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"Em algum lugar, algo incrivel esta esperando para ser descoberto."
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RESUMO

As feridas cutaéneas constituem um relevante problema de saude publica,
afetando milhdes de pessoas e gerando elevados custos aos sistemas de saude
devido a necessidade de cuidados prolongados e ao risco de complicagdes,
especialmente em casos crénicos. Entre os materiais estudados para favorecer a
cicatrizacdo, a nanoquitosana destaca-se por sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atividade antimicrobiana e capacidade de estimular a
regeneracao tecidual. Este estudo teve como objetivo produzir e avaliar membranas
eletrofiadas compostas por nanoquitosana associada a curcumina, colageno e acido
hialurénico quanto ao seu potencial cicatrizante em modelo pré-clinico com ratos
Wistar. As membranas foram obtidas pelo método de eletrofiacido a partir de solugdes
poliméricas preparadas em meio acido e caracterizadas por microscopia eletrénica de
varredura, ensaios in vitro de citotoxicidade, teste de atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus e ensaio in vivo em feridas em ratos Wistar. A analise
morfologica revelou fibras uniformes, com didmetro médio de 305 nm, dispostas de
forma entrelagada. Os testes de citotoxicidade indicaram viabilidade celular acima de
90% para todas as membranas, confirmando auséncia de efeito citotoxico. Nao foi
observada inibicdo bacteriana contra S. aureus. Nos ensaios in vivo, todos 0s grupos
tratados apresentaram melhor aspecto visual das feridas em comparagao ao controle
com solucgdo fisioldgica, sobretudo a partir do 7° dia. As associagdes entre curcumina,
colageno e acido hialurénico promoveram fechamento mais rapido e maior
contrac@o das feridas, atingindo cerca de 99% no 21° dia, embora sem significancia
estatistica em relacdo ao controle. A analise histoldgica indicou maior organizagao
tecidual, deposigcao de colageno e epitelizacdo nas feridas tratadas com membranas
contendo multiplos principios ativos. Conclui-se que as membranas eletrofiadas de
nanoquitosana associadas a curcumina, colageno e &acido hialurdénico apresentam
potencial promissor como curativos funcionais, unindo propriedades fisico-quimicas
favoraveis, auséncia de citotoxicidade e efeito positivo no processo cicatricial,
configurando-se como alternativa sustentavel e de menor custo frente aos curativos
avangados disponiveis no mercado.

Palavras-chave: Eletrofiagcdo, processo cicatricial, antioxidante, anti-inflamatério,
cobertura.



ABSTRACT

Skin wounds are a significant public health concern, affecting millions of
individuals and generating high healthcare costs due to prolonged care needs and the
risk of complications, especially in chronic cases. Among the materials investigated for
wound healing, nanochitosan stands out for its biocompatibility, biodegradability,
antimicrobial activity, and ability to stimulate tissue regeneration. This study aimed to
produce and evaluate electrospun membranes composed of nanochitosan combined
with curcumin, collagen, and hyaluronic acid for their healing potential in a preclinical
Wistar rat model. The membranes were obtained by electrospinning from polymer
solutions prepared in an acidic medium and characterized by scanning electron
microscopy, in vitro cytotoxicity assays, antimicrobial activity tests against
Staphylococcus aureus, and an in vivo assay on standardized dorsal wounds.
Morphological analysis revealed uniform fibers with a mean diameter of 305 nm,
arranged in an interlaced pattern without apparent defects. Cytotoxicity tests showed
cell viability above 90% for all treatments, confirming the absence of cytotoxic effects.
No bacterial inhibition against S. aureus was observed. In vivo assays showed that all
treated groups presented better wound appearance compared to the saline control,
especially from day 7 onwards. Combinations of curcumin, collagen, and hyaluronic
acid promoted faster wound closure and greater contraction, reaching approximately
99% by day 21, although without statistical significance compared to the control.
Histological evaluation indicated greater tissue organization, collagen deposition, and
re-epithelialization in wounds treated with membranes containing multiple active
agents. It is concluded that electrospun nanochitosan membranes combined with
curcumin, collagen, and hyaluronic acid have promising potential as functional
dressings, combining favorable physicochemical properties, absence of cytotoxicity,
and positive effects on the healing process, representing a sustainable and cost-
effective alternative to advanced dressings available on the market.

Keywords: electrospinning; wound healing; antioxidant; anti-inflammatory; functional
dressings.
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1 INTRODUGAO

As feridas cutaneas sdo consideradas um problema para a saude publica,
sendo que, cerca de 5% da populacdo adulta necessita de cuidados relacionados a
feridas. Estes podem envolver tratamentos complexos, cuidados em domicilio ou
prolongado tempo de internacdo, o que gera custos elevados para os sistemas de
saude (Oliveira et al., 2019).

Feridas cutdneas podem aparecer em qualquer etapa da vida, porém, alguns
fatores intrinsecos e extrinsecos podem afetar o surgimento e os processos de
cicatrizacdo das feridas. Entre os fatores intrinsecos, os principais s&o a presenca
de patologias que possam causar ou dificultar a cicatrizacido das feridas, ja os
extrinsecos estdo relacionados ao estado e condi¢do de surgimento das feridas, além
da forma de tratamento escolhida (Ribeiro et al., 2019).

A maior incidéncia de feridas € em as pessoas idosas, comprometendo sua
qualidade de vida, em grande parte, sendo classificadas como feridas crénicas, caso
em que a cicatrizac&o do tecido lesionado n&o ocorre de forma esperada, demorando
semanas ou mesmo meses. Essas feridas crénicas sdo associadas principalmente a
pacientes portadores de diabetes e insuficiéncia venosa, levando a complicagbes em
média em 84% dos casos, podendo levar a amputagdo do membro acometido pela
ferida (Rangel;, Moreschi, 2020).

Entre os pacientes diabéticos, cerca de 15% a 25% provavelmente irdo
desenvolver feridas em algum momento, sendo mais comum conhecida como pé
diabético, que é associada a complicacbes e contribui de forma significativa para a
morbidade. Cerca de 20% a 40% destas feridas levam até 12 semanas para cicatrizar
e 50% levam até 6 meses. Até 30% dos acometidos podem necessitar de intervengao
cirurgica levando a amputagao (Stratmann et al., 2020).

Outros fatores de risco para a formagéo de feridas podem ser o paciente
acometido por doenga arterial obstrutiva periférica e hipertensao arterial sistémica que
levam ao estreitamento das artérias reduzindo o fluxo sanguineo nos membros
inferiores; dislipidemia que aumenta a incidéncia de aterosclerose favorecendo o
surgimento de feridas e isquemia; e o tabagismo que é relacionado a aterosclerose e
formacdo de coagulos, que além de diminuir o fluxo sanguineo pode prejudicar o

processo de cicatrizagao (Maia et al., 2019).
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As lesbes por pressdo ocorrem em areas que sao submetidas a pressao por
periodo prolongado, causado pela oclusdo vascular podendo causar necrose celular,
acomete principalmente em pacientes que permanecem em imobilizagao por longos
periodos. Acomete em média 23% dos pacientes acamados em tratamento domiciliar
e 9% dos pacientes internados, em unidades de terapia intensiva (UTI) os acometidos
podem chegar a 50%, principalmente em pacientes com sensibilidade comprometida
ou sedados (Bernardes; Jurado, 2018).

A presenca de feridas, principalmente crénicas, reduzem muito a qualidade
de vida do paciente acometido, afetando seu estilo de vida devido a diversos fatores
como a dor recorrente e dificuldade na mobilidade, podendo levar a inabilidade para
realizar trabalhos, diminuicdo da autoestima, isolamento social e depressao
(Evangelista et al., 2012).

Em estudos prévios, membranas de nanoquitosana com acido hialurénico
(Dal Ponte et al., 2024), nanoquitosana com nanocelulose e tanino (Taffarel e
Takahashi, 2023) e nanoquitosana com colageno (Poltronieri e Silva, 2024) foram
produzidas pelo método de eletrofiacdo e avaliadas quanto ao efeito cicatrizante em
animais, em ensaios pré-clinicos.

Foi verificado que as membranas n&o apresentam efeito citotdxico, quando
avaliadas in vitro. As caracteristicas das membranas demonstraram-se propicias para
utilizacdo como curativos de coberturas, permitindo a passagem de vapor d’agua, com
nanofibras formadas de forma randomizada e com boa ades&o sobre o leito das
feridas.

Os resultados demonstraram um efeito cicatrizante superior estatisticamente
significativo das membranas eletrofiadas em relacdo a curativos de referéncia
utilizados como o hidrocoloide e membrana de celulose bacteriana nos dias trés, sete
e quatorze do tratamento, realizado por 21 dias. A contracdo das feridas,
especialmente nos primeiros dias, seguida de producao de tecido de granulacéo,
reduz significativamente a chance de infecgdes, reduz a liberacdo de exsudato e
consequentemente de odor desagradavel, o que permite uma melhor qualidade de
vida do paciente em tratamento.

Os ensaios pré-clinicos demonstraram ainda redugdo do processo
inflamatério a partir do 7° dia de tratamento, com menor producéo de IL-1, o que indica
que eu uso pode favorecer os pacientes por induzir a redugdo mais rapida da area

das feridas.
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De acordo com estudo realizado por Ruiz e Lima (2022), os custos para
tratamento de feridas em uma regido da Bahia-BR, levando-se em consideragdo os
honorarios dos profissionais de saude e curativos simples, com atadura e fita
microporosa sdo de aproximadamente R$ 62,50. Todavia, levando-se em
consideragcao  curativos  desenvolvidos com  alguma  tecnologia nos
materiais/composi¢cao, os custos tendem a ser mais elevados.

Adicionalmente, € importante enfatizar que a nanoquitosana utilizada na
producdo das membranas € proveniente de carapacas de camardo que seriam
descartadas. O uso destas permite a reutilizagéo de uma matéria-prima de baixo custo
e com propriedades importantes para a cicatrizagéo de feridas. Como a base das
membranas € a nanoquitosana com menor quantidade de acido hialurénico, colageno,
nanocelulose tanino e produzida por uma técnica que exige equipamento de custo
moderado, o valor das membranas, que s&o curativos funcionais além de cobertura,
pode competir com outros curativos funcionais que ja estdo no mercado,
apresentando custo menor.

Assim, as membranas eletrofiadas de nanoquitosana associadas a polimeros
podem contribuir com a reducdo do custo de um tratamento eficaz, tornando as
tecnologias de curativos mais acessiveis aos usuarios e servigos de saude, além de
contribuir com questbdes ecologicas ao ser biodegradavel e reutilizando descartes
industriais em sua estrutura, conjunto de fatores que demonstram que seus beneficios

vao muito além de suas propriedades cicatrizantes.
1.1 OBJETIVOS DA PESQUISA
1.1.1 Objetivo geral
Produzir e avaliar os efeitos de membranas eletrofiadas de nanoquitosana com
curcumina, colageno e acido hialurénico no processo de cicatrizagdo de feridas de

pele em ensaio pré-clinico com ratos Wistar.

1.1.2 Objetivos especificos
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Produzir membranas de nanoquitosana com curcumina, nanoquitosana com
curcumina e acido hialurénico, nanoquitosana com curcumina e colageno,
nanoquitosana com curcumina, colageno e acido hialurénico;

Caracterizar as membranas produzidas por meio de microscopia eletrénica de
varredura;

Avaliar a citotoxicidade in vitro das membranas produzidas;

Avaliar a atividade antimicrobiana das membranas eletrofiadas;

Avaliar o efeito das membranas na cicatrizagao de feridas de pele em ratos por

meio de analises macro e microscépicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Pele

A pele representa por volta de 15% do peso corporal do ser humano, sendo o
maior érgao do corpo e tem como fungdes a protecao, termorregulagao, percepcéo de
ambiente, retencdo de liquidos, resposta imunoldgica e € responsavel pela produgao
de vitamina D (Eberhardt ef al., 2015).

Ela é formada por duas camadas, a derme e a epiderme, que servem como
uma camada protetora contra temperaturas extremas, danos fisicos, infecgbes e
radiacdo ultravioleta. Em sua estrutura ha a presenga de células epiteliais, matriz
extracelular, vasos sanguineos e linfaticos e nervos (Vieira et al., 2022).

A derme tem em sua constituicdo a presenca de fibras de colageno e elastina
que tem as funcbes de fornecer resisténcia, sustentacdo e elasticidade a pele,
caracteristicas que variam de acordo com a idade do individuo. A epiderme € a
camada mais externa da pele, é constituida pelo estrato cdérneo importante na
protecdo contra invasdo de patdgenos, além de evitar a perda de liquidos por via
transdérmica, agindo como a barreira protetora da pele (Costa da Silva et al., 2024).

A matriz extracelular (MEC) fornece uma organizacdo e preenchimento
tridimensional para as camadas mais externas da pele, sendo responsavel pela sua
arquitetura, suporte e por manter sua integralidade de acordo com a disposi¢cdo das
moléculas em sua composi¢cado. A MEC compde a lamina basal encontrada entre as
células e o tecido conjuntivo, sendo responsavel pela sustentacédo dos tecidos. Pode
ajudar nos processos de diferenciacdo, migracao e proliferacdo celular por suas
propriedades bioquimicas, causando a estabilizacdo de seu fendtipo e permite a
passagem de fatores de crescimento, citocinas, horménios, gases e nutrientes,
permitindo que ocorram diversas cascatas de sinalizacao (Viadanna, 2023).

A MEC é composta por duas partes, a substancia fundamental, composta por
diversos tipos de glicoconjugados como glicosaminoglicanos (GAGs), proteoglicanos
e glicoproteinas adesivas, além de agua e ions, e 0 componente fibrilar, onde se
encontram varios tipos de colagenos e de fibras elasticas (Gdes, 2024).

A perda da integridade da pele representa risco a saude, bem-estar e qualidade

de vida dos individuos propiciando um ambiente favoravel a desregulacdes
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fisiologicas e agressédo por agentes bioldgicos, quimicos e fisicos (Wang et al,,
2021).

2.1 Feridas cutédneas

As feridas s&o definidas como lesdes ou quaisquer disturbios que
comprometam a integridade da pele e sdo causadas por fatores extrinsecos como
cirurgia, traumas fisicos, quimicos ou mecanicos ou ainda de forma intrinseca, como
consequéncia de condi¢des patoldgicas, como diabetes ou doencas vasculares
(Tottoli, 2020).

As feridas podem ser classificadas de acordo com o tempo de cicatrizacao,
agente causal, infeccdo ou contaminagdo, comprometimento do tecido e o tipo de
tecido lesionado (Queiroz; Tomaz; 2020).

Quanto ao tempo de existéncia, as feridas podem ser agudas, que se
caracterizam por terem rapido inicio € normalmente curta duracéo, € ndo apresentam
complicacbes em sua cicatrizagdo, como € o caso das feridas cirurgicas. E feridas
cronicas, que sdo de longa duragdo, superior a 3 semanas e podem apresentar
complicagbes em sua cicatrizagdo, como o desenvolvimento de ulceras (Ramalho et
al., 2018).

Em relagdo ao agente causal, podem ser lesdes cirdrgicas, que s&o causadas
por objetos afiados, sdo feridas limpas e de facil cicatrizacdo. As lesdes traumaticas
podem ser causadas por varios tipos de agentes podendo ser mecanicos, como
lesdes lacerantes, que s&o causadas por rasgo ou tracdo, e tem suas bordas
irregulares, perfurantes, que causam pequenas aberturas na pele e normalmente tem
profundidade maior que a borda da les&o, e contusas, que sdo causadas por objetos
sem ponta, dentro das lesbes mecanicas também temos as lesbes quimicas,
causadas por reagentes, acidos ou cosméticos, e feridas fisicas, causadas por calor,
frio ou radiac&o (Pires et al., 2023).

O grau de contaminacéo das feridas pode ser dividido em quatro tipos: feridas
limpas, normalmente realizada em cirurgias, ndo apresentam contaminac¢éo ou falhas
na assepsia, com bordas aproximadas e suturadas sem presenca de inflamacgéo.
Feridas limpo-contaminadas, moderada contaminacdo em cirurgias no trato
gastrointestinal, respiratério e urinario. Feridas contaminadas, recentes e traumaticas,

com comprometimento da assepsia € normalmente apresentam microrganismos.
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Feridas infectadas, antigas e traumaticas, com tecidos lesionados apresentando
exsudato, normalmente apresentam aspecto purulento (Ramos, 2021). Um dos
aspectos mais relevantes no cuidado e tratamento das feridas € a prevencdo da
transmissdo de infecgdes, que causam grande impacto nos individuos acometidos
(Oliveira et al., 2016).

Quanto ao comprometimento as feridas podem ser com perda de tecido parcial
ou superficiais, afetam apenas a epiderme, mas a derme permanece parcialmente,
onde a cicatrizagao ocorre por migragao ou proliferacao epitelial, n&o havendo perda
de funcéo, e ferida com total perda de tecido ou profunda, a epiderme e derme s&o
totalmente destruidas, podendo afetar tecidos subcutidneos, musculos € 0sso0s
(Cassilei, 2021).

3.2. Cicatrizacdo

A cicatrizacdo € um processo natural que ocorre para a regeneragdo dos
tecidos cutaneos derme e epiderme. Imediatamente apds o processo de lesao tecidual
0 processo de reparacao € iniciado, com uma série de processos moleculares com o
objetivo de recuperar o tecido lesionado, visando a restauracdo da integridade
funcional e morfolégica perdida (Ricco; Aquino Junior, 2022; Rodrigues; Bezerra;
Calgada, 2023). O processo de cicatrizagcdo pode ser dividido em etapas como
processo inflamatério, proliferacdo e maturagdo ou remodelacéo (Paganela et al.,
2009).

A primeira resposta do organismo a ferida € o processo inflamatério pelo qual
ocorre a liberacdo de substancias responsaveis pela vasoconstricdo local
principalmente a tromboxana A2 e prostaglandinas. Em seguida ocorre a agregacao
de plaquetas com inicio do processo de coagulacdo, com liberagdo de fatores como o
fator de crescimento de transformacéo beta (TGF-R), fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de crescimento derivado de fibroblastos (FGF) e fator de
crescimento epidérmico (EGF), levando ao aumento da permeabilidade vascular e
atracao de neutréfilos ao local da ferida (Campos; Borges-Branco; Groth, 2007).

Além dos neutréfilos, macréfagos sdo atraidos para a regido lesionada onde
atuam na liberacédo de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1, IL6, TNF-a e IFN-y que
promovem a quimiotaxia celular além de liberarem fatores de crescimento que tem

importante papel no término do desbridamento iniciado pelos neutréfilos, contribuem
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na angiogénese, fibroplasia, producdo da matriz celular e na diferenciacdo de
mondcitos em macrofagos (Colares et al., 2019).

Em seguida ocorre a vasodilatacéo na regiao lesionada, aumentando o fluxo
dos leucocitos, hemacias e proteinas plasmaticas no local. A fibrina se polimeriza
formando uma estrutura que favorece a infiliracdo de células para as subsequentes
etapas da reparacéo tecidual (Silva et al., 2019).

Na fase de proliferacédo se inicia algumas horas apos o surgimento da ferida,
na qual ocorre a migracao de células epiteliais das bordas e de apéndices epidérmicos
presentes no centro da ferida, que com a fibroplasia e angiogénese formam o tecido
de granulacéo que tem como fungdo a ocupacéo do tecido lesionado na ferida. Este
processo leva cerca de quatro dias ap6s o surgimento da ferida, com acido dos
fibroblastos na producédo de uma nova matriz celular e liberacdo de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), ocorre a angiogénese, com produgédo de
vasos sanguineos responsaveis pelo transporte de oxigénio necessario ao
metabolismo local (Mendonga; Coutinho-neto, 2009).

O tecido de granulag&o produzido na fase proliferativa preenche totalmente a
ferida em aproximadamente 10 dias, com capilares totalmente formados. Nesta fase
o tecido comeca a ser enriquecido com novas fibras de colageno, surgindo as
primeiras fibras de colageno tipo 1. A ferida comeca a ter o aspecto caracteristico de
uma cicatriz, porém, o processo de maturacido e remodelagem pode levar varios
meses, ou anos dependendo do tipo de ferida, e apds finalizado o processo a cicatriz
cutanea tem em média 70% da resisténcia da pele (Balbino; Pereira; Curi, 2005).

No caso especialmente de individuos com comorbidades, como diabetes,
hipertensdo arterial sistémica, insuficiéncia venosa e em idosos, esse processo
natural de cicatrizagdo ndo ocorre de forma satisfatéria, pois ocorre inflamagéao
persistente, interrup¢cédo da migracdo de queratindcitos e sinalizagdo e/ou expresséo
desregulada de microRNAs especificos em decorréncia da doencga, o que leva a
permanéncia das lesdes, ou seja, provoca as feridas crénicas (Eming; Martin; Tomic-
Canic, 2014).

Atualmente, a cicatrizacdo de feridas eficaz e de qualidade representa um
importante desafio para a clinica médica, bem como para pesquisadores e incorre em
custos consideraveis. Isto pode ser substanciado pelo crescente mercado global de
produtos para o tratamento de feridas, que foi de cerca de 12 mil milhdes de dblares
em 2020 e devera atingir 18,7 mil milhdes de ddlares até 2027 (Tottoli, 2020). Além
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disso, o tratamento de feridas agudas e crénicas esta associado ao grande uso de
antibioticos locais e sistémicos, colaborando para a alta prevaléncia de infecbes
multirresistentes, o que por sua vez, impacta em um alto custo de aproximadamente
R$ 96,8 bilhdes com hospitalizagbes no Brasil (Barbosa et al., 2023).

Nesse contexto, devido ao aumento da prevaléncia de feridas e seu impacto no
tratamento de alto custo, se faz necessario 0 uso de promotores de cicatrizagdo de
feridas eficazes, seguros e acessiveis (Naseri ef al., 2021). O uso de curativos é uma
das alternativas de tratamento e, ao longo dos anos, uma grande variedade de
materiais tem sido utilizada como agentes protetores em lesdes cuténeas. Desse
modo, varios estudos tém buscado o desenvolvimento de curativos que auxiliem no

processo de cicatrizagéo de feridas de pele (Claro et al., 2020).

3.3. Curativos

Os curativos s&o compostos por materiais que s&o aplicados sobre o local ferido
para sua protecdo como também a absorcdo e drenagem dos exsudatos liberados,
com o objetivo de melhorar a cicatrizagédo da ferida. Os materiais empregados nos
curativos podem diferir de acordo com a etapa do tratamento, como também de acordo
com os tipos de feridas e podendo agir sobre a ferida de diversas formas (Smaniotto et
al., 2010).

Tratamentos que visam acelerar a reparacao tecidual apos feridas tem sido um
grande objetivo para profissionais da area da saude. Hoje ha mais de trés mil
diferentes tipos de curativos sendo comercializados, sendo que idealmente, o curativo
deve contribuir para que seja mantida a umidade da ferida, melhorar a proliferacdo do
tecido epidérmico, favorecer a angiogénese, ser permeavel a gases do ambiente,
garantir o fluxo sanguineo e manter a temperatura do local, além de promover
protecdo antibacteriana, sem apresentar agentes alérgicos e tdxicos (Dias et al.,
2021).

Existem varios tipos de curativos disponiveis no mercado, e escolhé-los
depende de conhecimentos sobre o tipo de ferida a ser tratado, como profundidade,
extensao, localizagéo, agente de causa, presenca de infec¢do, idade do paciente e
outros fatores que possam interferir no processo de cicatrizacgdo. ldealmente, os

curativos devem evitar a proliferagcdo de microrganismos, manter a umidade local,
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possuir baixa toxicidade e além de outros fatores, deve ter uma acgéo veloz e eficaz
(Nogueira et al., 2022).

Os curativos tradicionais como gazes, bandagens e algodao, tem uma menor
eficacia em estancar sangramentos, apresentam facilidade na contaminagcdo e
precisam ser substituidos com maior frequéncia que curativos modernos, em casos
de contato prolongado com a ferida, podem se aderir ao tecido, levando a dificuldade
na remogao destes curativos, além do risco de causar uma lesdo secundaria (Zhong et
al., 2024).

Dos diversos tipos de curativos, podemos citar os desenvolvidos para controle
local da ferida, como espumas que absorvem exsudato, hidrocoloides, que tem como
objetivo manter a hidratacdo e hidrogéis, que visam a doagao de fluidos a ferida, todos
com usos especificos para favorecer a reparacgéo tecidual (Vieira et al., 2018).

Hidrocoloides sdo curativos compostos por substdncias como a
carboximetilcelulose, gelatina e pectina, que formam um gel umido ao entrarem em
contato com o exsudato da ferida, o que favorece o desbridamento autolitico da ferida,
acelerando a cicatrizag@o por colaborar na retirada de tecido necrético. Sao indicados
em casos de feridas levemente exsudativas por proporcionar barreira contra a adesao
de microrganismos e facilitar a troca entre curativos, além de minimizar a possibilidade
de traumas nas trocas de curativos, pois a sua adesividade natural elimina a
necessidade da utilizacao de outros tipos de adesivos (Pereira; Bartolo, 2018).

Hidrogéis séo compostos por redes tridimensionais macromoleculares que tem
a funcao de reter grandes quantidades de liquidos, e apresenta diversas fungdes na
aplicacdo em feridas complexas. Apresentam grande biocompatibilidade,
propriedades fisicoquimicas ajustaveis, previnem sangramento, podem liberar
farmacos e células, barreira contra aderéncia bacteriana e mantem o ambiente umido
para a cicatrizagdo, além de ser biodegradavel (Zeng et al., 2022).

Curativos de alginato de calcio s&o derivados de algas marinhas que ao
entrarem em contato com o exsudato da ferida formam um meio gelatinoso, o que
mantem o0 ambiente umido e favorece a cicatrizacdo, por serem altamente
absorventes, sdo indicados para feridas exsudativas apresentam também
propriedades hemostaticas e podem ser utilizados em casos com leves
sangramentos. Necessitam de uma cobertura secundaria pois ndo sdo autoaderentes
e nao sao recomendados para feridas secas pois podem causar o ressecamento do

leito da ferida (Sweeney et al., 2018).
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Espumas de poliuretano séo estruturas altamente absorventes, indicados para
feridas com exsudagdo moderada a alta, sua estrutura € porosa, o que favorece a
troca gasosa da ferida com o ambiente, reduzindo riscos de maceragdo e promove a
conservacdo da temperatura adequada. E um material ndo aderente que pode ser
usado sob compressdo e tem grande protecdo contra traumas mecanicos, ha
variagdes fabricadas com bordas adesivas, que favorece a facilidade na aplicacéo,
mas deve ser evitado em pacientes com peles sensiveis (Dabiri et al., 2020).

Filmes transparentes semipermeaveis permitem que a ferida seja monitorada
sem que haja a necessidade de remocao do curativo em uso, formam barreiras contra
a adeséo bacteriana e sdo impermeaveis a liquidos, apesar de permitir a transpiracéo.
Tem leve adesividade ao tecido em pele integra e n&o possuiu propriedades
absorventes, 0 que os torna indicados em casos com minima exsudagao. Podem ser
aplicados como “segunda pele”, com um tempo de uso de até sete dias (Mogosanu;
Grumezescu, 2014).

Curativos com colageno imitam a matriz extracelular humana, o que causa o
estimulo de fibroblastos e a sintese de novo colageno, normalmente derivados de
fontes animais. Podem ser aplicados a feridas cronicas e queimaduras pois reduzem
a inflamac&o e aceleram a granulacdo. Podem ser associados a outros materiais,
sendo na forma de matrizes porosas para cavidade e liofilizados para feridas secas
(Chattopadhyay; Raines; Glick, 2014).

Curativos com membrana amnidtica contém fatores de crescimento como o
EGF e TGF-B, além de proteinas anti-inflamatérias que ajudam a aliviar a dor e
promovem a epitelizacdo da ferida, normalmente € utilizado em queimaduras graves,
feridas refratarias e ulceras de coérnea. Apresenta propriedade antifibrotica o que
impede o surgimento de cicatrizes hipertroficas, sendo muito utilizada em locais
esteticamente sensiveis como face e maos. Suas principais limitagdes séo o alto custo
e a necessidade de bancos de tecidos devidamente certificados (Niknejad et al.,
2018).

Ha também curativos com o objetivo de controlar a populagdo bacteriana e
evitar infec¢des da ferida, como os curativos com prata, os ions de prata (Ag+) fazem
ligacdo com o DNA dos esporos bacterianos e bactérias reduzindo sua capacidade de
replicacdo. A diferenca entre os varios curativos com prata existente normalmente
esta na liberacdo dos ions, sendo a principal forma a oxidac&o da prata quando em

contato com os fluidos da ferida (Silva Leite; Senna Araujo Brito, 2021).
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Curativos com ions de prata possuem acgéo bactericida contra microrganismos
como Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, sendo indicados
principalmente em casos de alto risco de infecgdo da ferida, mas também podem ser
usados em feridas ja infectadas. Podem ser associados a curativos de espumas,
hidrocoloides e alginatos para que sua funcéo seja potencializada. Apesar de eficaz
como bactericida, seu uso prolongado pode causar resisténcia bacteriana e
citotoxicidade celular (Leaper et al., 2019).

Podem ser utilizados também principios ativos que visem a degradacao do
tecido desvitalizado da ferida, como curativos com colagenase, acidos graxos
essenciais que aceleram a granulagado tecidual e promove angiogénese e o carvao
ativado que além de agir na absorcdo do exsudato ajuda a eliminar odores
provenientes de infec¢des na ferida (Franco; Gongalves, 2008).

O carvéo ativado é muito utilizado em curativos para feridas infectadas, com
presenca de toxinas e odor fétido devido a sua capacidade de adsorcio, age na
captura de moléculas volateis que sdo responsaveis pelo mau cheiro exalado pelas
feridas infectadas. A estrutura porosa do carvao ativado favorece a manutencéo da
umidade da ferida, o que favorece a cicatrizacdo. Nao € recomendado em feridas
secas ou com exsudagao leve pois pode causar o ressecamento da ferida (Lee et
al., 2019).

Os principios podem ser também combinados em um unico curativo para que
haja a potencializagcdo de seus efeitos, como o0 carvao ativado ou hidrogéis em
associacdo com a prata para que haja o controle local em conjunto com o controle
bacteriano da ferida, além ativos com fun¢des especificas para cada tipo de ferida a
ser tratado (Nogueira et al., 2022).

O curativo ideal deve também apresentar biocompatibilidade cutanea, nao
toxicidade, boa aderéncia ao tecido e ser biodegradavel. A quitosana apresenta tais
propriedades, se mostrando um biopolimero altamente versatil na utilizacdo em
curativos, possui atividade antimicrobiana e proporciona uma maior sintese de
colageno, e além de seus beneficios, apresenta também uma étima relagéo de custo-
beneficio (Queiroz; Tomaz, 2021).

A forma de producéo dos curativos também pode ser diferente, dependendo do
tipo de material utilizado e a finalidade. O processo de eletrofiagc&o utiliza um campo
elétrico que controla a formacao e deposicao de materiais poliméricos de forma muito

eficiente, além de ser um método de baixo custo. O método produz fibras com grande
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semelhanga a matriz extracelular, que além de fornecer 6timo suporte para adeséo
celular, apresenta um excelente ambiente para a proliferagao celular (Nunes; Oliveira,
2023).

As nanofibras surgem como um promissor método para a producdo de
curativos inteligentes, tendo a capacidade de imitar o ambiente extracelular, 0 que
oferece suporte estrutural as feridas e servindo como guia para a cicatrizagao tecidual
(Datta et al., 2025).

As membranas eletrofiadas fibrosas podem também ter importante utilizacéo
Nos casos em que seria necessaria a aplicacao de substrugdes alogénicas de tecidos
humanos ou outros tipos de substitutos xenogénicos, podendo imitar a estrutura do
tecido humano, facilitando o crescimento celular aderido a estrutura da membrana
biopolimérica, podendo assim ser utilizado como um substituto da pele humana no
processo de cicatrizagao (Husain et al., 2024).

Além dos materiais para curativos, as pesquisas sobre cicatrizagdo abrangem
uma variedade enorme de tecnologias que podem ser utilizadas no desenvolvimento
de curativos inteligentes, como biomateriais, compostos antibacterianos, fatores de
crescimento, biossensores entre outros compostos (Bhar ef al., 2021).

As membranas obtidas pelo processo de eletrofiacdo permite a incorporagéo
de outros polimeros e farmacos com propriedades terapéuticas com diversas funcbes
auxiliares a cicatrizacao, promovendo a cobertura e protecdo da ferida, evitando o
surgimento de cicatrizes e permitindo uma troca eficiente de ar e agua com o
ambiente, o que promove um ambiente microestavel para a recuperacéo da ferida
(Wen et al., 2024).

A manutencdo do ambiente umido na ferida mostrou uma aceleragdo na
cicatrizacdo. Pesquisas com curativos avangados, mostrou que as superficies secas
em curativos causam a formacao de crostas, o que causa dor, dificulta a regeneracao
tecidual e favorecem o surgimento de cicatrizes (Bentcherif et al., 2019).

Materiais como o oxido de zinco, prata, cobre, ouro e vidro bioativo, que
apresentam propriedades antimicrobianas, antioxidantes e promotoras da
angiogénese, podem ser incorporados as membranas eletrofiadas, aplicadas contra
biofiimes formados em feridas crénicas, mostraram eficiéncia no controle de
microrganismos como Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Dikici et al., 2017).

Membranas eletrofiadas s&o candidatas ideias para curativos de feridas devido

as suas propriedades estruturais, como elevada area de superficie em relacdo ao
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volume, a porosidade e a semelhanca estrutural com a matriz extracelular (Reshmi et
al., 2018). Esta ultima caracteristica, em especial, leva a um aumento da adesé&o,
proliferagcdo e migracéo as células e a formagéo de novos tecidos (Norouzi et al.,
2015). Apesar de porosa, as membranas eletrofiadas ndo sdo mais susceptiveis a
penetracdo de microrganismos nem a perda excessiva de agua, pois, esses poros sao
suficientemente pequenos para evitar a passagem de microrganismos bem como a
desidratac&o, prevalecendo o efeito benéfico da permeabilidade ao ar (Tort ef al.,
2017).

Além disso, a eletrofiacdo permite a combinacdo de diferentes tipos de
polimeros que podem ser naturais ou sintéticos. Os polimeros naturais apresentam
vantagens que incluem seguranca, compatibilidade com o corpo humano, capacidade
de se decompor naturalmente, habilidade de aderir a pele, e propriedades que ajudam
a parar sangramentos e a combater microrganismos (Aycan et al., 2019). Alguns
também manifestam propriedades antimicrobianas ou anti-inflamatérias, como a
quitosana. Assim, proteinas naturais e polissacarideos tém recebido maior interesse
na producdo de curativos, devido a sua semelhanca com macromoléculas, que sao
reconhecidas pelo corpo humano, alcangando a biomimética da Matriz extra-celular
(MEC) (Yue, 2014).

Verifica-se que desenvolver novas tecnologias para melhorar o processo de
cicatrizacio representa um desafio importante de saude atualmente (Frykbergrobert
et al., 2015). Avancos significativos tém sido feitos com o uso de biopolimeros
eletrofiados, que se destacam em aplicagbes na engenharia de tecidos e no
tratamento de feridas. Esses polimeros, que sdo biodegradaveis e biocompativeis,
geralmente de origem natural, s&o os principais candidatos devido as suas
propriedades favoraveis. Além disso, trata-se de uma técnica ser altamente
reprodutivel, pode ser escalada para produgao industrial, 0 que a torna especialmente
promissora para futuras inovagbes no campo (Tottoli et al., 2020). Dessa forma, a
eletrofiacdo de biopolimeros pode desempenhar um papel crucial no desenvolvimento

de solucbes avangadas para cicatrizacao de feridas e regeneracéo de tecidos.

3.4. Curativos a base de polimeros naturais

Alguns polimeros naturais como fibrinogénio, elastina, colageno e quitosana

podem ser biocompativeis com o tecido humano, sendo estes, materiais que podem
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ser usados para a criagao de curativos funcionais que tem também a funcéo de serem
carreadoras de principios ativos ao local lesionado, acelerando os processos de
cicatrizagdo das feridas (Mogosanu; Grumezescu, 2014).

Entre esses polimeros naturais, destaca-se a quitosana como um dos ligantes
mais comuns utilizados na cicatrizacdo de feridas devido a propriedades
antimicrobianas e elevada versatilidade funcional (Garcia-Orue et al, 2018). A
curcumina e o colageno emerge atualmente como biopolimero importante para
cicatrizacdo devido as suas propriedades anti-inflamatérias, antibacterianas e
antioxidantes (Sarkar et al., 2018; Sharma et al., 2014).

A quitosana é um polissacarideo obtido pela desacetilacdo da quitina, retirada
do exoesqueleto de crustaceos que sdo subprodutos das industrias pesqueiras, sendo
o biopolimero mais abundante depois da celulose. E um importante objeto de pesquisa
devido a algumas de suas propriedades como a biocompatibilidade com tecido, além
de n&o apresentar toxicidade e ter propriedades antioxidantes e antimicrobianas
(Matica et al., 2019).

Se apresenta na forma de biopolimero hidrofilico, composto por N-
acetilglucosamina, apresentando estrutura semelhante aos glicosaminoglicanos. Na
area médica, a sua aplicabilidade se da ao fato a sua alta afinidade com o tecido
bioldgico, podendo estimular o desenvolvimento de células de reparacdo na matriz
extracelular (Rosendo et al., 2020).

E sollivel em meios acidos com pH inferior a 6,5, sendo os acidos comumente
utilizados o acido acético, férmico e ascérbico. Sua solubilizagdo € possivel nestes
meios a partir da absor¢céo de um ion de hidrogénio pelos radicais amina presentes
na quitosana, se transformando em uma molécula protonada NH3+, esta molécula &
a responsavel por polarizar a cadeia polimérica e permitir sua solubilizacdo. Quando
carregada positivamente sua bioatividade é aumentada, tornando-a mucoadesiva e
promovendo a interacdo com moléculas como proteinas, DNA, alginatos, heparina e
acido hialurénico (Filho et al., 2020).

A quitosana pode ser utilizada como o principal componente de membranas
biopoliméricas, mas também podem ser associadas com diversos outros polimeros
com o objetivo de potencializar os beneficios em sua utilizacdo. Diferentes
associacdes ja foram avaliadas, demostrando um aumento na eficacia do curativo de

quitosana na cicatrizagao de feridas (Barros; Lima; Bunhak et al., 2022).
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A nanoquitosana, derivado nanométrico da quitosana, apresenta menor
toxicidade, maior biodegradabilidade e maior solubilidade, propriedades as quais
estio diretamente relacionadas ao seu peso molecular (Mohammed et al., 2017).
Além disso, a nanoquitosana € dotada de caracteristicas favoraveis tanto das
nanoparticulas, quanto da sua base de quitosana, possuindo assim um potencial
antibacteriano refor¢ado (Rashki et al., 2021).

O &acido hialurénico € um polissacarideo linear, com massa molar elevada,
pertence a familia dos glicosaminoglicanos, contém unidades dissacaridicas de acido
D-glicurénico e N-acetilglicosamina e se destaca no tratamento de lesGes da derme e
epiderme. E constituido por derivados da matriz extracelular e apresenta
caracteristicas desejadas em materiais para cobertura de lesdes como
biocompatibilidade, ndo causa rea¢bes imunoldgicas, € um material biodegradavel,
podendo ser utilizado no tratamento de doencas inflamatérias e degenerativas
articulares, para reposicao de liquido sinovial, cirurgias oftalmologicas e reconstrucéo
de tecidos (Dalmedico et al., 2016).

No tratamento de feridas cutaneas, o acido hialurénico favorece a retencao de
liquidos no local aplicado, o que fornece um meio adequado para a sintese de
elastinas e colagenos, favorece a proliferagdo celular acelerando o processo de
cicatrizagdo, além de possuir efeitos antibacterianos e anti-inflamatérios (Araujo et
al., 2021).

A aplicagdo de acido hialurénico é utilizada em varios tipos de lesdes, e sua
utilizagéo apresenta tempo de cicatrizacao acelerado em comparagao a outros tipos
de curativos (Silva et al., 2022). A associa¢édo da quitosana com o acido hialurénico
demonstra uma maior proliferagdo celular no tecido e uma maior atividade celular,
apresentando melhores resultados que as substancias desassociadas (Vieira Souza;
Malmonge; Santos Jr, 2019).

A curcumina é extraida da espécie Curcuma longa L., uma especiaria culinaria
muito comum, € encontrada no caule subterrdneo da planta, apresenta coloracéo
amarela e é rica em polifendis (Seroli, 2020). Apesar de sua baixa solubilidade em
agua, a curcumina demonstra uma rapida degradacdo e metabolizagcdo em outros
compostos e apresenta baixa biodisponibilidade no organismo quando consumida de
forma oral (Silva, 2025).

Os extratos brutos da curcuma longa apresentam cerca de 60 a 70% de

curcumina, contendo outros dois compostos presentes na planta, sendo a
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demetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina. A curcumina € uma molécula
simétrica e apresenta em sua composi¢céo dois anéis aromaticos que sao unidos por
uma cadeia de sete carbonos e tem em sua estrutura grupos metdxi € hidroxila
(Teixeira, 2022).

A curcumina apresenta a capacidade de interagir com moléculas mediadoras
inflamatérias, pode capturar radicais livres liberados em processos de peroxidacéo
como o superoxido, didxido, nitrogénio, oxigénio singleto e hidroxilo (Carrigo, 2021). A
partir de suas propriedades, a curcumina apresenta efeitos antioxidantes e anti-
inflamatorios, o que Ihe confere um grande potencial na cicatrizagao tecidual (Sales,
2024).

O colageno esta presente em grande quantidade na matriz extracelular, se
caracteriza como uma proteina fibrosa. Esta presente em cartilagens, tenddes, 0ssos
e na pele, desempenhando regulamentacao celular e servindo de suporte para a
estrutura de 6rgaos e da pele, consistindo em cerca de 20 a 30% de todas as proteinas
do corpo (Modolon, 2024). Curativos associados ao colageno apresentam praticidade

na sua aplicacdo, demonstrando alta disponibilidade (Pinto et al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.5. Preparo das solucdes

A nanoquitosana utilizada para a producdo das membranas eletrofiadas foi
sintetizada pelo Laboratério de Materiais € Energias Renovaveis (LABMATER) da
Universidade Federal do Parana - Setor Palotina utilizando procedimentos descritos e
protegidos por meio da patente BR102017022250 (Alves et al., 2017).

Para a producdo das membranas pelo processo de eletrofiacdo, foram
utilizadas solugdes de nanoquitosana a 4% (m/v) diluidas em acido acético (Exodo
cientifica), acrescidas de 1% (m/m) de curcumina, 2% (m/v) colageno (Verisol®) e
0,1% (m/m) de acido hialurénico (Florata). As misturas das solucdes foram realizadas
em temperatura ambiente, valendo-se de um agitador magnético, durante um periodo
de 24 horas a fim de assegurar a completa dissolugdo dos solutos e, assim, uma
solucdo homogénea. Logo apds as solugbes foram submetidas ao processo de

eletrofiacdo.
3.6. Eletrofiagdo das membranas
A eletrofiacdo foi realizada com voltagem de 20kV, 12 cm de distancia entre o
tubo capilar de onde os polimeros foram liberados e o coletor e fluxo de 2,0 mL.h™’
(adaptado de Guellis et al., 2021).
3.7. Esterilizac&o
As membranas eletrofiadas foram submetidas a esterilizagdo em luz UV em
capela microbiolégica pela exposicdo superficial das duas faces por 20 minutos
cada.

3.8. Caracterizagdo das nanofibras

3.8.1. Microscopia eletrénica de varredura
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A morfologia da superficie das nanofibras foram caracterizadas utilizando a
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Antes da observacdo por microscopia,
uma pequena amostra de cada membrana eletrofiada foi submetida a vacuo e
pulverizadas com particulas de ouro, em aparelho DentonVacuum. Em seguida foram
analisadas em microscépio eletrénico, modelo Tescan Vega 3. As amostras foram
visualizadas em uma ampliagcdo de 50.000 vezes (5m) em relagdo ao seu tamanho
original para que fosse possivel avaliar visualmente a eletrofiabilidade das
membranas. Além disso, foi possivel determinar o didmetro médio das fibras obtidas

utilizando o software de processamento de imagens VEGA ao microscopio.

3.8.1.1. Analise de transmiss&o de vapor d’agua (WVT)

A taxa de transmissdo de vapor de agua foi determinada seguindo a norma
ASTM E96/E96M-16 adaptada. No prato de teste padrédo ASTM, 4 mL de agua
destilada foram adicionados e selados com a membrana de teste. A placa foi mantida
em pote hermeticamente fechado contendo silica gel e colocada em estufa a 32°C. O
conjunto contendo a solucao tampéao e a placa teste de membrana foram pesados
periodicamente por um periodo de 24 horas, obtendo-se um total de nove pontos. O
VWT foi calculado por meio da equacéo (WVT= AW/At.A), onde AW é a quantidade
de agua perdida em funcéo do tempo, A é a area da membrana em m2 e (AW/At) € o

coeficiente valor angular obtido por regresséo linear (Ruiz-Cardona et al., 1996).

3.8.2. Atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana das membranas eletrofiadas foi
realizada por meio do teste de difusdo, em triplicata, contra a bactéria Staphylococcos
aureus ATCC6538. Nestes testes, a bactéria foi incubada em meio Mueller Hinton
(MH) a 35+2°C durante 24 horas. Em seguida, a suspenséo bacteriana foi ajustada
para uma concentracao de 1,5x10® células por mL. Foram inoculados 100 uL da
suspensdo bacteriana em placas de Petri contendo agar MH e, logo apds,
espalhamento com alca de Drigalsky. Posteriormente, foram adicionados quatro
fragmentos de membrana de 6 mm de didametro, equidistantes, sobre o meio de cultura
com S. aureus. Ademais, foi realizado o controle negativo, contendo discos de papel

filtro embebidos de agua destilada esterilizada e um controle positivo com antibiético
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levofloxacino em uma dose de 5 ug em cada disco. As placas com os discos foram
incubadas a 35+2°C por 24 horas. A atividade antimicrobiana foi determinada pela
formacéo e medida de halos de inibi¢do, conforme adaptado de Souza et al., (2004).
O didmetro dos halos de inibicdo foi comparado com tabelas padronizadas para
antibiéticos reconhecidamente eficazes contra S. aureus, a fim de avaliar se as

membranas possuem atividade antimicrobiana.

3.1.1 Analise de citotoxicidade

A citotoxicidade das membranas eletrofiadas foi avaliada em linhagem celular
de fibroblasto L929, utilizando o kit CyQUANT MTT Cell Viability Assay Protocol
(Invitrogen), empregando o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT).

A linhagem de células foi cultivada em frascos de cultura celular (25 cm?)
contendo meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado com
60ug/mL de penicilina/estreptomicina. As células foram mantidas em uma estufa a
37°C e 5% CO..

Foram semeadas de 10°-10° células/poco de uma placa de 96 pogos, em 100
ML de meio de cultura celular DMEM com fragmentos de 5 mm de didmetro das
membranas eletrofiadas. As placas foram incubadas em incubadora de CO- por 24
horas. Posteriormente foi adicionado 1 mL de PBS a um frasco do Componente A
para obter uma solugédo estoque de MTT 12 mM. A solucéo foi agitada em vértex até
dissolver. Foram adicionados 10 mL de HCI 0,01 M a um tubo de SDS (Componente
B) e misturado por invers&o até o SDS dissolver. Em seguida as células foram lavadas
removendo 0 meio e substituindo-o por 100 UL de meio fresco e adicionado 10 uL da
solugcéo estoque de MTT a cada pogo. A placa foi entdo incubada a 37°C por 4 horas
em uma incubadora de CO2 a 37°C. Apos o tempo de incubacgéo foram adicionados
100 L da solugéo de SDS-HCI a cada pogo e a placa foi novamente incubada a 37°C
por 4 horas em uma incubadora de CO2 a 37°C. As amostras foram entédo misturadas,
pipetando para cima e para baixo e a absorbancia lida em leitor de placas a 570 nm.

A viabilidade celular foi determinada pela formula: Viab. %=
AbSamostra*100/AbSmeic. Os dados resultantes do teste de citotoxicidade foram
analisados pela analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p < 0,05).
A viabilidade celular menor que 70% indica potencial citotdxico (ISO 10993-5, 2009).
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3.9. Potencial Cicatrizante em animais

O projeto foi primeiramente submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Parana (CEUA) - Setor Curitiba e foi aprovado sob
certificado n°1646. O protocolo de testes dos curativos in vivo foi adaptado de Gaissler
et al. (2021).

O delineamento do experimento foi em blocos. Foram utilizados ratos Wistar
com 90 a 120 dias de vida, independente do sexo, distribuidos aleatoriamente entre
cinco grupos experimentais: 1. Nanoquitosana com curcumina (NCur), 2.
Nanoquitosana com curcumina e acido hialurénico (NCurAH), 3. Nanoquitosana com
curcumina e colageno (NCurCol) e 4. Nanoquitosana com curcumina, colageno e
acido hialurénico (NCurColAH) de 24 animais cada, totalizando 120 animais. Os ratos
foram mantidos em grupos de quatro animais do mesmo sexo em cada caixa de
propileno com dimensdes de 41x33x16cm, normalmente utilizadas no alojamento de
ratos.

Os animais tiveram ragéo paletizada e agua ad libitum e a maravalha foi trocada
a cada trés dias. Os animais foram mantidos a uma temperatura de 22°C, no ciclo
claro/escuro de 12 horas. Foi realizado manejo durante 15 dias antes do inicio do
experimento.

No dia denominado como “zero”, os animais foram submetidos a realizagdo da
ferida cirdrgica. Para tanto, cada animal foi pesado em balancga digital e, entéo,
receberam, diazepam (2mg/Kg, IP). Apds 10 minutos, foi realizada indugcédo e
manutencgao anestésica com isofluorano diluido em 100% de oxigénio.

ApOs a realizac&o da tricotomia de 3x3 cm naregi&o dorsal dos animais a cerca
de 1,5 cm abaixo da base do pescocgo, foi realizada a antissepsia com povidin tdpico,
foi aplicado lidocaina SC a uma dose de 5 mg/Kg e, entéo, foi realizada uma ferida de
pele de 2 cm de didmetro com o uso de bisturi e a pele foi removida completamente
na regiao da ferida, a ferida foi limpa com NaCl 0,9% e os animais receberam
tratamento topico.

Em seguida, cada animal recebeu administracdo unica de cefalotina
(60mg/Kg,SC) e de meloxicam (2,0mg/Kg, SC) e foi devolvido a caixa de 17

polipropileno. A limpeza com NaCl 0,9% e a administragéo topica das membranas em
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teste foi realizada a cada sete dias de tratamento, apos o desbridamento da ferida,
até sua cicatrizacdo completa.

No 3°, 7°, 14° e 21° dias (D3, D7, D14, D21), seis animais de cada grupo foram
aleatoriamente removidos da caixa, avaliagao visual das lesGes e estes, entdo, foram
submetidos a eutanasia com overdose de isofluorano para avaliagdo do processo de

cicatrizacéo.

3.9.1. Avaliagdo Macroscopica

Imediatamente apds a confirmagdo da morte do animal, foi verificada a
presenca de edema, crosta, exsudato. Ademais, foram tiradas fotos de cada lesao,
com o auxilio de um tripé e as imagens foram avaliadas posteriormente no software
ImageJ® para a determinacéo da area das feridas. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05),
utilizando o software Jasp para se determinar se os tratamentos tiveram resultado
estatisticamente significativo de redu¢ao da area das lesées em cada tempo analisado

em relacao aos controles.

3.9.2. Avaliagdo Microscopica

ApOs a eutanasia, foi retirado um fragmento de pele, subcuténeo e musculatura
da regi&o lesionada e armazenando em 30 mL de formol tamponado (propor¢éao: 0,6
mg de fosfato de sddio dibasico; 0,4 mg de fosfato de sdédio monobasico; 10 mL formol;
90 mL de agua destilada) para avaliagao histopalotdgica.

As amostras foram cortadas em 5 mm e coradas com hematoxilina-eosina (HE)

para posterior leitura em microscopia éptica (Schmitz et al., 2010).
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4 RESULTADOS

41. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

As membranas obtidas por eletrofiacdo foram caracterizadas utilizando
microscopia eletrénica de varredura (MEV). As imagens obtidas foram analisadas com
e o didmetro das fibras foi determinado pela medicdo de 200 fibras de cada
membrana, possibilitando a analise da distribuicdo do didmetro das fibras e sua

uniformidade (Figura 1).
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FIGURA 1: Fibras eletrofiadas das membranas eletrofiadas observadas em Microscépio Eletrénico de
Varredura (MEV) e didmetros das fibras. Ampliacdo de 10.000x. a) Nanoquitosana e Curcumina (NCur);
b) Nanoquitosana, curcumina e acido hialurénico (NCurAH); ¢) Nanoquitosana, curcumina e colageno
(NCurCol) e d) Nanoquitosana, curcumina, colageno e acido hialurénico (NCurColAH).

E possivel observar que as membranas apresentam uniformidade na
disposicdo de suas fibras, que se dispde de forma entrelagada e ramificada. Pode-se
observar que as membranas de NCurColAH apresentaram uma deposicdo de
pequenas particulas sobre as fibras, que pode ser pela presenca da quantidade de
polimeros utilizados.

Os graficos acima mostram a distribuicdo dos didmetros das fibras eletrofiadas
de cada tipo de membrana em estudo. De acordo com os graficos é possivel observar
que a variacdo do didmetro das fibras das membranas foi de 145 a 598 nm, sendo
que as fibras das membranas NCur mostraram uma média de 290+10nm, as de
NCurAH obtiveram uma média de 310+110 nm, de NCurCol média de 33090 nm e
as de NCurColAH mostraram uma média de 290+80nm.

E possivel observar que com excecéo das membranas de NCurCol ndo houve
uma diferenca entre o didmetro médio e distribuicdo das fibras, nesta membrana as

fibras mostraram um didmetro médio ligeiramente maior que as demais membranas.

42. Transmissao de vapor d’agua
Para que o processo cicatricial ocorra de forma adequada uma das condi¢cbes
€ de que o leito da ferida mantenha umidade, porém realize trocas gasosas com o
meio, Ou seja, que O curativo permita a transpiragcdo. Em relacdo a analise de
transmissdo de vapor d’agua ou permeacdo, os resultados encontram-se na Tabela
1.

TABELA 1: Valores determinados para a permeabilidade ao vapor de agua das

membranas eletrofiadas.

Amostra* Permeabilidade (g/m2.dia™)
NCur 1123,25422 47 a
NCurAH 1139,28+18,92 a
NCurCol 1140,46+29,37 a
NCurColAH 1169,11+£14,92 a

*NCur — membrana eletrofiadas de nanoquitosana e curcumina, NCurAH- membrana eletrofiadas de
nanoquitosana, curcumina e acido hialurénico, NCurCol — membrana eletrofiadas de nanoquitosana,
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curcumina e colageno e NCurColAH — membrana eletrofiadas de nanoquitosana, curcumina, colageno
e &cido hialurdnico.

4.3. Atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana demonstraram resultados negativos para
a inibicdo de crescimento microbiano em placa por meio de disco-difusao, o que pode
ser observado pela auséncia do halo de inibicdo em torno das membranas dos
tratamentos, como visualizado no controle positivo realizado com antibiético (Figura
3).

FIGURA 2: Atividade antimicrobiana pela técnica de disco-difusdo das membranas eletrofiadas contra
S. aureus. NCur — membrana eletrofiadas de nanoquitosana e curcumina, NCurAH- membrana
eletrofiadas de nanoquitosana, curcumina e acido hialurénico, NCurCol — membrana eletrofiadas de

nanoquitosana, curcumina e colageno.

A auséncia de halos de inibicdo em torno das membranas utilizadas evidencia
a auséncia de atividade antimicrobiana contra o microrganismo Staphylococcus

aureus.

4.4. Citotoxicidade
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As analises de viabilidade celular das membras apresentaram resultados
satisfatérios em todos os tratamentos. Em comparagdo ao meio controle (100% de
viabilidade celular), ndo demonstraram grande degradacao dos fibroblastos, nos

tratamentos (Figura 2).
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FIGURA 3: Medida da citotoxicidade das membranas de cada tratamento em relacdo ao meio controle
negativo para citotoxicidade, expresso pela viabilidade celular obtida na analise. Meio (DMEM), NCur
— membrana eletrofiadas de nanoquitosana e curcumina, NCurAH- membrana eletrofiadas de
nanoquitosana, curcumina e acido hialurénico, NCurCol — membrana eletrofiadas de nanoquitosana,
curcumina e colageno e NCurColAH — membrana eletrofiadas de nanoquitosana, curcumina, colageno
e &cido hialurdnico.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as membranas
avaliadas e o controle somente com 0 meio e entre as membranas. As taxas de
viabilidade celular foram mais elevadas nas membranas de NCur (102,2%) e NCurAH
(103,2%), enquanto as membranas com colageno apresentaram viabilidade celular
um pouco mais reduzida, sendo NCurCol (91,6%) e NCurColAH (92,7%), porém ainda

com viabilidade celular adequada para os utilizagao.

4.5. Potencial Cicatrizante em animais
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Com base nas imagens obtidas ao final de cada tempo dos tratamentos foi
possivel observar as diferengas macroscopicas entre as feridas de cada tratamento,
sendo observado que os tratamentos com as membranas eletrofiadas contribuiram
para a manutencédo da umidade da ferida, criacao de crosta e menor edema local em
relacdo ao tratamento controle, além de um fechamento médio quase completo das
feridas nos tratamentos NCurAH e NCurColAH (Figura 4).

D3 D7 D14 D21

SF

NCur

NCurAH

NCurCol

NCurColAH

FIGURA 4: Fotos das feridas apés 3 dias de aplicacdo (D3), 7 dias de aplicacdo (D7), 14 dias de
aplicacdo (D14) e 21 dias de aplicacdo (D21) do grupo controle SF (Solucio fisiolégica) e dos
tratamentos, NCur — membrana eletrofiadas de nanoquitosana e curcumina, NCurAH- membrana
eletrofiadas de nanoquitosana, curcumina e acido hialurénico, NCurCol — membrana eletrofiadas de
nanoquitosana, curcumina e colageno e NCurColAH — membrana eletrofiadas de nanoquitosana,
curcumina, colageno e acido hialurénico.
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Verificou-se que 0 aspecto das feridas nos tempos D3 e D7 sdo melhores nos
tratamentos com membranas eletrofiadas associadas a principios ativos, em relagao
ao controle utilizando solucéo fisiologica.

Os tratamentos n&o apresentaram crosta nem exsudato do tempo D3, apenas
um leve edema nas bordas das feridas. No tempo D7 as feridas de todos os
tratamentos apresentaram exsudato e comecgo da formacédo de crosta, sendo os
tratamentos SF e NCur os que apresentavam menor exsudato neste tempo. No tempo
D14 as feridas de todos os tratamentos apresentaram crosta bem formada e auséncia
de exsudato e edema na borda das feridas.

No tratamento utilizando apenas a curcumina como principio ativo ndo é
possivel observar uma grande diferenca em relac&o a contracdo das feridas, porém &
notavel a diferenga em relagéo a solucéo fisioldgica.

Nos tratamentos associando mais de um principio ativo as membranas €&
possivel observar um fechamento quase completo das feridas no tempo D14,
enquanto no tempo D21 os tratamentos com curcumina e acido hialurénico, curcumina
e colageno e curcumina, colageno e acido hialurénico as feridas ja se apresentam
totalmente fechadas.

Apos as analises do aspecto macroscopico das feridas foi realizada a analise
das areas das feridas em cada tempo e tratamento. As areas das feridas ao longo dos

21 dias de tratamentos estdo na Tabela 2.

TABELA 2: Valores médios das areas das feridas nos 21 dias de avaliacéo do
processo cicatricial utilizando as membranas eletrofiadas.

Tratamento® D3 D7 D14 D21
SF 428+037a 336+028a 058+006a 0,13+0,08a
NCur 460+0,20a 3,33+0,12a 1,08+x0,16a 0,16+£0,07 a
NCurAH 420+0,17a 328+0,13a 053+005a 0,10+£0,07 a
NCurCol 531+051a 334+041a 042+010a 0,17+0,08a
NCurColAH 438+060a 285+024a 037+010a 0,09+0,05a

*SF - soro fisiolégico, NCur — membrana eletrofiadas de nanoquitosana e curcumina, NCurAH-—
membrana eletrofiadas de nanoquitosana, curcumina e &cido hialurénico, NCurCol — membrana
eletrofiadas de nanoquitosana, curcumina e colageno e NCurColAH — membrana eletrofiadas de
nanoquitosana, curcumina, colageno e acido hialurénico.

Em nenhum dos tempos avaliados houve diferenca estatistica significativa

entre os tratamentos e o controle negativo com solugéo fisioldgica. Todavia, foi
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possivel observar algumas diferencas nas areas das feridas ao longo dos dias de
cicatrizacdo. No tempo D3 o tratamento associando curcumina e acido hialurénico
obteve a melhor média em relagdo as demais.

No tempo D7 o tratamento que demonstrou a menor area da ferida foi 0 que
utilizou curcumina com colageno e acido hialurénico, seguido pelo tratamento com
curcumina e acido hialurénico. Neste tempo € possivel perceber uma melhora
significativa dos tratamentos em relag&o ao grupo controle que utilizou apenas solugao
fisiolégica, sendo este 0 que apresentou a maior area da ferida.

No tempo D14 o tratamento associando os trés principios ativos continuou a
demonstrar a menor area de ferida em relacdo aos demais tratamentos, observacéo
que se manteve até o tempo D21, sendo o tratamento associando os trés ativos o que
obteve a menor area média das feridas ao final dos testes, seguido pelo tratamento
com curcumina e acido hialurdnico.

No tempo D21 que é o tempo final dos testes, os tratamentos com curcumina e
curcumina com colageno demonstraram uma area média da ferida superiores ao
grupo controle com solucgao fisiolégica, o que ndo exclui outros possiveis beneficios

ao tecido ao utilizar estes tratamentos.
4.5.1. Contracdo das feridas
As anadlises da porcentagem de contragdo das feridas ao longo dos testes

ajudaram a determinar a velocidade em que as feridas se fecharam em cada

tratamento (Figura 5).
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FIGURA 5: Porcentagem média da contracdo das feridas calculados dos tempos D3, D7, D14 e D21
para cada tratamento. *SF - soro fisiolégico, NCur — membrana eletrofiadas de nanoquitosana e
curcumina, NCurAH- membrana eletrofiadas de nanoquitosana, curcumina e &cido hialurdnico,
NCurCol — membrana eletrofiadas de nanoquitosana, curcumina e coldgeno e NCurColAH — membrana
eletrofiadas de nanoquitosana, curcumina, colageno e acido hialurénico.

No tempo D3 é possivel observar que o tratamento utilizando NCurAH (37,22%)
obteve a maior média de contracio das feridas, seguido pelo tratamento controle com
SF (36,02%), assim como nos testes de area das feridas, a maioria dos tratamentos
nao apresentou resultados significativos em relagéo a contragdo. Os tratamentos com
NCurColAH (34,53%) e apenas NCur (31,24%) mostraram resultados préximos ao
controle, enquanto o tratamento com NCurCol (20,63%) obteve a menor porcentagem
de contragcado das feridas neste tempo.

No tempo D7, o tratamento com NCurColAH (57,4%) demonstrou a maior
porcentagem de contracdo das feridas em relacdo aos demais tratamentos, que
obtiveram resultados muito proximos, sendo a NCurAH (50,97%), a NCur (50,22%),
NCurCol (50,10%) e SF (49,78%), neste tempo todos os tratamentos apresentaram
certa vantagem em relacdo a solucgao fisioldgica, porém, os valores n&o apresentam
grande significancia.

No tempo D14 o tratamento com NCurColAH (94,97%) continuou
demonstrando a maior porcentagem de retracao das feridas, seguido pelo tratamento
com NCurCol (93,72%), NCurAH (92,08%), SF (91,33%) e NCur (83,86%). Neste
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tempo, o tratamento com Curcumina demonstrou uma grande desvantagem em
relacdo aos demais tratamentos, porém, ainda se faz necessaria a analise dos demais
aspectos em relacdo as feridas.

No tempo D21 todos os tratamentos obtiveram medidas aproximadas,
demonstrando uma média de fechamento quase completo das feridas, sendo a maior
porcentagem de contracdo das feridas observada no tratamento com Curcumina,
Colageno e Acido Hialurénico (98,65%), seguido pelos tratamentos com Curcumina e
Acido Hialurénico (98,51%), solugdo fisioldgica (98,06%), Curcumina (97,61%) e
Curcumina e Colageno (97,45%).

Assim foi possivel determinar que os tratamentos NCurAh e NCurColAH se
mostraram mais eficientes que os demais tratamentos ao final do estudo, sendo o
tratamento NCurColAH o que obteve os melhores resultados tem todos os tempos
com excegéo do tempo D3. O tratamento NCur aprestou o menor valor de contragéo
no tempo D14 enquanto o tratamento NCurCol demonstrou a pior resposta inicial no
tempo D3, porém, ao final dos testes as membranas NCur e NCurCol alcangaram

resultados préximos aos demais tratamentos.

4.5.2. Analise histolégica

As laminas histolégicas foram observadas em microscépio &ptico,
possibilitando a analise dos elementos microscopicos das feridas. Foi possivel
determinar que as feridas dos tratamentos tiveram uma menor resposta inflamatéria
em relagdo ao controle com solugéo fisioldgica, os tratamentos NCurAH e NCurColAH
apresentaram uma resposta mais precoce que os demais tratamentos na deposicéo
e organizacéo de fibras colagenas, enquanto o tratamento NCur apresentou a melhor
resposta precoce ao processo inflamatério, os tratamentos NCur, NCurAH e
NCurColAH apresentaram resultados ligeiramente melhores aos demais ao final do
estudo em relacdo a organizacao do colageno, reepitelizacdo e camada queratinizada,
nos demais aspectos todos os tratamentos obtiveram resultados semelhantes (Figura
6).
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FIGURA 6: Cortes histologicos das bordas da ferida nos tempos 3, D7, D14 e 21 apoés os
tratamentos Cur, Cur+AH, Cur+Col e Cur+Col+AH, coradas com hematoxilina-eosina (HE), observadas
em microscépio ético com ampliacdo de 400x (10x ocular + 40x objetiva).

No tempo D3, é perceptivel um ligeiro deposito de colageno apenas no
tratamento NCurAH, enquanto em todos os tratamentos € possivel observar
infiltrado inflamatadrio e fibroblasto, em maior quantidade nos tratamentos NCurCol e
NCurColAH, neste tempo nenhum dos tratamentos apresentou formagéo de novos
vasos ou reepitelizacdo tecidual.

No tempo D7, é possivel observar uma diminui¢do no numero de leucocitos no
infiltrado inflamatério em todos os tratamentos, em especial no tratamento NCur, nota-

se um aumento e melhor organiza¢do nas fibras colagenas no tratamento NCurAH
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enquanto todos os demais tratamentos apresentam deposito de fibras colagenas
ainda desorganizadas. Neste tempo ha também o surgimento dos novos vasos
sanguineos nos tratamentos NCur, NCurAH, NCurColAH e no grupo controle tratado
com solucéo fisiologica. Ainda ndo € possivel observar reepitelizacao significativa.

No tempo D14, é perceptivel a presenga de novos vasos sanguineos no
tratamento NCurCol, todos os tratamentos apresentam um grande aumento na
quantidade de fibras colagenas e com melhor organizagdo em relagdo ao tempo
anterior, diferenca notada com maior intensidade nos grupos NCurAH e NCurColAH.
E possivel observar neste tempo uma diminuicdo significativa de leucécitos e a
reepitelizacdo em todos os tratamentos, em maior intensidade nos tratamentos NCur
e NCurAH, sendo notada no tratamento NCurAH o surgimento da camada
queratinizada do tecido, no tratamento NCurColAH a coloragéo da lamina dificultou
sua analise, porém € possivel observar camada epitelial bem formada.

No tempo D21, os tecidos ja se encontram quase totalmente integros, em todos
os tratamentos é possivel observar uma presenca discreta dos leucécitos dos infiltrado
inflamatdrio e escassos fibroblastos. As fibras colagenas ja se encontram totalmente
organizadas nos tratamentos NCur, NCurAH e NCurColAH, todos os tratamentos
apresentam camada queratinizada do tecido bem formada.

Assim, pode-se concluir que entre os tratamentos em estudo, os tratamentos
NCur, NCurAH e NCurColAH apresentaram a melhor resposta imediata, como na
sintese de novos vasos sanguineos e na epitelizagcdo mais precoce e mais robusta
que os demais tratamentos em tempos de estudo mais iniciais, porém, com o
desenvolvimento dos tempos todos os tratamentos mostraram resultados finais muito
parecidos entre si, com ligeiras vantagens em relacdo ao grupo controle
principalmente no nivel de organizacio das fibras de colageno e desenvolvimento da

camada queratinizada do tecido.
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5. DISCUSSAO

O método de eletrofiacédo consiste em um dos melhores métodos na atualidade
para sintese de matrizes poliméricas de alta porosidade formadas por fibras,
apresentando baixo custo e complexidade em seu processo. Lemos (2023) destaca
que 0 método € composto por apenas trés partes fundamentais, sendo a fonte elétrica,
que cria uma diferenca de potencial entre o coletor e a origem das fibras poliméricas,
o capilar, por onde a solugao sera eletrofiada e o coletor que fara a captura das fibras
eletrofiadas.

O processo de eletrofiagdo foi adaptado de Guellis ef al. (2021), mas com
algumas otimizacbes empregadas ao método, 0 método original utilizava voltagens
até 23kV, distancia entre capilar e coletor de 15 a 20cm, seringa de 5mL e vazao
padronizada de 0,5mL/H, o0 método otimizado passou a utilizar voltagem de 20kV,
distancia fixa entre capilar e coletor de 12 cm, seringa de 10 mL e vaz&o padronizada
a 2mL/h, o que acelerou a produgao de cada membrana de aproximadamente 10 h
para 5h no processo de eletrofiacéo para o dobro de volume da solugéo.

As membranas eletrofiadas usadas no estudo apresentaram textura uniforme e
coloracdo parecida entre os tratamentos, além de ndo apresentarem transparéncia
em nenhum ponto das membranas, 0 que sugere que 0S processos de
homogeneizacdo das solugdes e eletrofiacdo das membranas ocorreram de acordo
com o objetivo. E valido destacar que, entre todos os polimeros adicionados as
solugdes para eletrofiacdo, nenhum dos tratamentos apresentou diferencas
significativas quanto a viscosidade final das solugbes ou durante o processo de
eletrofiacdo, ndo havendo necessidade de alterar a vazdo ou voltagem aplicada
durante o processo.

As membranas eletrofiadas de nanoquitosana associadas a outros polimeros
apresentaram boa cobertura e adeséo ao leito das feridas, excluindo a necessidade
de se utilizar outros tipos de adesivos sintéticos para sua fixagdo, o que poderia afetar
a regeneracgao celular de forma fisica e quimica, interferindo assim nos resultados e
no conforto do paciente, visando utilizac&o futura em animais e humanos. De acordo
com Askari et al. (2025), membranas eletrofiadas de nanoquitosana demonstram uma
maior uniformidade em suas fibras quando associadas a outros polimeros como
colageno e acido hialurénico, o que pode aumentar significativamente sua resisténcia

e elasticidade, além de contribuirem para a manutengdo da umidade local da ferida
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ao permitir a passagem de vapor d'agua e gases. Outros fatores como o didmetro e
distribuicdo das fibras eletrofiadas podem causar variagdes na resisténcia,
elasticidade e TVA das membranas, Cordeiro (2022), obteve fibras com média de 340
nm e destaca que diversos fatores podem modificar o didmetro das fibras eletrofiadas,
como o aumento ou diminuicdo da vazao que obtém respectivamente fibras com
maiores ou menores diametros.

Jabur et al. (2015), demonstrou os efeitos da tensdo aplicada ao sistema nos
didmetros das fibras eletrofiadas, enquanto tensdes de 25 kV obtiveram menores
didmetros com média de 150 nm, tensbes de 5 kV obtiveram fibras com didmetro
médio de 910nm. Mercante et al. (2023), destaca que a viscosidade da solu¢do tem
forte impacto no didmetro das fibras e na espessura da membrana, solu¢gdes pouco
viscosas normalmente eletrofiam fibras com menores didmetros e favorecem a
eletropulverizacao levando a perda de solu¢do, enquanto solu¢gbes muito viscosas
resultam em fibras com maiores didametros e podem comprometer o sistema causando
o entupimento do capilar.

Em relacdo a transmissdo de vapor d’agua, as membranas mostraram-se
pouco permeaveis, ja que a faixa ideal para transmiss&o de vapor d’agua seria entre
2000 e 2500 g/m? por dia. As membranas apresentaram valores entre 1123 e 1169
g/m? por dia, 0 que indica que poderiam ser produzidas com menor espessura, visando
aumentar a taxa de evaporagdo. A otimizacdo dos parametros de eletrofiagdo
realizada, com aumento de fluxo e de volume, podem ter interferido na espessura e
permitido a formacdo de poros menores que deixaram as membranas pouco
permeaveis.

Assim, sugere-se um novo ajuste nos parametros de eletrofiagdo visando
melhorar a taxa de permeabilidade das membranas, de acordo com Pedroso (2023),
um maior volume de solugdo eletrofiada garante uma membrana com maior
espessura, 0 que por sua vez esta diretamente relacionada a uma menor
permeabilidade a vapores de agua. Santos (2018), destaca que valores adequados
de TVA sao importantes na manutengcdo do equilibrio do leito das feridas, uma vez
que valores diminuidos podem aumentar o0 risco de contaminacdo ao causar O
acumulo de exsudato, enquanto valores aumentados normalmente levam a
desidratac&o das feridas.

A incorporacéo de outros polimeros como principio ativo na membrana tem

como maior objetivo aumentar o seu potencial regenerativo ao maximizar a
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eficiéncia de cada um dos processos bioquimicos envolvidos na regeneragao tecidual,
além de fornecer materiais para tais processos e contribuir para um tratamento com
menos incémodos relacionados ao material utilizado.

Como apontado por Adhikari et al. (2024), materiais que agregam varias
fungdes séo o futuro dos curativos, oferecendo além da barreira protetora, estimulos
para regeneracao ativa do tecido, como combinar a nanoquitosana que apresenta
propriedades antimicrobianas, o colageno que mimetiza proteinas da matriz
extracelular, acido hialurénico que age como promotor da angiogénese € hidratagdo
e curcumina que é um fitoquimico com propriedades antioxidantes.

Os polimeros associados as membranas de nanoquitosana foram escolhidos
de acordo com evidéncias que demonstraram a eficacia de suas fun¢des na literatura,
como o colageno e a importancia de sua biodisponibilidade proteica para a matriz
extracelular no leito da les&o, de acordo com Papaiordanou ef al. (2022), o colageno
desempenha importantes papeis na estrutura de diversos tecidos, e € a mais
abundante proteina na matriz extracelular do tecido epitelial, constituindo
aproximadamente 90% de sua massa seca. O acido hialurdnico, que apresenta alta
capacidade estimulante a angiogénese e cicatrizacdo em feridas, como citado por
Araujo et al. (2021), também esta presente na composi¢cado da matriz extracelular,
tendo como func¢do regular a deposicado excessiva de colageno nos processos de
cicatrizacao, protegendo a cicatrizacao tecidual, melhora a atividade de neutrdfilos a
partir do aumento de sua motilidade e atua estimulando os processos de angiogénese
e proliferacao de células.

A nanoquitosana foi utilizada como base para a eletrofiacdo das membranas
pois ja demonstrou diversos aspectos importantes para a cicatrizagdo cutdnea como
destaca Zakaluk (2024), apresenta grande capacidade para a formacéo de filmes,
além de ter propriedades cicatrizantes, anti-inflamatérias, antioxidantes,
antibacterianas e antifungicas, suas propriedades sdo diretamente associadas as
caracteristicas fisicas e quimicas de seus polimeros, em principal o grau de acetilagao
e seu peso molecular.

De acordo com Baron ef al. (2023), a curcumina apresenta diversas atividades
bioguimicas ativas que a torna uma substancia promissora em relag&o a cicatrizacao
de feridas como propriedades anti-inflamatérias, angiogénicas, antioxidantes e
antimicrobianas. Assim, associando a base de nanoquitosana com outros polimeros,

€ possivel extrair diversos beneficios para a reparacao tecidual com a utilizagdo de
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apenas um tipo de curativo, cujo a membrana apresenta a associacao de diversos
principios ativos em sua composi¢cao.

Quanto a analise de citotoxicidade, todas as membranas utilizadas
apresentaram viabilidade celular acima de 90%, considerado ideal para curativos
cutaneos. As membranas de NCur e NCurAH apresentaram efeito protetor sobre as
células, aumentando a taxa de divisdo celular, o que pode ser observado pela
viabilidade celular acima do controle (100%). Isso se deve possivelmente ao efeito
antioxidante da curcumina, que neutraliza radicais livres, permitindo que a atividade
celular seja potencializada. As membranas contendo colageno tiveram uma pequena
redugcdo na viabilidade celular, porém ainda com seguranga para utilizagdo. Como
descrito por Echhardt (2024), é considerado ideal uma taxa de viabilidade celular
acima de 70%, sendo que o potencial de dano celular das membranas € inversamente
proporcional a viabilidade celular apresentada em relagdo ao meio controle negativo.

O controle da citotoxicidade dos curativos utilizados nos tratamentos cutaneos
tem grande relevancia na qualidade da cicatrizagdo do tecido, enquanto materiais com
alto nivel de citotoxicidade podem contribuir para morte celular de células com papeis
fundamentais para o reparo tecidual como os fibroblastos, Santos (2022) concluiu em
suarevisdo que a presenca de elementos citotdxicos podem inviabilizar os fibroblastos
no processo de cicatrizacdo, além de prejudicar a fungdo dos fibroblastos ainda
viaveis, 0 que pode levar a inibicdo parcial do crescimento celular. George et al.
(2021), demonstrou que concentracbées menores de biopolimeros com maior
viabilidade celular nos testes de citotoxicidade apresentaram resultados superiores na
contragdo das feridas quando comparados aos mesmos biopolimeros em maiores
concentragcbes, o0 que diminui a viabilidade celular apresentada nos testes de
citotoxicidade.

A atividade antimicrobiana da nanoquitosana é descrita normalmente de duas
formas, como um agente bacteriostatico, ou seja, que impede o desenvolvimento das
bactérias, ainda que n&o haja distingdo se as bactérias estdo mortas ou ndo, ou como
agente bactericida, que mata pelo menos alguma fragéo das bactérias vivas (Santos,
2022). Embora haja indicios na literatura que apontem uma potencial atividade
antimicrobiana associada a nanoquitosana, os testes realizados neste estudo n&o
apresentaram dados que favorecam a afirmacdo, sendo valido destacar que as
membranas utilizadas foram associadas a polimeros que podem alterar suas

propriedades. Qutro fator que pode ter impacto no resultado é a metodologia
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empregada, que no caso do estudo foi a disco-difusdo, a técnica apesar de eficaz em
diversos casos, nao leva em consideracdo diferentes concentracbes de
microrganismos e do composto em estudo, no caso, as membranas eletrofiadas, o
ideal para tal analise seria o desenvolvimento de um estudo que trate especificamente
0s potenciais antimicrobianos das membranas de nanoquitosana associada a
diferentes polimeros.

As analises macroscopicas apresentaram resultados satisfatérios em relagéo a
cicatrizacdo das feridas, todos os tratamentos apresentaram fechamento da ferida
quase completo ao final dos 21 dias de estudo, sendo que os tratamentos que se
destacaram foram os tratamentos que utilizaram o &cido hialurénico como o NCurAH
e o NCurColAH, tratamentos os quais demonstraram um fechamento total das feridas
em grande parte dos individuos testados, o tratamento com colageno demonstrou uma
acao mais demorada em relagdo aos demais, enquanto o tratamento com curcumina
apresentou um menor pico na contragao da ferida no tempo D14, porém, ao final dos
testes ambos alcancaram um resultado aproximado dos demais tratamentos.
Resultados semelhantes foram achados por Dal Ponte et al. (2024), que ao avaliarem
membranas eletrofiadas de nanoquitosana e nanoquitosana com acido hialurénico,
verificaram que o acido hialurdnico colabora para a melhor deposicédo tecidual e
acelera a cicatrizacdo de feridas.

Quanto as analises de area média das feridas e contracdo média das feridas,
0s resultados se mostram de acordo com o0s demais achados macroscopicos, 0s
tratamentos contendo o acido hialurénico tiveram o melhor desempenho, sendo a
melhor média obtida pelo tratamento NCurColAH, seguido pelo NCurAH, que
demonstraram area média das feridas de respectivamente 0,09cm? e 0,10cm? e
contracdo média das feridas de respectivamente 98,65% e 98,51%. Quando
comparados ao grupo de controle que utilizou apenas solugéo fisiologica para a
limpeza das feridas, os demais tratamentos nao demonstraram resultados positivos
em relagcado a area e contragao das feridas.

Apesar de estatisticamente n&o haver diferenca entre os tratamentos, vale
ressaltar que a analise completa dos aspectos presentes no estudo leva a uma melhor
compreensdo dos efeitos observados nos diferentes tratamentos, que além de
gerarem indicios isoladamente, abrem também 0 espacgo para novos estudos.

Quanto as analises microscopicas, o tratamento NCurAH foi o que demonstrou

o deposito de colageno mais precocemente no tempo D3, 0 que pode indicar que o
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acido hialurénico tem maior influéncia na deposi¢cdo de colageno que o tratamento
que torna o colageno biodisponivel na ferida, Silva et al. (2023), aponta em sua reviséo
que o acido hialurénico favorece a formagao de elastina e colagenos e estimula uma
maior proliferacado e diferenciacdo celular, além de estimular a producéo de fatores de
crescimento, 0 que favorece a velocidade de cicatrizacdo. No tempo D7 todos os
tratamentos demonstraram um depdsito de fibras colagenas enquanto o do tratamento
NCurAH se mostrou mais robusto, neste tempo também houve os primeiros indicios
de angiogénese nos tratamentos NCur, NCurAH, NCurColAH e no grupo controle,
resultados obtidos por Mafra (2024) demonstram que o uso de filmes compostos por
acido hialurénico associado a outros compostos apresentou forte potencial pro-
angiogénico em tecido 6sseo testado em modelo animal. Neste tempo foi também
observada uma diminuigcdo no infiltrado inflamatoério em todos os tratamentos, em
especial no tratamento NCur. No tempo D14, ja passado mais da metade do tempo
total de estudo, foi possivel observar o inicio do processo de angiogénese no
tratamento NCurCol, e também um aumento significativo na quantidade e na
organizacao das fibras colagenas de todos os tratamentos, sendo o efeito notado com
maior intensidade nos tratamentos NCurAH e NCurColAH, o que vai de acordo com a
literatura afirmar que os tratamentos com acido hialurénico demonstraram potencial
cicatrizante eficaz em relagdo aos outros tratamentos, como apontado por Araujo et
al. (2017) o tratamento de lesdes teciduais com acido hialurénico apresentam
cicatrizacio rapida e eficiente, agindo de forma benéfica a recuperacdo do tecido.
Com relagdo ao infiltrado inflamatdrio encontramos outra concordéncia com a
literatura comprovando as propriedades anti-inflamatérias da curcumina, como
apontado por Filgueiras et al. (2023), ensaios pré-clinicos apresentaram em diversas
condi¢cdes que a curcumina age na reducdo da inflamacgao e estresse oxidativo, como
no cancer, doengas cardiovasculares e degenerativas. Apesar de todos o0s
tratamentos apresentaram reducdo no numero de leucécitos, o efeito € observado
com maior intensidade nos tratamentos com curcumina, sendo 0 NCur, NCurCol e
NCurColAH, neste tempo €& também perceptivel uma robusta camada de
epitelizacdo dos tecidos em todos os tratamentos, com destaque para os tratamentos
NCur e NCurAH, além da presenga de camada queratinizada epitelial no tratamento
NCurAH. O tratamento NCurColAH apresentou coloragdo enfraquecida em sua
lamina, apesar de possivel notar a camada de reepitelizacdo formada, é possivel que

haja uma interferéncia na visualizag&o de alguns de seus elementos.
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Ao final do estudo, no tempo D21, as analises histolégicas demonstraram uma
diminuicdo significativa do infiltrado inflamatério, restando poucos leucécitos e raros
fibroblastos, nota-se um aumento na quantidade e organizacéo das fibras colagenas
em todos os tratamentos, como também uma camada epitelial robusta e com camada
queratinizada bem formada, os tratamentos NCur, NCurAH e NCurColAH
demonstraram fibras colagenas ja totalmente organizadas, tal qual um tecido
totalmente integro, Bortolli (2018) demonstra que uso de produtos a base de
curcumina melhoram a formacao de tecido de granulacdo e aumentam a migracao de
fibroblastos, além de estimular a deposicdo de colagenos e apresentar efeitos pro-
angiogénicos 0 que favorece a reepitelizacdo e acelera a contracédo das feridas, e
Figueira, Crusca; Yoshioka; (2014), que demonstram que em modelo animal a
reepitelizacdo das feridas tratadas com acido hialurénico foi superior ao grupo
controle, alcancando a contracdo total das feridas em 14 dias, além de apresentar
cicatrizes com aspectos melhores. Apesar de haver uma certa diferenca na velocidade
em que 0s processos da cicatrizaram aconteceram nos diferentes tratamentos, ao
final do estudo, todos obtiveram resultados aproximados, porém, n&o apenas o
resultado final que importa, mas suas etapas podem contribuir com aspectos da
cicatrizacio além da area e contragao da ferida, como o conforto do individuo durante
o tratamento, o surgimento modelagao e aspecto das cicatrizes apds os tratamentos,
além da possibilidade da cura total da cicatriz, a depender é claro da extenséo e
profundidade da les&o.

A partir do conjunto de resultados, é possivel concluir que, apesar de nao
apresentar diferengcas estatisticas nos testes citotoxicidade, area total da ferida e
contragdo da ferida, os tratamentos contendo acido hialurénico se mostraram mais
eficazes em quase todos os critérios analisados, sendo os tratamentos com curcumina
superiores apenas nos testes de citotoxicidade e nos aspectos inflamatérios das
analises macroscopicas e microscopicas. Apesar da presenca do colageno nas
membranas ter mostrado resultados ligeiramente inferiores em citotoxicidade, a
viabilidade celular dos tratamentos com colageno ainda foi superior a 90% (tem-se
que o ideal é considerado acima de 70%) e a analise estatistica demonstrou que os
resultados de todos os tratamentos sdo estatisticamente iguais. Assim, pode-se
afirmar que o tratamento que obteve os melhores resultados em todos os aspectos
analisados foi o NCurColAH, que demonstrou fornecer as principais propriedades de

seus principios ativos e favorecer a cicatrizacio tecidual.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo conseguiu alcangar seu objetivo ao produzir membranas eletrofiadas
de nanoquitosana associada a polimeros que apresentam principios ativos como a
Curcumina, Colageno e Acido Hialurénico em quatro diferentes tratamentos, sendo
NCur, NCurAH, NCurCol e NCurColAH e avaliar seu efeito cicatrizante em animais.
As membranas sintetizadas por meio do processo de eletrofiacdo apresentaram
caracteristicas de acordo com o estabelecido para seu uso no estudo, demonstrando
textura uniforme, além da obtenc&o de uma boa fixacdo e cobertura para as feridas.
A permeabilidade das membranas pode ser melhorada, a fim de manter o leito da
ferida mais umido durante a cicatrizac&o e a adi¢do de outros polimeros com atividade
antimicrobiana podem contribuir para a maior efetividade destas. Entre os tratamentos
utilizados no estudo, o que obteve os melhores resultados na cicatrizacdo das feridas
foi o NCurColAH, tanto nas analises macroscépicas quanto nas microscdpicas,
apresentando uma maior contracdo média da ferida, melhor organizacao de colageno,
menor quantidade de infiltrado inflamatoério e maior velocidade de fechamento das
feridas em relacao aos demais tratamentos e grupo controle.

Além dos diversos efeitos benéficos na cicatrizagdo de feridas cutaneas, as
membranas eletrofiadas também podem apresentar um potencial ecoldgico e
econdmico, uma vez que a nanoquitosana é obtida a partir do exoesqueleto de
crustaceos, a produgado em larga escala de membranas a base de nanoquitosana tem
o potencial de eliminar um importante descarte gerado pelas industrias pesqueiras, ao
mesmo tempo que, pode ser considerado uma matéria prima de baixo custo em

relacdo a sua abundancia e baixo uso na atualidade.

5.1 Recomendacgdes para trabalhos futuros

E de grande importancia que novas avaliagcbes sejam realizadas com vistas a
aplicacao destas membranas para a cicatrizacdo de feridas de pele em humanos e
animais.

Assim, ajustar o fluxo da eletrofiagédo pode contribuir para a melhora da taxa

de transmiss&o de vapor d’agua, bem como a adi¢éo de algum material com atividade
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antimicrobiana, como por exemplo, a prata pode contribuir com a atividade
antimicrobiana. O aumento da concentragc&o dos polimeros também pode contribuir

para o aumento da efetividade na cicatrizacao das feridas.
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