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CURATIVO DE NANOFIBRAS DE CELULOSE VEGETAL AUXILIA NA
CICATRIZAGCAO DE QUEIMADURAS DE TERCEIRO GRAU? ESTUDO EM
RATOS

Vegetable cellulose nanofiber dressing aids in the healing process of third-grade burns? Study on rats

Milka Lie TAKEJIMA'™2®, Maria Angelica Baron MAGALHAES'®, Jurandir Marcondes RIBAS FILHO'®,
Fernando Issamu TABUSHI'”, Carlos Cesar Bof BUFON®, Thayline Mylena Santana CAMARGO'", Isabela
Calixto MALUF'®, Osvaldo MALAFAIA!

RESUMO - Racional: O tratamento das queimaduras de 3° grau representa grande desafio na

area médica. A celulose vegetal de pinus é biomaterial com caracteristicas semelhantes as da
celulose bacteriana. Objetivo: Avaliar a seguranca da membrana de celulose vegetal (Pinus
sp) no tratamento de queimaduras de terceiro grau em ratos e comparar sua eficacia com a da
membrana bacteriana ja comercializada. Método: Trinta e trés ratos Wistar foram submetidos
a queimadura de 3° grau na pele do dorso mediante aplicacdo de dgua a 98° C durante 30
s. Em seguida, foram distribuidos em trés grupos (n=11): grupo 1 - curativo simples com
gaze; grupo 2 - curativo com membrana de celulose bacteriana; e grupo 3 - curativo com
membrana de celulose vegetal . Os animais foram avaliados durante 15 dias para verificar
o estado clinico geral, aspecto macroscopico, contracdo das feridas e analise microscopica
pelo grau de cicatrizacdo e colagenizacao. Resultados: Permaneceram clinicamente bem
durante o experimento. Durante a retirada do curativo houve sangramento na ferida do
grupo controle, diferentemente dos grupos tratados com as membranas de celulose, que
protegeram o leito da lesdo. A analise microscopica mostrou que a maioria das feridas
apresentava-se em grau avancado de cicatrizagdo, com predominio de colageno maduro
em todos os grupos. Houve maior contracdo das feridas tratadas com as membranas em
relagdo ao grupo controle. Conclusédo: A membrana de celulose de Pinus sp apresentou
eficacia semelhante a da membrana bacteriana no tratamento de queimaduras de 3° grau.

DESCRITORES - Queimaduras. Cicatrizagdo. Celulose. Nanotecnologia. Nanoestruturas.

Ferimentos e lesoes.

ABSTRACT - Background: The treatment of 3 degree burns represents a major medical

challenge. Pinus vegetable cellulose is a biomaterial with characteristic similar to bacterial
cellulose. Aim: To evaluate the safety of cellulose membrane (Pinus sp) in the treatment of
3 burns in rats and to compare its effectiveness with the bacterial membrane already on
the market. Method: Thirty-three Wistar rats were beaten with a 3 degree burn on back
skin by applying water at 98° C for 30 s. Then, they were divided into three groups (n=11):
group 1 - simple dressing with gauze; group 2 - dressing with bacterial cellulose membrane;
and group 3 - dressing with vegetable cellulose membrane. The animals were maintained for
15 days to check the general clinical status, macroscopic aspect, contraction of the wounds
and microscopic analysis for the degree of healing and collagenization. Results: They were
clinically well during the experiment. During the removal of the dressing, there was bleeding
in the wound of the control group, unlike the groups treated with cellulose membranes, which
protected the bed from injury. The macroscopic evaluation showed a greater contraction of
the wounds treated with the membranes in relation to the control. A microscopic analysis
revealed that most of the wounds were in advanced healing degree with predominance of
mature collagen in all groups. Conclusion: Pinus sp cellulose membrane showed efficacy
similar to that of the bacterial membrane in the treatment of 3 degree burns.

HEADINGS - Burns. Wound Healing. Cellulose. Nanotechnology. Nanostructures. Wounds and

Injuries.
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Membrana de celulose vegetal; B) aplicagdo dela e
protecdo com curativo de Brown

Mensagem central

As membranas de celulose vegetal produzidas a
partir da arvore pinus apresentam seguranca clinica
e beneficios no tratamento de queimaduras de
terceiro grau em ratos.

Perspectiva

O estudo demonstra a seguranca clinica das
membranas de celulose de origem vegetal no
tratamento de queimaduras de terceiro grau em
ratos. Esta membrana podera se tornar uma grande
aliada no tratamento de pacientes com feridas,
Ulceras e queimaduras, auxiliando na diminuicdo da
dor e na frequéncia de trocas de curativos. A grande
disponibilidade de matéria-prima vegetal acarretara
na produgdo de uma membrana com menor custo,
diminuindo os gastos da satde no tratamento de
queimaduras.
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INTRODUCAO

de salide publica que atinge todos os grupos etarios

e classes sociais*. Segundo a Organizagdo Mundial
da Saude®, elas sdo responsaveis por aproximadamente 180.000
mortes ao ano em todo mundo. No Brasil, representam a quarta
causa de morte e hospitalizacdo por acidente de criancas e
adolescentes de até 14 anos de idade™.

Diferentes produtos tém sido utilizados para melhorar o
processo de reparagao tecidual®. Existem mais de 2.000 tipos de
coberturas disponiveis no mercado internacional para o tratamento
de feridas e queimaduras®. Estes podem ser classificados como
sintéticos (derivados de produtos manufaturados ou desenvolvidos
em laboratério) ou bioldgicos (derivados de tecidos naturais)®.

Desde 1980,amembranade celulose obtida por Gluconacetobacter
xylinus tem sido utilizada como substituto temporario da pele
humana em queimaduras superficiais e profundas, areas doadoras
de enxertos, dermoabrasdes mecanicas ou a laser, e Ulceras
venosas e arteriais®®. Algumas vantagens da membrana de
celulose incluem o fato de ndo serem tdxicas ou carcinogénicas
e de sua biocompatibilidade, além de reter a umidade e favorecer
a granulagdo no local da ferida?'. Entretanto, a manufatura delas
é processo de baixo rendimento e alto custo, por se tratar de
sintese bacteriana.

Diante disso, o desenvolvimento de uma membrana de
celulose a partir de vegetal, como a madeira de pinus, permitiria
o reaproveitamento de subprodutos da agroindustria e podendo
reduzir os custos de produgao, favorecendo a sustentabilidade.

Assim, os objetivos desta pesquisa foram verificar aseguranca
clinica e a eficacia da membrana de celulose vegetal sobre a
cicatrizacdo de queimaduras de 3° grau em pele de ratos e
compara-las comaseguranca e eficacia damembrana de celulose
bacteriana comercial (Membracel®).

n squeimaduras sdo consideradas um grande problema

METODO

O estudo foi realizado nas dependéncias do Laboratério
de Cirurgia Experimental do Instituto de Pesquisas Médicas da
Faculdade Evangélica Mackenzie do Parana (FEMPAR). Ele foi
aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da FEMPAR
sob o nimero 872/2019, regido pela Lei 11.794.

Producao das nanofibras de celulose

As nanofibras provenientes da madeira pinus (Pinus sp)
foram produzidas no Laboratério de Tecnologia da Madeira da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Florestas),
localizada em Colombo, PR, Brasil.

O processo de extracdo da hemicelulose foi realizado através
do branqueamento da polpa celulésica, sendo obtido suspensdo de
nanofibrilas com 86% de celulose e 14% de hemicelulose. Esta polpa
branqueada foi dispersada em dgua destilada e homogeneizada
em liquidificador laboratorial para obtencdo de uma pasta “fluffy”.
Para o processo de desfibrilacdo, esta pasta na concentragédo 3%
em base seca, foiinserida no moinho Super Masscoloider Masuko
Snagyo, sob rotacdo de 1.500 rpm e 20 passes, sendo o passe um
ciclode moagem da pasta . As membranas foram produzidas por
meio de filtracdo em telas de nailon de abertura de 22 um. As
massas das suspensdes necessarias para obter cada filme foram
diluidas em agua destilada até a concentracdo de 3x103g/ml e
agitadas paraa completahomogeneizacdo. Em seguida, o excesso
de agua foi retirado por compressao do filme em placas devidro e
secagem por 24 h em estufa a 60° C. Os filmes foram produzidos
com a gramatura objetivada de 40 g/m? e didmetro de 100 mm
(Figura 1). Foram realizadas pequenas perfuragdes nos filmes de
celulose com agulha de calibre 18G. Antes de serem aplicadas
sobre as feridas dos animais, as membranas foram esterilizadas

em autoclave a 121° C por 30 min que, nestas condi¢des, o filme
de celulose nao sofre alteracdes nas propriedades fisicas’.

FIGURA 1 - Etapas da producdo das nanofibrilas de celulose
vegetal: A) moinho Mass Colloider Masuko; B)
suspensao de celulose sendo processada pelo
moinho; C) utensilios usados para producao de
suspensado de celulose nanofibrilada; D) filtracdo
a vacuo para producdo das membranas; E) filme
produzido translucido.

Animais utilizados e cuidados gerais

Foram estudados 33 ratos Wistar (Rattus Norvegicus albinus)
machos adultos, com 200 dias de idade e peso oscilando entre 450-
500g. Inicialmente, eles permaneceram por periodo de adaptacdo
e observacdo do estado de saude de 20 dias, a fim de garantir
a auséncia de doencas. Receberam levre acesso a agua e racéo
padrdo. Foram mantidos em temperatura ambiente controlada
entre 18-22°C, nas condi¢des préprias de umidade do ambiente e
controle ciclico deluze escuriddo a cada 12 h. Permaneceramem
gaiolas individuais de polipropileno com 41x34x18 cm?, forradas
com maravalha e etiquetadas para identificacdo.

Delineamento experimental

Todos foram pesados em balanca digital Brasmed® e
distribuidos aleatoriamente em trés grupos (n=11): grupo 1 —
controle, com queimadura de terceiro grau, desbridamento
cirlrgico e aplicagdo de curativo somente com gaze; grupo
2 — membrana de celulose bacteriana, com queimadura de
terceiro grau, desbridamento cirtrgico e aplicagdo da membrana
de celulose bacteriana (Membracel®); grupo 3 — membrana de
celulose vegetal, queimadura de terceiro grau, desbridamento
cirdrgico e aplicacdo da membrana de celulose vegetal.

Anestesia

Todos permaneceram em jejum alimentar de 6 h e jejum
hidrico de 2 h. Efetuou-se a injecdo intraperitoneal com cloridrato
de quetamina na dose de 90 mg/kg, associado ao cloridrato de
xilazina na dose de 10 mg/kg. Durante todo o periodo anestésico,
foram observadas as frequéncias cardiaca e respiratéria, além
da movimentacdo voluntaria dos ratos, com vistas a detectar
complicacées ou manifestagdes de dor para suplementar a
anestesia com doses novas. Os animais eram considerados
anestesiados e prontos para o procedimento quando perdiam
os reflexos ocular e caudal.

Inducdo das queimaduras

Apos a anestesia, foram posicionados em decubito ventral e
imobilizados em prancha cirlrgica para a realizacdo da tricotomiana
regido dorsal, com depilador elétrico. Aregido a ser tricotomizada
foi demarcada a 7 cm da ponta nasal do animal, no sentido
craniocaudal (Figura 2A) e a partir deste ponto, realizada em
uma area de 5x3 cm?.

Olocal dainducdo da queimadura foi previamente marcado
com caneta Sharpie®, utilizando um molde circular de pléstico de 2
cmde diametro que foi posicionado no centro da area tricotomizada
(Figura2A). Apdsa marcacdo, realizou-se a antissepsia com solugdo
deiodopolividona 10 seguida por solucéo alcodlica de iodo a 2%.
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FIGURA 2 — A) Marcacdo da area da queimadura: area circular
em vermelho representando local padronizado para
inducdo da queimadura em todos os animais; B)
posicionamento do dispositivo para escaldadura; C)
aspecto da lesdo imediatamente apds a indugao da
gueimadura: observar area de pele palida, circundada
por halo hiperémico; D) area desvitalizada com tecido
necrosado dois dias depois; E) ferida viva resultante
de desbridamento cirtrgico

As queimaduras foram realizadas por escaldadura. Dentro
de um recipiente de becker, a dgua foi aquecida a temperatura
de 98,4° C, aferida com termdmetro digital. Para a delimitagdo
da escaldadura, foi utilizado um dispositivo do tipo funil de
polipropileno. O dispositivo foi pressionado sobre o dorso do
animal, ficando com a abertura menor, de 2 cm de diametro,
em contato com a pele (Figura 2B). O funil foi entdo preenchido
com 20 ml de 4gua em ebulicdo. Foram marcados 30 s com
cronémetro digital e, posteriormente, retirou-se o dispositivo
cuidando para que a 4gua ndo escorresse para outras partes do
corpo. A forma de inducdo da queimadura foi a mesma em todos
os animais, obtendo lesdes circulares com 3,14 cm?de area (Figura
3C). Apds a indugao das queimaduras, as lesdes foram mantidas
abertas nos animais dos trés grupos, permitindo visualizacdo da
evolugado da ferida.

Desbridamento das feridas e aplicacdo dos curativos

No segundo dia da queimadura, posteriormente a nova
inducdo anestésica (descrita anteriormente), foi realizado o
desbridamento cirdrgico da ferida por meio de excisdo da area
necrosada com lamina de bisturi nimero 15 Feather® (Figuras
2D e 2E). Apds excisdo do tecido desvitalizado, procedeu-se a
aplicacdo dos curativos e membranas designados anteriormente
para cada grupo.

Para evitar a retirada das membranas por tentativa das
patas e boca dos animais, optou-se pela realizacdo de um curativo
secundario, sob técnica de Brown. Foram confeccionados quatro
pontos simples equidistantes (nailon 4-0) na borda da lesdo. Os
fios foram mantidos com 6 cm de comprimento. Posicionou-se
uma gaze dobrada sob a lesdo e entdo, confeccionaram-se n6s
entre dois fios opostos, formando um “X” (Figura 3A).

No grupo 1, o leito da ferida foi coberto somente comgaze e
posteriormente, confeccionou-se o curativo de Brown (Figura 3A).

FIGURA 3 - Procedimentos protegidos com curativo secundario
de Brown (notar aspecto em “X" amarelo dos nds,
apos confecgdo do curativo): A) somente de gaze
(grupo 1 - controle); B) Membracel® (grupo 2); C)
membrana de celulose vegetal (grupo 3)

No grupo 2, foram aplicadas as membranas bacterianas
(Membracel®, Figura 3B), deixando 0,5 cm excedente em relagdo
ao tamanho da ferida. Em seguida, foi realizado o curativo de
Brown (Figura 3B).

No grupo 3 foram aplicadas as membranas de celulose
vegetal (Figura 3C), com 0,5 cm excedente em relagdo ao tamanho
da ferida. Em seguida, foi realizado o curativo Brown (Figura 3C).

Os animais foram acompanhados diariamente durante 15
dias para verificacdo de parametros clinicos sistémicos e aspectos
locais da ferida.

Ao terceiro diaapds a aplicacdo das membranas, os curativos
de Brown foram retirados e realizou-se a limpeza das feridas, com
solucdo de iodopolividona.

Cuidados clinicos

Apds os procedimentos cirlrgicos, os animais ficaram em
observagdo durante a recuperagdo anestésica, sendo mantidos
aquecidos em placas térmicas. A analgesia foi feita por meio de
administracdo de cloridrato de tramadol na dose de 5 mg/kg,
a cada 12 h, durante os cinco primeiros dias ap6s a queimadura
e o desbridamento.
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Parametros avaliados apds os procedimentos

Todos os animais foram avaliados diariamente, comvistas a
detectaralteracbes locais e sistémicas decorrentes do procedimento.
Os parametros clinicos avaliados foram: estado geral (movimentacao,
estado de alerta e responsividade ao ambiente); apetite; variacdo
ponderal durante o periodo de acompanhamento; e mortalidade.

Aspectos macroscopicos

Para avaliar sinais de reagao alérgica, inflamacao, infeccdo ou
outras complicagdes locais, as feridas foram examinadas diariamente.
Os aspectos macroscopicos avaliados foram: sangramento; sinais
flogisticos (rubor, calor, dor, edema); exsudato; formagéo de
abscessos; e presenca de tecido necrético (crostas).

Além desses parametros, no Ultimo dia da pesquisa (15° dia),
realizou-se a mensuracdo da lesdo de cada animal com auxilio de
um paquimetro digital Zaas Precision®. Foram obtidas as medidas
dos didmetros das lesdes para posterior calculo de sua area final.

A partir da area da ferida, foi calculada a porcentagem de
contracao da lesdo, como proposto por Agren et al?, em que a
porcentagem de contracdo (PC) consiste no resultado da area
final (AF) menos a area inicial (Al), dividido pela area inicial e
multiplicado por 100.

) B . 5
Porcentagem de contragao (PC) Area Final (AF) - Area Inicial (Al) (mm?)

X 100(%)
Area inicial (Al) (mm?)

Andlise microscopica

Ao 15°dia apds a queimadura, os ratos foram eutanasiados
por sobredose anestésica. Em seguida, retirou-se um fragmento
transverso dalesdo, no sentido craniocaudal, para analise histoldgica.
Os espécimes foram acondicionados em frascos contendo
formalina a 10% por 48 h. Apos esse periodo, os fragmentos
foram encaminhados ao Laboratério de Patologia Experimental
da Faculdade Evangélica Mackenzie. As |laminas foram preparadas
com cortes de 4 um e coradas com H&E e picrosirius red.

Para a analise histoldgica, foram considerados o grau de
cicatrizacdo (1, 2, 3 e 4) e a porcentagem de colageno tipo | e tipo
[1l. Para essas avaliagbes, asimagens das ldminas coradas com H&E
foram obtidas por meio de fotomicroscépio 6ptico multi-cabegas
Olympus BX 50 e analisadas pelo software Axiovision (Carl Zeiss®).

Na anélise do grau de cicatrizacdo, foi utilizada a tabela
comparativa de Greenhalgh et al'®, que classifica cada grau de
acordo comaintensidade de tecido de granulagéo, quantidade de
célulasinflamatorias e fibroblastos, bem como neovascularizacdo
e epitelizacdo.

As laminas coradas com picrosirius red foram observadas
ao microscopio optico sob luz polarizada, para determinar a
concentracgdo de fibras colagenas do tipo | e tipo lll na area
correspondente a cicatriz.

As imagens digitalizadas das cicatrizes visualizadas com
a lente polarizadora foram submetidas ao programa Image Pro
Plus 4.5%, que reconheceu regides coradas de cor avermelhada e
fibras espessas (coldgeno tipo | - maduro) e de cor esverdeada e
fibrasfinas (colageno tipo lll - imaturo), calculando a concentracdo
destes subtipos de coldgeno na area estudada.

Andlise estatistica

Os resultados das variaveis quantitativas foram descritos
por médiatdesvio padrdo da média. Variaveis categdricas foram
descritas por frequéncia e percentual.

Para a comparacdo entre os grupos em relacdo as variaveis
quantitativas, foi usado o modelo de anélise da variancia (ANOVA)
com um fator e o teste LSD (least significant difference) para
comparagdes multiplas post-hoc. Para a anélise do peso final e da
variagdo ponderal, foi usado o modelo de analise de covariancia
(ANCOVA,) ajustando-se para o peso inicial. Variaveis categoricas
foram analisadas considerando-se o teste de qui-quadrado e o
ajuste de modelos de regressao logistica. Foram considerados

significativos os valores de p<0,05. Os dados foram analisados
com o programa computacional Stata/SE v.14.1. StataCorpLP, USA.

RESULTADOS

Avaliacdo clinica

Os animais mantiveram-se clinicamente bem e ativos durante
todo experimento, apresentando apetite, comportamento, fezes e
urina normais. A anestesia e os procedimentos cirlrgicos evoluiram
sem maiores intercorréncias. Um rato do grupo controle morreu
no primeiro dia da pesquisa, durante a inducdo anestésica e ndo
foi substituido no experimento.

Variagdo ponderal

Os valores médios da varicdo de peso dos animais dos trés
grupos mostraram ndo haver diferenca estatistica na variagdo
ponderal entre os grupos (p=0,952) no periodo estudado.

AvaliacGo macroscopica

Procedeu-se a retirada dos curativos secundarios de Brown
nos animais dos trés grupos. Nos grupos 2 e 3 (membranas de
celulose), as remogdes nado apresentaram dificuldades e ndo
houve sangramentos. Observou-se que as membranas vegetal e
bacteriana encontravam- se no leito da lesao, impedindo as gazes
do curativo secundario de aderir a ferida e causar sangramentos.
Ja& nos animais do grupo controle, a gaze encontrava-se aderida
diretamente ao leito dalesao, ocasionando sangramento e posterior
formacdo de crosta em seis animais (60%, Figura 4).

FIGURA 4 - Aspecto das lesdes apds retirada dos curativos
secundarios (em cima) e no término da pesquisa
(em baixo) : A) grupo 1 controle; B) grupo 2; C)
gupo 3. Nota-se em cima que em ambos grupos 2
e 3 ocorreu protecdo o leito da ferida e ndo houve
sangramento como visto em A.

Durante toda a pesquisa ndo foram observados sinais de
infeccdo ou formacao de abcessos nas feridas dos animais dos
trés grupos.

Ao fim do estudo,15 dias ap6s as queimaduras, todas as
membranas haviam se auto destacado da lesdo e ndo foram
mais observados sinais da presenca delas nos grupos 2 e 3. As
feridas dos trés grupos mantiveram-se avermelhadas e cobertas
por tecido de granulacgao (Figura 4).

Contracao cicatricial

A Tabela 1 mostra os valores da area final das feridas,
contracgdo cicatricial absoluta, bem como a taxa de contracdo
cicatricial de cada grupo, apds o periodo de acompanhamento.

Ao final da pesquisa, as lesdes tratadas com as membranas
vegetal e bacteriana evoluiram com as maiores taxas de contracao,
apresentando feridas com areas menores do que o grupo controle.

Comparando as medidas de area final das feridas, contracdo
cicatricial absoluta e taxa de contracdo, ndo observou-se diferenca
estatistica entre os grupos (p>0,05).
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TABELA 1 - Valores da area da ferida (mm?2), contracdo cicatricial
absoluta (mm2) e porcentagem de contracdo cicatricial

~ Varidveis  Grupo Médiatdesvio-padrdo  p*
40,0+16,7
28,8+14,4
34,7+26,4
274,0+16,7
2852+14,4
2751249
87,3153
90,8+4,6
87,6+7,9
*ANOVA com um fator, p<0,05; Al — area inicial; AF — area final

Area 0,447

Contracao

(Al (314 mm) - AF) U8

N = W= W =

Taxa contracao 0,347

w

Andlise microscopica

Graus de cicatrizag@o

Emtodos os grupos observou-se grau avancado decicatrizagdo.
Asferidasapresentavam-se parcial outotalmenteepitelizadas, preenchidas
por tecido de granulacdo espesso e neovascularizagdo presente. Nos
animais dos grupos 2 e 3, mais de 60% das feridas encontrava-se em
grau lll de cicatrizagdo (Figura 5A). Nos animais do grupo controle (5B),
houve predominio de feridas no grau IV de cicatrizagdo.

FIGURA 5 - Fotomicrografia de corte histoldgico corado em H&E
cicatrizagdo grau Il A) animal do grupo 3 - células
inflamatérias e infiltrado misto com linfécitos e
neutréfilos (seta azul); vasos sanguineos (cabecas de
seta vermelha); fibroblasto (seta preta); epitélio em
regeneragao (circulo amarelo); presenca de crosta
(estrela) (40 x); B) cicatrizacdo grau IV animal do grupo
controle - tecido cicatricial a esquerda, com vasos e
tecido fibrocolagenoso mais maduro, raras células
inflamatdrias e recoberto pela epiderme; tecido ndo
lesionado a direita, mais eosinofilico, menos celular e
com anexos cutaneos; glandula sebacea (seta amarela);
epitélio cobrindo tecido de granulagdo (estrela); vasos
sanguineos (setas azuis); fibroblastos (seta preta) (40 x)

NaTabela 2 estdo apresentadas as frequéncias e percentuais dos
graus de cicatrizagao (I a IV) obtidos nos animais dos grupos 1,2 e 3.

Porcentagem de colageno tipos | e lll

As porcentagens de coldgeno tipo | e lll obtidas em cada
grupo estdo relacionados na Tabela 3. A proporcédo de coldgeno
tipo | e tipo Ill foi homogénea nos trés grupos, observando-se
colagenizacdo moderada a abundante, predominantemente de
coldgeno maduro. Observacdo: os percentuais de colageno | e lll
somam 100%, sendo assim, os valores de p dos testes estatisticos
sdo iguais.

TABELA 2 - Frequéncia absoluta e relativa dos graus de
cicatrizagdo nos grupos 1, 2 e 3 apds o periodo de

acompanhamento
| 0 0 0
(0%) (0%) (0%)

I 2 0 2
(20,0%) (0,0%) (18,2%)

11l ! 8 !
(10,0%) (72,7%) (63,6%)

v 7 3 2
(70,0%) (27,3%) (18,2%)

Grau 1 - Auséncia de tecido de granulagdo; grau 2 — tecido de granulacéo
escassso e imaturo, epitelizagdo minima; grau 3 — tecido de granulagédo médio,
neovascularizagdo, epitelizacdo moderada; grau 4 — tecido de granulacdo
abundante e bem vascularizado, epitelizagdo abundante.

TABELA 3 - Porcentagem de colageno tipo | e Il nas feridas dos
animais dos grupos 1, 2 e 3 ao término da pesquisa

~ Varidveis  Grupo  Médiatdesvio-padrdo  p*
723 + 160
786+ 117
68,0 + 155
27,7 + 160
214+ 117
31,9+ 155

* Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Colageno | 0,135

Colageno Il 0,135

W N = W=

DISCUSSAO

Amostra

O rato Wistar foi escolhido para o estudo por se tratar de
um animal de facil manipulagdo experimental. Além da grande
resisténcia a infeccOes e da anatomia e fisiologia bem conhecidas,
ele permite a padronizagdo em relagdo a idade, peso, sexo e
alimentacdo. Em estudo de 2014, Abdullahi et al' explicaram
a necessidade do uso de modelos animais para esclarecer os
mecanismos fisiopatoldgicos das queimaduras e avaliar o efeito
de novas terapéuticas. Desse modo, a presente pesquisa testou
uma membrana de celulose de origem vegetal para verificar sua
influéncia no processo cicatricial de queimaduras em animais.
Devido ao metabolismo acelerado, as fases da cicatrizagdo sao
mais curtas nos ratos quando comparadas aos seres humanos, o
que permite pesquisadores obterem resultados mais rapidamente
em estudos que envolvam processos cicatriciais'. Outras vantagens
preponderantes para escolha deste animal foram o pequeno
porte (menor quantidade de membrana utilizada), custo reduzido
e a disponibilidade.

A principal desvantagem do uso de ratos como modelos
experimentais sao as diferencas anatomicas com a pele humana,
como adistribuicdo dos foliculos pilosos e presenca do musculo
paniculo carnoso nos roedores. Este mUsculo leva a cicatrizagdo
basicamente por contracdo, diferente da epitelizacdo que
predomina nos humanos®. Além disso, ndo ha aderéncia firme
da pele dos ratos com as estruturas subjacentes a ela’.

Segundo Coelho etal’, aproximadamente 80% das pesquisas
médicas utilizam roedores como animais de experimentagdo e
no caso de pesquisas experimentais que envolvam queimaduras
e cicatrizacdo, este é um dos modelos que confere melhores
resultados.

Inducdo da queimadura

Os modelos experimentais sdo essenciais para testar
terapéuticas antes de introduzi-las ao uso clinico. Na avaliagdo
de novos tratamentos para queimaduras, € importante que o
modelo utilizado permita criar lesdes uniformes e reproduziveis®.

As técnicas utilizadas para gerar queimaduras em modelos
experimentais incluem liquidos aquecidos, instrumentos
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incandescentes e eletricidade™. No presente estudo foi realizada
a escaldadura com agua fervente, que representa a principal
causa de queimaduras em criangas'.

Em revisdo sistematica de 2012, Mitsunaga Junior et al®™
mostraram que 55,1% dos estudos realizaram tricotomia antes da
queimaduras. Semelhante a estes estudos, a presente pesquisa
também realizou tricotomia. Em 2014, Cai et al® ressaltaram que
afase em que se encontra o desenvolvimento do pélo (catagena
e telégena) pode influenciar na profundidade da lesdo adquirida.

Odorsodo ratofoiolocal definido pararealizara queimadura,
permitindo a padronizacdo do processo de cicatrizagdo. Segundo
relataram Cai et al®, feridas situadas em areas diferentes do corpo
cicatrizam de formas distintas. Além disso, no dorso a ferida fica
mais protegida de traumas adicionais, pois é de dificil acesso
pela boca e patas do animal™.

Fantinati et al® utilizaram um dispositivo de cilindro plastico
resistente a altas temperaturas e expuseram o animal a liquido
quente para obter queimaduras de 3° grau no dorso dos
murinos. Coelho et al’, realizaram queimaduras de segundo grau
profundo, depositando agua fervente em seringa cortada de 20
ml, que foi mantida em contato com a pele do rato durante 20s.
Semelhante a estes estudos, a presente pesquisa também utilizou
um dispositivo para realizar a queimadura, mas em formato
de funil, feito de material resistente a altas temperaturas. Este
dispositivo mostrou-se mais pratico e seguro do que a seringa
para a colocacdo da agua fervente no dispositivo, dimuindo
o risco do liquido escorrer e queimar a mao do pesquisador.

Para obter lesdes de 3° grau, a agua foi aquecida a 98°
C e permaneceu por 30 s em contato com a pele. A regido
exposta a dgua fervente apresentou aspecto branco nacarado,
caracteristica macroscépica de queimaduras de espessura total.
O presente modelo mostrou-se pratico e eficaz para indugédo
de queimaduras de 3° grau em pele de ratos, sendo possivel
sua reproducdo.

Tratamento cirdrgico das queimaduras

Desbridamento

Segundo Phelan et al'8, a excisdo precoce do tecido
necrotico e fechamento da ferida constituem um dos maiores
avancos no tratamento das queimaduras severas. A excisao
reduz a bacteremia, a producdo de endotoxinas e a liberacao
de mediadores inflamatérios"’. Isso reduz as chances de sepse
e faléncia de multiplos 6rgéos, principais causas de morte em
gueimaduras graves. O periodo mais adequado da excisdo ainda
é controverso. Na presente pesquisa, optou-se por realiza-la 48
h apds a injdria térmica, corroborando estudo de Phelan et al'
que cita que idealmente, a excisdo deve ser realizada dentro de
24-72 h apds a queimadura.

Apdsaexcisao, é realizada enxertiade pele simultaneamente,
caso esteja disponivel. Em alguns casos, curativos temporarios
ou outras alternativas (substitutos de pele) sdo necessarios até
que reconstrucdo definitiva seja realizada™. A proposta deste
estudo foi direcionada a investigar a eficacia das membranas
de celulose vegetal como curativos biolégicos naturais para o
tratamento de queimaduras de 3° grau e verificar seu efeito
sobre o reparo tecidual.

Membranas de celulose

Estudos sobre o efeito das membranas de celulose no
tratamento de queimaduras aumentaram nos ultimos anos,
principalmente sobre lesées de 2° grau. Muangman et al™
apresentaram a contribuicdo das membranas bacterianas
ao processo de cicatrizacdo de queimaduras de 2° grau em
face. Coelho et al” realizaram estudo com membrana vegetal
em lesbes de 2° grau profundo em ratos e obteve resultados
semelhantes aos da membrana bacteriana comercializada no
Brasil (Membracel®).

Estudos envolvendo o uso de celulose vegetal em cicatrizacdo
ainda sdo escassos. Essa € uma das primeiras pesquisas a avaliar
aacao das nanofibras vegetais, originadas de pinus, no processo

de cicatrizacao tecidual, sendo o primeiro estudo na literatura a
utilizar este produto no tratamento de queimaduras de 3° grau.

Uma das principais vantagens das membranas bacterianas
é sua capacidade de aderéncia e adaptacao ao leito das feridas,
inclusive na face e locais de mobilidade®. Além disso, sua
transparéncia facilita a avaliagcdo diaria das lesGes'. Estudos
mostraram que estas caracteristicas também foram mantidas
nas membranas de pinus. A Membracel® possui poros com
memoria de posicdo, que ndo mudam de diametro com o
passar do tempo e permitem a livre passagem do excesso de
secrecoes®. Em funcdo disso, foram realizadas perfuracdes na
membrana estudada, criando poros artificiais para a passagem
do exsudato. Entretanto, trata-se de um produto em fase de
testes e ainda ndo comercializado. Assim, sdo necessarias mais
pesquisas antes de padronizar esses aspectos da membrana,
como espessura, tamanho e formato dos poros.

Avaliagao clinica

Apds a aplicagdo das membranas, ndo foram observadas
complicacées locais e sistémicas nos animais. O ganho ponderal
foi uniforme em todos os grupos e dentro do esperado para a
espécie, demonstrando que o apetite manteve-se adequado e
gue a membrana estudada ndo provocou desconforto ou piora
do estado geral. Isso sugere a seguranca clinica dos produtos
testados. Esses dados sdo compativeis com Hakkarainen et
al'" e Coelho et al” que testaram membranas de celulose de
origem vegetal em feridas no dorso de ratos e comprovaram a
biocompatibilidade e atoxicidade do material.

As membranas foram cobertas com curativo secundario,
feito com gaze fixada com pontos de nailon entrelacados na
pele - curativo de Brown - para evitar que os ratos retirassem
as membranas, ocasionassem traumas adicionais com a boca e
patas, e que a maravalha da caixa aderisse a ferida. O presente
estudo foi semelhante ao realizado por Ramalho et al®*, que
utilizaram com sucesso este tipo de curativo para cobrir e
proteger enxertos de pele no dorso de ratos.

N&o foram observadas infeccoes e inflamacées com o uso
do curativo de Brown no presente estudo.

Avaliagdo macroscopica

Embora sem diferenca estatistica, a analise destas medidas
permitiu verificar a velocidade de cicatrizagdo, que mostrou ser
mais rapida nos grupos 2 e 3, e também calcular a area final
da queimadura. A média das areas finais dos grupos tratados
com as membranas de celulose mostrou-se menor do que no
grupo controle. A taxa de contracdo das lesdes dos grupos 2
e 3 foram maiores do que no controle, revelando cicatrizagdo
mais rapida nestes grupos. Estes resultados corroboram os
encontrados por Hakkarainen et al'’, que observaram cicatrizacdo
mais acelerada com o uso de membranas de celulose em areas
doadoras de enxertos, quando comparadas com outro curativo
usado no tratamento de queimaduras. Coelho et al’ refere que
amembrana de celulose funciona como meio de crescimento e
aderéncia de células epiteliais, favorecendo sua migracdo até o
centro da lesdo e, consequentemente, o fechamento da ferida.

Na presente pesquisa, 0s animais ndo apresentaram sinais
de sensibilidade local, como edema, rubor, dor ou prurido apds
a aplicacdo da membrana vegetal. Estes resultados também séo
compativeis com os encontrados por Coelho et al’. Brassolattl et
al® explicaram que biomateriais de celulose bacteriana diminuem
a resposta inflamatéria, quando comparadas aos enxertos
convencionais em feridas de pele total de ratos. Muangman et
al'®aplicaram o curativo bacteriano em paciente de 54 anos com
gueimadura superficial e ndo observaram sinais de irritagdo na
pele ou reacdes alérgicas. No caso das membranas vegetais,
Hakkarainen et al'" fizeram testes in vivo em ratos e, apos
comprovacdo da seguranca do material, realizaram estudos
clinicos em areas doadoras de enxerto de nove pacientes e
nenhum efeito adverso foi constatado.
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Durante a manipulagdo das lesdes, observou-se maior
dificuldade pararetirar o curativo de gaze nos animais do grupo
controle, umavez que ela se encontrava aderida ao leito da ferida,
provocando sangramento e formagdo de crostas. Esses dados
corroboram o estudo de Rogers et al*’, que mostraram que as
gazes favorecem o ressecamento local e causam forte aderéncia
ao leito da lesdo, provocando dor ao serem retiradas, além de
remover tecidos cicatriciais neoformados.Tradicionalmente, as
gazes sao utilizadas como material de curativo devido a sua
alta permebilidade, absorvendo fluidos secretados pela lesao".

Por outro lado, Barud et al®* explicam que as membranas
se aderem bem ao leito da ferida e favorecem a manutencéo
da umidade local, formando uma barreira entre a lesdo e o
meio. Isso permite a troca de curativos secundarios com menor
dificuldade e dor. De modo similar, nos animais dos grupos 2 e
3 (com membranas), os curativos secundarios também foram
retirados facilmente, sem sangramentos e sem remover o tecido
de granulacao.

Néo foram observados sinais de infec¢do, exsudato purulento
ou formagdo de abscessos nas lesées dos grupos tratados com
ambas as membranas de celulose. No entanto, ndo se pode afirmar
gue a membrana evitou infeccdes, ja que ndo foram realizadas
culturas de microorganismos. Powell et al*? realizaram estudo in
vitro que demonstrou que a membrana celulose vegetal foi eficaz
parainibir o crescimento de Pseudomonas aeruginosa. Entretanto,
Hakkarainen et al'" relataram que suspensdes bacterianas de
S.aureus e Paeruginosa nao tiveram seus crescimentos afetados
pela celulose vegetal, sugerindo que o material em si, ndo tem
propriedades antibacterianas. Rajwade et al** referem que a
membrana atua como barreira fisica entre a ferida e o meio e
por isso, previne a ocorréncia de infec¢des.

Avaliagdo microscépica

Na andlise por H&E, observou-se predominio de tecido
rico em fibroblastos e coldgeno, assim como neovascularizagéo
e epitélio em regeneracdo ou neoformado nos animais dos trés
grupos. Em todos os animais do grupo tratado com Membracel®,
as feridas encontravam-se em fases avangadas do processo
cicatricial (grau lll e IV), também observado por Lin et al’>. Nos
grupos 1 e 3, a maioria das lesdes também se mostraram em
graus avancados, mas aproximadamente 20% ainda estavam
em grau Il de cicatrizagdo.

A coloracgao picrosirius red foi utilizada para verificar a area
e densidade do colageno total, além da diferenciagdo das fibras
jovens e maduras. A derme sadia contém aproximadamente
80% de colageno tipo | (maduro) e 20% do tipo Ill (imaturo); ja
o tecido de granulacdo expressa 30-40% de colageno tipo 111,

No presente estudo, ndo foi observada diferenca estatistica
na proporcdo de coldgenos entre os trés grupos, semelhante
a pesquisa de Brassolatti et al°, que também n&do encontraram
diferencas na porcentagem das fibras coldgenas de grupos
tratados com membranas de celulose em relacao ao controle.
Diferente ao relatado por Yaguishita et al*, que observou maior
propor¢do de coldgeno maduro nos animais tratados com
Membracel® em comparacdo aos animais do grupo controle,
essa diferenca pode ter ocorrido em fungdo do tipo de lesdo
avaliada. Enquanto o presente estudo avaliou queimaduras,
Yaguishita et al?® produziram feridas retirando fragmento de pele
com bisturi, o que pode ter influenciado no processo cicatricial.
Além disso, eles avaliaram os grupos semanalmente, com 7,
14, 21 e 28 dias, enquanto que, no presente estudo, foi feita a
avaliacdo microscépica apenas no 15° dias.

Apesar de ndo ter sido encontrada diferenca estatistica na
analise microscopica entre os trés grupos, na analise macroscopica
as membranas de celulose mostraram-se mais eficazes por
minimizar a formacdo de crostas, a dor e 0 sangramento durante
as trocas de curativo. Devido ao rapido metabolismo dos ratos,
aos 15 dias de acompanhamento, as feridas dos trés grupos
apresentavam tamanho semelhante. Entretanto, é possivel
observar fechamento mais rapido e uniforme em feridas tratadas

com as membranas de celulose, como ja observado em varios
outros trabalhos”#.

Perspectivas futuras

Pesquisas envolvendo nanotecnologia e nanomateriais
tém introduzido novos horizontes terapéuticos na area médica,
produzindo materiais bioativos para o tratamento de feridas.

Curativos produzidos a partir de nanocelulose vegetal tém
apresentado eficacia semelhante a da celulose bacteriana em
varios estudos. O menor custo de produgao da celulose vegetal,
aliado a maior disponibilidade de matéria prima, possibilitam
sua producao em larga escala, permitindo a disponibilizacdo
deste recurso para um nimero maior de pacientes.

Os resultados deste estudo contribuem para melhorar o
conhecimento sobre as nanofibras de celulose vegetal como
alternativa terapéutica no tratamento de queimaduras profundas.

Novas pesquisas se fazem necessarias para consolidar os
resultados obtidos e verificar outros aspectos pertinentes ao uso
da membrana de celulose vegetal, como acdo antibactericida e
resposta inflamatoria sistémica.

CONCLUSOES

Ambas as membranas de celulose — vegetal e bacteriana—
sao: 1) seguras clinicamente para o tratamento de queimaduras
de 3° grau em ratos; 2) a evolucdo macroscopica das feridas foi
semelhante entre os grupos tratados com elas, sendo superior ao
grupo controle; 3) a avaliagdo microscépica ndo mostrou diferenca
significativa entre os grupos tratados com membranas de celulose
bacteriana e vegetal em relagdo ao controle.
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