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(0 ) CURATlVOSPE NANOCELULOSE DE PINUS E NANOCELULOSE
BACTERIANA SAO SEMELHANTES NO TRATAMENTO DA QUEIMADURA

DE SEGUNDO GRAU? ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

Pine nanocellulose and bacterial nanocellulose dressings are similar in the treatment of second-degree burn?
Experimental study in rats

Guilherme Andrade COELHO'”, Maria Angélica Baron MAGALHéES1 , Alysson MATIOSKI'®, Jurandir
Marcondes RIBAS-FILHO'™, Washington Luiz Esteves MAGALHAES?”, Francine Ceccon CLARO?", Rafael
Koerich RAMOS'”, Thayline Mylena Santana de CAMARGO'”, Osvaldo MALAFAIA'

RESUMO - Racional: Apesar de todos os avangos da medicina e da grande variedade de
curativos disponiveis, o tratamento das queimaduras ainda representa importante desafio
médico. O curativo de membrana de celulose de pinus é biomaterial com caracteristicas
semelhantes a de celulose bacteriana, mas de menor custo. Objetivo: Avaliar a eficacia da
membrana de nanocelulose de pinus na cicatrizacdo de queimaduras profundas de segundo

grau em ratos e comparar com a Membracel ®. Método: Trinta ratos Wistar machos foram
submetidos a queimadura profunda de segundo grau em dorso, com agua fervente a 970
C por 20 s, gerando lesdo de 314 mm? Os animais foram distribuidos em trés grupos de
curativos (n = 10): grupo 1 - gaze simples; grupo 2 - membrana de celulose bacteriana
(Membracel®); e grupo 3 - membrana de celulose de pinus. Eles foram avaliados por 20
dias para verificar o quadro clinico, aspecto macro e microscopico e a contracdo da ferida.
Resultados: Todos permaneceram clinicamente bem, sem diferencas de peso. Crostas
foram observadas no grupo 1 e nenhuma nos grupos 2 e 3. Em relacdo a contracdo da
cicatriz, os grupos 2 e 3 foram semelhantes, melhores que o grupo 1. A anélise microscopica

Crostas no 7° PO: G1 sim; G2 ndo; G3 ndo (esquerda
para direita)

Mensagem central

O curativo com membrana de celulose vegetal de
pinus é biomaterial com caracteristicas semelhantes
as da celulose bacteriana, porém com menor
custo, e apresenta bons rsulltados no tratamento

experimental de queimaduras.

mostrou predominio de grau de cicatrizagdo avangado nos grupos 1 e 3, e inicial no grupo

2. O colageno maduro foi predominante em todos os grupos. Conclusé@o: A membrana de

nanocelulose de pinus é eficaz no tratamento de queimaduras experimentais de segundo

grau em ratos e sua eficacia é semelhante a da membrana nanocelular bacteriana.
DESCRITORES: Cicatrizacdo. Bandagem. Terapéutica. Nanotecnologia.

Perspectiva

Apesar de todos os avancos da medicina e da grande
variedade de curativos disponiveis, o tratamento
de queimaduras ainda representa um importante
desafio clinico e cirtrgico. A membrana de celulose
do pinheiro foi eficaz no tratamento de queimaduras
de segundo grau em ratos e sua eficacia funcional foi
semelhante a da membrana celular bacteriana

ABSTRACT - Background: Despite all the advances in medicine and the wide variety of dressings
available, the treatment of burn wounds still represents an important medical challenge. The
pinus cellulose membrane dressing is a biomaterial with characteristics similar to those of
bacterial cellulose, but with lower cost. Aim: To evaluate the efficacy of pinus nanocellulose
membrane on healing of deep second degree burns in rats and compare with Membracel ®.
Method: Thirty male Wistar rats were submitted to deep second degree burn in dorse,
with boiling water at 970 C for 20 s, generating a 314 mm? area wound. The animals were
distributed in three dressing groups (n=10): group 1 - simple gauze; group 2 - bacterial
cellulose membrane (Membracel®); and group 3 - pinus cellulose membrane. They were
evaluated for 20 days to verify clinical condition, macro and microscopic appearance and
wound contraction. Results: All of them remained clinically well with no differences in
weight. Crusts were observed in group 1, and none in groups 2 and 3. Regarding to scar
contraction, groups 2 and 3 were similar, better than group 1. Microscopic analysis showed
predominance of advanced healing degree in groups 1 and 3, and initial in group 2. Mature
collagen was predominant in all groups. Conclusion: The pinus nanocellulose membrane is
effective in the treatment of experimental second degree burn in rats and its effectiveness is
similar to that of the bacterial nanocellular membrane.
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ARTIGO ORIGINAL

INTRODUCAO

disponiveis para o tratamento de feridas por

queimaduras, os insucessos ainda sao frequentes.
Dentre os obstaculos a esse tratamento, destaca-se a dificuldade
no fechamento da pele, devido a morte de células cicatriciais e
ao risco de infecgdo, desidratacdo e outras comorbidades, além
de prolongar o periodo de internamento e onerar o tratamento.
Em funcédo disso, existe ainda uma necessidade urgente de
métodos eficazes e baratos para otimizar o processo cicatricial
em pacientes queimados.

Existem, atualmente, inUmeros curativos disponiveis no
mercado para o tratamento de queimaduras, mas nenhum
deles atende a todas as propriedades de um curativo ideal'™ e,
apesar de todos os avancos, a utilizagdo desses recursos nem
sempre é acompanhada de éxito. Somando-se a isso, o alto
custo dos produtos disponiveis no mercado onera o tratamento,
tornando-o muitas vezes impraticavel. As nanofibras de celulose
vém ganhando especial atengdo nos Ultimos anos devido a
sua alta disponibilidade, biocompatibilidade e caracteristicas
fisico quimicas que Ihe conferiram inUmeras possibilidades de
aplicagbes biomédicas e farmacéuticas®.

Os curativos de nanocelulose bacteriana vém sendo
utilizados desde a década de 1980. Suas principais propriedades
sdo controle da dor e inflamacdo, manutencdo da umidade
na ferida e de fatores de crescimento e defesa, favorecendo a
granulacéo e reepitelizacdo. Além disso, possibilita menor taxa
de contaminacdo, visualizacdo direta do aspecto e quantidade
de secrecdo e trocas menos frequente de curativos?'.

Uma das opgdes ja consagradas no mercado éa Membracel®
(Vuelo Pharma, Curitiba/PR, Brasil) uma membrana de celulose
bacteriana capaz de substituir temporariamente a pele. E um
curativo biocompativel, inerte e com alta resisténcia. Devido as
suas caracteristicas, permite a redugao do tempo de cicatrizagdo,
ndo sendo necessaria a troca diaria do produto, o que facilita
sua utilizacdo e minimiza os custos do tratamento.

Os bons resultados obtidos com a utilizagdo de celulose
bacteriana estimularam o desenvolvimento desta pesquisa com
nanofibras de celulose de pinus.

Diante das circunstancias que envolvem o tratamento
de feridas por queimaduras e dos eventuais insucessos com
as técnicas ja existentes, observou-se a necessidade de se criar
um curativo simples, eficaz e acessivel para o tratamento dessas
lesGes. Nesse contexto, a produgdo de uma membrana de
celulose vegetal a partir do reaproveitamento de subprodutos
da agroindustria, com caracteristicas semelhantes as da celulose
bacteriana, poderia agregar as vantagens da aplicagdo clinicada
Membracel ®, permitindo a redugao de custos e favorecendo
ainda a sustentabilidade, além de ampliar as op¢oes terapéuticas
para o tratamento de pacientes queimados.

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

n pesar do amplo nimero de técnicas e produtos

METODO

Este estudo foi realizado nas dependéncias do Laboratoério
de Cirurgia Experimental do Instituto de Pesquisas Médicas da
Faculdade Evangélica Mackenzie do Parana, Curitiba, PR, Brasil.
O trabalho foi conduzido de acordo com as normas técnicas
de pesquisa e experimentacdo animal e com a Lei 11.794, de 8
outubro de 2008, sendo submetido a aprovagdo do comité de
ética para o uso de animais da FEMPAR.

Producdo das nanofibras de celulose e as membranas

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

Para a producao dos filmes, primeiramente procedeu-se
com o preparo do gel de celulose nanofibrilada, utilizando um
moinho Super Masscoloider (Masuko Sangyo).

Resumidamente, 2% da polpa de celulose branqueada a seco
em agua pura é primeiro homogeneizada em um liquidificador de
laboratério para obter uma pasta fofa. Esta suspensdo, entdo, é
passada 30 vezes pelo triturador coloidal de supermass, ajustando
a distancia entre os trituradores de carboneto de silicio.

O gel de nanocelulose é filtrado a vacuo em um filtro de
membrana de poliamida, a poliamida evita aadesdo da membrana
de celulose formada sendo facilmente removida apds a secagem.
Durante a secagem a 60° C, um vidro plano de 6 mm de espessura
foi utilizado para prensar as membranas de celulose e manté-
las livres de rugas entre dois filtros de poliamida. A quantidade
de gel de nanocelulose 2% foi calculada para resultar em uma
membrana de nanocelulose com gramagem nominal de 30 gm=
(Figura 1). Antes de serem aplicadas sobre as feridas dos animais,
as membranas de celulose foram previamente esterilizadas em
oxido de etileno.

FIGURA 1-Etapas da producdo das nanofibrilas de celulose vegetal:
A) moinho Mass Colloider Masuko; B) suspensdo
de celulose sendo processada pelo moinho; C)
utensilios tipicos usados para produgdo de suspensdo
de celulose nanofibrilada; D) filtragdo a vacuo para
producdo de filmes; E) membrana produzida

Distribuicdo dos grupos

Foram estudados 30 ratos Wistar (Rattus norvegiccus)
machos, adultos, brancos. No inicio da pesquisa, todos os animais
apresentavam quatro meses de vida e peso médio de 150 g.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
(n=10). Os procedimentos realizados foram: 1) grupo 1 (controle)
- queimadura de segundo grau profundo na pele do dorso dos
animais por lesdo térmica, com dimensao de 2 cm de diametro
e cicatrizacdo por segunda intenc¢do; 2) grupo 2 — queimadura
de segundo grau profundo na pele do dorso dos animais por
lesdo térmica, com dimensao de 2 cm de didmetro e aplicacdo de
membrana de celulose bacteriana (BNM/Membracel®) cobrindo
toda a extensdo da ferida; grupo 3 — queimadura de segundo
grau profundo na pele do dorso dos animais por lesdo térmica,
com dimensao de 2 cm de didmetro e aplicagdo de membrana
de celulose vegetal derivada de pinus (PNM), cobrindo toda a
extensdo da ferida.

Procedimento anestésico

Todos os animais foram submetidos a anestesia geral
mediante injecao intramuscular de cloridrato de xilazina a 2%
(Xilazin®, Syntec do Brasil, Cotia, SP, Brasil) na dose de 10 mg/
kg, associado a cloridrato de quetamina a 10% (Cetamin®, Syntec
do Brasil, Cotia, SP, Brasil), na dose de 60 mg/kg. Para analgesia
prévia, foi aplicada uma dose de morfina (Morfina®, Unido Quimica
Farmacéutica, Sdo Paulo), na dose de 0,5 mg/kg, 10 min antes
do procedimento.
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OS CURATIVOS DE NANOCELULOSE DE PINUS E NANOCELULOSE BACTERIANA SAO SEMELHANTES NO TRATAMENTO DA QUEIMADURA DE SEGUNDO

Inducéo das queimaduras

Foiinduzida queimadura térmica de segundo grau profundo
na pele do dorso, com didmetro de 20 mm e area de 314 mm?.
A medida da area das lesdes foi obtida a partir da férmula para
area circular em que: area do circulo=m x raio?, sendo t=3,14 e
raio da ferida=1 cm (10 mm).

Aferidafoia mesmaem todos osratos, seguindo como modelo
um molde feito com seringa de 20 ml, que teve sua extremidade
distal cortada natransversal para gerar um orificio circular, de modo
adimensionar a area a ser lesionada. O dispositivo era pressionado
sobre o dorso do animal, sendo entdo preenchido com 10 ml de
aguaem ebulicdo (a97°C), com auxilio de outra seringa (Figura 2A1).
Esperava-se o tempo de 20 s, marcados através de crondémetro, e
posteriormente, retirava-se o dispositivo, cuidando paraque aagua
nao caisse no corpo do rato e secando imediatamente o residuo de
agua que pudesse entrar em contato com o animal (Figura 2A2). A
temperatura da dgua foi monitorada com termémetro.

Imediatamente ap6s a realizagdo da queimadura, foi coletado
um pequeno segmento de pele (cerca de 1 mm?), incluindo
tecido subcutaneo, para confirmar a profundidade da lesdo. Esses
fragmentos foram preparados para analise histolégica e corados
comH&E.Em seguida, as lesbes foram deixadas abertas nos animais
dos trés grupos, para visualizar a evolucdo e formagao de crosta.

Durante os trés primeiros dias apds inducdo das lesoes,
formou-se uma crosta sobre a ferida de cada animal (Figura 2A3).
No terceiro dia apds o procedimento, essa crosta foi retirada por
desbridamento, gerando uma lesdo aberta. A partir dai, procedeu-
se com a colocagdo das membranas nos animais dos grupos 2 e
3, e apenas curativo de gaze no grupo 1.

No grupo 1, as feridas foram cobertas com gaze levemente

A)
Inducéo de
queimadura

B)
Aspectos dos
curativos

C)
Aspecto da cicatrizagcéo
no 7° dia PO

GRAU? ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

embebida em solugdo salina 0,9% e cobertas com fita crepe (Figura
2B6). No grupo 2 foram aplicadas as membranas Membracel®
(Figura 2B4) deixando cerca de 0,5 cm de sobra em relagéo ao
tamanho da ferida. No grupo 3 foram aplicadas membrana de
celulose vegetal (Figura 2B5) sobre as feridas, deixando cerca de
0,5 cm de sobra em relagdo ao tamanho da ferida. Em seguida
foram colocadas compressas de gazes seca sobre as membranas e
cobertas com fita crepe. As membranas aplicadas nos animais dos
grupos 2 e 3 eram substituidas a cada sete dias ou sempre que
0s animais conseguissem retira-las, procedendo-se a realizacdo
dos mesmos procedimentos ja descritos.

Apds os procedimentos, foi realizada antibioticoprofilaxia,
mediante injecdo subcutanea de amoxicilina na dose de 20 mg/
kg, a cada 24 h, durante cinco dias. A analgesia foi realizada por
meio de administragdo de cloridrato de tramadol na dose de 5
mg/kg, a cada 12 h, durante cinco dias.

Os animais foram acompanhados diariamente durante 20
dias para verificacdo de parametros clinicos sistémicos e aspectos
locais da ferida. Para avaliagdo clinica dos animais, foram observados
parametros como estado geral (movimentagdo, estado de alerta
e responsividade ao ambiente), apetite, mortalidade e variacdo
ponderal durante o periodo de acompanhamento.

Com vista a detectar sinais de reacgdo alérgica, inflamacao,
infeccdo ou outras complica¢des locais, as ferida eram avaliadas
sempre que os animais retiravam os curativos e eles eram refeitos.
Os aspectos macroscdpicos avaliados foram formacado de exsudato,
sangramento, sinais flogisticos (rubor, calor, dore edema), presenca
de abscessos e tecido necrético (crostas). Também foi verificado
se a retirada das membranas e dos curativos causou danos as
feridas, desconforto ou dor aos ratos.

FIGURA 2 - A) Inducéo da queimadura: 1) agua fervente em seringa de 20 ml; 2) aspecto final da queimadura - observar a area palida
da pele circundada por um halo hiperémico (seta); 3) aspecto da ferida trés dias apds a indugdo da queimadura - observar a
formacao de crosta. B) Aparéncias finais do curativo: 4) curativo grupo 2 confeccionado com BNM (Membracel®); 5) curativo
grupo 3 confeccionado com PNM,; 6) ataduras simples de gaze e crepe. C) Aspecto macroscdpico no 7° dia de seguimento: 7)
grupo 1, totalmente coberto por crostas; 8) ferida avermelhada sem crostas no grupo 2; 9) o mesmo, em um rato do grupo 3.
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Seguimento

Ao final do periodo de acompanhamento, os animais foram
novamente pesados e submetidos a eutanasia por overdose
anestésica com cloridrato de cetamenina (200 mg/kg). Em seguida,
dois pequenos fragmentos de pele transversais a cicatriz, na borda
da lesdo, foram retirados para andlise histolégica

No ultimo dia do experimento, foi realizada mensuragao
da area da lesdo e coleta de fragmentos para estudo histologico.
Essa mensuracdo foi feita com auxilio de um paquimetro digital
DC-60°, por meio do qual foram obtidas as medidas horizontal e
vertical de cada ferida. A medida de todas as feridas foi realizada
sempre pelo pesquisador. Além dele, outra medida foi realizada
poroutro pesquisador, sem conhecimento sobre o grupo avaliado.
A partir da area foi calculada a porcentagem de contracdo da
ferida como proposto por Agren, Mertz e Franzén (1997)", 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.

PC (%) = [FA=IA (mm?) / IA (mm?)] X 100

Andlise microscopica

Os cortes de tecido preparados para histologia foram
corados com hematoxilina e eosina (H&E) e picrosirius red (PR).
Os cortes H&E foram examinados no software de microscopio
Optico Axiovision (Carl Zeiss®), e suas imagens digitais com o
Axiovision (Carl Zeiss®). As secbes coradas com PR foram lidas
em microscépio 6ptico com luz polarizada para determinar a
concentracao de fibras de colageno tipo | e tipo lll. As imagens
digitais foram analisadas com o programa Image-Pro Plus 4.5°,
quereconhece fibras grossas e vermelhas (colageno tipo | maduro)
e fibras de coldgeno verdes e finas (tipo Il imaturo).

O estudo microscopico consistiu na verificagdo do escore de
cicatrizacdo (1, 2, 3e4) eda porcentagem de colageno tipol e tipo 1.

A pontuacao de cicatrizacdo baseou-se no grau de invasao
celular, formagdo detecido de granulagdo, fibroblastos, vascularizagdo
e reepitelizagdo®. O escore 1 consistiu em feridas com acimulo
minimo de células, falta de tecido de granulacéo ou epitelizacao.
Os cortes classificados como escore 2 apresentavam tecido de
granulacao fino e imaturo preenchido por células inflamatérias,
mas com poucos fibroblastos, capilares ou deposicdo de coldgeno
e minima migragao epitelial. O escore 3 incluiu feridas com
tecido de granulacdo moderadamente espesso, preenchido
predominantemente por fibroblastos e extensa neovasculariza¢do.
A deposicdo de coldgeno foi moderada e o epitélio pode variar
de migragdo minima a moderada. O escore 4 consistiu em tecido
de granulacdo abundante e neovascularizagdo, preenchido por
fibroblastos e extensa deposicdo de colageno; as feridas foram
cobertas por epitelizagao parcial a completa, com ou sem crostas.

Analise estatistica

Os resultados de variaveis quantitativas foram descritos
por médiatdesvio padrdo da média. Variaveis categdricas foram
descritas por frequéncia e percentual. Para a comparagdo das
varidveis quantitativas entre os grupos, foi usado o modelo
Kolmogorov-Smirnov test seguida de analise 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.

RESULTADOS

Avaliacdo clinica
Aindugdoanestésica, assim como arealizacdo das queimaduras,
evoluiu semmaiores complicagdes. Todos os animais permaneceram

bem, puderam beber 4gua e comer alimentos sem dificuldade
durante todo o experimento.

A substituicdo dos curativos ndo causou danos as feridas
regeneradas nem dor aos animais, pois as membranas podiam
ser facilmente destacadas da superficie da ferida. Substituir os
curativos, no entanto, resultou em pequenos danos e sangramento
nas feridas e desconforto para os ratos.

Variacdo ponderal

N&o houve diferenca entre os grupos em relagdo a variagao
ponderal ocorrida entre o inicio do estudo e o dia da eutanasia
(p=0,410, Tabela 1).

TABELA 1 - Valores (médiatdesvio-padrdo da média) de peso (em
gramas) obtidos nosanimaisdosgrupos 1,2 e 3,antesda
queimadura(dia0) eapds otérmino doacompanhamento
(dia 20), além da variagdo ponderal ocorrida.

1 1290 £126 1973 £ 252 68,3+18,8
2 143,2+8,4 203,5+9,6 60,3+9,0
3 1310145  196,7+20,3 65,7+13,3

1=grupo controle; 2=grupo; 3=grupo 3; dia O=antes da indugdo da queimadura;
dia 20=ultimo dia do experimento

Avaliacdo macroscépica das feridas

N&o ocorreu nenhum caso de exsudato, sangramento,
inflamacéo local ou abscessos nas feridas dos animais dos grupos
2 e 3. Houve formac&o de crostas mesmo ap6s o desbridamento
em todos os animais do grupo 1 (Figura 2C7). Nos animais dos
grupos 2 e 3, a ferida manteve-se de coloragdo avermelhada,
coberta por uma fina camada de tecido epitelial neoformado
(Figuras 2C8 e 2C9).

Contracao cicatricial

Ao comparar a area final, contragdo absoluta da cicatriz e
percentual de contragdo da cicatriz, foi encontrada diferenca entre
os grupos (p<0,001). Comparando os valores entre os grupos,
foi encontrada diferenca entre os grupos 1 e 2 (p<0,001), bem
como entre osgrupos 1e 3 (p<0,001), porém nédo houve diferenca
entre os grupos 2 e 3 (p=0,348), o que significa que a contracdo
da cicatriz nos grupos 2 e 3 foi semelhante e maior do que no
grupo 1 (Tabela 2).

TABELA 2 —Valores (médiatdesvio padrdo da média) de area final
daferida (FA, mm?), contragao cicatricial absoluta (mm?)
e porcentagem de contracdo cicatricial dos animais
dos grupos 1,2 e 3.

1 91,4+38,3 222,6+38,3 70,9+17,0
2 38,3+25,3 2757253 87,8+11,2
3 27,2+15,3 286,8+15,3 91,3+6,8

Grupos - 1=grupo controle 2=grupo com queimadura de segundo grau profundo
e tratamento com Membracel®; 3=grupo com queimadura de segundo grau
profundo e tratamento com membrana de celulose vegetal; AF=érea final;
Al=drea inicial

Andlise microscopica

Profundidade da queimadura

Em todos os animais, a queimadura atingiu totalmente a
derme, preservando o tecido subcutaneo adjacente, consistindo
em queimadura profunda de segundo grau (Figura 3A).

Grau de cicatrizagdo

Nos animais dos grupos 1 e 3, houve predominancia de
feridas em grau avancado de cicatrizagdo. Nesses grupos, a ferida
apresentava-se parcialmente ou totalmente epitelizada, preenchida
por tecido de granulagdo espesso e neovascularizacdo abundante
(Figuras 3B e 3D).J& nos animais do grupo 2, predominaram feridas
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em estagios iniciais de cicatrizacdo, preenchidas por tecido de
granulacdo delgado e imaturo, células inflamatdrias, capilares e
alguns fibroblastos (Figura 3C).

FIGURA 3 - A) Aspecto microscopico da ferida imediatamente apds
aqueimadura, evidenciando lesdo completadadermee
epiderme (observara preservacdo dalamina basal - seta
-, bem como musculo e tecido adiposo - braquete); B)
aspectomicroscopico evidenciando estagio decicatrizacdo
no Ultimo dia de acompanhamento, grupo 1, comtecido
de granulacdo de espessura média, estagio 3; C) grupo
2, preenchido portecido de granulagdoimaturo, células
inflamatorias, capilares e algunsfibroblastos, comauséncia
de epitélio na maior parte da ferida, estagio 2; D) grupo
3, com tecido de granulacdo espesso e vascularizado,
recoberto por epitélio, estagio 4 (H&E x40)

Comparando a frequéncia dos escores de cicatrizagao, foi
encontrada diferenca entre os grupos (p=0,034). Os valores foram
diferentes entre os grupos 1 e 2 (p=0,025). No entanto, foram
semelhantes entre os grupos 1 e 3 (p=0,284) e entre os grupos
2 e 3 (p=0,131, Tabela 3).

TABELA 3—Frequéncia absoluta e relativa dos graus de cicatrizacdo
encontrados nos animais dos grupos 1, 2 e 3, no
Ultimo dia de seguimento.

1 0 1 3 6
(0%) (10%) (30%) (60%)

5 0 7 3 1
(0%) (70%) (30%) (10%)

3 0 3 3 4
(0%) (30%) (30%) (40%)

Grupos: 1=grupo controle 2=grupo com queimadura de segundo grau profundo
e tratamento com Membracel®; 3=grupo com queimadura de segundo grau
profundo e tratamento com membrana de celulose vegetal; graus - 1=auséncia
detecido de granulagao; 2=tecido de granulagdo escassso e imaturo epitelizagdo
minima; 3=tecido de granulagdo médio, neovasculagrizagdo epitelizagdo moderada;
4=tecido de granulagdo abundante e vascularizado epitelizacdo abundante.

Porcentagem de colageno tipo | e tipo llI

A porcentagem de colageno tipo | e tipo Il foi semelhante
entre os grupos (p=0,449, Tabela 4). Havia colagenizacdo moderada a
abundante, predominantemente de coldgeno maduro, caracterizada
por fibras espessas coradas de vermelho.

TABELA 4 — Porcentagem de colageno tipo | e lll nas feridas dos
animais dos grupos 1, 2 e 3, ao término do periodo
de acompanhamento

1 80,9+20,7 19,1+20,7
2 78,1+16,0 21,9+16,0
3 72,8179 27,2+179

Grupos - 1=grupo controle 2=grupo com queimadura de segundo grau profundo
e tratamento com Membracel ®; 3=grupo com queimadura de segundo grau
profundo e tratamento com membrana de celulose vegetal

GRAU? ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

Observou-se menor proporcao de coldgenos jovens nos
trés grupos. caracterizado por fibras finas coradas de verde
(Figura 4). O colageno estava desorganizado e cheio de lacunas
nos animais do grupo 1 (Figura 4A) mas organizados em grupos
2 e 3 (Figuras 4B e 4Q).

FIGURA 4 - Fotomicrografia das fibras colagenas dos animais
dos grupos 1. 2 e 3: A) predominancia das fibras
colagenas maduras, mas desorganizadas e cheio de
lacunas no grupo 1; B) fibras de colageno maduras,
espessas e organizadas no grupo 2; C) e também
no grupo 3 (PR)

DISCUSSAO

Apesar dos avangos médicos e da bioengenharia. o tratamento
de queimaduras ainda representa um desafio clinico e cirdrgico,
especialmente quando eles complicam. Existe um grande nimero
de produtos disponiveis, no entanto, seus resultados permanecem
duvidosos.

Os polimeros a base de celulose sdo produtos muito abundantes
e disponiveis com alto potencial para aplicagdes biomédicas e
biotecnoldgicas. As nanofibras de celulose apresentam diversas
vantagens para serem utilizadas no tratamento de feridas, como
biocompatibilidade, manuten¢ao da umidade, resisténcia e baixa
toxicidade® 3141720222325 Além disso. o crescimento bacteriano'” e
viral®® poderia ser reduzido na presenga da nanocelulose. Essas
propriedades agregam excelentes caracteristicas ao curativo de
nanocelulose’.

Membranas de nanocelulose bacteriana (BNM) tém sido
utilizadas com sucesso no tratamento de queimaduras e outras
feridas. Estudos mostram melhora no processo de cicatrizacdo e
reducdo do tempo de cicatrizagdo com esses curativos®121921:24,
Membracel® é um curativo a base de nanocelulose bacteriana
muito utilizado no tratamento de queimaduras, que pode atuar
como um substituto temporario da pele. E biocompativel, inerte,
atoxico, e tem boa resisténcia em ambiente Umido. A presenca de
poros permite a troca gasosa e a passagem do exsudato paraum
curativo secundario. Pelas suas caracteristicas, as trocas diarias ndo
sdo necessarias, evitando danos ao leito da ferida e favorecendo
o tecido cicatricial. Essas propriedades fornecem caracteristicas
do Membracel® préximas ao curativo ideal?. Contudo, seu custo
relativamente alto limita o uso em larga escala pelo sistema de
saude.

Pelos bons resultados obtidos com o BNM na rotina clinica,
nosso objetivo foi investigar o efeito do PNM no tratamento de
queimaduras. A celulose vegetal é quimica e fisicamente semelhante
a celulose bacteriana, mas com menor custo de produgdo o que
estimulou o desenvolvimento desta pesquisa para avaliar seus
efeitos no processo de cicatriza¢do.

A presente pesquisa é uma das primeiras a avaliar o efeito
das nanofibras de celulose vegetal no processo de cicatrizacdo de
tecidos e é a primeira na literatura a relatar seu uso no tratamento
de queimaduras.

Escolhemos a queimadura profunda de segundo grau por
sera profundidade mais frequente em pacientes queimados?. Além
disso queimaduras mais superficiais cicatrizam espontaneamente
enquanto as mais profundas geralmente requerem enxerto de
pele, que ndo é o objetivo desta pesquisa. No presente estudo
todas as lesdes atingiram totalmente a derme, confirmando a
eficacia e efetividade do modelo aqui proposto para produzir
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queimadura de segundo grau profunda. Esses dados séo relevantes
para padronizar as lesdes de queimadura e. consequentemente
os resultados do estudo, o que é de grande importancia para o
estudo de queimaduras.

Aavaliagdo do comportamento, ganho de peso, e arecuperagdo
precoce em animais permite observar a resposta sistémica devido a
lesdo tecidual. A presenca de dor e agitagcdo nos animais do grupo
1, eauséncia nos grupos 2 e 3, mostram a eficiéncia da membrana
em minimizar o desconforto. O alivio adequado da dor tem efeito
positivo na velocidade e na qualidade da recuperacdo do dano
ao tecido®, o que corrobora os resultados do presente estudo.

Os parametros macroscépicos aqui estudados permitiram
verificar a evolucdo das feridas, sinais de inflamacao e infeccao,
bem como a velocidade de cura. Ndo observamos nenhum caso
de necrose, intensa reacdo inflamatoria, exsudato purulento,
ou abscessos em ambos os grupos tratados com curativos de
celulose, semelhante a estudos anteriores usando nanocelulose
bacteriana>*%. Esses dados sugerem que PNM, bem como BNM,
permite a drenagem da ferida, sem favorecer o ressecamento da
area coberta e acontaminacdo bacteriana, dois dos principais fatores
que comprometem a cura. No presente estudo, ndo observamos
reacOes de sensibilidade a membrana vegetal, como edema,
rubor, dor, ou coceira, confirmando a seguranca clinica para seu
uso em feridas. Outros estudos anteriores também confirmaram
a biocompatibilidade de curativos a base de nanocelulose, sem
sinais de reacdes alérgicas e inflamatdrias decorrentes do seu
uso*®. Esses dados confirmaram resultados positivos quanto a
biocompatibilidade e seguranca clinica e poderiam garantir a
auséncia de qualquer efeito téxico desencadeado pelo PNM,
bem como outros curativos a base de nanocelulose testados
antes13,’|7,21,24.

Para medir a area da ferida e a contracao da cicatriz, usou-
se paquimetro, como Yaguishita (2007)?* e Agren et al. (1997)",
que permite verificar a relagdo de contracdo da cicatriz, que foi
maior nos animais dos grupos 2 e 3, corroborando com outros
estudos™'%24 Embora ndo tenha havido diferenca significativa no
fechamento da ferida entre os dois grupos, a contragdo média
da cicatriz e a area final no grupo 3 foram maiores do que no
grupo 2. Esses resultados sugerem que o PNM foi mais eficiente
na contracdo da ferida do que os outros curativos testados.

N&o temos subsidios para dizer que o PNM tem propriedades
de reparo de tecidos, de outra forma, pode servir de matriz para
células e proteinas, que participam naturalmente do processo
de cura. A membrana a base de nanocelulose pode favorecer a
proliferacdom migragao celular e epitelizacdo das bordas para
o centro das lesdes, melhorando a cicatrizagao de feridas”0134,

Em ambos os grupos de curativos de celulose ndo houve
contaminagdo dolocal daferidaeaumidade foi mantida provavelmente
pela cobertura da ferida com curativo poroso. A drenagem
das secrec¢des pelos poros impede o crescimento bacteriano e
mantém o ambiente Umido. Esse fator resulta em melhora de
35-45% na taxa de epitelizacdo das feridas®. A contaminacdo da
ferida é um dos fatores mais prejudiciais a cicatrizacdo devido a
liberacdo de enzimas citotdxicas pelas bactérias e pelo proprio
processo de exsudagdo. que cria barreira mecanica a acdo das
células de defesa e cicatrizagdo. No presente estudo ndo temos
subsidios para afirmar que o BNM evitou o crescimento bacteriano,
uma vez que nao foi realizada cultura de células. Contudo, a
avaliagdo clinica e macroscépica sugere que nao foi apoiado o
crescimento de patdgenos. Curativos a base de nanocelulose tém
o potencial de impedir o crescimento do biofilme bacteriano.
Essas membranas testadas podem cobrir as feridas, protegendo-o
contra microrganismos externos®.

Membracel ® possui poros criados com memaria de posicao,
o que significa que eles ndo mudam de didametro com o tempo
e permite a troca continua de fluidos?*. Como resultado, no
PNM testado, realizamos os poros manualmente para permitir
a drenagem das secre¢des. Por se tratar de um novo produto,
em fase inicial de testes e ainda ndo comercializado, ndo ha
padronizacao do tamanho e formato dos poros. Com a concluséo

desta pesquisa faremos novos estudos para desenvolver um
curativo padronizado em espessura, tamanho e forma porosa,
para iniciar os testes clinicos.

Caracteristicasimportantes de um curativo sdo a capacidade
de absorver fluidos e exsudatos, bem como facil remocéo da
ferida. sem causar dor ou lesdo ao tecido em cicatrizacdo®'>. Neste
estudo, a substituicdo dos curativos (BNM e PNM) ndo causou
danos as feridas regeneradas, pois as membranas podem ser
facilmente destacadas do leito da ferida, conforme observado
por Hakkarainen etal. (2016)°. Tirando as gazes, contudo, resultou
em ligeiros danos as feridas o que prolongou a recuperagdo. O
curativo de gaze tem grande permeabilidade mas forte aderéncia
aferida causando dor e lesdo do tecido quando removido™. Além
disso, suporta a secura da ferida prejudicando a migragao celular
€, consequéncia, o processo de cura.

Em todos os ratos do grupo 1 estavam presentes crostas e
cada retirada e limpeza causava traumas, sangramento, e reacdo
dolorosa. Além disso, a presenca de tecido necrético predispde
ao crescimento bacteriano e prejudica a acdo do fibroblasto™. O
curativo de nanocelulose promove o desbridamento autolitico,
reduzador, e acelera a granulacdo. que sdo caracteristicas cruciais
para a cicatrizagdo de feridas®.

No dia 20, uma camada superficial de neoepitélio cobria a
superficie da ferida e neovascularizacéo foi observada nos locais
das feridas no grupo 3. Também observamos estagio avancado
de cicatrizagdo no grupo 1, mas a epitelizacdo ainda era escassa.
Contudo, a maioria das feridas do grupo 2 estava em estagios
iniciais de cicatrizagdo, ao contrario de Yaguishita (2007)* e Lin
et al (2013)®. Estes autores encontraram estagio avancado de
cicatrizacdo em feridas tratadas com BNM no 20° dia. Esses
dados divergentes podem ser explicados pelos diferentes tipos
de feridas desenvolvidas enquanto estudavam lesGes agudas e
realizavam feridas de queimadura. A necrose tecidual resultante
da escaldadura pode ter comprometido a cicatrizacdo o que pode
explicaradivergéncia entre as pesquisas. Os resultados da presente
pesquisa sugerem que o PNM apdia o processo de cicatrizacdo
de queimaduras melhor do que os outros produtos testados.

Acoloracdo PRnos permite verificaraextensdo ea concentracdo
de coldageno bem como para diferenciar fibras maduras e imaturas.
Aderme saudavel possui 80% de coladgeno tipo | e 20% de colageno
tipo Il, enquanto que o tecido de granulacdo apresenta 30-40%
do tipo IlI"". Em nossa pesquisa, a porcentagem de colageno foi
semelhante entre os grupos, ao contrario de Yaguishita (2007)* que
encontraram maior propor¢ao de coldgeno maduro em animais
tratados com Membracel®. Provavelmente ocorreu devido ao
local onde retiramos os cortes de pele para andlise. Yaguishita®
removeu toda a ferida para estudo histoldgico, sendo capaz
de estabelecer avaliagdo mais confiavel quanto a proporcao de
colageno e as diferengas entre os grupos.

No presente estudo, retiramos as seccdes de pele apenas
na borda da ferida. onde o processo de cura comeca. Portanto,
tende a ser semelhante entre os grupos no periodo analisado. O
mecanismo de contragdo é o movimento centripeto das margens
da ferida até o centro da lesdo. Desempenha papel fundamental
na reducdo da area da ferida e cura por segunda intengdo, como
em nosso experimento. A reepitelizacdo ocorre pela migracao de
células epiteliais de anexos e estruturas preservadas da derme. A
migragdo e a proliferacdo comecam durante a fase proliferativa
e ocorrem até o fechamento completo da ferida e a barreira da
membrana restabelecida.

Outradiferencaentre nossa pesquisa e o trabalho de Yaguishita®
foi o periodo de acompanhamento. Estes autores observaram os
animais semanalmente por 28 dias, enquanto fizemos apenas uma
analise microscépica no 20° dia de acompanhamento. Contudo, o
tempo ndo parece ter importancia para os diferentes resultados,
mas sim o local da pele removida. Yaguishita ndo observou
diferenca na porcentagem de colageno apds 14 dias. Seus dados,
adicionado aos nossos resultados, eram consistentes com os de
estudos anteriores, que diziam que as feridas apresentam 80%
de colageno maduro (tipo 1) no 20° dia™.
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Nossos achados microscopicos (H&E e PR) mostraram
que o processo de cicatrizagdo inicial, que comeca nas margens
da ferida, é semelhante entre os trés grupos. Contudo, o exame
macroscopico mostrou que as feridas tratadas com PNM e BNM
cicatrizaram mais rapidamente, em comparacdo com aqueles
tratados com curativos de gaze simples. Esses resultados foram
consistentes com os de varios estudos anteriores, mostrando
que curativos a base de nanocelulose auxiliam no processo de
Cicatrizagao*"2101314,

A contracdo da cicatrizdos animais tratados com PNM, bem
como os outros achados macroscopicos, nao diferiu daqueles
tratados com BNM. Esses dados confirmam a eficacia do produto
recém-testado para o tratamento de queimaduras de segundo
grau. O tempo de cura mais curto, adicionado a menor chance
de crescimento bacteriano, minimiza o tempo de internagédo
hospitalar, bem como a necessidade de medicamentos tdpicos e
sistémicos, consequentemente reduzindo custos e complicagdes
clinicas. Considerando o grande nimero de pacientes queimados
atendidos diariamente em todo o mundo é de grande importancia
criar um curativo efetivo menos caro e acessivel.

Nesta pesquisa ndo avaliamos os custos do tratamento com
PNM, mas estudos preliminares sugerem que é significativamente
mais barato do que outros produtos disponiveis amplamente
comercializados.

O principal beneficio das nanoceluloses de madeira é sua
produtibilidade a partir da fonte inesgotavel de celulose das plantas,
adicionado ao seu menor custo de producdo. Portanto, poderia
ser possivel criar um produto mais barato e acessivel para todas
as classes. Além disso, o menor tempo de cicatrizacdo e a baixa
probabilidade de infeccdo representam vantagens importantes
do uso do PNM no tratamento de queimaduras.

Estamos dando continuidade aos estudos planejados sobre
o uso do PNM no tratamento de queimaduras estudando seu
efeito no crescimento bacteriano e lesdes mais profundas, como
também seus custos de producdo. Nosso objetivo é padronizar
o curativo PNM e estendé-lo para ensaios clinicos. Ndo temos a
intengdo de substituir os produtos disponiveis no mercado, mas
sim para incluir PNM como um recurso acessivel para o tratamento
de queimaduras.

CONCLUSAO

O curativo de membrana de nanocelulose de pinus é seguro
e eficaz para o tratamento de queimaduras profundas de segundo
grauemratos. Seus resultados foram semelhantes aos do curativo
comercial de celulose bacteriana (Membracel®).
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