial

Para realizacdo das analises macroscopicas nos animais dos Grupos G1 a
G3, os animais foram sedados com isoflurano em campanulas, nos dias 4, 7, 11 e
14 dias poés-lesao.

Sob sedacéo, foram realizadas as seguintes aferi¢oes:

a) Medicdo do diametro horizontal e vertical da area afetada utilizando um
paquimetro digital calibrado;

b) Fotografia das lesées com auxilio de tripé instalado com distancia de 15
cm da superficie do animal, a fim de produzir imagem para realizacdo de
planimetria das areas de lesdo com o programa IMAGE J 1.51K para posterior
calculo da porcentagem de retracdo da ferida de cada grupo, segundo férmula
utilizada por Xu R et al. (2017) (Figura 2.6);

38



c) Avaliagdo da porcentagem de membranas aderidas na ferida em cada
grupo nos diferentes tempos avaliados;

d) Alteracdes visiveis na superficie da pele compativeis com reacéo
inflamatoria excessiva, escoria¢des por prurido ou processo infeccioso como areas
de abscessos, fistulacdes, pustulas, piodermites.

Além das analises sob sedacdo, também foi realizada avaliacdo de
alteracbes comportamentais nos animais compativeis com dor e distresse, de
acordo com o0s padroes estabelecidos pelo Guia Brasileiro para Producéao,
Manutengdo ou Utilizagdo de Animais para Atividades de Ensino ou Pesquisa
Cientifica (CAMPOS et al., 2016).
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Figura 2.6 Planimetria para mensuracao de area de ferida cutdnea em rato Wistar,
induzida experimentalmente, em programa de imagem IMAGE J 1.51K.

2.2.7 Avaliacéo histolégica

Para esse procedimento foram removidos fragmentos de pele do dorso e,
posteriormente, acondicionadas em solu¢do de formol tamponado a 10% por 24
horas. Em seguida, essas amostras foram encaminhadas para processamento no
laboratério de patologia experimental da PUCPR. Para tanto, as amostras foram
clivadas longitudinalmente no centro da ferida, emblocadas em parafina e

seccionadas em um micr6tomo rotativo com navalhas com seccbes de 5um de

39



espessura, sendo produzidas duas laminas por lesédo. A primeira lamina foi corada
em hematoxilina e eosina (HE) para a avaliacdo histoldgica geral, avaliacdo da
resposta inflamatoria e reepitelizacdo, enquanto que a segunda lamina foi corada
com tricromio de Mallory para avaliagdo da angiogénese e producao de fibras de
colageno. Apéds a confeccao, as laminas foram avaliadas por patologista experiente
utilizando-se os seguintes protocolos:
a) O grau de inflamacéo foi analisado conforme o escore de Cotran et al.
(2000) em que a inflamacéo é classificada em:
e Grau 1: Inflamacéo aguda com formacao de membrana piogénica,
e Grau 2: Predominio de inflamacéo aguda difusa (predominio de tecido
de granulacao);
e Grau 3: Predominio de inflamacao cronica com inicio de profileracdo
fibroblastica;
e Grau 4: Cicatrizagdo com desaparecimento de sinais de inflamacéao
com células redondas ocasionais.
b) A reepitelizacdo das bordas da ferida foi classificada segundo Sinha e
Gallagher (2005):
e Grau 0: Queratindcitos observados apenas na margem da ferida;
e Grau 1: Reepitelizacédo cobrindo &rea menor que 50% da ferida;
e Grau 2: Reepiteliza¢édo cobrindo mais que 50% da ferida;
e Grau 3. Reepitelizacdo cobrindo toda a ferida com espessura
irregular;
e Grau 4: Reepitelizagao cobrindo toda a ferida com espessura normal.
c) As fibras coldgenas foram avaliadas por meio do escore definido por Garcia
et al. (2010) adaptado para coloracéo de tricromio de Mallory sendo:
e Grau 1: Colageno com coloracdo discreta comparada ao tecido
adjacente saudavel,
e Grau 2: Colageno com intensidade semelhante ao tecido adjacente
saudavel;
e Grau 3: Colageno com intensidade maior que o tecido adjacente
saudavel.
d) A Angiogénese foi avaliada também a partir de escore definido Garcia et al.
(2010):
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e Grau 1: Quantidade de neovasos menor que a observada no tecido
saudavel adjacente;
e Grau 2: Quantidade similar ao tecido adjacente;
e Grau 3: Quantidade maior que observada no tecido adjacente.
Em seguida a essas andlises, as laminas foram escaneadas em scanner

AXio Zen 2.3 (Zeiss) e ampliadas de tamanho para demonstracéo dos resultados.

2.2.8 Avaliagdo da toxicidade do implante subcutéaneo

Nos animais do Grupo 4, além das analises cutaneas macroscopicas, foram
realizadas coletas de amostras sanguineas por via intracardiaca para
processamento de exames bioquimicos séricos para analise de perfis hepaticos
(alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA)) e renais (ureia e
creatinina) tendo como base estudo de Lima CM et al. (2014), com objetivo de
verificar possivel repercussao sistémica do implante. Ademais, foram coletados
fragmentos de pele e subcutaneo, os quais foram fixados e corados em HE para

avaliacdo de possivel reacao inflamatéria com significancia clinica ao implante.

2.2.9 Andlise estatistica e modelagem matematica

Para comparacao das porcentagens de retracdo da ferida foi utilizado o teste
ANOVA comparando as médias e desvios padrao entre 0s grupos e entre tempos
do mesmo tratamento utilizando grau de significancia de p< 0,05. Foi utilizado o
teste de Mann-Whitney para comparacdo entre as medianas dos escores de
inflamacédo, reepitelizacdo, intensidade de coldgeno e neoangiogénese entre
tratamentos com grau de significancia de p<0,05. Ainda, foi utilizado o teste exato
de Fisher para comparagcdo entre o prurido apresentado pelos pacientes em
relacdo ao tempo de tratamento no G3. Para estas avaliacGes foi utilizado o
programa STATGRAPHICS Centurion XVI versao 16.1.11.

O método de modelagem matematica foi empregado para determinar
precisamente em qual data a retracdo cicatricial atingiu 50% da area inicial da
ferida. A regressao nao linear foi realizada com o auxilio do programa do programa
Table Curve 2D v.5.01.02, pelo método de minimos quadrados
utilizandoprocedimento de Marquadt, a qualidade do ajuste foi observada por meio
do erro padréo da estimativa Syx e coeficiente de determinagdo mdultipla ajustado
R?aj (CHARNET, 1999).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Testes fisicos com a membrana base

Os testes fisicos com a membrana base utilizada para a inclusao do alginato
de sddio apresentaram, auséncia de poros a microscopia eletrénica (Figura 2.7),
resisténcia a tracdo de 47 MPa, superior a curativos com base em celulose
bacteriana e silicone, que apresentaram 10.32 MPa e 0.45 MPa respectivamente, e
sua degradacdo térmica foi superior as temperaturas atingidas por processos de
autoclavagem (121°C) (Fu L et al.,, 2012; Xu R et al.,, 2015) (Tabela 2.1). A
superficie da membrana base nédo sofreu alteracdo apoOs inclusdo de alginato
permanecendo lisa, uniforme, transparente, de facil manipulacdo e adaptavel ao

tamanho da ferida.

Figura 2.7 Microseltrnica ‘ filme d de Pinus embrana
base). Ampliacao de 500x (A) e aumento de 10Kx (B). Fonte: Claro (2017).

As propriedades fisicas da membrana base utilizada para incorporacdo com
alginato, avaliadas por Claro (2017) foram compiladas na tabela 2.1.

Tabela 2.1 Testes fisicos da membrana-base de celulose vegetal.

Espessura Gramatura Resisténcia Degradacdo Coob Gurley
(Mm) (g.m-2) a Tracao Térmica (g.m-2) (s.100cm3)
(MPa) (TGA)
45+ 3 40 £ 2 47+ 6 284a382°C 63+9 0

Fonte: Claro (2017).
2.3.2 Avaliagdo macroscopica e da retragéo cicatricial

N&o foram observadas alteragcbes comportamentais nos animais utilizados
no estudo durante o tempo avaliado, ndo houve demonstracdo de dor ndo sendo
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necesséria realizacdo de analgesia de resgate apds os quatro dias de pods-
operatorio, também nédo foram observadas alteracbes em relacdo a ingestdo de
agua e racao, alteracbes compativeis com distresse de acordo com os padrbes
estabelecidos pelo Guia Brasileiro para Producdo, Manutencédo ou Utilizacdo de
Animais para Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica (CAMPOS et al., 2016).
As avaliacbes macroscopicas foram realizadas por meio da observacédo do
aspecto da ferida nos dias seguintes a realizacdo do procedimento cirargico. Foi
analisada a presenca de crostas, exsudagdo e a aparéncia da membrana nos
grupos tratados no decorrer dos 14 dias de experimento. O grupo G3 apresentou
formacdo de crostas exuberantes, imidas e com coloracao escura a partir do 4° dia
de tratamento em todos os animais do grupo. Em comparacéo, os grupos G1 e G2

apresentaram crostas delgadas e com coloragéo clara (Figura 2.8).

TEMPO Gl _ G2 G3
0 4 1 B . ]
DIAS

07
DIAS

11
DIAS

14
DIAS

Figura 2.8 Imagens fotograficas das lesGes cutaneas induzidas experiméntalmente,
em ratos Wistar pertencentes aos grupos G1, G2 e G3 em diferentes tempos de
observacéo (dias 4, 7, 11 e 14).

A degradacdo da membrana no grupo G2 foi observada em todos os animais
apos 11 dias de sua aplicacdo, a membrana do grupo G3 apresentou-se
incorporada ao tecido até o 7° dia de tratamento, ap6s esse periodo iniciou-se um
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processo de desprendimento da membrana juntamente com a crosta formada,
permanecendo no leito da ferida um tecido de granulacdo sem sinais de trauma em
todos os animais aos 11 dias (Figura 2.9). Aos 14 dias nenhum animal de G2 ou

G3 apresentaram membranas aderidas a leséo.

7 DIAS __11 DIAS

Figura 2.9 Imagens fotograficas das lesbes cutaneas nos dias 7 e 11 em animal do
grupo G3.

Os dados referentes a retracéo cicatricial estdo presentes na Tabela 2.2. e
Figura 2.10. Uma retracdo lesional significante foi observada entre os varios
periodos de observacdo no G3 (P < 0,05), enquanto G1 e G2 apresentaram
diferenca a partir do 7° dia pos-leséo.

N&o houve diferenca (P > 0,05) na retracdo nos trés grupos apés o 11° dia
de tratamento. A comparagao entre grupos nos mesmos dias demonstra que, aos
quatro dias houve retracdo maior em G2, aos sete e onze dias em Gl e aos

guatorze dias ndo houve diferenca entre 0s grupos.

Tabela 2.2 Médias das porcentagens de retracdo das lesdes de G1 (controle
negativo), G2 (controle positivo) e G3 (tratamento) nos dias 4, 7, 11 e 14. Os dados
foram expressados em médias e desvios padrdo utilizando um grau de significancia
de p <0,05.

4 7 11 14

G1 34,73+ 12,57 b€ 64,23 £ 5,813 84,21+ 3,792 89,64 + 5,27 A
G2 41,48 +12,13 3 55,37 + 8,94 ¢ 77,53 +7,458 84,77 +10,55 3
G3 29,90 + 7,49 PP 53,16 + 6,13 ¢ 79,23 +5,47%8 86,67 +5,52 A

Letras minUsculas diferentes demonstram diferencas entre grupos e mailsculas entre tempos de um
mesmo grupo.
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Figura 2.10 Porcentagem da retracéo cicatricial em funcdo dos tempos avaliados
(4, 7, 11 e 14) dos grupos G1 (controle negativo), G2 (controle positivo) e G3
(tratamento - alginato).

N&o houve diferenca de prurido em relagédo ao tempo de cicatrizagdo nos

animais do G3 nos dias analisados.

2.3.3 Modelagem matematica

As curvas obtidas pelo método de modelagem matemética demonstraram
que a retracdo de 50% da leséo foi atingida respectivamente por G1, G2 e G3 aos
5.5, 5.7 e 6.7 dias, como observado na Figura 2.11. O valor de R?aj de G3 foi 0,999

e o erro padréo Syx% = 0,74.
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Figura 2.11 Curvas ajustadas para retracdo da lesdo x tempo (linhas) préximas as
porcentagens de tracdo observadas nos dias 4, 7, 11 e 14 (pontos) nos grupos G1
(controle negativo), G2 (controle positivo) e G3 (tratamento), obtidas pelo método
de modelagem matematica, mostrando que G1, G2 e G3 atingiram 50% de
retracao cicatricial, em média aos 5.5, 5.7 e 6.7 dias, respectivamente.
2.3.4 Avaliacéo histologica

A anadlise do grau de inflamacdo demonstrou ao teste de Mann-Whitney
diferenca entre os grupos somente no 7° dia de tratamento, sendo que G3
apresentou escore inferior, com predominio do Grau 2 (inflamac¢do aguda difusa

com predominio de tecido de granulagdo) em relacdo ao predominio do Grau 3
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(inflamacgéo crénica com inicio da proliferacéo fibroblastica) visto nos grupos G1 e
G2.

Entre os dias 4 e 7 de tratamento todos os grupos apresentaram diferenca,
porém G1 e G2 ndo apresentaram progressao em relacdo ao grau de inflamacéo
apos o 7° dia, permanecendo em Grau 3 enquanto G3 apresentou diferenca
significativa entre 7° e 11° dias, quando houve a progressao de Grau 2 para o Grau
3 igualando-se entdo aos outros grupos. Nenhum grupo apresentou evolucdo ao
Grau 4, correspondente a cicatrizagdo com desaparecimento de sinais de

inflamagé&o (Figura 2.12).

v . s | a Uyt o
\ [\ ‘.—,'A,\ - 2 &3 L o rs l":' .'1' S .' 3 x\vvf'

Figura 2.12 Secc0Oes histolégicas (hematoxilina e eosina). Em (A) analise de tecido
cicatricial com 4 dias de poOs-lesdo. Observa-se Grau 1 de inflamac&o. Nota-se
extensa crosta serocelular (circulo), recobrindo foco de inflamacdo aguda, com
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neutrofilos degenerados (seta) e necrose (asterisco), adjacente a inicio de
organizacdo de tecido de granulacdo (triangulo) (aumento de 5x). Em (B) analise
de tecido cicatricial com 7 dias de pds-lesdo. Observa-se Grau 2 de inflamacéo. E
identificado extenso tecido de granulagdo em organizacéao (triangulo), caracterizado
pela presenca de fibroblastos, angiogénese (setas vermelhas) e infiltrado
linfocitario (seta preta) (aumento de 10x). Em (C) analise de tecido cicatricial com
14 dias de poOs-lesdo. Observa-se Grau 3 de Inflamagéo.

N&o houve diferenca entre os grupos no mesmo dia de tratamento em
relacdo a andlise de fibras coldgenas, todos os grupos apresentaram predominio
do mesmo grau durante os mesmos dias, sendo Grau 1 aos 4 e 7 dias com
predominéancia de coladgeno com coloracdo discreta em comparacdo ao tecido
adjacente ao nao lesionado, e Grau 2 a partir do 11° dia com aumento da
intensidade do coldgeno se igualando ao tecido saudavel (Figura 2.13). Porém ao
analisar a evolucdo durante os dias de tratamento, o G1 apresentou diferenca
somente no 14° dia, com predominio do Grau 2, enquanto G2 e G3 apresentaram

Grau 2 apés o 11° dia de tratamento.

cicatricial com 7 dias de pés-lesdo. Nota-se producdo e organizacédo de colageno
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grau 1. Observa-se a ferida recoberta por crosta serocelular (circulo) e inicio de
formacéo de tecido de granulacdo com escassa producédo de colageno (asterisco)
(aumento de 10x). Em (B) andlise de tecido cicatricial com 14 dias de pés-leséo.
Nota-se a producdo e organizacdo de colageno grau 2. Presenca de fibras
coldgenas de espessura moderada (setas pretas) em quantidade semelhante a da
borda da leséo e se organizando horizontalmente. Sdo observados multiplos vasos
sanguineos (setas vermelhas) grau 2 de angiogénese (aumento de 20x).

A andlise da angiogénese pela coloracdo de tricromio de Mallory néo
demonstrou diferenca entre 0s grupos nos mesmos dias de acompanhamento, com
Grau 1 aos 4 dias, apresentando quantidade inferior de neovasos em comparacéo
ao tecido saudavel adjacente e evolugcéo ao Grau 2 a partir do 7° dia com aumento
da quantidade de neovasos (Figura 2.13). Em comparacéo aos dias de tratamento
em cada grupo foi observado que nos trés grupos (G1, G2 e G3) houve diferenca
somente até o 7° dia de tratamento.

Em relacdo ao escore de reepitelizacdo, foi obtido Grau 0 em todos os
grupos nos tempos avaliados, sendo observado queratindcitos apenas nas bordas
das feridas até o 14° dia de tratamento (Figura 2.14).

Figura 2.14 Seccéo histoldgica (hematoxilina e eosina) de tecido cicatricial com 14
dias de pés-lesdo. Nota-se Grau 0 de reepitelizacdo, com ferida recoberta por
crosta serocelular (circulo), sendo observados queratindcitos remanescentes na
borda da leséo (seta preta) (aumento de 10x).

2.3.5 Avaliagédo da toxicidade do implante subcuténeo

Em analise macroscépica nédo foi observado nenhum efeito adverso ao
implante subcutaneo, nenhum animal apresentou prurido, eritema, edema,
migracdo do implante ou fistulagdo durante o periodo avaliado. Apds eutanasia,

foram avaliados os parametros de bioquimica sérica (alanina aminotransferase,
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fosfatase alcalina, creatinina e ureia) e todos os resultados encontraram-se dentro
da normalidade em todos os animais do grupo G4. Na avaliacdo histologica em HE
foi observada a presenca de material levemente basofilico amorfo compativel com
fragmentos da membrana e a formacéo de granuloma no local, demonstrando que
aos 14 dias a membrana apresentou-se em processo de degradacdo porém ainda

com reacao local a sua implantacdo (Figura 2.15).

LI . —— n& - -
Figura 2.15 Secc0Oes histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina, de implante
subcutaneo de membrana de celulose vegetal, 14 dias ap0s a implantacdo. Em (A)
nota-se granuloma em tecido subcutaneo (seta preta) (aumento de 5x). Em (B)

aproximagdo da imagem de (A) com aumento de 40x, sdo identificados inUmeros

macréfagos epiteioides (seta preta) associados a material levemente basofilico
inerte. Ainda é possivel perceber a presenca da membrana (asterisco).
2.4 DISCUSSAO

A membrana base para incorporacdo do alginato de sodio apresentou boas
caracteristicas mecanicas e uma resisténcia a tracao superior a membrana oriunda
de celulose bacteriana conforme estudos prévios (Xu R et al., 2015), além de ter

uma fina espessura, capacidade de moldagem as necessidades da ferida (CLARO,
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2017) e possibilidade de esterelizagdo por autoclavagem ou luz UV, dois métodos
de facil acesso e baixo custo operacional (NASCIMENTO et al., 2012).

Apoés adicdo de alginato de sodio foi observada manutencdo do aspecto
macroscopico da membrana base, permanecendo com uma superficie lisa,
uniforme, transparente, de facil aplicagdo e ajustavel ao tamanho da ferida a ser
tratada. Caracteristicas que devem ser mantidas ao adicionar outros compostos a
membrana a fim de ndo comprometer 0s aspectos positivos ja existentes em sua
composi¢do inicial. O alginato € um composto de facil acesso e custo baixo,
tornando sua incorporacdo a membrana uma vantagem para a comercializacdo e
utilizacdo na rotina médica, tanto em animais quanto em humanos (OLIVEIRA et
al., 2011; BUENO, 2015).

A auséncia de poros microscépicos evidenciada em microscopia eletrdnica
confere, devido a maior densidade entre as nanofibras de celulose, resisténcia a
tracdo, porém a inexisténcia de poros macroscopicos impede a drenagem de
exsudato, a formacdo de crosta e a troca gasosa com 0 ambiente, requisitos
primarios a um curativo ideal segundo estudo de Bueno (2015). Dessa forma,
foram confeccionados poros padronizados e uniformemente distribuidos em todas
as membranas tendo como base os poros de 2 mm ja delimitados em membranas
vendidas comercialmente consideradas porosas. Esses poros permitiram a
drenagem do exsudato da ferida, trocas gasosas com o meio, formacao de crosta e
manutencao da umidade no leito da ferida.

Apesar de ser relatada melhor retracdo cicatricial em membranas sem poros,
devido a pouca formacao crostosa (FU et al., 2012), isto ndo foi observado no
presente estudo. Possivelmente, a formacdo da crosta nos animais do G3
proporcionou a manutencdo da umidade na ferida e condi¢des fisioldégicas da
matriz extracelular, o que pode ter possibilitado a troca de gases com o meio e
evitado a proliferacdo de microrganismos (BOATENG et al., 2008).

A presenca do alginato na membrana utilizada neste estudo pode ser
observada logo apos a sua aplicacéo, ja que ao ser alocada no leito da ferida, parte
da membrana tornou-se um gel e proporcionou a absorgcéo de exsudato e formacao
de crosta, corroborando com estudos realizados por Franco e Gongalves (2008) e
Oliveira et al. (2008), que justificaram a aplicacéo do alginato em curativos devido a
sua capacidade de alterar sua estrutura a medida que reage com o exsudato da

ferida e, essa nova estrutura, ser capaz de absorver o exsudato inflamatério e
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favorecer a hemostasia priméaria, por meio da formagdo de um tampdo em gel
(FRANCO; GONCALVES, 2008; OLIVEIRA et al., 2011). Essa adaptacédo também
eliminou a possibilidade de deslocamento, dobradura ou remocédo da membrana
apos sua aplicacdo. A melhor aderéncia da membrana devido a incorporagédo do
alginato e a sua degradacgéo entre 7 e 11 dias indica uma reposi¢cao do curativo
neste periodo sem necessidade de troca do curativo anterior, promovendo maior
conforto ao paciente e evitando novas lesfes causadas pelas trocas de curativo
(LALAU et al., 2002).

Em relacdo ao prurido nao significativo apresentado pelos animais do G3, os
resultados podem estar relacionados a formacao gelificante do alginato apos entrar
em contato com o exsudato da ferida impedindo o ressecamento do leito e
consequentemente irritacdo local e prurido ao longo dos dias (BOATENG et al.,
2008). A flexibilidade da pelicula de gel formada apds a aplicacdo, proporcionou
conforto ao animal em comparacao a outros curativos menos flexiveis e com forte
aderéncia como por exemplo a gaze (MOURA et al., 2013).

Nos animais de G3 foi observada intensa formacdo de crosta a partir do 4°
dia de tratamento, as quais se fixavam as feridas até o 7° dia e se desprendiam do
7° ao 11° dia de tratamento, 0 que indica a necessidade de troca de curativo apos
este periodo, como observado no estudo de Oliveira et al. (2011). Essa formacao
abundante de crosta a partir do 4° dia de tratamento foi também observado em
estudo de Vieira (2018).

Apos o desprendimento entre 7 e 11 dias foi observada permanéncia de
tecido de granulacdo em todas as feridas, sem indicios de trauma ou piora da leséo
apos o desprendimento da crosta. Apesar da auséncia da membrana entre 7 e 11
dias, o G3 apresentou retracdo significativa apos os 11 dias de tratamento, em
comparacao ao G2, o que denota que mesmo apos degradacdo da membrana, o
processo cicatricial ndo foi interrompido ou retardado.

A retragdo cicatricial nos animais do G3 mostrou-se continua em relagdo ao
tempo em comparacdo aos animais dos grupos G1 e G2. O G3 apresentou
diferenca significativa na retracdo em todos os dias analisados, enquanto que G1 e
G2 apresentaram diferenca somente apos o 7° dia. A diferenca apresentada por G3
em relacdo aos tempos analisados demonstra que houve uma continuidade no
processo de retragcdo neste grupo. Importante fato se comparado com os dados

evidenciados pela modelagem matematica, que revelaram uma retracdo de 50% da
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ferida, mais lenta nos animais do grupo G3. A retracdo continua apresentada por
estes animais € semelhante ao observado por Vieira (2018) que cita decréscimo
significativo em relacdo a area da ferida ao longo do tempo, principalmente entre 7
e 14 dias, em ratos tratados com extrato hidroalcodlico de ameixa do mato.

Em relacéo a avaliacdo histologica da inflamacéo, o fato dos animais do G3
terem evoluido ao Grau 3 somente no 11° dia em comparacéo a evolugcédo no 7° dia
de G1 e G2 pode explicar a retracdo cicatricial mais lenta apresentada por este
grupo, que atingiu 50% de retracd, em média, aos 6,7 dias em comparacao aos 5.5
e 5.7 dias dos animais dos grupos G1 e G2. Apesar do prolongamento da fase
inflamatoria da cicatrizacdo observada no G3, ndo houve comprometimento no
tempo do processo cicatricial pois nenhum dos grupos apresentou diferenca apés o
11° dia e ndo houve progresséo para o Grau 4 de inflamacéo. Este fato corrobora
com estudo realizado por Araujo et al. (1998) que ao comparar o uso de Trigliceril e
Agarol em feridas cutdaneas em ratos, concluiram que houve aumento da fase
inflamato6ria nos animais tratados com Trigliceril, porém sem diferenca entre os
grupos apés o 14° dia de estudo.

A perda de diferenca entre os grupos apos o 14° dia foi justificada pela
cicatrizacao fisiolégica, em que a fase inflamatoria com deposicao de fibroblastos
na regido lesionada é iniciada, independente de fatores externos (ISAAC et al.,
2010).

A formacdo de maior quantidade de fibras coldgenas nos animais dos
grupos G2 e G3 em comparacdo aos resultados apresentados nos animais do
grupo G1 demonstram acdo semelhante entre a membrana de celulose bacteriana
e celulose vegetal na estimulagdo de colageno das feridas, demonstrando
vantagens em relacdo a uma ferida nédo tratada, como em G1. Essa estimulacdo de
fibras colagenas indica grande proliferacdo fibroblastica, que é associada a um
Otimo ambiente para cicatrizacdo, minimizando possibilidade de cicatrizes cutaneas
exuberantes. Esse resultado é semelhante ao observado por Gil et. al. (2013) em
que feridas tratadas com curativos a base de biomateriais também apresentaram
fibras colagenas mais densas e intensamente mais coradas em comparacao aos
demais grupos estudados.

A formacdo de neovasos foi a mesma em todos os grupos nos dias
acompanhados, demonstrando que apesar do uso de tratamento nos animais do

G2 e G3, nédo houve, por meio das membranas, estimulacdo a formacao de novos
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vasos, em discordancia a estudo realizado por Vieira (2018) que apesar de nao
observar diferenca entre 0s grupos em relacdo a angiogénese observou
decréscimo no niumero de vasos formados ao longo dos dias analisados.

A néo evolugdo em relagcdo ao grau de reepitelizagdo pemanecendo em
Grau 0 em todos 0s grupos, sugere que 0s animais nao atingiram a fase final de
cicatrizacdo, a fase de remodelamento. Em estudos realizado por Batista et al.
(2010) e Fu et al. (2012) foram observadas alteragcdes macroscopicas significativas
e achados histologicos caracteristicos da etapa final de cicatrizacéo a partir do 14°
dia de pos-operatério em feridas menores do que as realizadas neste estudo com
maior tempo de acompanhamento das lesdes. Essas observacdes também
corroboram com estudo realizado por Vieira (2018) com acompanhamento de
feridas até os 21 dias de pdés-operatério, apresentando grau de reepitelizacao a
partir dos 14 dias com reepitelizacdo completa das feridas aos 21 dias. O grau 0 de
reepitelizacdo em todos os grupos, pode estar relacionado ao tempo experimental
de 14 dias estabelecido no presente estudo, tempo que mostrou-se ser insuficiente
para detalhamento de todas as fases cicatriciais, visto que em outros estudos a
reepitelizacdo foi observada justamente apds esse periodo.

Para lesbes cutaneas extensas, como as deste estudo, recomenda-se maior
tempo de observacao, de 21 a 30 dias para que caracteristicas como retracdo total
da ferida, evolucdo inflamatoria e deposicédo de colageno sejam melhor avaliadas.

Em relacdo a aplicacdo da membrana em regido subcutdnea néo foi
observado nenhum efeito adverso tegumentar e sistémico demonstrando
seguranca e atoxidade em seu uso. Apos 14 dias, foram observados fragmentos de
membrana em tecido subcutaneo envoltos em granuloma local, sugerindo o seu
encapsulamento prévio e inicio de degradacdo antes dos 14 dias, em concordancia
com os resultados macroscépicos que indicam a degradacdo do curativo entre 7 e
11 dias.

2.5 CONCLUSAO

A membrana de celulose vegetal acrescida de alginato de sddio demonstrou-
se segura ao uso topico e interno, sustentavel e com baixo custo de producgéo. Sua
aplicacédo é simples, promoveu a ferida uma cicatrizacdo continua e sem indicios

de irritacdo local. Apresentou-se degradada entre 7 e 11 dias indicando a reposicao
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do curativo neste periodo para evitar reducdo dos seus beneficios e similaridade

com a cicatrizacdo espontanea.
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CAPITULO Il

CONSIDERACOES FINAIS

O grupo tratado com a membrana de celulose vegetal apresentou resultados
semelhantes ao grupo tratado com a membrana comercial, indicando similaridade
entre seus mecanismos de acdo e estimulando a continuidade dos estudos com
esta membrana base no intuito de disponibilizar aos pacientes um tratamento tao
eficaz quanto a membrana comercial por um custo muito menor.

A adicdo de alginato de s6dio a membrana de celulose vegetal permitiu melhor
aderéncia da membrana a ferida, a mudanca de sua estrutura para um gel apés a
aplicacao permitiu a absorcao total da membrana entre 7 e 11 dias, dispensando a
troca de curativo no tempo determinado, indicando assim a sua reposicao,
causando deste modo maior conforto ao paciente e evitando novas lesdes
causadas por trocas de curativos.

Devido aos resultados obtidos neste estudo indica-se a adicdo de outros
compostos a membrana de celulose vegetal com alginato de s6dio com objetivo de
melhorar as propriedades ja existentes nesta membrana base, indica-se
estimulantes cicatriciais de origem natural como 6leos essenciais que poderiam ser
uma boa inclusdo a composicao ja existente, sem elevar significativamente o custo

de sua producéo.
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PARECER DE PROTOCOLO DE PESGUISA
REGISTRO DO PROJETO: 01244 — 42 versdo
TITULO DO PROJETO: ANALISE DE GURATIVD DE MEMESRANA DE CELULOSE E ALGINATD DE SODIO NA
CICATRIZAGAC DE [ ESOES CUTANEAS EM DORSO DE RATOS WISTAR

PESGQUISADOR RESPONSAVEL
JOSE ADEMAR VILLAMOVA JA.

EQUIPE DE PESGUISA
TAINAH DORADD CEREJA DE SOUZA. LUCIAND JOSE EIGID ISAKA, BRUNO MASSA DE VIVEIRDS, JAIR RODINI
ENGRACIA FILHO, WASHINGTON LUIZ ESTEVES MAGALHAES, FRANCIMNE CECCON CLARD

INSTITUIGAD
Pontificia Universidade Catdlica do Parang

CURSO

Medicina Veteringriz

VIGENCIA DO PROJETD | JUnner0is a Juliof20Te QUANTIDADE DE ANIMAIS | €5

ESPECIE/LINHAGEM Ratius nonegicus N° SISEIO -

SEXO MF o e te s b 152 se agics
P S wie 300 5 |ESPECE - GRUPD |,

IDADE | PESO a0 * | TAXONOMICOS . .o e hoa se aphca
Biotario UFPRL LOCAL 15 =

ORIGEM DO ANIMAL P L I N2 se 3gics

O colegisdo de CEUA certifica gque este protocolo que envolve a produgSo, manutencio efou uliizacio de
animais pertencentes so filo Chordats, subfilo Vertebrats (exceio homem), pars fins de pesguise cientifica, enconira-se
de acondo com oS preceitos da Lei n® 11.784/2018 & Decreto n® G.888/2009, & com as normas editedas pelo COMCEA e
foi APROVADO pela CEUA - FUCFR em reunifo de colegiado. Se houwer mudanca do protocolo o pesguisedor deve
enviar um relatdric 8 CEUA descrevendo de forma clars e sucints, a parte do protocolo & ser modificado e &8s sues
justificafivas. Se 8 pesguisa, ou parte dels for reslizades em outras insfituicdes, cabe ao pesquisedor ndo iniciar antes de

receber & sutorizecSo formal pars 8 sus reslizacio.

Fuz Imarnlada Conceigdo, 1155 Prado Valho CEP 80 215-501 Cuntiba Parani Bracil
Telefone: (41) 3271-2292 www.pucpr.br
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2 documento que autoriza o inicie da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da instituicéo &
deve ser mantido em poder do pesquisader responsavel, podendo ser requenido por esta CEUA em qualguer tempa.

Atancioaamante,

Prof. Dr. Sérgio Lulz Rocha
Coordenador J
Comlissiio de Etica no Ulfn de Animals

r'.‘_

Fuz Imaculada Coneeigio, 1155 Prade Velko CEP 20.213-801 Curttiba Parand Brasil
Tealefone: (41) 3271-2292 wwmw.pucpr.br
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ANEXO 2

A COMITE DE ETICA EM PESQUISA
? Rua Prof® Pedro irato Panigot de Souza, 5.300

._g Fone: (41) 3317-3260 ouw 3317-3200

Fao: (41) 317-3030

ceua(@up. com.br

UNIVERSIDADE

POSITIVO

PROTOCOLOD CEUA 475

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELO
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - UP)

IDENTIFICACAD

ANALISE DE CURATIVO DE MEMBRANA DE CELULOSE VEGETAL E ALGINATO DE SODIO NA
CICATRIZACAD DE LESOES CUTANEAS EM DORSO DE RATOS WISTAR

PROFESSOR ORIENTADOR
REBECA BACCHI

INSTITUICAD DO PESQUISADOR
Universidade Positivo

IALUNOS ENVOLVIDDS
REBECA BACCHI

OBJETIVO

QBJETIVO GERAL

| &valiar a splicabilidade de membranas de celulose vegetal com slginato de sodio em feridas cutdneas
em dorso de ratos wistsr, comparsr sua agio com & membrana de celulose bacteriana (MembraceiE)
disponivel comercialmente.

QBJETIVOS ESPECIFICOS

= Observar o aspecto estrutural microscopico do tecido cicatricial, e qualidade das fibras de colégeno na
\ferida limpa & contaminada;

= Observar se ha absorgio da membrana no tecido cicatricial;

- Observer & rescdo imunolagica local da implantacdo da membrana no tecido subcuténeo;

- Observar a5 alerapiies imunoldgicas & metabdlicas renais e hepéticas séricas do emprego da
membrans;

Obzervar se ha efeito aditive na reducdo do tempo de cicatrizagdo ou redugdo do processo
inflamatdriafinfeccicso pela adicdo de slginato de sddio & formulagdo da membrana de celulose vegetal.

SINTESE DO PROJETO

68



N COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ro Rua Prof® Pedro Viriato Parigot de Souza, 5.300
\'_g? Fone: (41) 3317-3280 ou 3317-3280

Fax: (41) 317-3030
ceua@up.com.br

UNIVERSIDADE

POSITIVO

PROTOCOLO CEUA 475

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELO
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - UP)

Serdo utilizados B8 ratos da linhagem Wistar, distribuidos sleatorismente em dois grupos experimentais
(G1 e G2 j& foram utilizados em estudo anterior, aprovado pelo CEUA/PUCPR 01117/2017 e seus
resultados serdo utilizados no presente trabalho para comparacdo com G3 e G4):

- G1:controle negativo — sera retirado segmento de pele e de subcutdneo de didmetro de 2,4cm de 35
snimsis. A cicairizacZo ird ocorrer por segunds intencdo.

- G2: controle positivo - seré refirado segmento de pele e de subcutdneo de didmetro de 2, 4cm de 36
animais. A ferids sera recoberta com membrana de celulose bacteriana comercial.

- G3: membrana de celulose vegetal e slginato de sédio - sers retirado segmento de pele e de
subcutdneo de didmetro de 2,4cm de 42 animais. A ferida serd recoberis com membrana de celulose
vegetal e alginato de sodio.

A eutandsia em G3 sers reslizads em nove animais de cada grupo nos diss 4, 7, 11 e 14 para coleta de
amostra e avsliscSo histolégica ds ferids. A eutandsia seréd reslizads pela overdose de solugdo
anestésica de pentobarbital sodico em dose de 100mg/kg por via intraperitoneal.

- G4: implante subcuténeo de membrana — este grupo sera composto por 24 animais divididos em dois
subgrupos, nos quais @ membrans de celulose vegetal com e sem slginato serd implantada no tecido
subcutdneo do animal com o intuito de avaliar a reacdo do organismo & mesma. A eutandsis deste grupo
sera reslizada no décimo primeiro apds o implante para observacdo macroscopica e colheita de amostra
sanguinea para analise bioquimica. da mesma forma como citado anteriormente.

Pars o procedimento cinirgico os animais serdo anestesiados com cetamina na dose de §5mglkg e
xilazina ns dose de 8mglkg por via IM. A inciséo para refirada do segmento de pele & subcuténeo sera
reslizada por meio de molde medindo 2,4cm de didmetro e sers realizada no dorso do animal. Como
anzlgesia os animais receberdo tramadol na dose de 12, 5mg/kg BID SC por 4 diss. Anfibioticoterapia
|sers realizada com enrofloxacina na dose de 10mg'kg SID SC. Em todos os grupos curativo de
esparadrapo e faixa ndo comprassiva sera realizado apds o procadimento cirlirgico.

Todos os animsis serdo anestesiados com isofluranc em campénulas nos dias 4, 7, 11 e 14 para
sfericio de medidas morfoméfricas de cicatrizagdo, verificacSo de visbilidade da membrans, verificagdo
de complicacdes e verificacdo de alteracdes comportamentais condizentes com dor e estresse. O sutor
cita ponto final humanitéric de acordo com as normativas apresentadas pelo Guia Brasileiro de Producéo
ou Manutencdo de Animais pars Atividades de Ensino ou Pesguisa Cientifica do Conces.

lCONENT ARIOS DO RELATOR

Projeto bem justificado e com relevancia cientifica pars a drea. Apds ss adequagdes este Ceus sprova
sus reslizaco.

|PARECER

Recomends s Aprovacéo
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