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RESUMO

A evolugdo da tecnologia com a utilizagdo de biomateriais para curativos
possibilitou um tratamento do reparo tecidual da ferida, a fim de oferecer a
protecdo contra infeccdes e traumas, deixando o ambiente umido, diminuir o
numero de trocas dos curativos, reduzir o quadro algico, proporcionar maior
conforto para os individuos, além de favorecer a liberagdo de substancias
bioativas. O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao de literatura sobre
0 uso de nanoparticulas na cicatrizacdo de feridas e eletrofiar membranas de
quitosana, quitosana com acido hialurénico, nanoquitosana e nanoquitosana
com acido hialurénico foram eletrofiadas e seu efeito na cicatrizagcdo de
feridas de pele em ratos foi avaliado pela aplicacdo destas sobre feridas
dorsais de 8mm. A literatura demonstra a utilizacdo da nanotecnologia, que
utiliza compostos em escala nanométrica para a dispersdao ou atuacido em
diferentes processos, como um imporante recurso na cicatrizagdo de feridas.
Além de atuarem sozinha, dependendo do polimero, as nanoparticulas
também podem ser carreadoras de moléculas com atividades biologicas. Para
sua utilizacdo na cicatrizacao de feridas, € importante que a nanoparticula
apresente, além dos efeitos desejaveis na cicatrizagdo da ferida,
biocompatibilidade e preferencialmente, biodegradabilidade. A aplicagéo
destas nanoparticulas na forma de gel, suspensdo, solugdo, filmes ou
membranas podem contribuir para a aceleracdo do processo de cicatrizagao
de feridas. A avaliagdo do efeito cicatrizante foi realizada pelo
acompanhamento da reducdo do didametro das lesbes, porcentagem de
retracdo das feridas e andlise histolégica dos tecidos por 21 dias, sendo
realizados seis tratamentos: G1: NaCl 0,9% (soro fisiologico); G2: NaCl 0,9% +
membrana eletrofiada de quitosana a 4% + PEO a 1%; G3: NaCl 0,9% +
membrana eletrofiada de nanoquitosana a 4% + PEO a 1%; G4: NaCl 0,9% +
membrana eletrofiada de quitosana a 3% + PEO a 1% + acido hialurénico 1%;
G5: NaCl 0,9% + membrana eletrofiada de nanoquitosana a 4% + PEO a 1% +
acido hialurénico 1%; G6: NaCl 0,9% + curativo hidrocoloide comercial. As
membranas foram caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura,
atividade antimicrobiana e analises mecanicas. As membranas de
nanoquitosana com acido hialurénico (G5) obtiveram maior espessura,
didmetro e uniformidade das fibras, resisténcia, elasticidade e estabilidade
térmica, apresentando resultados superiores aos demais tratamentos, com
retracéo de 73,8 % da ferida até o sétimo dia de avaliagdo. A quitosana como
nanoparticula e em especial associada ao acido hialurénico mostrou-se mais
promissora para a producao de membranas para a cicatrizacdo de feridas
cutaneas, especialmente para aplicacao até o sétimo dia do tratamento.

PALAVRAS-CHAVES: Cicatrizacao. Feridas. Eletrofiagdo. Nanoparticulas.



ABSTRACT

Evolution of technology with the use of biomaterials for dressings made it
possible to treat wound tissue repair, in order to offer protection against
infections and traumas, leaving the environment moist, reducing the number of
dressing changes, reducing pain, providing greater comfort for individuals, in
addition to favoring the release of bioactive substances. The objective of this
work was to carry out a literature review on the use of nanoparticles in wound
healing and electrospinning membranes of chitosan, chitosan with hyaluronic
acid, nanochitosan and nanochitosan with hyaluronic acid were electrospun and
their effect on the healing of skin wounds in rats was evaluated by applying
these to 8mm dorsal wounds. The literature demonstrates the use of
nanotechnology, which uses nanometer-scale compounds for dispersion or
action in different processes, as an important resource in wound healing. In
addition to acting alone, depending on the polymer, nanoparticles can also be
carriers of molecules with biological activities. For its use in wound healing, it is
important that the nanoparticle presents, in addition to the desirable effects on
wound healing, biocompatibility and preferably, biodegradability. The application
of these nanoparticles in the form of gel, suspension, solution, films or
membranes can contribute to the acceleration of the wound healing process.
The evaluation of the healing effect was performed by monitoring the reduction
of the diameter of the lesions, percentage of wound retraction and histological
analysis of the tissues for 21 days, with six treatments: G1: NaCl 0.9% (saline);
G2: 0.9% NaCl + 4% chitosan electrospun membrane + 1% PEO; G3: 0.9%
NaCl + 4% nanochitosan electrospun membrane + 1% PEO; G4: 0.9% NaCl +
3% chitosan electrospun membrane + 1% PEO + 1% hyaluronic acid; G5: 0.9%
NaCl + 4% nanochitosan electrospun membrane + 1% PEO + 1% hyaluronic
acid; G6: 0.9% NaCl + commercial hydrocolloid dressing. Membranes were
characterized by scanning electron microscopy, antimicrobial activity and
mechanical analysis. The nanochitosan membranes with hyaluronic acid (G5)
obtained greater thickness, diameter and uniformity of the fibers, resistance,
elasticity and thermal stability, presenting superior results to the other
treatments, with retraction of 73.8% of the wound until the seventh day of
evaluation. Chitosan as a nanoparticle and in particular associated with
hyaluronic acid showed to be more promising for the production of membranes
for the healing of skin wounds, especially for application until the seventh day of
treatment.

KEYWORDS: Healing. Wounds. Electrospinning. Nanoparticles.
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CAPITULO 1 - Artigo a ser submetido a revista Ciéncia, Cuidado e Saude

Uso da nanoquitosana no reparo e tratamento de feridas cutidneas: uma

revisao de literatura

Edimar Dal Ponte?, Helton J. Alves? e Juliana Bernardi-Wenzel?
aPrograma de Pdés-Graduacao em Biotecnologia — Universidade Federal do

Parana — Setor Palotina.

RESUMO

Introducgao: A utilizagdo de biomateriais para curativos possibilitou a evolugao
de uma ferramenta para auxilio no reparo tecidual das feridas, proporcionando
um microambiente adequado, com reduc¢ao do numero de trocas dos curativos
e melhora do quadro algico, por meio da liberagdo de substancias bioativas.
Objetivo: realizar uma revisdo de literatura sobre as feridas cuténeas e a
utilizagdo de  nanoquitosana no  desenvolvimento de  curativos.
Desenvolvimento: Foram consultadas as bases de dados Pubmed e Web of
Science para a pesquisa de artigos. A literatura enfatiza as caracteristicas das
lesbes de pele e o importante processo de cicatrizagao tecidual, com reacdes
bioquimicas e celulares que tem por finalidade induzir reparo. Durante o
processo de restabelecimento completo do tecido, pode ocorrer
desestruturacio tecidual, desencadeando cicatrizes hipertréficas e queloides.
Essas situagdes dependem do tamanho da lesdo, condi¢bes imunologicas e
perfil do paciente. Assim, curativos vém sendo desenvolvidos com diferentes
tecnologias para acelerar o processo de cicatrizagcdo e devem atuar na
higienizagdo, desbridamento, controle de crescimento microbiano, manejo do
exsudato, incentivo a granulagéo e a reepitelizagdo. Os materiais utilizados na
produgdo destes curativos devem apresentar estas atividades e
biocompatibilidade. A aplicagdo de materiais nanoparticulados estao
demonstrando-se promissores nessa fungao, pois além das caracteristicas do
préprio material, seu tamanho facilita sua dispersdo nos tecidos. A quitosana é
um polissacarideo obtido principalmente da carapaga de crustaceos e que
apresenta atividades antimicrobiana, anticoagulante, imunoestimulante, gera
rapida regeneracao dérmica e estimula o processo de cicatrizag&o. Aplicada na
forma de nanoparticula, pode apresentar potencial promissor na cicatrizagao de
feridas cutdneas. Conclusao:Conclui-se com a pesquisa a importancia e o
beneficio exibido por nanoparticulas, visto que atende varios critérios no
processo de cicatrizagcdo de feridas, diminuindo a lesdo e colaborando nos
aspectos reparatorios.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizagao, curativos, nanoparticulas, biopolimeros.



1. Introducgao

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e possui importante funcéao de
proteger o organismo do ambiente externo. Sua atuacdo de barreira contra
meios nocivos previne a entrada de patdgenos (1). Além disso, a pele atua em
muitas fungdes vitais, incluindo a regulagdo da temperatura, imunidade contra
microrganismos, manutengao do equilibrio eletrolitico, bem como protegéao
contra lesdes fisicas, agentes quimicos e radiagcédo ultravioleta. Também se
configura como via importante para administracdo e absor¢gdo de
medicamentos (2).

As lesbes cutaneas crbnicas representam aquelas que nao se
enquadram a um processo de cicatrizagdo organizado estando expostas ha
mais de trinta dias. Estes tipos de lesdes frequentemente podem ulcerar e estar
sujeitas a passar por infec¢cées bacterianas que comprometem a cicatrizagao
de feridas (3).

Com o alto custo com procedimentos para cicatrizagdo de lesdes
cuténeas, estudos pela busca de farmacos e curativos que atuam no tecido
lesionado, com a finalidade de diminuir os valores nos tratamentos e aumentar
os estimulos para cicatrizacdo sao muito importantes. Diversas pesquisas
foram realizadas com o intuito de buscar compostos eficientes no processo de
reparagdao. Assim, a procura por materiais que estimulassem a acéao
angiogénica, que promovessem atividade direta na cicatrizagcédo e reduzissem o
tempo de cura de lesdes intensificou-se (4).

De acordo com (5) o recurso para cicatrizacdo das feridas exige
pesquisas e métodos com resultados diferenciais com intervalos de tempo
reduzido através da utilizacdo de substancias no tratamento de lesdes. Na
maioria das vezes sao utilizados fatores empiricos, ineficazes e nocivos a
periodo de cicatrizagdo. O progresso da tecnologia traz resultados benéficos,
proporcionando grande evolugdo no processo de reconstrugcdo do tecido
lesionado e caracteristicas recorrentes a sua les&o.

Os curativos para lesdes cutédneas executam um papel fundamental no
processo da reparacao de feridas. Eles preservam a lesao de agentes de risco
externos e agilizam o processo de reparagdo. Com suporte no mecanismo de

regeneracao das lesdes, um curativo adequado deve conter como suas
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principais caracteristicas: absorcdo do excesso de exsudado; amparar a lesao
de infecgdo microbiana; conservar uma base de cicatrizagdo umedecida no
local da lesao; favorecer a troca gasosa; nao possui toxidade, biocompativel e
degradavel, ndo adere na ferida, praticidade para remocédo e substiuicao;
proporcionar angiogénese e restruturagao de tecidos (3).

Geralmente, as lesbes cutaneas sdo minimizadas pela resposta
fisiologica, porém, as causas sistémicas ou regides especificas podem
colaborar para o retardo da cicatrizagdo. Deste modo a flexibilidade de
reparadores que possam cooperar para esses resultados € de extrema
importéancia (6). Apesar de haver uma da diversidade de curativos para feridas
no mercado, lesbdes altamente exsudativas sado dificeis de cicatrizar, pois os
curativos nao podem inibir de forma eficiente a invasdo microbiana da ferida.

Muitos farmacos e biomateriais sao utilizados para acelerar o processo
de cicatrizagdo, sendo eles os acidos graxos essenciais, alginato de calcio,
anti-sépticos e detergentes, bandagens para compressao, carvao ativado e
prata, filmes semi-permeaveis, colageno bioldgico, fator de crescimento celular,
hidropolimeros, hidrogel, hidrocoloides, enzimas proteoliticas, sulfadiazina de
prata, acetato de celulose permeavel ao vapor, protetores cutaneos,
membranas permeaveis ao vapor e curativos com gaze (7).

A maioria desses avangos englobam a nanotecnologia, ciéncia de
empregar matéria em escala atdbmica e molecular para a evolugdo de novos
artigos, tem estimulado o interesse de cientistas das mais variadas areas em
todo o mundo, pelo fato do seu grande potencial ainda por ser explorado
completamente. Pesquisa desta tecnologia envolvem particulas com
dimensdes menores que 100 nm e podem ser utilizadas no reparo tecidual de
ferida, podendo oferecer a protecdo contra infeccbes e traumas, manter o
ambiente umido, diminuir o numero de trocas dos curativos, redugdo do quadro
algico, proporcionar maior conforto para os individuos, além de favorecer a
liberacdo de substancias bioativas (8,9).

Os polimeros naturais cresceram como possiveis novos reparadores,
pois sao faceis de serem obtidos, apresentam propriedades antimicrobianas e
antecipam o processo de cicatrizagdo por motivo da colaboracdo na
proliferacdo celular (10). De acordo com (11), para tornar mais eficaz o

potencial de cicatrizacdo de um curativo, diversas estratégias ja foram
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empregadas, entre elas, o uso de antibidticos e nanoparticulas que apresentam
uma maior biocompatibilidade e biodegradabilidade (12).

Portanto, o presente estudo tem o objetivo de abordar o avango da
tecnologia na producéo e aplicacdo de curativos para cicatrizagado de feridas,
abrangendo estudos que mostram a importancia da quitosana e suas

nanoparticulas.

2 Tipos de feridas

Ao atuar como barreira entre o corpo e o ambiente externo, a pele esta
constantemente exposta a potenciais injurias e, portanto, a cura de feridas de
pele é um processo vital para a sobrevivéncia (13). Feridas podem ser
definidas como uma injuria ou ruptura da estrutura anatémica e funcional de um
orgao, sendo resultado de danos fisicos, quimicos, mecanicos e/ou térmicos
(1). As causas podem ser variaveis, incluindo cirurgias, lesdes, fatores
extrinsecos (como pressao, queimaduras e cortes) ou condigdes patologicas
como diabetes e doengas vasculares. (14).

A classificagdo das feridas, de maneira geral, pode ser feita de trés
maneiras diferentes: quanto a etiologia, complexidade e tempo de existéncia
(15). Ja as causas das feridas podem ser diversas, podendo estar relacionadas
com fatores extrinsecos, como lesbes traumaticas provocadas por agentes
fisicos, quimicos ou biologicos, ou por fatores intrinsecos, como feridas
cronicas resultantes de neoplasias, disturbios metabdlicos e doencgas
vasculares (16).

A classificagédo quanto a complexidade varia entre autores, mas (17)
definiram alguns critérios para definir uma ferida como complexa. Nesse
aspecto, a lesdo deve possuir ao menos um dos seguintes aspectos, sendo: | -
perda extensiva de tegumento, independente se a ferida € aguda ou croénica; Il
- infeccdo como uma complicagdo da ferida; Ill - comprometimento da
viabilidade dos tecidos superficiais, o que pode ser revelado pela presenca de
necrose, sinais de ma vascularizacao, dentre outros; IV - associacdo com
algumas patologias que fazem com que feridas normais falhem em seu
processo de cicatrizagdo. Os autores ainda mencionam alguns exemplos de
feridas complexas que sdo mais comuns: Ulceras de pressao, feridas nas

extremidades inferiores em pacientes diabéticos, ulceras venosas cronicas,
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feridas relacionadas a vasculites e terapia imunossupressora que nao
cicatrizarem com cuidados simples e feridas associadas a necrose causada por
infeccao.

Ademais, existem ainda outros aspectos a serem classificados em uma
ferida, como o grau de contaminagao do ferimento, sendo dividido entre feridas
limpas, contaminadas e infectadas. As primeiras sdao aquelas que ndo possuem
sinais de contaminagcdo e menos de 6 horas até o atendimento, sendo
fechadas por suturas. Ja as feridas contaminadas s&o aquelas que n&o
possuem sinais de contaminacdo e mais de 6 horas até o atendimento, de
modo que podem ser fechadas por suturas apés um criterioso preparo do leito
da ferida. A prescricao de antibidticos para este tipo de ferida esta indicada em
determinados casos. Por fim, as feridas infectadas sao aquelas que possuem
intenso processo inflamatorio e infeccioso, de maneira que a sutura ndo esta
indicada neste momento. A infeccdo deve ser controlada por meio de
antibiéticos tépicos e/ou sistémicos (18).

Outro aspecto relevante que pode ser caracterizado em uma ferida é o
exsudato. O termo exsudato refere-se a saida de liquidos orgéanicos através
das paredes dos vasos e das membranas celulares (16), produzido em
resposta ao dano tecidual. A quantidade a ser produzida depende do gradiente
de pressado entre os tecidos. Uma ferida que evolui pelo ciclo normal de
cicatrizacdo produz exsudato suficiente para promover proliferagdo celular e
auxiliar no processo de remocéao de tecido desvitalizado por meio da autdlise.
Nessas feridas que esta cicatrizando, a producéo de exsudato geralmente se
reduz com o tempo. Por outro lado, em feridas que ndo cicatrizam, a produgao
de exsudato continua de forma excessiva devido a inflamagcao e a infeccéo
presentes (19). Ha muitas classificagdes para os tipos de exsudato, mas a
World Union of Wound Healing Societies (20) divide em oito categorias: seroso,
serosanguinolento, sanguinolento, seropurulento, fibrinoso, purulento, hemo
purulento ou hemorragico.

Uma outra maneira de classificar as feridas é quanto a sua
profundidade. E uma divisdo mais comumente utilizada para avaliar ferimentos
por queimaduras, mas que pode ser estendida a outros tipos de feridas (21).
Nesse aspecto, podemos dividir em quatro categorias - superficial, dérmica

superficial, dérmica profunda e de espessura total. A primeira refere-se aquela
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que afeta somente a epiderme. A dérmica superficial afeta a epiderme e as
camadas superiores da derme e esta associada a formacédo de bolhas. A
dérmica profunda afeta a epiderme e as camadas mais profundas da derme,
mas sem afetar toda a derme. Estas trés primeiras sao classificadas como de
profundidade parcial. J& a ultima, de espessura total, € aquela que acomete
todas as camadas da pele e os tecidos subcutaneos (22).

A definicao das bordas e limites das feridas sao outro aspecto relevante
na classificacao de feridas. Nesse aspecto, os limites anatdémicos sao definidos
pelo leito, pelos bordos/bordas, pelas margens e pela pele perilesional. O leito
€ area central da ferida, vascularizada, preenchida por tecidos de granulagéo
e/ou necrose, cuja extremidade é limitada pelos bordos (contorno interno da
ferida), onde inicia a etapa da epitelizagdo. A margem funciona como um
contorno externo da ferida e limite anatdémico entre os bordos e a pele
perilesional (16).

Ha ainda algumas ferramentas utilizadas para a avaliagdo de feridas,
sendo a ferramenta TIME, uma delas. Esta ferramenta apresenta como objetivo
ser implementada no cuidado as feridas, garantir a avaliagcdo e permitir
estabelecer intervengdes visando a promog¢ao da cicatrizagdo e considerar
diferentes parametros avaliados (23).

A rapida restauracao das condicdes fisioldgicas homeostaticas € um pré-
requisito para o reparo completo da lesdo. Visto que um reparo lento e
incorreto pode causar sérios danos incluindo a perda de pele e anexos,
estabelecimento de infecgéo, ocorréncia de doengas dermatolégicas, lesées no
aparelho circulatério e, em casos graves, morte do tecido (24). Quando a pele
esta ferida, varios tipos de células das trés camadas da pele precisam atuar em

estagios precisos para possibilitarem a cura (25).

3. Processo de cicatrizagao

O processo natural de cicatrizacdo da pele € complexo e continuo.
Requer uma sequéncia de eventos bioquimicos e celulares, cuja adequada
sinergia determinara a concretizagdo do processo ou sua permanéncia em um
estado cronico (26). Embora a pele humana possua elevado potencial de
autorregeneracao, esta pode estar dificultada em alguns pacientes e em certas

extensdes de injuria, a feridas crdénicas que eventualmente resultam em
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amputagdes e até mesmo mortalidade, tendo a capacidade de cura associada
tanto pela natureza e grau dos processos patoldgicos, quanto pelo estado do
hospedeiro e do ambiente (14).

De acordo com (27), quando ha formagao de uma lesao ou ferida, a pele
necessita de uma restauragao tissular baseada em dois processos, que sao a
regeneragao e a cicatrizagdo. Na regeneragao ocorre alteracdo do tecido
danificado e producdo de um tecido novo, com as mesmas propor¢des, por
meio de um processo inflamatério agudo. Esse processo ocorre no periodo em
que a camada basal esta danificada, com a aproximagcao das extremidades
epiteliais no sentido ao meio da lesao, vedando ligeiramente sua superficie. A
cicatrizacdo, por sua vez, ocorre quando ha uma lesdo mais excessiva nos
tecidos da pele, e ha incapacidade de reparacéo das condigdes epiteliais, dos
quais a cicatrizagao acontece com degradagao de colageno.

A fase inicial da cicatrizacdo de lesbes é a hemostasia, onde
inicialmente as plaquetas sanguineas se espalham com ruptura dos vasos
sanguineos, formando o tampéao plaquetario, seguido da segunda fase na qual
ocorre a ativagdo da cascata de coagulagdo, que atua por meio da via
intrinseca e extrinseca para converter a protrombina em trombina, a qual cliva
o fibrinogénio soluvel em fitas insoluveis que compdéem a malha de fibrina. Por
fim, o tampao plaquetario e a malha de fibrina interagem para formar um
trombo, sendo este importante na prevencdo do sangramento, bem como
fornecimento de uma matriz proviséria para a infiltracdo de outras células nas
fases subsequentes da cicatrizagdo (28,25).

A fase inflamatoria da cicatrizagao é o primeiro processo apds a pele ser
lesionada (que dura cerca de trés a seis dias apos a instalacdo da lesao), na
qual ocorre vasodilatagdo, migracao celular e liberacdo de substancias que irao
atuar no desbridamento inicial da lesdo e a estimular a mitose. A resposta
inflamatdria resultante serve ndao apenas para remover corpos estranhos,
bactérias e tecidos enddgenos danificados, mas também secretar quimiocinas
e fatores de crescimento para atrair ainda mais células (29,30). As citocinas
liberadas no processo de recuperacao das feridas promovem a cicatrizagéo por
varias vias, estimulando a producdo de componentes da membrana basal,
evitando a desidratacdo, aumentando a inflamacao e a formacao de tecido de

granulagao (31). Os fatores de crescimento séo liberados por uma variedade
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de células ativadas no local da lesao e possuem importante papel na medida
em que estimulam a proliferacdo e migracdo de queratindcitos, células
epidérmicas, fibroblastos e células endoteliais, além de recrutar outros tipos
celulares variados ao sitio de injuria (32).

A fase seguinte é a proliferativa que também se denomina a fase de
formagdo do tecido granular (que dura do terceiro dia até cerca de trés
semanas apos o estabelecimento da lesdo) € caracterizada pelo aparecimento
de fibroblastos e producdo de nova matriz extracelular, composta
principalmente de colageno para reconstruir o tecido. Paralelamente, ha
formagdo de novos vasos sanguineos pela ativagdo de células endoteliais,
intermediada pelos fatores de crescimento liberados por macréfagos pro-
angiogénicos e de tecido de granulacédo. Esse processo de neovascularizagao
€ essencial para a eficiéncia do processo de cicatrizagao da ferida, ao fornecer
oxigénio e nutrientes que permitem a proliferagao celular e, consequentemente,
a regeneracao tecidual (26).

O tecido de granulagao formado na fase proliferativa serve como suporte
para outras células e componentes extracelulares e é constituido em sua maior
parte por fibroblastos ativados, células inflamatoérias e capilares neoformados.
(830). A reepitelizacdo envolve a proliferacdo e migracdo de células
epidérmicas, bem como de queratindcitos, presentes nas bordas da lesdao. O
reparo da camada epidérmica envolve ainda a reconstrugdo dos anexos da
pele, a partir de células-tronco residentes, bem como pela diferenciagédo de
fibroblastos em miofibroblastos, que também auxiliam na contragdao da ferida
(25).

Por fim, no processo de remodelamento, a composi¢cao da matriz se
altera (29). Ha regressdao da neovasculatura e reconstituicido do tecido de
granulagdo em tecido cicatricial, sendo que todas as etapas iniciadas
anteriormente terminardo quando ocorrer a formacao da cicatriz. A maturacao
do colageno se inicia na primeira semana apos a lesdo, continuando por 12 a
18 meses. Nesse estagio de remodelamento, o tecido de granulacdo sofre
sintese simultanea de colageno tipo |, mais forte, e lise de colageno tipo lll,
decorrentes respectivamente da acao de fibroblastos e enzimas liticas

(colagenases e proteinases) (27,25,33).
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As feridas agudas sado capazes de curar por progressao oportuna
através dos estagios normais da cicatrizagdo. No entanto, existem
circunstancias fisiopatolégicas complexas e multifatoriais que levam as feridas
cronicas a passar por um processo de cura prolongado em um ou mais dos
estagios descritos, ou falham em cicatrizar e frequentemente se contaminam e
geralmente n&o cicatrizam devido a traumas repetidos na area lesada ou
condigdes fisioldgicas subjacentes (24).

Ha de se considerar ainda, além dos fatores locais, fatores sistémicos
que podem afetar as etapas envolvidas no processo de cicatrizagdo. Entre
eles, a idade, condigcbes de estresse psicolégico, isquemia, doengas
subjacentes, obesidade, deficiéncia nutricional, uso de medicagdes, tabagismo,
alcoolismo e imunossupressao (34).

Portanto, a complexidade e a participacdo de multiplos fatores no
processo de cicatrizacdo, demanda um adequado manejo no tratamento de
lesbes cutaneas, o qual deve levar em consideragdo as caracteristicas da

ferida e as condig¢des individuais do paciente (29).

4. Tipos de curativos

O tratamento das feridas pode ser feito a partir de métodos clinicos ou
cirurgicos. Quando se trata de método clinico o tratamento mais comumente
utilizado € o uso de curativos. Pela limpeza e aplicagdao de um material sobre o
ferimento esses curativos consistem em um meio terapéutico que busca
proteger, absorver e drenar o leito da ferida com o objetivo de facilitar a
resolucao dessa (15). Esse tipo de cobertura pode, dependendo da ocasiao,
ser utilizada como tratamento definitivo ou etapa intermediaria do tratamento
(35).

Segundo (36) os curativos se apresentam de diversas formas e uma
unica forma de apresentacdo desses ndo possui todas as caracteristicas
necessarias para ser aplicado em todos os tipos de ferida de pele. Além disso,
para esse autor a antiga discussao entre o uso de curativos secos ou umidos
hoje foi substituida pela certeza de que se deve manter o meio umido durante a
cicatrizagao.

Os curativos mais utilizados sdo os agem especificamente na reparagao

passiva da lesdo, fazendo a separagao do meio externo. Porém, a reparagao
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satisfatéria € aquela que além de segregar a lesdo, melhora o processo de
cicatrizagao, proporciona um meio apto a beneficiar a geracdo do tecido de
granulagao cicatricial, conservar a hidratacdo, manejo térmico, remog¢ao do
exsudato inflamatério e mantendo as trocas gasosas. Diversos meios
alternativos tendem encontrar o melhor processo para cicatrizagao, algo que
proporcione a reconstituicido do epitélio lesionado. Especialmente os que
exibem na composigao os polissacarideos com acao bioldégica comprovada, e
que demonstram grande destaque nos procedimentos de reparagdes das
lesbes (37).

Os compostos presentes nos curativos, que sado aplicados em diversos
processos de reparacao das lesbes, tém por finalidade a acao de higienizacéao,
desbridagédo, controle de crescimento microbiano, manejo do exsudato,
incentivo a granulagao e a reepitelizagao (38).

Neste sentido, os curativos podem ser classificados em quatro tipos:
curativos passivos, interativos, avangados e inteligentes. Os curativos passivos
sdo aqueles voltados a realizar apenas a cobertura da ferida, permitindo que
ela realize o processo natural de restauragao tecidual, sendo os mais utilizados
a gaze, algoddo e esparadrapo. Os curativos interativos sdo os que
apresentam um polimero sintético associado a uma molécula bioldgica que
tenha acado antimicrobiana e quando ainda associados a um farmaco sao
classificados como curativos avangados. Ja os curativos inteligentes séao
aqueles que favorecem o processo cicatricial como os demais, porém sao
dotados de sensores que podem liberar compostos de acordo com alteragdes
especificas detectadas na ferida, como a alteragdo de temperatura. Estes
curativos alteram o ambiente interno da ferida e gera, estimulo aos
sinalizadores enddgenos responsaveis por organizar o reparo dessa (39).

Os diferentes tipos de curativos produzidos com nanofibras estédo

representados esquematicamente na Figura 1.
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Figura 1: Classificacdo dos curativos baseados em diferentes tipos de fibras.
Curativos passivos, que realizam a cobertura da ferida; interativos que
associam um polimero sintético a uma molécula biolégica e os avangados que
ainda apresentam um farmaco associado e os curativos inteligentes que
apresentam sensores para atuar de maneira dindmica, de acordo com as
variagdes no leito da ferida (40).

Assim, independente da acao dos curativos, estes podem ser aplicados
de diferentes formas sobre as feridas como: bandagens, membranas ou
esponjas, filmes, hidrogeis, hidrocoloides, fibras e nanofibras. Cada um
aplicado a um tipo diferente de ferida e com desempenho mais ou menos
eficiente, dependendo da combinacdo do material e forma em que séao
utilizados (36).

Segundo (41) curativos de filme semipermeavel sdo aqueles permeaveis
a gas, mas impermeavel a liquidos e bactérias. Esses curativos sdo formados a
partir de filmes de poliuretano o que os torna adaptaveis e adesivos, além da
transparéncia que permite a inspecao da ferida sem a retirada do curativo.
Apresentaram ainda a reducdo da dor como vantagem para o uso desse
curativo, todavia, apresenta como desvantagens a necessidade de remocao
traumatica e o acumulo de exsudato quando utilizado em feridas altamente

exsudativas (42).
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Curativos hidrocoloides, por sua vez, sdo curativos que contém agentes
formadores de gel como gelatina, entre outros. Em contato com o exsudato da
ferida esses curativos absorvem o liquido e formam um gel que ajudara a
manter o leito da ferida umido, além disso, essa propriedade facilita o
desbridamento autolitico da les&o (43).

Como vantagens desse curativo a redugéo da frequéncia de troca para
até uma semana (43), devido a propriedade oclusiva, mantem a umidade e
fornece uma barreira contra agua, oxigénio e microrganismos, favorece a
angiogénese e granulacdo do tecido e possibilita sua retirada de maneira
indolor (44).

Curativos de hidrogel, segundo (41), sao curativos semioclusivos
compostos de polimeros hidrofilicos complexos com alto teor de agua (90%).
Possuem como funcdo a hidratacao da ferida, reidratacdo da escara e auxilio
no desbridamento autolitico. Curativos hidrocoloides possuem duas camadas é
recomendado para lesdes com baixa formagdo de exsudato. Os cremes sao
mais utilizados para desinfetar a ferida desde que seja trocado frequentemente,
pois participa da regeneracédo dos tecidos. As membranas porosas participam
da migracdo e crescimento celular e possuem propriedades mecanicas
adequadas para funcbes como reparos dérmicos, € derivado de fontes
renovaveis, biodegradavel e biocompativel (45).

As vantagens desse método de curativo sao permitir um leito da ferida
umida, que auxilia na migragao celular, absor¢céo de exsudato e desbridamento
autolitico (46). (47) aponta como desvantagem do método a pobre barreira
contra bactérias que esse tipo de curativo apresenta.

Existem também curativos com principio ativo que possuem acgao topica
dependendo da composicdo quimica desse. O principio ativo opera no
desbridamento enzimatico do leito da ferida e no controle da microbiota
bacteriana (36).

O curativo de alginato, biopolimero natural (48), ao entrar em contato
com o leito da ferida permite a troca do calcio por sédio, o que possibilita a
formagdo do alginato de sodio, um gel hidrofilico. As principais vantagens
desse curativo sdo a alta absorcdao do exsudato, criacdo de um ambiente

umido, facil remocao, entre outros.
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Ja as desvantagens desse curativo se devem ao fato de que eles
isoladamente ndo s&o adesivos, ou seja, precisam de um curativo secundario
para fixacao ademais a relatos de reacdes alérgicas (41) (49).

Outro curativo com principio ativo € o curativo com carvao ativado. Ao
desenvolver uma ligacdo quimica (forgas de Van-der-Waals) esse tipo de
curativo gera uma forga de atracao eletrostatica responsavel pela drenagem de
bactérias, secrec¢des e odores (50).

Segundo (51) os curativos atuais possuem como limite sua incapacidade
de informar sobre o ambiente interno da ferida bem como sobre o estado de
cicatrizacdo, carga de microrganismos, entre outros. Para esses autores
curativos inteligentes sdo aqueles que possuem ndo somente capacidade de
proteger a lesdo e liberar drogas, mas também possuem sensores de pH,
temperatura e oxigénio, por exemplo, que viabilizam a obtengcdo de
informagdes que aceleram a tomada de decisdo para o tratamento das feridas
de pele.

De acordo com (52) traz como exemplo de curativo bioldgico os
substitutos de pele temporarios e permanentes. Em seu artigo, o autor
apresenta que os substitutos temporarios de pele, como aloenxerto de cadaver
humano e enxerto de pele de animal, sdo cruciais na cicatrizagao das feridas
de pele dos pacientes com queimadura durante a fase de proliferacao celular,
na diminuigdo do quadro algico e principalmente na formacéo de uma barreira
fisica que diminui os riscos de infecgdo. Porém, considerando-se a forma de
aplicacédo, estes na verdade nao sao curativos simples, pois necessitam de
processo cirurgico para aplicagao.

Neste sentido, os nanofilmes e as membranas destacam-se tanto para a
cicatrizacdo de feridas quanto de queimaduras, podendo substituir a pele
lesionada protegendo-a da agdo de microrganismos, além de manter um
ambiente adequado para o processo de recuperacgao tecidual, podendo carrear
substancias atuando como curativos inteligentes. Uma das maiores vantagens
destes tipos de curativos € o tempo de ag¢ao, podendo ser trocados ou repostos
em média a cada sete dias, o que reduz o trauma a ferida, além de reduzir os
custos do tratamento em cerca de 10 vezes, se comparado aos tratamentos

passivos (40).
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5. Nanoparticulas com potencial para cicatrizagao

As nanoparticulas (NPs) caracterizam-se por particulas que apresentam
dimenséo variavel entre 1 e 100nm (53). A partir da redugcdo de materiais ao
nivel de escala nanométrica, tem-se um aumento significativo na area de
superficie e na razdo area de superficie/volume, promovendo propriedades
fisico-quimicas melhoradas (54).

Sua aplicabilidade clinica € dependente de determinadas variaveis, entre elas
as propriedades fisico-quimicas, eficiéncia no carregamento e liberacdo de
farmacos e auséncia de toxicidade da particula em si. (53).

A utilizacdo de nanofibras produzidas com compostos poliméricos
biocompativeis vem aumentando nos ultimos anos, devido a capacidade de
induzir o reparo tecidual ou de 6rgdos humanos, tendo como objetivo um
eficiente método de reparacdo por meio das melhorias na conexao de
implantes e tecidos. Dentre as caracteristicas mais relevantes para a aplicagao
em tecidos, deve-se mencionar aumento da regido superficial, boa elasticidade
e permeabilidade a gases. Alguns estudos relatam a utilizagdo de nanofibras
como fragmento de proteses, vasos sanguineos, tecido cuténeo artificial,
biossensores e desbloqueio monitorado de farmacos, dispositivos médicos e
curativos (55).

Nanoparticulas baseadas em peptideos compreendem moléculas com
possibilidade de uso em diversas aplicagdes biomédicas, mas majoritariamente
direcionadas a liberacdo de medicamentos. Essas nanoestruturas apresentam
biocompatibilidade e biodegradabilidade, promove formagdo de uma rede
fibrilar que se assemelha a estrutura fibrilar natural da matriz extracelular, bem
como apresenta estrutura adaptavel que permite melhoras na interacdo com
outros componentes celulares. No que se refere ao reparo tecidual, esse
nanomaterial gera um meio propicio a crescimento e diferenciagao celular (54).

Pesquisas sugerem que nanoparticulas poliméricas estimulam a
angiogénese e re-epitelizagdo, potencializando a proliferagcdo celular em
feridas. (53).

A formulacdo de medicamentos em nanoparticulas confere vantagens,
em relagdo as drogas livres, em razdo da aquisicdo de novas propriedades,

incluindo melhor biodisponibilidade e farmacocinética, minimizagcéo dos efeitos
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colaterais téxicos, permite uma liberagdo mais previsivel, entrega dirigida e
possibilidade de aumentar a carga medicamentosa (3).

Dentro do aspecto da cicatrizacdo de feridas, as nanoparticulas
possibilitam o fornecimento de substancias continuamente produzidas no sitio
da lesdo. Entre essas moléculas enddgenas, destaca-se o 6xido nitrico (NO),
cuja produgdo € reduzida em feridas nao-cicatrizantes. A aplicagédo de
diazeniumdiolato, uma nanoparticula liberadora de NO, acelerou a cicatrizagéo
da ferida promovendo menor nivel de células inflamatérias, aumento de
citocinas anti-inflamatérias e fatores de crescimento, aumento de fibroblastos e
vasos sanguineos (54)

A incorporagdo de nanoparticulas de ouro com outros biomateriais
promove biocompatibilidade e biodegradabilidade a essas moléculas,
possibilitando um uso efetivo em aplicagdes biomédicas, como na cicatrizagao
de feridas. (54) Dentro desse contexto, as nanoparticulas de ouro favorecem a
cicatrizacdo através de acdo antibacteriana, promocdo da angiogénese e
regulacao de citocinas anti-inflamatorias (55).

Os efeitos das nanoparticulas de 6xido de zinco sobre a cicatrizagao sao
fundamentados no tamanho e concentragdo das nanoparticulas, ja que essa
nanoparticula apresenta maior atividade antimicrobiana em razdo de seu
menor tamanho e elevada razao superficie/volume. A aplicacéo topica de zinco
em feridas crbnicas demonstrou reducdo na inflamacéo, potencializou a re-
epitelizagdo e promoveu menor crescimento bacteriano, bem como favorece a

regeneragao de matriz extracelular (54).

6. Nanoparticulas de quitosana na cicatrizagao de feridas

De acordo com (57) as nanoparticulas poliméricas sdo desenvolvidas
por parte de polimeros biocompativeis e biodegradaveis variando o diametro
entre 10 e 1000 nm. No mais, o farmaco é diluido, encapsulado ou agregado a
matriz da nanoparticula. Em soma, devido o método de producdo das
nanoparticulas, podem ser atingidas nanoesferas ou nanocapsulas.

Nanocapsulas sao formas nos quais o farmaco é cativado em uma
cavidade, bloqueado por uma unica camada polimérica, enquanto nanoesferas
sdo conjuntos matriciais na qual o farmaco é eventualmente e realmente

disperso.
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A utilizagdo em nanoescala possibilita a exploragdo das propriedades
fisicas desiguais daquelas que sao visualizadas em escala “micro” ou “macro”.
Uma regiao que tem mostrado grande desenvolvimento é a de “nanofarmacos”,
em que nanoparticulas s&o avangadas para a utilizagcdo organizada de
farmacos internamente no organismo. A utilizagdo desses “sistemas
carreadores” beneficia a biodistribuicdo do farmaco, dirigindo moléculas ativas
para tecidos lesados enquanto defende o tecido saudavel (57).

A quitosana derivado da quitina, que é extraida do exoesqueleto de
insetos, crustaceos e formada pelos elementos monoméricos de (-(1—4)-2-
amino-2-desoxi-Dglicose e  B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose. A
obtencdo da quitosana ocorre por um processo de desacelitagdo em uma
extensdo variavel apresentando unidades D-glucosamina (58). Quando a
fracdo de unidades de D-glucosamina for acima de 50%, a quitosana e o
numero a quantidade de glucosamina é o grau de desacetilizagdo, ou DDA. A
quitina € o nome utilizado quando as unidades de N-acetil-D-glucosamina s&o
acima de 50% e a quantidade de grupos acetamido € denominado grau de
acetilagao (10).

Quando o grau de desacetilizacdo da quitina chega a 50% ou mais,
torna-se soluvel em meio acido aquoso. A quitosana € insoluvel em solucéo
aquosa superior a pH 7, na sua forma cristalina. Entretanto, em acidos diluidos
(pH <6), os grupos amino livres protonados na glucosamina varorece a
solubilidade da molécula polimérica. Em meios acidos, o polissacarideo é
convertido num polieletrélito. Um polieletrélito € um polimero que conduz
grupos ionizaveis carregados positivamente ou negativamente (10).

Pesquisas apontam que a quitosana apresenta um potencial promissor
na reparagao de lesdes cutaneas, de forma a antecipar o processo de
cicatrizacdo. Diversas caracteristicas da quitosana como a biodegradabilidade,
biocompatibilidade, atoxicidade, atividade antimicrobiana, ser hemostatica,
além de possuir a fungdo analgésica e agao no recrutamento de macrofagos e
fibroblastos, para o local de lesdes, auxiliando no processo de formacao de
tecido de granulagdo. Diante dessas propriedades e da versatilidade, a
quitosana pode ser utilizada para a producao de géis, membranas e filmes para

uso no tratamento de feridas (59).
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Para (60), a extragcdo deste polimero é satisfatoria e que interfere
especificamente na atividade das cadeias poliméricas dos quito-
polissacarideos, precisa que todo o processo biolégico, considerando as
caracteristicas fisico-quimicas dos quito-derivados, seja averiguado o grau de
polimerizagdo, grau desacetilagdo, grau de acetilagdo, padréo de acetilagao e
massa molecular. Além disso, a adequacgao de quitina e quitosana, mostram de
forma benéfica sua grandeza disponibilidade e a sua viabilidade econémica,
formando um fator inovador e de baixo custo (59).

Segundo (61) este polimero natural apresenta uma massa de aminicos
livres, devido a solubilidade em materiais acidos, em pH menor que 6,5,
insolubilidade em H2SO4, pequena solubilidade em HsPOs4, insolubilidade em
materiais organicos e presenga de grupos aminicosprotonados (-NH37),
caracteristicas que permitem a formagao de solugdes viscosas com processo
de geleificagdo. (36) verificou que a quitosana em formato de membranas
controlam a diminui¢do de agua e podem drenar o exsudato das lesdes devido
a sua permeabilidade ao oxigénio.

Para (62) o peso molecular e o nivel de desacetilagdo sdo relevantes
aos padroes que interferem as caracteristicas consequentes da quitosana.
Com o elevado nivel de desacetilagdo existe uma massa de amino mais
responsivo e sao protonados em medida de pH acidos. Nanopaticulas de
quitosana possuim eficacia em elementos negativamenterepletos  das
membranas de bactérias, elevando agao antimicrobiana em confronto com
nanoparticulas de quitosana com padrao inferior aos de nivel de desacetilacao.
A quitosana € um  polissacarideo com fungdo de muco adesao e favorece o
transporte de farmacos para células, por meio da abertura transitéria das
unificacbes estreitas entre as células epiteliais. Deste modo, a quitosana é
especificamente utilizada para implantar os farmacos nas mucosas,
especificamente como sistemas de entrega oral e nasal (63).

Em estudos a quitosana é utilizada em diversos setores, em especifico
para cicatrizar lesdes cutaneas, preservacdo da hemostasia, por meio do
agrupamento de plaquetas, diminuigdo do tecido adiposo, suturas cirurgicas,
restauracdo Ossea, na oftalmologia, industria de vestimentas, diminuicdo do
colesterol, implantagdes ortopédicas e odontoldgicas. Na area farmacéutica a

aplicabilidade da quitosana vem se tornando fundamental, pois € utilizada na
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formagao de drogas em tamanho de microesferas, hidrogéis, filmes, capsulas e
nanoparticulas. Sendo também incorporada relevantemente em recursos para
complicagcbes nasais, oculares e via oral (12).

O produto de maior confiabilidade é a quitosana por ter uma acéao
fundamental no processo de recuperacdo de feridas cutaneas, mostrando o
potencial bactericida, fungicida e analgésico resistente a umidade e de baixo
custo-beneficio (64). Para (65) a quitosana tem o papel fundamental de
aumentar a cicatrizacao de feridas, evitando a infecgdo na leséo, e possibilitar
uma fluidez na reparagao do envoltorio e ser acessivel.

A quitosana € um material promissor para a engenharia de tecidos, pois
possui igualdades nas estruturas com os glicosaminoglicanos e é hidrofilo. A
medida monomérica de quitosana, N- acetilglucosamina é semelhante a do
acido hialurénico, uma macromolécula extracelular que € fundamental na
recuperacao de lesodes (1).

Sendo biodegradavel, biocompativel e por ter baixa toxicidade a
quitosana é caracterizada pelas atividades antimicrobianas, anticoagulante,
imunoestimulante, gera rapida regeneragéo dérmica e estimula o processo de
cicatrizacdo. Sua acao antimicrobiana é ocasionada pela interagdo entre suas
cargas positivas, que interagem com as cargas negativas das paredes
celulares bacterianas, alterando sua permeabilidade, bloqueio do metabolismo
normal e morte celular (8).

Um dos maiores beneficios no uso da quitosana para a cicatrizacdo de
feridas é sua capacidade de estimular a agdo dos macréfagos, pelos
oligbmeros, que liberam interleucina, a qual ativa a proliferagcao dos fibroblastos
e o depdsito de colageno no reparo da reconstrugdo do tecido lesionado (66)
Para além, a quitosana também apresenta atividade analgésica e anti-
inflamatoéria (64) e atua na quimioatragdo de neutréfilos, permitindo a
aceleracéo do processo de cicatrizagéo de lesdes (7).

A utilizacdo da quitosana como um nanopolimero e na apresentacao
como nanofibras, pode a beneficiar o processo cicatricial devido a melhora na
aderéncia e proliferagao do tecido lesado (28).

Diante de diversas caracteristicas benéficas na cicatrizacao de lesdes, a
quitosana tem uso limitado e afastado devido a sua baixa resisténcia mecanica,

especialmente em estados hidratados, como feridas exsudativas. Além do
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mais, seu tratamento especifico para a modulagdo de curativos fibrosos com
elevada area superficial ndo é provavel devido a elevada viscosidade dos
solventes de quitosana. Por isso, mecanismos que se assemelham as
propriedades da quitosana como as de polimeros sintéticos, como a
policaprolactona (PCL), podem ser favoraveis para a aplicabilidade da fase
terminal do produto (14).

Para (57) as caracteristicas da quitosana despertam possiveis jungoes
com diversos polimeros, com o projeto de aperfeicoar a performance do
polimero em sua utilidade. Diversas pesquisar apontam a sua flexibilidade
como material de matriz em nanoparticulas, pois é aplicada para a liberacao de
diversos farmacos, o que a torna uma boa opg¢ao para o tratamento de feridas.

A literatura abrange o quéo importante € o desenvolvimento de novos
curativos, que apresentem uma interacdo com os diferentes tipos de feridas,
possibilitando a recuperagdo mais rapida do paciente e com menores custos.
Polimeros como a quitosana podem ser utilizados na forma de nanoparticulas,
conferindo maior maleabilidade, porosidade, resisténcia e agéo no processo de

reparacgao tecidual, melhorando a qualidade dos curativos desenvolvidos.
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CAPITULO 2 - Artigo a ser submetido a revista Biomaterials, Science,
Polymer Edition

Efeito de membranas eletrofiadas de quitosana e nanoquitosana na cicatrizaciao de

feridas em ratos

Edimar Dal Ponte?, Helton J. Alves® e Juliana Bernardi-Wenzel?
aPrograma de Pos-Graduagao em Biotecnologia — Universidade Federal do Parana — Setor
Palotina.

RESUMO

A evolucao no desenvolvimento de curativos ¢ notavel, na qual além de proteger a ferida, deve
criar um microambiente favoravel para a cicatrizagdo. Para tanto, os curativos devem apresentar
caracteristicas como: biocompatibilidade, flexibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade e agdo
antimicrobiana, caracteristicas presentes na quitosana que pode ser utilizada como
nanoparticula. Assim, os objetivos deste trabalho foram produzir membranas de quitosana e de
nanoquitosana acrescidas ou ndo de acido hialurénico pela técnica de eletrofiagcdo e avaliar sua
efetividade na cicatrizacdo de feridas de pele em modelo animal. As solugdes de quitosana,
nanoquitosana, quitosana com acido hialurénico e nanoquitosana com acido hialurénico (GD
90%) foram preparas ¢ submetidas ao processo de eletrofiagdo para obtencdo de membranas,
que foram posteriormente submetidas a analises de microscopia eletronica de varredura,
calorimetria diferencial exploratoria, forga, tracdo e elasticidade. O efeito das membranas na
cicatrizagdo de feridas de ratos foi avaliado pela aplicacao destas sobre feridas dorsais de 8mm e
acompanhamento da reducdo do didmetro das lesdes, porcentagem de retragdo das feridas e
analise histologica dos tecidos por 21 dias. Os grupos experimentais foram: G1: NaCl 0,9%
(soro fisiologico); G2: NaCl 0,9% + membrana eletrofiada de quitosana a 4% + PEO a 1%; G3:
NaCl 0,9% + membrana eletrofiada de nanoquitosana a 4% + PEO a 1%; G4: NaCl 0,9% +
membrana eletrofiada de quitosana a 3% + PEO a 1% + acido hialurdnico 1%; G5: NaCl 0,9%
+ membrana eletrofiada de nanoquitosana a 4% + PEO a 1% + 4cido hialurdnico 1%; G6: NaCl
0,9% + curativo hidrocoloide comercial. As membranas de nanoquitosa e nanoquitosana com
acido hialurénico obtiveram maior espessura, didmetro e uniformidade das fibras, resisténcia,
elasticidade e estabilidade térmica. Na cicatrizacdo das lesdes apresentaram resultados
superiores aos controles ¢ as demais membranas, com reducdo mais acentuada da area das
feridas até o sétimo dia da avaliacdo. A quitosana como nanoparticula e em especial associada
ao acido hialurénico, mostrou-se mais promissora para a producdo de membranas para a

cicatrizagdo de feridas cutaneas para aplicagdo até o sétimo dia de tratamento.

Palavras-chave: Eletrofiacdo, nanoparticulas, curativos, acido hialuroénico, processo
inflamatorio.
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1. Introducao

O maior 6rgdo do corpo humano ¢ a pele, correspondendo a quase 20% do peso
corporal. Sendo composta pela epiderme e derme, apresenta funcdo fundamental de
protecdo, servindo como uma barreira contra riscos externos, especialmente patdégenos,
além de permitir a manuten¢do da hemostase e controlar a perda de 4gua do organismo.
Qualquer interrup¢ao da pele, ocasionada por trauma fisico, quimico ou mecanico
originara uma ferida. Essas lesdes expde o tecido subcutaneo a infecgdes, motivo pela
qual a reparagao imediata ¢ fundamental e crucial para o processo de cicatrizagado [1,2].

Para auxiliar no processo cicatricial e evitar infecgdes, sdo utilizados diferentes
tipos de curativos, que tem como funcao realizar a protecao fisica, evitar infecgdes, bem
permitir a hemostasia, mantendo uma condi¢dao favoravel para contribuir na reparacao
dos tecidos lesados [3]. A evolucao no desenvolvimento de curativos € notavel, na qual
além de proteger a ferida, novas tecnologias sdo incorporadas com a finalidade de criar
um microambiente umido para a cicatrizagdo, podendo agir também na elimina¢do do
excesso de exsudato, elevar o desbridamento da autdlise, evitar infecgdes, favorecer a
migracdo celular e o acelerar o processo de regeneracdo tecidual. Para tanto, estes
curativos devem apresentar caracteristicas como: biocompatibilidade, flexibilidade,
biodegradabilidade, atoxicidade e a¢do antimicrobiana [4].

Inimeros biomateriais e farmacos sdo utilizados em curativos para acelerar o
processo de cicatrizacdo, sendo eles os 4cidos graxos essenciais, alginato de calcio, anti-
sépticos e detergentes, bandagens para compressao, carvao ativado e prata, filmes semi-
permeaveis, colageno biologico, fator de crescimento celular, hidropolimeros, hidrogeis,
hidrocoloides, enzimas proteoliticas, sulfadiazina de prata, acetato de celulose
permeavel ao vapor, protetores cutdneos, membranas permeaveis ao vapor € curativos

com gaze [5,6]. Entre os anos de 2009 e 2018 foram depositadas patentes de 48 tipos
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diferentes de curativos no Brasil, dentre os quais a maior quantidade refere-se aos
adesivos (18), seguidos de placas (9), dispositivos/técnicas (7), membranas (4) e outros
(10) [7], o que demonstra que ha necessidade e mercado para novos curativos.

Sendo biodegradavel, biocompativel e por apresentar baixa toxicidade, a
quitosana ¢ um material promissor para o desenvolvimento de curativos para feridas.
Caracterizada pelas atividades antimicrobiana, anticoagulante, imunoestimulante, gera
rapida regeneracdo dérmica e estimula o processo de cicatrizagdo. Sua agdo
antimicrobiana € ocasionada pela interagdo entre suas cargas positivas, que interagem
com as cargas negativas das paredes celulares bacterianas, alterando sua
permeabilidade, bloqueio do metabolismo normal e morte celular [8].

A quitosana ¢ um polimero obtido pelo processo de N-desacetilagdo da quitina, que
¢ um polimero natural extraido de exoesqueleto de crustaceos, insetos, formados pelas
unidades monoméricas 2-amino-2-desoxi-D-glicose e tipo B-(1—4)-2-acetamida-2-
desoxi-D-glicose ligadas pelas ligagdes glicosidicas do tipo B-(1—4)- [9]. Sendo a
segunda fibra mais presente da natureza, apos a celulose, a quitosana se classifica em
segunda colocada no ranking de flexibilidade dos biopolimeros naturais, além de
apresentar baixo custo de obtengao [10].

A semelhanga apresentada com os glicosaminoglicanos como o &cido
hialurénico permite que a quitosana auxilie na recuperacgdo tecidual, em especial do
tecido conjuntivo, atuando no estimulo a migracao de células e a recuperagao de lesdes
[11,12]. Um dos maiores beneficios no uso da quitosana ¢ justamente sua capacidade de
estimular a acdo dos macrofagos, pelos oligomeros, que liberam interleucina, a qual
ativa a proliferacdo dos fibroblastos e o depodsito de colageno no reparo da reconstrugdo
do tecido lesionado [13]. Para além, a quitosana também apresenta atividade analgésica

e anti-inflamatodria [14] e atua na quimioatracao de neutréfilos, permitindo a aceleragao
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do processo de cicatrizagdo de lesoes [15], o que a coloca na posi¢do de um material
promissor para a engenharia de tecidos e regeneracao celular.

A aplicacdo da quitosana para utilizagdo como curativos de pele, com o intuito de
recuperar os tecidos e estimular o processo cicatricial pode ser realizado de diferentes
formas, incluindo sua utilizagdo como nanoparticula, atuando possivelmente de maneira
mais eficiente na permeabilidade, além de auxiliar no transporte de fArmacos [12].

Algumas caracteristicas quimico-fisicas das nanoparticulas como o tamanho, a
forma, bem como a o tipo de polimero utilizado, pode favorecer sua aplicacdo em
dispositivos médicos, como no processo de cicatriza¢do de feridas, nos quais ¢ possivel
associar as caracteristicas favoraveis da quitosana como a biocompatibilidade e
atividade antimicrobiana a um formato mais efetivo para aplicagao [15]. Nanofibras
com a fungdo e transportar farmacos, tem mostrado um grande avanco para
aplicabilidade biomédica podendo ser produzidas pelo processo de eletrofiagdo, com a
formacao de membranas que podem ser utilizadas de forma isolada ou com a inclusao
de farmacos em sua estrutura [16].

O processo de eletrofiacdo ¢ conduzido em equipamento composto por uma fonte
de alta tensdo, capilar (agulha metalica) e coletor metalico, € uma bomba de injecdo
[17]. A gota do polimero expelida pela agulha ¢ vaporizada e alongada pelas forcas
eletrostaticas, formando as fibras eletrofiadas [18] que formam um filme ou membrana
pelos quais o polimero pode ser aplicado sobre as feridas. Para a efetividade dos
curativos observam-se caracteristicas como a resisténcia, biocompatibilidade,
aplicabilidade, disposi¢do das fibras, efeito antimicrobiano e cicatrizante [19], que

quando alcancadas podem acelerar o processo de cicatrizagao.
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Os objetivos deste trabalho foram produzir membranas de quitosana e de
nanoquitosana acrescidas ou ndo de 4cido hialurdnico pela técnica de eletrofiagdo e

avaliar sua efetividade na cicatrizagdo de feridas de pele em modelo animal (ratos).

2. Materiais e métodos
2.1. Preparo das solugoes

A quitosana e nanoquitosana utilizadas para a produ¢do das membranas eletrofiadas
foram produzidas na Universidade Federal do Parand — Setor Palotina, de acordo com
Alves et al. [20]. Ambas apresentavam grau de desacetilagdao de 90%, sendo a quitosana
com 50 kDa e a nanoquitosana com 22 kDa.

Para a realizacdo do processo de eletrofiacdao, foram preparadas quatro solugdes
distintas, sendo: quitosana, nanoquitosana, quitosana com acido hialurénico e
nanoquitosana com acido hialurénico. Adicionalmente foi utilizado poli (6xido de
etileno) PEO um polimero que pode se ligar facilmente a outros, dando origem a
misturas poliméricas homogéneaspara e contribuir com o processo de eletrofiagdo (3).
As solugdes de quitosana, nanoquitosana ¢ PEO foram preparadas separadamente,
sendo: quitosana a 4% com 1% de PEO; quitosana a 3% com 1% de PEO e 1% de acido
hialurénico; nanoquitosana a 4% com 1% de PEO e; nanoquitosana a 4% com 1% de
PEO e 1% de acido hialuronico. As misturas das solugdes foram realizadas em
temperatura ambiente, utilizando um agitador magnético, por um periodo de 24 horas
para garantir a completa dissolu¢do dos solutos e a obtencdo de solugdes homogéneas.

Em seguida essas solu¢des foram submetidas ao processo de eletrofiagao.

2.2. Eletrofiacdao das membranas



A eletrofiagdao foi conduzida com voltagem de 18 kV e uma distancia de 18 cm
entre o tubo capilar de onde os polimeros foram liberados e o coletor, adaptado de
Guellis et al. [21].

2.3. Caracterizacgdo das nanofibras

2.3.1.1.  Microscopia eletronica de varredura

A morfologia da superficie das nanofibras foram caracterizadas por meio da
microscopia eletronica de varredura (MEV) no equipamento VEGA3 TESCAN. Antes
da observacdo no MEV, uma pequena amostra da membrana foi expelida com uma fina
camada de ouro em um Deton. As amostras foram observadas em uma ampliacdo de
50.000 vezes (Sum) em relacdo ao seu tamanho original para que fosse possivel avaliar
visualmente a eletrofiablidade das membranas. Por meio dessas imagens, também foi
possivel determinar o didmetro médio das fibras obtidas utilizando o software de

processamento de imagens VEGA do microscépio.

2.3.1.2.  Calorimetria exploratoria diferencial — DSC

Com o intuito de avaliar o comportamento térmico e as possiveis alteracdes na
formacdo das membranas, foi realizada a andlise de Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC) utilizando o calorimetro Shimadzu DSC-60 plus. Foram utilizados 6
mg de amostra com aquecimento a temperatura de 30 até 200 °C, em uma taxa de 10°C
min-1 e vazdo de nitrogénio de 50 mL.min-1. Foi utilizada um cadinho de aluminio

fechado [3].

2.3.1.3.  Andlises mecdinicas
Para a analise do comportamento mecanico, as membranas pré-condicionados

foram cortados em moldes de 50 mm x 10 mm, cuja espessura foi medida em 4 pontos
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com um micrometro. O teste de propriedades de tragdo foi realizado com um analisador
montando as extremidades do filme na garra de extensdo do analisador e esticando as
amostras a uma taxa de 10 mm/min até a ruptura dos filmes. As propriedades mecanicas
foram determinadas em termos de capacidade de elasticidade (GPa), resisténcia a tracao

(MPa) e tensao de ruptura (MPa) [17].

2.4.  Analise antimicrobiana

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana das membranas eletrofiadas foi utilizado
o teste de difusdo, em triplicata, contra a bactéria Staphylococcus aureus ATCC6538.
Para os testes, a bactéria S. aureus foi incubada em meio Mueller Hinton (MH) a 37°C
por 24 h. Apbs, a suspensio bacteriana teve sua concentracio ajustada a 1,5x10° células
por mL. Foram inoculados 100 pL da suspensdo bacteriana sobre placas de Petri
contendo agar MH e realizou-se o espalhamento com al¢a de Drigalsky. Posteriormente
foram adicionados quatro fragmentos das membranas (@ 6 mm), equidistantes, sobre a
bactéria inoculada no meio de cultura. Adicionalmente foi realizado um controle
negativo, contendo discos de papel filtro embebidos de dgua destilada esterilizada e um
controle positivo com o antibidtico Ciprofloxacina 5 pg por disco. As placas
permaneceram incubadas a 37+£1°C durante 24 horas. A atividade antimicrobiana foi

determinada pela formag¢ao e medida do halo de inibi¢do, adaptado de CLSI [22].

2.5.  Potencial cicatrizante em animais

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Parana — Setor Palotina sob protocolo 14/2021 (Anexo 1). O protocolo de
testes dos curativos in vivo foi adaptado de Guirro et al. [23]. O delineamento do

experimento ¢ o em blocos incompletos. Foram utilizados ratos Wistar de 90 a 120 dias
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de vida, independente do sexo, que foram aleatoriamente distribuidos em seis grupos
experimentais de 20 animais cada, totalizando 120 animais. Os animais foram mantidos
em grupos de trés animais do mesmo sexo em cada caixa de polipropileno de
41x33x16cm, normalmente utilizadas no alojamento de ratos e receberam ragdo
peletizada e agua ad libitum, com troca da maravalha a cada dois dias. Os animais
foram mantidos em temperatura de 22+2,0°C, no ciclo claro/escuro de 12 horas, tendo
sido realizado manejo adaptativo durante 15 dias antes do inicio do experimento. No dia
denominado como “zero”, os animais foram submetidos a realiza¢ao da ferida cirturgica.
Para tanto, cada animal foi pesado em balanca digital e, entdo, recebeu diazepam
(2mg/Kg, IP). Apés 10 minutos, foi realizada a indu¢do e manutengdo anestésica com
isoflurano diluido em 100% de oxigénio. Apds realizagdo de tricotomia de 2x2cm na
regido dorsal a cerca de 2 cm apos a base do pescogo, foi realizada a antissepsia com
clorexidina, administrada lidocaina (5mg/Kg, SC) e, entdo, foi realizada uma ferida
circular de pele de 8mm de didmetro com o uso de punch metélico. Removida a pele, a
ferida foi limpa com NaCl 0,9% e os animais receberam os tratamentos topicos
conforme o grupo experimental. Os grupos experimentais foram: G1 (grupo controle):
NacCl 0,9% (soro fisioldgico); G2: NaCl 0,9% + membrana eletrofiada de quitosana a
4% + PEO a 1%; G3: NaCl 0,9% + membrana eletrofiada de nanoquitosana a 4% +
PEO a 1%; G4: NaCl 0,9% + membrana eletrofiada de quitosana a 3% + PEO a 1% +
acido hialurénico 1%; G5: NaCl 0,9% + membrana eletrofiada de nanoquitosana a 4% +
PEO a 1% + acido hialurénico 1%; G6: NaCl 0,9% + curativo hidrocoloide comercial.
Ato continuo, cada animal recebeu administragdo unica de cefalotina (60mg/Kg, SC) e
de meloxicam (2,0mg/kg, SC) e foi devolvido a caixa de polipropileno. A limpeza com
NaCl 0,9% e a administragcdo topica das membranas em teste foi realizada conforme a

necessidade (em caso de reposicdo) ou a cada sete dias do tratamento, apos o
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desbridamento da ferida, até a resolucdo da ferida. No 3°, 7°, 10°, 14° e 21° dias (D3,
D7, D10, D14 e D21) quatro animais de cada grupo foram aleatoriamente removidos da
caixa, sendo realizada a avaliacdo visual dos ferimentos e estes submetidos a eutanasia
com overdose de isoflurano para avaliagdo do processo de cicatrizacdo. O processo de
cicatrizag¢do das lesdes foi avaliado pela medida do didmetro da area da ferida nos dias
do tratamento, realizadas com auxilio do software ImageJ. A andlise estatistica
comparativa entre os tratamentos e os controles foi realizada pela analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, utilizando o software XLSTAT
[24]. Adicionalmente, foi calculada a area de retragdo da ferida, dada pela formula: 100
X (Wo- Wi)/Wo=M =+ DP, onde : W, = area inicial da ferida; W; = area da ferida no dia

da biopsia [25].

2.5.1.1. Analise histologica

Apoés a eutanadsia dos animais, foi retirado um fragmento de pele, subcutaneo e
musculatura da regido lesionada e acondicionado em 30 mL de formol tamponado
(propor¢do: 0,6 mg de fosfato de sodio dibésico; 0,4 mg de fosfato de sodio
monobasico; 10 mL formol; 90 mL de agua destilada) para avaliacdo histopalotogica.
As amostras foram cortadas em 5 um e coradas com hematoxilina-eosina (HE). Foi
realizada a avaliagdo das caracteristicas da cicatrizacdo do tecido, como o grau de
inflamacdo, necrose, fibroplasia, tecido de granulagdo e reepitelizacdo. Foi realizada
também coloracdo com Picrosiriusred para avaliacao do tipo de coladgeno (coldgeno do
tipo 1 ou 3) e grau de desenvolvimento grau de desenvolvimento (ausente; leve;
moderado; acentuado) [26].

3. Resultados

Morfologia e diametro das fibras
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As membranas apresentaram uma coloracdo esbranquigada, sobretudo,
macroscopicamente, quando aplicadas sobre o leito das feridas, as membranas ficaram
transparentes, permitindo a visualizacdo dos tecidos subjacentes. A espessura média das
membranas foi de 0,5 mm, sendo que as membranas de quitosana e quitosana com acido
hialurénico apresentaram-se levemente mais finas e com distribuicdo mais heterogénea,
com a formacgao de poros maiores em compara¢do com as membranas de nanoquitosana

e nanoquitosana com acido hialuronico (Figura 1).

FONTE: O autor.

Figura 1: Visualizacdo macroscopica e microscopica em microscopia eletronica de
varredura (MEV) das membranas eletrofiadas, respectivamente. Em a ¢ b: membrana
quitosana; ¢ e d: membrana de quitosana com 4cido hialurénico; e e f: membrana de
nanoquitosana e; g ¢ h: membrana nanoquitosana com acido hialurdénico. Aumento em
MEV 50 x.

A estrutura microscopica, bem como os didmetros das fibras das membranas
podem ser observados na Figura 2. Foi possivel verificar que assim como na estrutura
das membranas, as fibras produzidas com quitosana e quitosana com acido hialurénico
apresentaram didmetro menor, com média de 200 nm, enquanto as fibras produzidas
com nanoquitosana € nanoquitosana com acido hialurénico apresentaram diametros

maiores, variando de 200 a 400 nm. Observou-se também uma quantidade maior de
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goticulas do polimero nas membranas eletrofiadas de quitosana, aparentando maior
dificuldade no processo de atracdo eletrostatica.
Figura 2: Micrografia eletronica de varredura das fibras das membranas eletrofiadas de:

A- quitosana; B — quitosana com acido hialurénico; C — nanoquitosana e; D —
nanoquitosana com acido hialurénico. Aumento de 50.000x.

FONTE: O autor.

Calorimetria exploratoria diferencial — DSC

Os resultados da analise calorimétrica exploratoria diferencial encontram-se na
Tabela 1. Analisando-se os dados da calorimetria onde ocorre a perda de agua das
membranas pode-se verificar pequena diferenca obtida no primeiro pico endotérmico.

Em ambos 0s polimeros
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(quitosana e nanoquitosana), foi possivel verificar que a incorporacao do acido hialurénico

gerou aumento do primeiro pico na temperatura.

Tabela 1:Calorimetria das membranas eletrofiadas de quitosana, quitosana
com acido hialurénico, nanoquitosana e nanoquitosana com acido

hialurdnico.
Membrana Temperatura (C°) 1°Pico
Quitosana 58
Quitosana com acido hialurdnico 62
Nanoquitosana 52
Nanoquitosana com acido hialurénico 65

FONTE: O autor.

Ao comparar as andlises DSC da perda de agua das membranas ndo se observa
diferencas consideraveis entre a quitosana e sua forma de nanoestrutura, porém, a
incorporagdo do acido hialurénico gerou aumento de temperatura, indicando que este
promove aumento da estabilidade térmica das membranas.

Em relagdo ao comportamento mecanico, ndo foi possivel a obtencdo de dados
das membranas de quitosana e quitosana com &4cido hialurdnico, devido a pequena
espessura e alta porosidade das membranas, o que gerou seu rompimento logo que
submetidas as analises. Os valores obtidos de resisténcia a tracdo, tensao de rupturae
capacidade de elasticidade das membranas de nanoquitosana e nanoquitosana com acido

hialurdnico estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2:Valores obtidos em triplicata para os parametros de resisténcia maxima a
tragdo, tensdo maxima de ruptura e capacidade de elasticidade das membranas
eletrofiadas de nanoquitosana e de nanoquitosana com acido hialurénico.

Membranas

Parametros Nanoquitosana Nanoquitosana +

acido hialuronico

Resisténcia maxima a tragao (N) 13,79 5,17
Tensdo maxima de ruptura (Mpa) 13,98 9,7
Capacidade de elasticidade (%) 12,76 9,93

FONTE: O autor.
Observou-se uma diferenca entre as membranas de nanoquitosana e nanoquitosana com

acido hialurdnico, na qual as membranas de nanoquitosana



apresentaram-se superiores em termos de resisténcia e de capacidade de elasticidade em

relacdoas membranas de nanoquitosana com acido hialurdnico.

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das membranas contra a bactéria S. aureus nao foi
verificada em nenhuma das membranas avaliadas. A média dos halos de inibigcao
gerados pelas membranas foram: quitosana 10 mm, quitosana com &cido hialurénico 13
mm, nanoquitosana 10 mm e nanoquitosana com acido hialurénico 12 mm, enquanto a

média dos halos do antibiodtico foi de 30 mm.

Potencial cicatrizante em animais

A evolugdo da cicatrizacdo das feridas dos animais em comparagcdo com 0s
tratamentos controle durante os 21 dias de tratamento, que estdo apresentadas na Figura
3. Nota-se que o processo de cicatrizagdo das feridas estava muito avancado até o 10°
dia ap6s o inicio da lesdo e que praticamente todas estavam totalmente cicatrizadas até o

14° dia.
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FONTE: O autor.
Figura 3: Imagens das feridas cutaneas em ratos dos grupos com tratamentos de NaCl
0,9% (G1 controle), quitosana eletrofiada (G2), nanoquitosana eletrofiada (G3),
quitosana + acido hialurénico eletrofiada (G4), nanoquitosana + acido hialurénico
eletrofiada (G5), curativo comercial (G6), no dia da cirurgia (DO0) e nos dias 3, 7, 10, 14
e?2l.

A redugdo das lesdes nos animais tratados com as membranas eletrofiadas de
quitosana, quitosana com d4cido hialurénico, bem como dos controles com soro
fisiologico e pomada comercial foi determinada pela afericdo do diametro das feridas e

na porcentagem de retragdo das feridas, apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3: Valores médios das areas das feridas e porcentagem de retragdo das
feridas de ratos tratadas com membranas eletrofiadas de quitosana (G2) e
quitosana com acido hialurénico (G4), bem como dos tratamentos controle com
soro fisiologico (G1) e pomada comercial (G6), nos dias avaliados.

Tratamento/ Didametro das lesoes (mm)/
Retracao da ferida . L
(%)* Dia da avaliacao
D3 D7 D10 D14 D21
Gl 0,54 0,34* 0,07 0,03a 0
DPp*#* 6,05 16,02 3,78 0,36 -
R 0 32,96 85,96 93,32 100
G2 0,54? 0,30? 0,06 0,05a 0
DP 9,27 13,91 3,38 0,00 -
R 0 39,38 87,80 89,60 100
G4 0,48 0,26 0,02? 0,07a 0
DP 7,72 5,99 1,17 0,12 -
R 4,70 48,78 96,74 86,10 100
Go6 0,57 0,31? 0,04? 0,04a 0
DP 8,16 6,08 2,59 0,16 -
R 0 37,16 91,84 91,84 100

FONTE: O autor.
*Area inicial da ferida =0,50 mm. **Valores de médias representados com as mesmas letras nio
diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05) para cada dia do tratamento. ***DP:
Desvio padrao.

No terceiro dia do tratamento, foi possivel observar um aumento do didmetro
das lesdes nos ratos tratados com soro fisiologico G1, membrana de quitosana G2 e
curativo comercial G6, havendo reducao inicial somente no tratamento com membrana
de quitosana com 4cido hialurdnico. Foi possivel verificar que a diminuicao do didmetro
médio das areas das feridas dos animais tratados com as membranas de quitosana G2 e
quitosana com 4cido hialurénico G4 ndo teve valor estatisticamente significativo em
relagcdo aos grupos G1 (soro fisiologico- controle negativo) e do G6 (curativo comercial
— controle positivo). O desvio padrio das areas das lesdes indica que o inicio do
tratamento houve mais variacdo no processo cicatricial dos animais do que apds o

sétimo dia de tratamento.



Ocorreu reducao das lesdes nos animais tratados com as membranas

eletrofiadas de nanoquitosana, nanoquitosana com acido hialurénico, bem como dos

controles com soro fisioldgico e pomada comercial determinada pela afericio do

diametro das feridas apresentaram valores estatisticamente significativos em relacdo aos

grupos G1 (NaCl 0,9%- controle negativo) e do G6 (curativo comercial — controle

positivo), no 3° e 7° dia de tratamento, com redugdo mais acentuada das areas das lesdes

do que as apresentadas pelos controles (Tabela 4).

Tabela4: Valores médios das areas das feridas e porcentagem de retracdo das feridas de
ratos tratadas com membranas eletrofiadas de nanoquitosana e nanoquitosana com acido
hialuronico, bem como dos tratamentos controle com soro fisioldgico (G1) e pomada
comercial (G6), nos dias avaliados.

Tratamento/

Retracio da ferida

Didametro das lesoes (mm)

Dia da avaliacao

(%)* D3 D7 D10 D14 D21
G1 0,54%%* 0,34a 0,07a 0,03a 0

DP*** 6,05 16,02 3,78 0,36 -
R 0 32,96 85,96 93,32 100
G3 0,51b 0,27ab 0,03a 0,04a 0
DP 6,77 6,18 0,55 0,12 -
R 0 46,8 93,12 91,84
G5 0,47b 0,13b 0,02a 0,04a 0
DP 6,57 4,14 1,36 0 -
R 0 73,30 95,92 91,84
G6 0,57a 0,31a 0,04a 0,04a 0
DP 8,16 6,08 2,59 0,16 -
R 0 37,16 91,84 91,84 100

FONTE: O autor.

*Area inicial da ferida = 0,50 mm. **Valores de médias representados com as mesmas
letras ndo diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05) para cada dia do

tratamento. *** DP: desvio padrao.

De acordo com os tratamentos controle € o tratamento com membranas de

nanoquitosana geraram aumento da area da lesdo no terceiro dia. Dentre os tratamentos

avaliados destaca-se das membranas de nanoquitsana com acido hialurénico (G5), que
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apresentou resultados muito superiores aos demais tratamentos, com retracao de 73,8 %
da ferida até o sétimo dia de avaliacdo. Apesar de mostrar-se semelhante ao G5, as
membranas de nanoquitosana tiveram um resultado mais significativo até o 3° dia de

tratamento, ndo apresentando diferenca em relagdo aos controles no sétimo dia.

Avaliagdo histolégica

Os fragmentos dos tecidos obtidos das areas das lesdes foram analisados em
microscopia Optica apds coloragdo com HE, conforme Figura 4. Na analise da epiderme,
foi possivel verificar presencga de crosta no tratamento controle com soro fisiologico
(G1), especialmente até o sétimo dia, enquanto os tratamentos com as membranas e com
o curativo hidrocoloide comercial ndo apresentaram formacao de crosta.

E possivel observar também que a reepitelizacio foi mais acelerada em G3
nanoquitosana € G5 nanoquitosana + acido hialurénico, grupos que tiveram melhor
resultado no processo cicatricial, ocorrendo até o 7° dia, enquanto dos demais grupos foi
possivel verificar apds o 10° dia e de maneira mais consistente no soro fisiologico (G1)
apenas apos o 14° dia.

Em relacdo ao processo de migracdo celular, pode-se observar densidade
semelhante de fibroblastos no 3° dia, com excecdo do G1, no qual a densidade celular
encontrava-se reduzida em relagdo aos demais grupos. Nos tratamentos G5 e G6

observou-se a formagao de foliculos pilosos apds no 10° dia.



D32 07 D10 D14 D21

Gl

G2

G3

GE

FONTE: O autor.

Figura 4:Evoluciao histologica das feridas, coradas com HE (aumento de 400 x).
Imagem microscopica dos fragmentos das lesdes dos grupos tratados comNaCl 0,9%
(G1 controle), quitosana eletrofiada (G2), nanoquitosana eletrofiada (G3), quitosana +
acido hialurdnico eletrofiada (G4), nanoquitosana + acido hialurdnico eletrofiada (GS5),
curativo comercial (G6), nos dias 3, 7, 10, 14 ¢ 21.

Em relagdo a derme, a organizagdo das fibras colagenas foi observada em todos
os tratamentos no 7° dia. O processo de neovascularizacao foi mais evidente em G5,

comparado aos demais tratamentos. Em relacao as analises do tecido conjuntivo
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realizadas com laminas coradas com Picrosiriusred, ndo foi possivel observar diferenca
entre os tratamentos na deposicao do colageno. O predominio de fibras coldgenas do
tipo III ocorreu até o 7° dia. Apos o 10° dia havia presenca de quantidade maior de

fibras colagenas do tipo L.

4. Discussao

A técnica de eletrofiagdo ¢ uma técnica adequada para a produ¢do de membranas de
diferentes polimeros, permitindo a aplicacdo para diferentes finalidades [27], tendo sido
possivel neste trabalho a produgdo com quitosana e nanoquitosana e sua aplicagdo na
recuperacdo de feridas. Membranas eletrofiadas de nanoquitosana € nanoquitosana com
acido hialuronico exibiram efeito superior na cicatrizacao das feridas. Essas membranas
apresentaram seus didmetros maiores em relacdo as membranas de quitosana e
quitosana com acido hialurdnico, variando entre 200 e 400nm, apresentando também
sentido mais estavel e baixa composicao de poros e gotas, possivelmente recobrindo de
maneira satisfatoria a area da ferida e agindo de maneira mais consideravel para a
migragao celular e a reestruturacao dos tecidos.

A maior concentracdo da nanoquitosana (4%) colaborou para a producdo de
membranas mais consistentes, enquanto a membrana de quitosana, aplicada em
concentragdo de 3%, demonstrou uma porosidade e descontinuidade elevada.

Embora a porosidade ser uma condicdo significativa para a reparacao das feridas,
pois concede a troca gasosa e ndo caracteriza um curativo de obstrugdo, a exorbitancia
de poros e fragilidade das membranas de quitosana e quitosana com acido hialurdnico
exibiram resultados menos satisfatorio no processo de cicatrizagao.

Andrade [28] descreveu em seu estudo que a utilizagdo da eletrofiacdo com a

distancia do capilar até o coletor de 10 cm e com tensdes de 25 a 30 kV favorece a



vaporiza¢do do polimero e facilita a criacdo das membranas eletrofiadas A distancia de
5 cm e tensdo de 20 kV nao foi eficaz para formar nanofilamentos a uma temperatura de
23°C e umidade em 49%.

De acordo aos dados em um estudo realizado por Fahimirad et al. [29] os
parametros de fluxo utilizado para eletrofia¢ao de fibras foram ajustadas para 0,5 mL/h,
a voltagem aplicada foi ajustada em 21 KV, a distancia da ponta-coletor ¢ um coletor de
tambor com velocidade de rotacao foram fixadas em 12 cm e 700 rpm, respectivamente.
Desta producdo de membranas, foram obtidas entre 214,9 ¢ 99,84 nm. Nos parametros
utilizados neste estudo, nota-se que a distancia utilizada da agulha até o coletor e a
voltagem ajustada, de 18 cm e 18Kv, respectivamente pode interferir na formagao das
membranas de quitosana e quitosana com acido hialurénico, que se apresentaram mais
finas.

Kuntzler, Costa e Morais [30] desenvolveram um método de eletrofiagdo de
nanofibras com quitosana a 3%, PEO a 2% e composto fenolicos a 1%, produzindo
nanofibras com atividade antibacteriana, sendo promissoras a utilizacdo de polimeros
bioativos. Na preparacdo da eletrofiacdo os polimeros foram homogeneizados em um
agitador magnético em um periodo de 16 horas, utilizando a distancia do coletor de 10
cm com potencial de 20 Kv e com a temperatura estabelecida em 22°C e umidade
mantida em 60+1%. As pequenas variagdes nas condigdes de eletrofiacdo, bem como a
efetividade na formacdo das fibras, demonstra que as condi¢des empregadas neste
estudo foram satisfatorias para a produg¢do das membranas, porém algumas variagdes na
distancia e voltagem empregadas para a confec¢do das membranas de quitosana e
quitosana com acido hialur6nico permitem a confec¢do de membranas mais espessas e

com fibras mais continuas e homogéneas. Franco [31] verificou que a quitosana em
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formato de membranas controlam a diminuicao de agua e podem drenar o exsudato das
lesdes devido a sua permeabilidade ao oxigénio.

Nas andlises do MEV, um estudo realizado com nanofibras de proteina com a
adi¢do do PEO (0,05%) aquecido, a temperatura inicial de degradacdo foi de 56°C
sendo depois diminuida quando incorporado o PEO aquecido [32]. Deste modo, a
temperatura exibida entre as membranas foi de 52°C e 65°C, isso mostra que nao ha
diferencas significativas da utilizagdo do PEO aquecido. Além do mais, ndo foram
observadas falhas nas nanofibras obtidas.

Scheidt et al. [3] obtiveram didmetro médio das fibras para diferentes misturas de
quitosana ¢ PEO variando de 190, 310, 272, 320 e 360nm. Neste trabalho as membranas
de quitosana e quitosana com acido hialurénico ndo foram satisfatorias, visto que a
média dos didmetros das membranas foi de 100 e 200 nm, com elevado nimero de
falhas nas fibras ap6s o processo de eletrofiagao.

Bagheri et al. [4] prepararam membranas nanofibrosas contendo nanoparticulas de
6xido de prata e zinco, que apresentaram morfologia da superficie uniforme, com
espessura de 100-300 nm de diametro, demonstrando-se ideais na fixacdo de
fibroblastos. O diametro perfeito das nanofibras de quitosana/PEO foi descrito entre 120
e 230 nm. Em sua pesquisa, o diametro mediano das nanofibras eletrofiadas contendo
AgNPs, ZnONPs e AgNPs-ZnONPs foi de 185+15 nm, 184426 nm e 193+15 nm,
respectivamente. No presente trabalho, os melhores resultados foram obtidos com as
fibras maiores, variando entre 200 e 400 nm.

Em comparagdo, membranas que foram realizadas com concentragdo de quitosana
de 3,5% em peso e contragdo de PEO de 3,5% em peso, apresentaram fibras mais finas
e mais lisas com didmetro médio de 190 nm, que mantevem absolutamente sua

individualidade, gerando a criagdo de um elevado niimero de poros interconectados. Por
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outro lado, o procedimento quimico de reticulagdo gerou a coalescéncia parcial das
nanofibras, isso ¢ um diametro médio de 270 nm, sendo formado uma nanoestrutura
mais densa com uma porosidade média baixa [33].

Segundo Moreira [32], a formacdo de gotas com a utilizagdo de solucdes
poliméricasque ¢ observada neste estudo pode modificar a densidade da carga da
solucdo utilizada. A condutividade pode ser reduzida ao utilizar solugdes acidas, na qual
ird promover a produgdo de fibras mais finas, lisas e longas, diminuindo assim as gotas
e aglomerados. Ocorrendo quantidade reduzida da quantidade correta de solucdes
acidas, pode gerar a diminui¢ao da densidade de carga na superficie de jato do polimero
durante o processo de eletrofiacdo. De forma semelhante, Fathi et al. [34] produziram
membranas de quitosana, alcool polivinilico (PVA) e proteinas da seda (Silk), que
obtiveram constitui¢do lisa sem granulos e demonstraram que as fibras definidas obtém
maior flexibilidade. Além disso, as membranas fibrosas produzidas foram muito
eficientes em acelerar o processo de recuperagao de feridas de ratos.

Em relagdo a elasticidade das membranas, um estudo realizado por Emuno [35] com
membranas produzidas com acetato de celulose recobertas com quitosana apresentaram
maior elasticidade (30,2%), em relagdo as que continham curcumina associada em sua
constituicdo (13,3%). As membranas de nanoquitosana e nanoquitosana com acido
hialurénico eletrofiadas seguiram essa mesma tendéncia, de redug¢do da elasticidade
quando associadas a outro polimero, reduzindo de 12,76 para e 9,93% a capacidade,
quando adicionado o acido hialurdnico. Verifica-se também que as membranas de
quitosana com celulose apresentaram maior elasticidade quando comparadas as obtidas
neste trabalho.

De maneira geral, todas as membranas testadas foram satisfatdrias no manejo,

aplicacdo e reposi¢do. As membranas apresentaram boa maleabilidade, ajustando-se as
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feridas, apresentaram fécil aplicagdo e boa aderéncia nas lesdes. Apds a aplicagdo foi
possivel manter a membrana nas feridas até o sétimo dia, quando foi realizado o
desbridamento das feridas e a reposi¢do das membranas. De acordo com Ambekar e
Kandasubramanian [36], uma das maiores vantagens da aplicacdo de curativos no
formato de membranas ou filmes ¢ o tempo de acdo, podendo ser trocados ou repostos
em média a cada sete dias, o que reduz o trauma a ferida, além de reduzir os custos do
tratamento em cerca de 10 vezes, se comparado aos tratamentos passivos.

A retracdo significativa apresentada pelo tratamento com as membranas de
nanoquitosana com acido hialuronico provavelmente se relaciona a combinagao de
fatores satisfatorios apresentados por estas em relagao aos parametros avaliados, no qual
a membrana G3 e G5 tiveram melhor eficacia. Estas membranas apresentaram maior
estabilidade térmica, espessura de fibras de disposi¢do e espessura homogénea, além de
maiores com diametros (200-400 nm). Muitas destas caracteristicas também foram
observadas nas fibras de nanoquitosana, quando em comparacao as demais, que
apresentaram espessura mais homogénea, fibras com a menor varia¢dao de diametro e
com a maior capacidade de resisténcia e elasticidade. Muitas caracteristicas destas
podem justificar os melhores efeitos no processo de cicatrizagao das feridas,
especialmente até o terceiro dia, em que houve uma diferenca estatistica significativa
em relacdo aos controles, o que pode ser justificado pelo efeito hemostatico da
nanoquitosana [37,38].

A associagao do 4cido hialurénico ¢ um importante fator favoravel aos resultados,
ja que se trata de um glicosaminoglicano importante para o processo de reparo tecidual
por auxiliar na migragao de fibroblastos para o local da lesdo, além de favorecer a
deposi¢ao mais ordenada do colageno [39], efeito também presente na quitosana e que

pode ser potencializado pelas nanoparticulas terem permeado melhor no tecido. Yang et
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al. [40] desenvolveram membranas de 4cido hialurénico por eletrofiacdo e avaliaram
diferentes parametros para a aplicagdo em curativos, tendo demostrado que as
membranas apresentaram boa permeabilidade a agua, biocompatibilidade, além de facil
degradacdo, podendo ser promissoras no tratamento de feridas. A associagdo do PEO
nas membranas ndo interfere nos resultados no processo inflamatorio, por tratar-se de
um polimero inerte que pode se ligar facilmente a outros, dando origem a misturas
poliméricas homogéneaspara, porém contribui para o processo de eletrofiacao,
permitindo a formacao de um polimero eletrofiavel, o que ja foi demonstrado por
Zanchetta et al. [41], que também obtiveram bons resultados com as membranas de
quitosana associadas ao acido hialuronico e PEO.

A porosidade excessiva das membranas de quitosana e quitosana com acido
hialurénico também podem ter contribuido para o processo de evaporagao, retardando o
processo de recuperacgdo das feridas, ja que se sabe que o controle da umidade da ferida
¢ importante para o processo cicatricial e epitelizagao [42,43].

Por tratar-se de um polimero biodegradavel, a quitosana utilizada na confec¢do das
membranas foi totalmente absorvida nas feridas, sem haver formacao de crostas ou de
alteragdes nas feridas. Além disso, a transparéncia obtida quando em contato com a
lesdao permitiu o acompanhamento de sua evolucao, caracteristica muito desejavel em
um curativo, possibilitando a inspe¢do da ferida sem necessidade de troca [44].

Apesar da similaridade estatistica nos dados comparativos de todas as membranas
no 10° dia de tratamento, as lesOes estavam visualmente mais bem cicatrizadas em todos
os tratamentos em comparacao com o controle do soro fisiologico, que demonstrou que
o processo natural de cicatrizagdo pode ser acelerado com a utilizagao dos curativos.

Pela avaliagdo histologica das lesdes, as membranas favoreceram a

reepitelizagdo do tecido lesionado, sugerindo que a adicdo de fibras de quitosana e



nanoquitosana as membranas foi importante no tempo de reepitelizacdo do tecido
cutaineo em camundongos. Na avaliagdo morfométrica, Zanchetta et al. [41], as
membranas depolicaptrolactona, quitosana ¢ PEO favoreceram a migrag¢ao do infiltrado
inflamatorio no 3° e 7° dias apos a lesdo. Comparando-se a este estudo, a quitosana e o
PEO foram mais eficazes quanto aos beneficios de todas as fases do processo de
cicatrizagdo. Na fase inflamatoria, esse polimero pode proporcionar a infiltragdo de
neutrofilos polimorfonucleares e macrofagos.

No estudo de Fahimirad et al. [29] sendo realizado com tratamentos de quitosana
eletropulverizada, o tecido de granulagdo encontra-se organizado, melhorou a
epitelizagdo, além da diminui¢do da infiltracdo de linfécitos e neutréfilos que foram
visualizadas em feridas infectadas que foram tratadas com membranas de quitosana,
levando a aglomeracao de fibroblastos no revestimento dérmico € a uma reparagcao mais
eficaz da lesao.

Em relagdo a atividade antimicrobiana, muitos estudos descrevem a agao
bactericida de fibras compostas por quitosana em solu¢do maior que 3% [45], todavia,
as membranas de quitosana e nanoquitosana com ou sem acido hialurénico produzidas
neste trabalho ndo demostraram atividade antimicrobiana significativa nos testes in
Vitro.

De acordo com a CLSI [22], os halos de inibicdo gerados pelos antibidticos
efetivos contra S. aureus sdo > a 15 mm. Para o antibidtico utilizado como controle
positivo (Ciprofloxacina) o halo de inibi¢do produzido para bactérias sensiveis ¢ > 21
mm, o que indica que a bactéria avaliada era sensivel a este, porém nao apresentou
sensibilidade as membranas utilizadas nos testes.

Comparando a atividade antimicrobiana das membranas, verificou-se que o acido

hialurénico apresentou maior inibigao frente ao micro-organismo empregado, seguido
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da quitosana e nanoquitosana. Assim como os resultados apresentados contra a bactéria

S. aureus neste trabalho, as membranas de quitosana com extrato de uva produzidas por
Almeida [46] e as membranas de quitosana e quitosana com compostos bioativos
produzidas por Santos [47], ndo apresentaram efeito antimicrobiano significativo. Estes
resultados indicam que a incorporagdo de outros polimeros ou compostos possam

influenciar na atividade antimicrobiana da quitosana.

5. Conclusao

Neste estudo foi possivel a obtengdo de membranas eletrofiadas, que mostraram
bons resultados quanto aos parametros fisicos e de forga, resisténcia, espessura quando
confeccionadas com nanoquitosana € nanoquitosana com acido hialurénico. As
membranas eletrofiadas com quitosana e quitosana com acido hialurénico apresentaram-
se mais finas, menos resistentes e nao diferiram dos controles no processo de
cicatrizagdo das feridas. Nenhuma das membranas eletrofiadas mostrou atividade
antimicrobiana contra S. aureus. As membranas de nanoquitosana com acido
hialurénico demonstraram resultados superiores também no processo de cicatrizagdo
das feridas, comprovando que a interagdo entre esses dois compostos ¢ eficiente na
reparagdo de feridas, além de permitir a visualizagdo do leito da ferida durante o

processo cicatricial, sendo promissoras para a produgao de curativos.
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Ministéno da Educagio g %

Universsdade Federal do Parama
Setor Palotina m

Comissio de Etica no Uso de Animais

Certificado

Cartificamos que o Protocolo n® 14/2021 referenie ao pmojeto de pesquisa Efetividade de
curativos eletrofiados de quitosana e nanoguitosana na recuperagio de feridas de pele sob
responsabilidade da Profa. Juliana Bernardi Wenzel, estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagcdo  Animal, adotado pelo Conselho Macional de Conirole de Experimentagao
Animal (COMCEA) e foi APROVADD pels Comiss3o de Etica no Uso de Animais do Setor Paloting da
UFPR (CEUA/Palkotina) em 1200872021

0 Docente responsavel pelo anvio do formuldno deve estar cienta de gue dawve:
« informar gualquar infercoméncia, efaitos advarsos ou fatos ralevantes que alterem o curso normal do
astudo;
= informar sobre a necessidade de modificagdes ou emendas ao profocolo que foi descrito @ aprovado,
identificando a parte do profocolo a ser modificada e apresentando justificativas claras

Pakolina, 12 de agosto de 2021

Certificate
Certify that the Protocol n. 142027 regarding the research projec! Effectiveness of electrospininned
chitosan and nanochitosan dressings in the recovery of skin wound of Jufiana Bernarai Wenzel is
according fo fhe Ethical Principles of Animal Expenmsniation adopited by the National Council for Animal
Expenmenits Contral [CONCEA) and was APPROVED by the Efhics Commitfese on Animal Use of the

UFPR — Sefor Paloding (CEUA / Paloting) in August 12, 2021.
Palotina, August 12, 2021.

Prof. Garaldo Camilo Alberton
Coordenador/Coordinator
CEUA/Paloting - UFPR

APENDICE 1
NORMAS DA REVISTACIENCIA, CUIDADO E SAUDE (ONLINE)
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Diretrizes para autores

- A submissao dos artigos € on-line no site:
http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/CiencCuidSaude

- O encaminhamento do manuscrito, anexos e o preenchimento de todos os
dados, sao de inteira responsabilidade dos autores.

Documentacao obrigatéria

1. Manuscrito em formato .doc, o qual devera ser anexado como
documento principal;

2, Pagina de Identificagdo, anexada como documento suplementar em
formato .doc;

3. Declaragcao de Autoria, Responsabilidade, Contribuiciao dos autores
e Transferéncia de Direitos Autorais, disponivel para a qual deve ser
devidamente preenchida (titulo do manuscrito, local e data da assinatura,
nomes dos autores digitados, contribuigdo de autoria*) e assinada pelos
autores — Deve ser anexada como documento suplementar em formato PDF.
Obs.: Quando os autores estiverem em locais diferentes, que impossibilite a
assinatura em um mesmo documento, € possivel anexar mais de uma
declaracdo na plataforma. No entanto, faz-se necessario que todas
declaragdes devem ser preenchidas da mesma forma, contendo: Titulo,

acordo, transferéncia de direitos, nomes de todos os autores e contribui¢des.
Contribuicao de autoria:

Cada autor deve indicar o numero correspondente a sua forma de contribuicao
intelectual e substancial no manuscrito - (1) concepcdo ou desenho do
estudo/pesquisa; (2) analise e/ou interpretacao dos dados (3) revisao final com
participacao critica e intelectual no manuscrito.

1. Declaragao de auséncia/existéncia de Conflitos de
interesses que podem ser de natureza pessoal, comercial, politica, académica
ou financeira - anexada como documento suplementar;
2 Copia do Parecer de aprovacio do Comité de Etica em

Pesquisa(digitalizada e em pdf), anexada como documento suplementar;



Copia do comprovante de pagamento referente a taxa de submissdo do
manuscrito (contendo tipo de translagao bancaria, valor, data e nome do autor),
anexada como documento suplementar;

Tipos de artigos considerados:

. Editorial- matéria de responsabilidade do Conselho Editorial ou
convidados. Texto opinativo sobre assunto de interesse para o momento
historico ou a producdo do conhecimento, com repercussao para a
Enfermagem e Saude. Pode conter até duas (2) paginas, e até cinco
referéncias.

. Artigos Originais: contribuicbes destinadas a divulgar resultados de
pesquisa cientifica, original e concluida, que agrega informagdo nova ou
corrobora o conhecimento disponivel sobre objeto de investigagao relacionado
ao escopo da area da Enfermagem e da Saude. Séo incluidos nesta categoria:
ensaios clinicos randomizados, estudos de caso-controle, coorte, prevaléncia,
incidéncia, estudos de acuracia, estudo de caso e estudos qualitativos. Deve
conter a seguinte estrutura: Introdugao: apresentar o tema, definir o problema
e sua importancia, revisao da literatura e
objetivo. Método/Metodologia:descrever de forma clara, objetiva,
compreensiva e completa o método empregado, a populagdo/amostra
estudada, participantes do estudo ou fonte de dados, data da coleta de dados,
local de realizagao da pesquisa (sem citar o nome da instituicdo), técnica de
coleta de dados, critérios de selecédo entre outros. Inserir o numero do parecer
de aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa e relatar que a pesquisa foi
conduzida de acordo com os padrdes éticos exigidos. Resultados: devera ser
apresentado com sequéncia légica. Quando houver tabelas, graficos ou figuras
as informagbes devem ser complementares. Discussao: devera seguir a
sequéncia légica dos resultados, comparagdo com a literatura pertinente e
atualizadas da area e a interpretagdo dos autores. Conclusao ou
Consideragdes Finais: devem destacar os achados mais importantes,
comentar as limitagdes e implicagdes para pesquisas futuras.

Deve limitar-se a quinze (15) paginas, incluindo resumo, minimo de 10 e
maximo de 25 referéncias e até sete autores.

. Artigos de Revisao — Serdo aceitas revisdes sistematicas, integrativas

e bibliométricas. Estudo que reune, de forma ordenada e sintética, resultados
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de pesquisa a respeito de um tema especifico, auxiliando na explicagcéo e
compreensao de diferencas encontradas entre estudos primarios que
investigam a mesma questao, de forma a aprofundar o conhecimento sobre o
objeto investigado. As revisdes utilizam métodos sistematicos e critérios
explicitos para identificar, selecionar e avaliar criticamente pesquisas
relevantes, e para coletar e analisar dados dos estudos incluindos na revisao.
Deve incluir uma seg¢ao que descreva os metodos utilizados para localizar,
selecionar, extrair e sintetizar os dados e conclusdes.

Os artigos de revisdo devem conter um maximo de quinze (15) paginas,
incluindo resumo, minimo de 10 e maximo de 25 referéncias, além das
incluidas na revisao, e até seis autores.

. Artigos de Reflexdo — Texto reflexivo ou andlise de temas que
contribuam para o aprofundamento do conhecimento relacionado a area da
enfermagem e saude, estabelecendo analogias, apresentando e analisando
diferentes pontos de Vvista, tedricos ou praticos. As reflexdes devem
conter minimamente Introdugao, desenvolvimento e conclusao.

Limite maximo de doze (12) paginas, incluindo resumo, minimo de 10 e 25
referéncias e até cinco autores.

. Relato de Experiéncia — Estudo em que se descreve situagdes da
pratica e/ou inovacgao (ensino, assisténcia, pesquisa ou gestao/gerenciamento),
as estratégias de intervencgao e a avaliacado de sua eficacia, de interesse para a
atuacao profissional. Deve incluir: Introdugaoapresentando uma situagao
problema e o objetivo do relato;Metodologia com descrigdo de local, periodo,
participantes ou fontes de informacdo, com descricdo pormenorizada das
acdes realizadas e vivenciadas, detalhe de informacgdes e informantes que
assegurem uma representacdo sobre a experiéncia. Deve incluir algum tipo,
mesmo que informal, de avaliagao final da experiéncia. Na discussao incluir
possiveis facilidades e dificuldades encontradas no processo, impactos na
pratica e mudancas a serem efetivadas. Conclusao com sintese da
experiéncia, recomendacoes e estudos futuros.

Limite maximo de doze (12) paginas, incluindo resumo, minimo de 10 e no
maximo 25 referéncias e até cinco autores.

ATENGAO: Ciéncia, Cuidado e Saude considera para publicacdo artigos que

atendem aos padrdes de qualidade estabelecidos pelas diretrizes para
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producdo de pesquisa em saude — EnhancingtheQualityandTransparencyof

z

Health Research Network (EQUATOR) (https://www.equator-network.org/). E

indicado citar no método qual instrumento do Equator foi utilizado para nortear

a pesquisa (https://www.equator-network.org/toolkits/selecting-the-appropriate-

reporting-quideline/).

. Ensaio clinico randomizado:CONSORT (https://lwww.equator-
network.org/reporting-guidelines/consort/);
. Revisao sistematica e metanalise:PRISMA; ENTREQ, para sinteses

de pesquisa qualitativas; http://www.prisma-statement.org/statement.htm.

. Estudos epidemiolégicos:STROBE (https://www.equator-
network.org/reporting-guidelines/strobe/);

. Estudos qualitativos:COREQ (https://www.equator-
network.org/reporting-guidelines/srqr/).

Autoria

O numero de autores € definido pelo tipo de contribuicdo. Nos artigos originais
e de revisdo sao permitidos até sete autores e nos de reflexdo e relato de
experiéncia, até cinco autores.

Sao autores aqueles que tornam publica suas responsabilidades pelo conteudo
do artigo, concordando que a escrita e conteudos intelectuais foram revisados
criticamente por todo os autores. Cada autor deve aprovar a versao final do
conteudo a ser publicado e concordar em responsabilizar-se por todos os
aspectos do trabalho assegurando que questdes relacionadas a acuracia ou
integridade de quaisquer parte do trabalho sejam adequadamente investigadas
e resolvidas. Além disso, cada autor declara a forma de contribuicao intelectual
substancial a concepgéo ou desenho do estudo/pesquisa e/ou aquisi¢gao, e/ou
analise ou interpretacdo dos dados, em acordo com os critérios estabelecidos
pelo ICMJE.

Direitos autorais

Os direitos autorais sao de propriedade exclusiva da revista, transferidos por
meio da Declaragdo de responsabilidade e transferéncia de direitos autorais
assinada pelos autores. Para a utilizagao dos artigos, a revista adota a Licenga
Creative Commons, CC BY-NC Atribuicdo ndo comercial. Com essa licenga é
permitido acessar, baixar (download), copiar, imprimir, compartilhar, reutilizar e

distribuir os artigos, desde que para uso ndo comercial e com a citagao da
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fonte, conferindo os devidos créditos autorais a revista. Nesses casos,
nenhuma permissao € necessaria por parte dos autores ou dos editores.
PREPARO DO MANUSCRITO

- Os artigos deveréo ser digitados em “Word for Windows” 98 ou superior, fonte
“Times New Roman”, tamanho 12, papel A4, com margens de 2,5 cm nos
quatro lados, e espagamento duplo em todo o texto, com excegao de resumos,
referéncias, citagdes diretas, depoimentos, tabelas e quadros que deverao ter
espagamento simples.

- Para maiores informagdes, consultar o check-list de normas da revista (no
final deste documento).

a) Pagina de identificagao devera conter:

- Titulo do trabalho em caixa alta e negrito (somente em Portugués);

- Nome completo do(s) autor(es), logo abaixo do titulo, com indicagdo da
formagao profissional (graduagdo — sem especificar local de formacgao),
instituicdo em que esteja cursando pos-graduagédo strictu sensu ou maior
titulagdo (nunca especificar onde o titulo foi obtido), instituicdo em que atua
profissionalmente e endereco eletrdbnico em nota de rodapé;

- As especificacbes sobre quais foram as contribuigdes individuais de cada
autor na elaboragdo do artigo conforme os critérios de autoria
do InternationalCommitteeof Medical JournalEditors. O reconhecimento da
autoria deve estar baseado em contribuicdo substancial relacionada aos
seguintes aspectos: 1. Concepcao e projeto ou analise e interpretagcdo dos
dados; 2. Redacdo do artigo ou revisdo critica relevante do conteudo
intelectual; 3. Aprovacgao final da versao a ser publicada.

- Indicacgéo se o trabalho foi financiado por algum 6rgao ou instituicao;

- Indicagéo se o manuscrito é originario de dissertagcéo ou tese;

- Indicagéo se o manuscrito ja foi discutido em evento cientifico ou publicado
em revista estrangeira;

- Indicagao da secao a que o texto se destina (Artigo de Pesquisa; de Revisao;
de Reflexdo; e Relato de Experiéncia).

- Endereco completo do autor correspondente.

b) Manuscrito:

- Nao devera conter notas de rodapé.

Devera apresentar a seguinte estrutura:
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- Resumo estruturado (Objetivo, Método/Metodologia, Resultados e
Conclusao/Consideragdes finais) em portugués contendo no minimo 150 e no

maximo 200 palavras;

- Palavras-chave em Portugués, Ingés (Keywords) e Espanhol
(Palabrasclave): trés e cinco palavras ou expressdes que identifiquem o tema,
utilizando termos listados nos “Descritores em Ciéncias da Saude- DECS-
LILACS?” elaborado pela BIREME.

- Texto propriamente dito (Introdugdo, Método / Metodologia, Resultados,
Discussao, Conclusao /Consideragdes finais, Agradecimentos e Referéncias).

- Nos estudos qualitativos, a critério dos autores, a apresentacao de resultados
e discussdo pode ser conjunta ou separada. Ja nos estudos quantitativos
devem ser necessariamente, apresentadas separadamente.

Observagoes

- Os depoimentos dos sujeitos deverédo ser apresentados em espaco simples,
italico, com recuo a esquerda de 4cm, fonte tamanho 10, sem aspas e com sua
identificacdo codificada a critério do autor, entre parénteses. Supressdes
devem ser indicadas pelo uso das reticéncias entre colchetes [...], e
intervengdes ao que foi dito devem ser apresentadas entre chave {};

- citagao "ipsis literes" de até trés linhas, usar aspas, na sequéncia do texto;
acima de trés linhas, colocar em espaco simples, com recuo a esquerda de
4cm, fonte tamanho 10. Nos dois casos fazer referéncia ao numero da pagina
de onde foi retirado o trecho em quest&o. Exemplo(196),

- Figuras e tabelas devem ser limitadas(os) a cinco no total, estar inseridas no
texto do artigo e em formato editavel. Utilizar fonte 10 e espaco simples.

- Fazer referéncia a figuras e tabelas no texto, utilizando o numero respectivo
(n&o utilizar expressodes a tabela acima ou a figura abaixo).

c) Referéncias

- N&o ultrapassar o limite de 25 (vinte e cinco), para artigos de pesquisa,
reflexdo e relato de experiéncia. Nos artigos de revisdo, o numero de artigos
incluidos na analise da mesma pode ser acrescido as 25 referéncias
permitidas.

- A formatacao da lista de referéncias deve adotar espaco 1,0 e 0,6 depois.
Tamanho de fonte 12, alinhadas a esquerda, sem paragrafo, recuo ou

deslocamento das margens.
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- Pelo menos 70% das referéncias devem ser dos ultimos cinco anos

- Pelo menos 70% das referéncias devem ser de periddicos Nacionais e
internacionais.

- No texto devem ser numeradas, de forma consecutiva de acordo com a
ordem em que forem mencionadas pela primeira vez. As referéncias devem ser
listadas na mesma ordem de citagdo no texto, ignorando a ordem alfabética de

autores.

- Devem ser identificadas no texto por numeros arabicos entre parénteses e
sobrescritos, sem a mencdo aos autores, exceto quando estritamente
necessaria a construcao da frase. Nesse caso além do nome (sem o ano),
deve aparecer o numero correspondente.

- Ao fazer a citacdo sequencial de autores, separe-as por um trago Ex: 456 ¢
7) substituir por “7); quando intercalados utilize virgula Ex:®8'2) Quando a
sequencia for de apenas dois numeros, utilizar virgula Ex:(®:6),

- Constar o nome dos seis primeiros autores e so depois utilizar a expressao “et
al.”.

- A exatidao das referéncias € de responsabilidade do(s) autor(es) e devem ser
descritas em estilo Vancouver.

- Os titulos dos peridédicos devem estar abreviados e de acordo com
informagé&o na pagina oficial eletrénica do periddico ou no Catalogo Coletivo
Nacional: http://ccn.ibict.br/busca.jsf .

Exemplos:
Livros: Marcondes E. Pediatrica basica. 82 ed. Sao Paulo: Sarvier: 1999.

Capitulo de Livro: Centa ML. A familia enfrentando a infertilidade. In: Elsen |,
Marcon SS. Silva MRD. O viver em familia e sua interface com a saude e
doenca. Maringa: Eduem; 2002. p.121-40.

Dissertagao/Tese: Silva RLDT. Avaliagdo da implantacdo da assisténcia as
pessoas com hipertensao arterial em municipio do estado do Parana. 2013.
[tese]. Maringd (PR). Programa de Pods-graduagdoem Enfermagem.
Universidade Estadual de Maringa — UEM. 2013.
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Artigos de periédicos: Gvozd R, Haddad MCL, Garcia AB, Sentone ADD.
Perfil ocupacional de trabalhadores de instituicdo universitaria publicaem pré-
aposentadoria. Cienc. cuid. saude. 2014 jan/mar; 13(1): 43-48.

Artigo de Jornal: Silva HS. Estatuto do idosoem estudo. Jornal do Brasil. 2003
Jul 6; Caderno B: p. 6. Ministério proibe fabricagdo de uso de agrotoxicos a
base de organoclorados. Folha de S. Paulo. 2002 Set 3; p. 25.

Documentos federais, estaduais e municipais: Rio de Janeiro. Secretaria de
Estado de Educagdo e Cultura. Programa Estadual de Educagado Fisica -
1987/1990. Rio de Janeiro: ECEF/SEEC - RJ; 1987. Mimeografado. Brasil.
Ministério da Saude. INCA / Comprev. Estimativa de incidéncia e mortalidade
por cancer no Brasil. Rio de janeiro; 2006.

Documentos eletronicos: Godoy CB. O Curso de Enfermagem da
Universidade Estadual de Londrina na construgdo de uma nova proposta
pedagogica. Rev Latino-Am Enfermagem [on-line]. 2002 jul/ago. [citado em 28
abr 2006];10(4):596-603]. Disponivel em: URL: http://www.scielo.br/scielo.php?
script=sci_arttext&pid=S0104-
1169200200400018&Ing=pt&nrm=iso..jcn.co.uk/journal%202001/4_03_03.htm.

Para outros exemplos de referéncias consultar o site:
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

Abreviaturas de titulos de periddicos em portugués consulte o site:
http://www.ibict.br e em outras linguas:

http://www.nbci.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=journals.
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Os nomes e enderecgos informados nesta revista serdo usados exclusivamente
para os servigos prestados por esta publicagdo, nao sendo disponibilizados
para outras finalidades ou a terceiros.
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NORMAS DA REVISTA 2
JOURNAL OF BIOMATERIALS SCIENCE, POLYMER EDITION

Howshould | formatmymanuscript?

Thisguidecontains general advice, but some journalswillhavespecific layout
andformattingrequirements. Before yousubmityourarticle, please make
sureyou’vecheckedtheinstructions for authors for yourchosenjournal, soyou are
awareofeverythingthatisneeded. Youcanfindtheinstructions for
authorsonthejournal’s homepage on Taylor and Francis Online.
Ifyourarticleisaccepted for publication,
themanuscriptwillbefurtherformattedandtypeset in thecorrectstyle for thejournal.
Font

Use Times New Roman font in size 12 withdouble-linespacing.

Margins

Marginsshouldbeatleast 2.5cm (1 inch).

Title

Use bold for yourarticletitle, withaninitial capital letter for anypropernouns.

Abstract



Indicatethe abstract paragraphwith a headingorbyreducingthefontsize. The
instructions for authors for
eachjournalwillgivespecificguidelinesonwhat’srequiredhere, includingwhether it
shouldbe a structured abstract orgraphical abstract, andany word limits.
Keywords
Keywords help readersfindyourarticle, so are vital for discoverability.
Ifthejournalinstructions for authorsdon’tgive a set numberofkeywordstoprovide,
aim for fiveorsix.
Learn more aboutchoosingsuitablekeywordsto make yourarticleandyou more
discoverable.
Structure
Yourpapershouldbecompiled in thefollowingorder: titlepage; abstract; keywords;
maintextintroduction, materialsandmethods, results, discussion;
acknowledgments; declarationofintereststatement; references; appendices (as
appropriate); table(s) withcaption(s) (on individual pages); figures; figure
captions (as a list).
Word Limits
Please include a word count for yourpaper. There are no word limits for papers
in thisjournal.
Headings
Please follow thisguideto show thelevelofthesectionheadings in yourarticle:

1. First-levelheadings (e.g. Introduction, Conclusion) shouldbe in bold,

withaninitial capital letter for anypropernouns.
2. Second-levelheadingsshouldbe in bolditalics, withaninitial capital letter

for anypropernouns.
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3. Third-levelheadingsshouldbe in italics, withaninitial capital letter for
anypropernouns.

4. Fourth-levelheadingsshouldbe in  bolditalics, atthebeginningof a
paragraph. The text follows immediatelyafter a full stop (full point)
orotherpunctuationmark.

5. Fifth-levelheadingsshouldbe in italics, atthebeginningof a paragraph. The
text  follows immediatelyafter —a  full stop (full point)
orotherpunctuationmark.

Tablesand figures

Show clearly in thearticletextwherethetablesand figures shouldappear, for
example, bywriting [Table 1 nearhere].

Checktheinstructions for authorstoseehowyoushouldsupplytablesand figures,
whetherattheendofthetextor in separate files, and follow
anyguidancegivenonthesubmission system.

Find more detailedadviceonincludingtables in yourarticle.
It'sveryimportantthatyouhavebeengivenpermissionto use anytablesor figures

you are reproducingfromanothersourcebeforeyousubmit.

References

References are numberedconsecutively in theorder in whichthey are

firstmentioned in thetext. Identifyreferences in text, tables,
andcaptionsbybracketednumbers [1], andprovide a
listofreferencesattheendofthearticle in

numericalorderwithsquarebracketsaroundthenumbers. Reuse the original

numberassignedtothereferenceeach time a referenceisrepeated in thetext.
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Insertthecitationnumbersattherelevantplace in thetext,
insideanyadjacentpunctuationmark. Examples: Myopathytypicallyoccurs in
fewerthanone in 10,000 patientson standard doses [1]. This approach
wassuccessfullyimplementedbyBenders et al. [30] and Zhao [31] for modular
NN. For thispurpose, theNNswerewidelyused in structuralinverseproblems [24],
damageidentification [14,25], orparametersestimation [26],
amongmanyapplications.

When citingmultiplereferences, use commas (withoutspaces) toseparatethem.
Use anunspacedendashtojoin inclusive firstandlastnumbers, e.g. [2,3,4,5,7,10]
wouldbeabbreviatedto [2-5,7,10]. Examples: Comparedtotheinitial shape,
theoptimized surface shape cansubstantially improve
thestructuralcharacteristics [12,13]. Most oftheoptimizationmethodsproposed in
previousstudies are parametricmethods [3—-7]. See, for example, [1,3,10-13,15-
20,22-25,27,28]. For some workalongtheselines, see [3,13,17,18,27]. The crack
boundarywasdiscretizedusing 10 discontinuousquadraticelements, wherethe
crack-tipelements are discontinuousquarter-point [see 17,28].
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