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RESUMO

Hidrogéis sdo definidos como uma rede tridimensional de polimeros hidrofilicos, capazes de
absorver grande quantidade de &gua e exercer multiplas fungbes, como: entrega de
medicamentos, selagem cirtrgica, manutencao de nutrientes, drogas e proteinas, assim como
matriz de suporte para o crescimento celular e regeneracdo de tecidos. Os Hidrogéis em
estudo foram preparados com 1,7% (p/v) de galactomanana (extraida de sementes de Cassia
grandis) e 0,5% (p/v) de k-carragenana e o sal CaCl, 0,2 M em pH 5,0; acrescidos ou ndo das
biomoléculas lactoferrina (extraida de leite bovino) e Cramoll-1,4 (extraida do feijdo
camaratu — Cratylia mollis). Esta pesquisa visou avaliar a eficacia da formulacao de hidrogéis
contendo ou n&o as biomoléculas lactoferrina e lectina Cramoll-1,4 nas concentra¢Ges de 100
pug/mL no tratamento de queimaduras térmicas de segundo grau in vivo, utilizando Rattus
norvegicus, albinos, da linhagem Wistar. Foram realizadas analises da estabilidade no periodo
de 90 dias de estocagem a 4 °C, avaliando-se pH, cor e contamina¢do microbiana; medidas
reoldgicas também foram feitas para analise das interacfes entre as biomoléculas e o hidrogel,
através da rampa de amplitude, com mudulos G’/G’’. Os resultados obtidos revelaram que
durante os 90 dias de estocagem ndo ocorreram modificacGes significativas para o pH ideal
(5,0); houve um aumento na luminosidade (L*) e diminuicdo da opacidade (Y%) com valores
significativos para o hidrogel sem a presenca das biomoléculas, e nenhum crescimento
microbioldgico, por contagem de mesoéfilos aerdbios, bactérias lacticas, psicrotroficas, bolores
e leveduras. As analises reologicas confirmaram as caracteristicas solidas e viscoelasticas dos
hidrogéis, onde modulo G' > G" ndo se alteram na presenca das proteinas lactoferrina e/ou
Cramoll 1,4, do mesmo modo, podemos identificar que a adi¢do de tais proteinas diminuiu o
ponto de transicdo G' > G" para G" > G' quando comparado com o hidrogel sem a presenca
dessas biomoléculas; o CaCl; foi utilizado com funcdo reticulante, e os resultados apontam
que ocorre uma interagdo significativa apenas com a k-carragenana e ndo com a
galactomanana. O tratamento da cicatrizacdo dos animais com gqueimaduras térmicas de
segundo grau foi feito topicamente com quatro diferentes formulacfes de hidrogéis: hidrogel
(H); hidrogel contendo lactoferrina (HL); hidrogel contendo Cramoll 1,4 (HC) e hidrogel
contendo lactoferrina e Cramoll 1,4 (HLC). Tais formulagcdes demonstraram uma melhor
resposta quando comparadas com o grupo controle de solucdo salina 0,9% NaCl (S). Estes
resultados foram confirmados pelas analises macroscopicas, em lesdes cicatrizando de
maneira centripeta, com percentagem de contracdo das queimaduras: H-32,85 %; HL-
45,49 %; HC-36,05; %; HLC-66,10 % e S-20,76 %, tendo como destaque o hidrogel
acrescido com as biomoléculas (HLC). Além disso, resultados histoldgicos comprovaram a
diminuicdo no processo inflamatorio, necrose tecidual e fibrose, com aumento da
reepitelizacdo e presenca de acantose focal. Podemos concluir que a formulacdo de hidrogéis
com a imobilizagdo da lactoferrina e Cramoll 1,4, ganham destaque como novo sistema de
tratamento para queimaduras de segundo grau. Somado a estes resultados, também foi
realizada uma revisdo sistematica detalhada da literatura, sobre a comparacao das condicdes
de modelos de queimaduras em ratos, a fim de otimizar a aplicabilidade dessas condi¢des para
modelos futuros na &rea da biomedicina.

Palavras-chave: lactoferrina. Cramoll 1,4. lesdo térmica. hidrogéis polissacaridicos.



ABSTRACT

Hydrogels are defined as a three-dimensional network of hydrophilic polymers, capable of
absorbing large amounts of water and exercising multiple functions, such as: delivery of
medicines, surgical sealing, maintenance of nutrients, drugs and proteins, as well as a support
matrix for cell growth and tissue regeneration. The hydrogels under study were prepared with
1.7% (w/v) of galactomannan (extracted from Cassia grandis seeds) and 0.5% (w/v) of k-
carrageenan and 0.2 M CaCl» salt at pH 5.0; whether or not added lactoferrin biomolecules
(extracted from bovine milk) and Cramoll-1,4 (extracted from camaratu beans - Cratylia
mollis). This research aimed to evaluate the effectiveness of the formulation of hydrogels
containing or not the biomolecules lactoferrin and lectin Cramoll-1,4 in concentrations of 100
pug/mL in the treatment of thermal burns of second degree in vivo, using Rattus norvegicus,
albinos, of the Wistar strain. Stability analyzes were performed during the 90 day storage
period at 4 °C, evaluating pH, color and microbial contamination; rheological measurements
were also made to analyze the interactions between the biomolecules and the hydrogel,
through the amplitude ramp, with muds G’/G’’. The results obtained revealed that during the
90 days of storage there were no significant changes to the ideal pH (5.0); there was an
increase in luminosity (L*) and a decrease in opacity (Y%) with significant values for the
hydrogel without the presence of biomolecules, and no microbiological growth, by counting
aerobic mesophiles, lactic, psychrotrophic bacteria, molds and yeasts. The rheological
analyzes confirmed the solid and viscoelastic characteristics of the hydrogels, where G'> G"
modulus do not change in the presence of lactoferrin and/or Cramoll 1,4 proteins, in the same
way, we can identify that the addition of such proteins decreased the transition point G'>G" to
G">G"' when compared to the hydrogel without the presence of these biomolecules; CaCl, was
used with a crosslinking function, and the results indicate that a significant interaction occurs
only with k-carrageenan and not with galactomannan. The healing treatment of animals with
second-degree thermal burns was done topically with four different hydrogel formulations:
hydrogel (H); hydrogel containing lactoferrin (HL); hydrogel containing Cramoll 1.4 (HC)
and hydrogel containing lactoferrin and Cramoll 1.4 (HLC). Such formulations showed a
better response when compared to the control group of 0.9% NaCl (S) saline solution. These
results were confirmed by macroscopic analyzes, in lesions healing in a centripetal manner,
with a percentage of burns contraction: H-32.85%; HL-45.49%; HC-36.05; %; HLC-66.10%
and S-20.76%, highlighting the hydrogel added with biomolecules (HLC). In addition,
histological results confirmed the decrease in the inflammatory process, tissue necrosis and
fibrosis, with increased reepithelialization and the presence of focal acanthosis. We can
conclude that the formulation of hydrogels with the immobilization of lactoferrin and Cramoll
1.4, gain prominence as a new treatment system for second degree burns. In addition to these
results, a detailed systematic review of the literature was also carried out, on the comparison
of the conditions of burn models in rats, in order to optimize the applicability of these
conditions for future models in the field of biomedicine.

Keywords: lactoferrin. Cramoll 1.4. thermal injury. polysaccharide hydrogels.
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galactomanana 1,7 % (p/v) acrescida ou ndo de CaCl2. c- k-carragenana 0,5% (p/v)
acrescido ou ndo de CaCl2. d- hidrogel a base de galactomanana 1,7% (p/v) e k-
carragenana 0,5% (p/v) acrescido ou ndo de CaCl2. e- hidrogel + lactoferrina e

hidrogel + Cramoll. f- hidrogel; hidrogel + lactoferrina e hidrogel + Cramoll.
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hidrogel; c- Tecido lesionado 3 dias apés a inducdo da queimadura, presenca de crosta
fina e seca com coloracdo homogénea e desprendimento discreto nas bordas; d -
Tecido lesionado 7 dias apds a indugdo da queimadura, presenca de crosta seca em

toda regido da lesdo, com coloragdo mais escura no centro.

Figura 3 - Avaliacdo clinica da cicatrizacdo de queimaduras de segundo grau em ratos
Wistar machos. Tratamento nos intervalos de: 3, 7 e 14 dias. Hidrogel de «-
carragenana/galactomanana (H); Hidrogel de «-carragenana/galactomanana +
Lactoferrina (HL); Hidrogel de «-carragenana/galactomanana + Cramoll (HC);
Hidrogel de k-carragenana/galactomanana + Lactoferrina + Cramoll (HLC) e controle

negativo de Salina (S).

Figura 4 - Percentagem de contracdo das queimaduras nos intervalos de tempo 3,7 e
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Lactoferrina (HL); Hidrogel de «-carragenana/galactomanana + Cramoll (HC);
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negativo de Salina (S). A ILC (%) foi expressa como média + erro padrdo. (*)
representacdo da diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos de tratamento e o

grupo S (controle negativo).
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carragenana/galactomanana + Cramoll (HC); Hidrogel de K-
carragenana/galactomanana + Lactoferrina + Cramoll (HLC) e controle negativo de
Salina (S). (a) formacédo de tampéo; (b) presenca de infiltrado inflamatorio; (c) area de

reepitelizacdo; (d) queratinizacéo e (e) reducédo de tampdo e infiltrado inflamatorio.

Figura 6 - Tecido epitelial de ratos dos grupos de 3, 7 e 14 dias, submetidos a
tratamento térmico em queimaduras de segundo grau. Coloracao tricromico de Masson.
Barras de escala = 20 um. Hidrogel de k-carragenana/galactomanana (H); Hidrogel de
K-carragenana/galactomanana  +  Lactoferrina  (HL);  Hidrogel de  «-
carragenana/galactomanana + Cramoll (HC); Hidrogel de K-
carragenana/galactomanana + Lactoferrina + Cramoll (HLC) e controle negativo de
Salina (S). (a) formacdo de tampéo; (b) presenca de infiltrado inflamatorio; (c) fibras
colagenas; (d) reepitelizacdo; (e) queratinizacdo; (f) reducdo de tampdo e infiltrado

inflamatdrio e (g) acantose focal.
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1 INTRODUCAO

Hidrogel é o nome usado para classificar um gel que é formado por uma rede
tridimensional de polimeros hidrofilicos naturais ou sintéticos. Os hidrogéis devido a sua
capacidade de absorver e reter elevadas quantidades de agua ou fluidos biologicos sem a
dissolugdo da rede polimérica apresentam boa biocompatibilidade, os tornando muito
semelhante ao tecido humano. Dentre as suas multiplas aplicacGes, tém sido utilizados como
produtos de uso médico e farmacéutico como substituicdo de cartilagens e como cépsulas de
liberacdo controlada de medicamentos e compostos bioativos devido a sua capacidade de
proteger o medicamento contra condi¢es ambientais hostis, tendo como principio controlar a
liberacdo do medicamento por alteracfes causadas em sua estrutura devido as flutuacdes no
pH, temperatura, pressdo, teor de oxigénio, entre outros.

Devido a sua composicdo, os hidrogéis podem ser divididos em hidrogéis de
polimeros naturais, hidrogéis de polimeros sintéticos e combinacdo das duas classes
poliméricas. A utilizacdo de hidrogéis naturais é de grande importancia principalmente nas
aplicacbes médicas, por serem, em sua maioria, biocompativeis e atoxicos podem ser
aplicados nos mais variados produtos tanto de usos tdpicos quanto de uso interno. Os
hidrogéis a base de polissacarideos tém recebido interesses consideraveis referentes as suas
excelentes propriedades, incluindo absor¢do de excesso de exsudato, protecdo contra
infeccdes e fatores externos, fornecimento de pH ideal, que promovem a cicatrizacdo rapida
de feridas e queimaduras, além de serem facilmente removidos sem trauma. Devido & sua
estrutura, os hidrogéis a base de polissacarideos tais como 0s extraidos de sementes como a
galactomanana e xiloglucana, de exudatos de plantas como arabinogalactanas e de algas,
como agarose, alginato e k-carragenana tém sido amplamente utilizados como matrizes para
imobilizacdo de diferentes moléculas ativas.

A lactoferrina € uma importante glicoproteina da familia da transferrina,
multifuncional, presente no leite de mamiferos, encontrada nas lagrimas, saliva e outras
secrecdes. E a principal proteina do soro do leite, com maior concentracdo no colostro, que
apresenta inumeras funcbes bioldgica tais como anticancerigena, antiinflamatoria,
antibacteriana, antiviral, antifungica, efeito imunomodulador, e inibidora da formacao de
radicais livres.

A lectina obtida de sementes de Cratylia mollis (feijdo camaratu) conhecida como

Cramoll, é uma glicoproteina que tem sido empregada em varias aplicacdes biotecnoldgicas
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em forma livre ou imobilizada por apresentar diferentes atividades bioldgicas tais como
antitumoral, anti parasitaria, anti-inflamatoria e cicatrizante de feridas, isso é, lesdes
decorrentes de acidentes, traumas, cortes, incisdes cirdrgicas e queimaduras.

As queimaduras sdo lesdes nos tecidos resultantes da exposi¢dao térmica, radiacao,
contato quimico ou elétrico que pode resultar em morbidade e mortalidade. Isso ¢, uma lesao
por queimadura pode ter um impacto severo na vida dos sobreviventes, resultando em
sequelas fisicas e psicossociais em longo prazo. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude a
queimadura ¢ uma das principais causas de morte no mundo. Uma vez que o paciente
queimado ¢ mais suscetivel a infecgdes, em decorréncia de imunossupressdo ¢ perda de
cobertura cutinea, assim experimentos in vitro ndo podem capturar essa complexidade nem
abordar a fisiopatologia, por essas razdes, modelos animais para queimaduras sdo necessarios
para se descobrir o mecanismo patologico pds-queimadura e testar novas abordagens
terapéuticas.

Durante muitos anos, o curativo convencional usado para as feridas foi a gaze de
algoddo e agentes antibacterianos topicos, para protegé-las de trauma, infec¢do ambiental e
proporcionar sua estabilidade. No entanto, esses materiais de curativo tém varias limitagoes,
incluindo adesdo a ferida, resultando em isquemia, necrose, irritacdo, ou reagdes alérgicas.
Visando superar essas desvantagens do curativo convencional, atualmente, novos métodos de
curativo umidos, como hidrogéis ou hidrocoloides tém sido introduzidos. Isso porque a
umidade suprime a formacdo de cicatrizes, permitindo uma migragdo eficiente de
queratinocitos e reepitelializagcdo. Além disso, a umidade diminui a quantidade de epiderme
perdida assim como suas estruturas anexas, melhorando assim o resultado da cicatriz.
Contudo a ma estabilidade fisica de alguns desses materiais de curativos molhados tem levado
pesquisadores a busca por novos materiais naturais biodegradaveis, que sejam mais eficazes
no processo de cicatrizagdo.

Diante do exposto, o presente trabalho visa desenvolver e caracterizar hidrogéis
constituidos pelos polissacarideos naturais galactomanana/k-carragenana contendo ou nao
Cramoll e/ou lactoferrina e, avaliar a capacidade de potencializar a acgdo cicatrizante em

queimaduras de segundo grau.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral:

Obter e caracterizar hidrogéis a base de galactomanana e k-carragenana contendo ou

ndo Cramoll 1,4 e/ou Lactoferrina e avaliar a eficacia dos mesmos no processo de reparo de

queimaduras cutaneas de segundo grau em ratos Wistar. Realizar uma revisdo sistematica

detalhada da literatura, sobre a comparacdo das condigdes de modelos de queimaduras em

ratos.

1.1.2 Objetivos Especificos:

Extrair e purificar a galactomanana presente nas sementes de Cassia grandis;

Purificar a Cramoll 1,4;

Desenvolver hidrogéis a base de galactomanana e k-carragenana;

Imobilizar Cramoll 1,4 e Lactoferrina no hidrogel de galactomanana e k-carragenana;
Avaliar a estabilidade dos hidrogéis ao longo do tempo (1, 5, 10, 15, 30, 60 e 90 dias)
em relacdo ao: pH, colorimetria e contamina¢do microbiologica;

Avaliar a reologia dos hidrogéis;

Induzir feridas experimentais;

Realizar o tratamento topico didrio das lesdes cutdneas experimentais utilizando:
hidrogel (H); hidrogel + lactoferrina (HL); hidrogel + Cramoll 1,4 (HC); hidrogel +
lactoferrina + cramol 1,4 (HLC); Solugao salina 0,9% NacCl (S), durante 14 dias;
Acompanhar a evolugdo do processo de reparo do ponto de vista clinico (avaliagdo
clinica das feridas e mensuragdo de sua area) durante 14 dias;

Acompanhar a cicatrizacdo do ponto de vista histopatoldgico, através de bidpsias no
3°, 7° e 14° dia apo6s indugdo de queimaduras;

Realizar uma revisdo sistemdtica detalhada da literatura, sobre a compara¢do das
condi¢des de modelos de queimaduras em ratos, para determinar se uma analise
conjunta de fatores como: temperatura, pressao, tempo, material, entre outros, podem
fornecer informacgdes sobre as condigdes necessarias para criar queimaduras de uma

gravidade especifica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HIDROGEIS

Os hidrogéis sdo redes macromoleculares formados estruturalmente por polimeros
hidrofilicos naturais ou sintéticos. A fracdo principal de hidrogel é a 4gua (cerca de 99%), que
¢ mantida unida por uma pequena fracdo de cadeias poliméricas hidrofilicas e reticuladas
(0,1% a 2%) formando uma rede (Figura 1) (RAGHUWANSHI e GARNIER, 2019).

Figura 1 — Conformacdo reticulada do hidrogel.
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As propriedades primordiais dos hidrogeis sdo: o elevado potencial de absor¢éo e
retencdo de fluidos bioldgicos ou dgua (AHMED, 2015), devido a presenca das moléculas
hidrofilicas (por exemplo, -OH, -CONH, -CONH2 e —-SO3H) (LEFNAOQUI et al., 2014) e
resisténcia a tragbGes fisicas, devido as ligagdes cruzadas entre as cadeias das redes
poliméricas.

As cadeias poliméricas no hidrogel podem ser reticuladas por interacdes fisicas ou
quimicas para formar uma malha. Os hidrogeis fisicamente reticulados sédo formados por
interacbes ibnicas, interacbes hidrofobicas, automontagem, termocondensacdo e
reconhecimento molecular especifico (RAGHUWANSHI e GARNIER, 2019). Os hidrogéis
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reticulados quimicamente sdo formados a partir de ligagOes covalentes fortes por
polimerizacgdo radical, grupos funcionais reativos e radiacdo de alta energia (EBARA et al.,
2014; LU, 2018).

Os hidrogéis sdo caracterizados pela natureza de seus polimeros constituintes,
tornando-os sintéticos, naturais ou hibridos. Tendo como estudos principais a estrutura fisica,
quimica e possiveis atividades bioldgicas. A escolha de seus polimeros deve levar em
consideracdo a eficacia, biodisponibilidade, estabilidade, toxicidade, facilidade de fabricacéo
entre outros mecanismos que aperfeicoam a formulagéo final do hidrogel.

Os polimeros naturais sdo produzidos por organismos vivos. Utilizados na sintese de
hidrogeis, sdo polissacaridicos e polipeptidicos, como: alginato, pectina, celulose, gelatina,
acido hialurénico, dextrano, fibrina, quitosana e carragenana, entre outras, que apresentam
como caracteristicas principais a biocompatibilidade e efeitos bioldgicos (KIM et al., 2014).

Os hidrogéis também sdo sintetizados a partir de polimeros sintéticos, como: N-
isopropilacrilamida (NIPAAm), poli (propileno glicol) (PPG), poli (etileno glicol) (PEG),
poliimida, poli (&lcool vinilico) (PVA) e poliacrilamida (PAM) (KANDOW et al., 2007,
MILASINOVIC, et al., 2010 ¢ ANGHELACHE, et al., 2014). Hidrogéis sintéticos ou
hibridos derivados de poliamidas e polietileno glicol foram lentamente sendo introduzidas em
formulagdes de hidrogéis nas ultimas duas décadas, resultando em uma vida util mais alta,
resisténcia do gel e capacidade de absorcdo de 4gua (GARNICA-PALAFOX e SANCHEZ-
AREVALDO, 2016).

A vantagem da utilizacdo de polimeros naturais frente aos sintéticos na sintese de
hidrogéis em aplicagcdes biomédicas esta na sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo
toxicidade (PREETHI et al.,2019), ja os polimeros sintéticos se destacam por serem
hidrofobicos, possuindo fortes ligacdes covalentes dentro de sua matriz, 0 que permite maior
durabilidade e resisténcia mecéanica. Sendo assim, tantos os hidrogéis naturais quanto 0s
sintéticos apresentam vantagens e desvantagens dependendo da sua utilizagdo, mas o fato de a
utilizacdo em organismos vivos necessitar de uma biocompatibilidade faz com que os
polimeros naturais ganhem maior atencdo (GYLES et al., 2017).

Além das propriedades singulares, tanto mecénicas quanto reoldgicas, que possibilitam
uma maior resisténcia a tensdes mecanicas e mantem a integridade dos hidrogéis ao longo da
sua vida util (UTECH e BOCCACCINI, 2016), a alta biodisponibilidade vem atraindo a
atencdo em estudos biomédicos, que tenham como intuito a expansdo das aplicacfes em

sistemas regenerativos medicinais, engenharia de tecidos e técnicas de cultura de células.
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Uma das vantagens de entender as propriedades dos hidrogéis para as formulagdes
biomédicas, se encontra na aplicagdo quimica que pode ser criada e personaliazada,
controlando: a composicdo e as densidades de reticulacdo, estrutura da rede e tamanho dos
poros do hidrogel; ja as propriedades mecanicas da maioria dos hidrogéis podem ser
influenciadas pela alteracdo do grau de reticulagdo ou incorporacdo de locais de ligacdo
adicionais via reticulacdo fisica (ANNABI et al., 2014). Quase todas as células do corpo estdo
situadas em uma arquitetura tridimensional, fato que explica a tentativa de mimetizar tais
estruturas, como o desenvolvimento de plataforma e células 3D (TERRELL et al., 2020). Os
requisitos como atoxicidade, micro ambiente similar aos tecidos naturais e seletividade de
entrada e saida de moléculas, tornam as estruturas tridimensionais com aplicacdo na area da
salde tdo diversas quanto as suas proprias aplicagdes (KENAWY et al., 2014).

A descoberta dos hidrogéis completam 61 anos no ano de 2021, onde Wichterle e Lim
fizeram seu desvendamento em 1960. Desde entdo aplicagdes biomédicas foram testadas
sempre tendo como preocupacéo inicial sua toxicidade, no entanto, 0 aumento da pesquisa em
guimica de polimeros e os avancos na fisiologia permitiram aos cientistas projetarem formas
mais inovadoras e biocompativeis (WANG et al., 2016). As pesquisas no ramo dos
biossensores, lentes de contato, mecanismos de administragdo de medicamentos e implantes,
vem ganhando forga ao passar dos anos (BUWALDA et al., 2014).

Deste modo nas Gltimas décadas, uma gama de materiais foram investigados, a fim de
atender aos requisitos minimos de uma plataforma para hidrogéis (UTECH e BOCCACCINI,
2016). HUANG et al. (2013), desenvolveram um modelo vascular 3-D com sistemas de
polimero de plataforma e célula, constituidos por hidrogel de gelatina e alginato contendo
fibrinogénio, que formou um material interno para plataforma de acomodacdo de células
tronco.

A utilizagdo de hidrogéis como dispositivo de administracdo de medicamentos e
compostos bioativos € explicada por sua capacidade de proteger o medicamento contra
condi¢des ambientais hostil, tendo como principio controlar a liberacdo do medicamento por
alteracdes causadas em sua estrutura devido a flutuag6es no pH, temperatura, presséo, teor de
oxigénio, entre outros (MANKOTIA et al.,2020). Estudo recente com hidrogéis multicamadas
constituidas de quatro camadas (1* PVA carboxilado, 2% gelatina, 3% &cido hialurénico,
adicionando ampicilina e 4? gelatina) preparado por meio da técnica de automontagem foi
desenvolvido como um novo curativo antibacteriano. A liberacdo de antibiotico ocorreu por 7

dias com liberacdo moderada de 34,5% em 6 horas. O hidrogel apresentou atividade
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antibacteriana contra S. aureus sensivel & oxacilina e ndo apresentou efeito toxico em
fibroblastos cultivados, indicando que o novo curativo representa uma opcéo eficaz para o
tratamento seletivo de infeccdes bacterianas (TAMAHKAR et al., 2020).

Qiao et al. (2019), projetaram um hidrogel de rede dupla imprimivel, utilizando
tecnologia de impressdo 3D, & base de 4&cido hialurénico modificado por acrilamida,
misturado com é&cido fdlico e Fe3*, com administracdo da droga &cido acetilsalicilico; o
hidrogel apresentou resposta a modificaces no pH, e confirmou a liberacdo do farmaco, com
potencial aplicacdo na medicina regenerativa.

O actimulo de drogas dentro da matriz do hidrogel pode ser controlado devido a
concentracdo e composicdo de parametros manipulados para controlar as propriedades de
penetracdo e difusdo (L1 e MOONEY, 2016). Com objetivo de analisar a sensibilidade ao pH,
micro geis de goma de guar, que apresentavam propriedades auto curativas foram analisados,
e constatou-se que a forca dos géis pode ser regulada pelo valor do pH da solugdo, onde a
viscosidade aumenta com o aumento do valor do pH, além disso 0s géis conseguiram se
reconstruir dinamicamente apds serem destruidos por forca externa (ZHENG e HUANG,
2015).

Kamoun et al. (2017), descrevem uma revisdo no que se diz respeito ao uso de
membranas de hidrogéis poliméricos como curativos para feridas, e concluiram que 0s
curativos de hidrogel sdo atualmente convenientes para qualquer tipo de ferida e
gueimadura, independentemente do formato da lesdo; também observaram que os polimeros
naturais, como: quitosana, glucano, alginatos e hialuronano sé@o mais eficientes como um
acelerador na cicatrizacdo de feridas do que os polimeros sintéticos, ja os curativos de
algoddo, com gaze tradicionais podem lesionar novamente a ferida no momento da remocao.

A fim de aproveitar as propriedades mecanicas e bioldgicas dos hidrogéis, muitos
estudos estdo sendo realizados no ramo da biotecnologia, principalmente para o tratamento de
queimaduras.

Visando tratar as complicacdes em queimaduras de terceiro grau, o hidrogel de
celulose bacteriana enriquecido com timol (BCT) foi desenvolvido. Os estudos revelaram que
0 BCT possui excelente atividade biocida contra patdgenos especificos de queimaduras; €
biocompativel uma vez que facilitou o crescimento de células de fibroblastos de camundongo
3T3, exibindo baixa toxicidade e maior viabilidade celular e, promoveu o fechamento mais

rapido da ferida comparado ao grupo controle em modelo por queimadura de terceiro grau,
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demonstrando grande potencial para ser usado como sistema de curativo natural para feridas
(JWJl et al., 2019).

Oryan et al. (2018), estudaram o desenvolvimento do impacto do curativo de hidrogel
de colageno com ou sem uso topico do microrganismo probidtico, Saccharomyces cerevisiae,
na cicatrizacdo de queimadura dérmica de espessura total, em ratos, que confirmou o
beneficio da formulacdo contendo o microrganismo, com aumento da cicatrizacéo,
reepitelizacdo e melhora no desempenho biomecanico da queimadura, reduzindo o tamanho
da cicatriz.

Um curativo promissor para queimaduras a base de quitosana em combinagdo com
peptideos marinhos extraidos de pele de tilapia, mostrou atividade antibacteriana, proliferacdo
e migracdo celular, com boa cicatrizacdo da queimadura, observou-se reepitelizacdo e
deposicdo de fibras de colageno no dia 7, o epitélio foi completamente regenerado no dia 14 e
as feridas foram completamente curadas no dia 21, demonstrando potencial aplicacdo do
hidrogel associado ao peptideo para o tratamento de queimaduras (OUYANG et al., 2018).

No que tange o tratamento de feridas, os hidrogéis apresentam propriedades de
absorcéo de excesso de exsudato, protecdo contra infeccdes e fatores externos, fornecimento
de pH ideal, que promovem a cicatrizacdo rapida de feridas, além de poderem ser facilmente
removidos sem trauma (EL HOSARY et al., 2019), portanto, sdo candidatos adequados para
aplicacdes biomédicas, como administracdo de medicamentos, engenharia de tecidos, e pele
artificial (CHAN et al., 2016). A associacdo de hidrogéis naturais imobilizados ou ndo com
farmacos ganha expressdo no ramo biomédico, principalmente em lesdes de queimaduras que

ndo apresentam protecdo externa e contaminam com maior facilidade.

2.2 GALACTOMANANAS

As galactomananas sdo polissacarideos extraidos geralmente do endosperma das
sementes de diferentes espécies de leguminosas, da familia Leguminosae, e que tém grande
aplicacdo industrial, especialmente nos ramos petroquimico, farmacéutico, cosméticos, papel,
tecidos, minerio e explosivos (SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005; CHOUAIBI et al., 2019),
assim como estabilizador de emulséo e na preparagédo de filmes, membranas e sistemas misto
como hidrogéis (ALBUQUERQUE et al., 2014; SOARES et al.,, 2015; RODRIGUEZ-
CANTO et al., 2020).

Estruturalmente, as galactomananas apresentam uma cadeia principal formada por
unidades B (1—4) D-manopiranosil com ramificagdes de a-(1—6) D-galactopiranosil (Dea &

Morrison, 1975). Dependendo da fonte e do método de extragdo, as galactomananas possuem
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diferentes relagdes de manose: galactose (M/G), que pode variar de 1,0 a 5,0 (SRIVASTAVA
e KAPOOR, 2005; PRAJAPATI et al., 2013). Esta razdo tem um importante papel na
avaliacdo da solubilidade em &gua e na dependéncia da viscosidade da solucdo com a
concentracdo do polimero (RINAUDO, 2001). A solubilidade em &gua depende do contetido
de galactose substituinte, assim, mananas que ndo apresentam substitui¢do, sdo insollveis em
agua (MCCLEARY et al., 1981) ao contrario das galactomananas que sdo soltveis em &gua e
formam dispersdes viscosas e estaveis (MEER, MEER, e TINKER, 1975).

Especificamente na area alimentar, sdo comumente utilizados como espessantes,
estabilizantes e substitutos de gorduras em sorvetes, molhos, filmes ou revestimentos para
prolongar a vida Util de vérios alimentos (GERMANO et al., 2019), além de proporcionarem
melhoramento  nas  caracteristicas organolépticas dos produtos (SHIRANI e
GANESHARANEE, 2009). Andrade et al. 2018, substituiram gordura vegetal / margarina de
uma amostra controle (receita padrdo de bolo) por galactomanana extraida das sementes de
Cassia grandis, alcancando uma substituicdo de 75% de gordura pela galactomanana na
concentracdo de apenas 1,0%, mantendo com sucesso a microestrutura da superficie, a
aceitacdo sensorial e o comportamento reoldgico semelhante a formulacdo original contendo
apenas gordura.

Filmes preparados a base de galactomanana sdo também usados em conjunto com
ceras, lipidios, antimicrobianos ou antioxidantes, a fim de modificar suas propriedades fisicas
e estender sua funcionalidade, tais como: melhora reoldgica e durabilidade (CERQUEIRA et
al., 2011).

Alem das propriedades funcionais industrialmente relevantes, as galactomananas
também podem exercer bioatividade, como foram relatadas as atividades imunomoduladoras e
eliminadoras de radicais livres (LIU et al., 2015a). BERA et al. (2020), produziram
nanocompositos biocompativeis a base de galactomanana como dispositivos de entrega de
erlotinibe para células de cancer de pulméo, a fim de suprimir sua proliferacdo celular
excessiva. Almeida et al. (2015), confirmaram o potencial de matrizes poliméricas a base de
galactomanana contendo mangiferina para a liberacdo controlada do bioativo. Filmes de
galactomanana a partir de sementes de Cassia grandis, associados ou ndao a Cramoll 1,4,
foram utilizados em feridas topicas de ratos para avaliacdo do processo de cicatrizagdo por 14
dias. Os filmes ndo apresentaram citotoxicidade e atuam acelerando a cicatrizacdo cuténea,
dimuindo o tempo do processo para 10 dias. (ALBUQUERQUE et al., 2017).
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As galactomananas influenciam a reologia dos sistemas aquosos por meio de
associacOes de cadeias sinérgicas intermoleculares com outros polissacarideos, mostrando um
aumento notavel na viscosidade ou mesmo na formacéo de redes tridimensionais. Assim, 0
maior teor de galactose evidencia pouca tendéncia a formar géis devido ao impedimento
estérico representado pelos residuos de galactose, ocasionando deste modo, diminui¢do da
velocidade das reaces quimicas devido ao volume dos grupos ligados ao centro da reacdo
(KONTOGIORGOS et al., 2019).

A producdo ecoldgica de galactomanana € uma atividade lucrativa em muitas regides
do mundo, desde o plantio e colheita inicial de sementes, até a producdo industrial de
polissacarideos (GRENHA e DIONISIO, 2012; PRAJAPATI et al., 2013). Pertencente a
subfamilia Caesalpiniaceae, a Cassia grandis (Figura 2) € uma leguminosa de médio a grande
porte, oriunda de florestas tropicais e da América Central, bem como das Antilhas, sendo
posteriormente levada para a India. As sementes dessa leguminosa por obterem um bom
rendimento final 36 + 8%, na extragdo da galactomanana, sdo amplamente exploradas
(ALBUQUERQUE et al., 2014).

Figura 2 — (a) Arvore Cassia grandis, (b) Vagem, fruto da arvore, (c) Vagem com sementes, (d) Semente, (e)

Galactomanana ap0s extracao e (f) Galactomanana obtida ap6s trituracéo.

2.3 CARRAGENANAS

As carragenanas sdo polissacarideos lineares sulfatados extraidos de algas vermelhas
da classe Rhodophyceae (PAINTER, 1983). Compostas por polimeros hidrofilicos naturais
(OSORIO et al., 2011), com uma cadeia linear de galactanas parcialmente sulfatados (LIU et
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al., 2019b). As carragenanas sdo classificadas em varios subtipos como A, Kk, 1, € ¢ u (MCKIM,
2014; WEINER, 2014; LIU et al., 2015b), principalmente pelo nimero e a localiza¢do dos
grupos sulfato e o conteddo de 3,6-endo-D-galactopiranosideo (THOMSON e FOWLER,
1981). A gelificacdo de carragenanas envolve a formacdo de uma hélice apds o resfriamento
de solucBes aquosas diluidas na presenca de cations metalicos, que promovem conjuntos
fisicos de hidrogel agregando cadeias poliméricas (LIU e LI, 2016).

Sdo amplamente utilizadas como gelificante e estabilizante em formulacGes
alimenticias (SKRYPLONEK et al., 2019).

As k-carragenanas sdo constituidas de unidades alternadas de B-(1-3) -D-galactose-4-
sulfato e a-(1-4) -3,6-anidro-D-galactose (HASHEMI et al., 2018). A «-carragenana
comercial desempenha um papel essencial na preparacdo de hidrogéis duraveis (BERTON et
al., 2020), tém sido amplamente utilizadas para produzir hidrogéis fisicos (DAFE et al., 2017)
e embalagens de alimentos (KASSAB et al., 2019), na engenharia de tecidos (GONZALEZ
OCAMPO et al., 2019) e na administracdo de medicamentos, por exemplo, imobilizacdo de
tri-hidrato de amoxicilina (SELVAKUMARAN et al., 2016).

As carragenanas sao polissacarideos seguros como aditivos alimentares (FDA, 2019),
por esta razdo sdo bem estudadas no ramo alimenticio. Meindrawan et al. (2018), estudaram
um método de revestimento aplicado para reduzir a perda das qualidades organolépticas das
mangas, onde foram revestidas com carragenana [0, 0,5 e 1% (p/v)] convencional em
combinacdo com nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO). A incorporacdo das nanoparticulas
adicionou ao revestimento propriedades antimicrobianas contra Escherichia coli, aumentando
assim a vida util das mangas.

Falco et al. (2019), analisaram diferentes dispersdes formadoras de filmes baseadas em
K, 1 € A-carragenanas. Constaram que todos os revestimentos foram eficazes em prolongar a
vida datil dos frutos de mirtilos e framboesas, sob refrigeracdo, promovendo a seguranca
alimentar.

Além de aperfeicoarem as caracteristicas fisicas dos alimentos, as carragenanas
também contribuem na modulagdo do sistema imunoldgico, além de serem antivirais,
anticancerigenas (FALCO et al., 2019; MUTHULAKSHMI et al., 2021) e apresentarem
biocompatibilidade (KELDER et al., 2018). Foi verificado que a x-carragenana de
Kappaphycus alvarezii pode ser utilizada como alimento funcional para prevenir a
carcinogénese do colon (RAMAN & DOBLE, 2015).
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Um estudo que analisou os efeitos de um suplemento de carragenana sobre a atividade
imune e o perfil lipidico em pacientes com cardiopatia isquémica mostrou que as
carragenanas modularam moderadamente todos os marcadores do sistema imunolégico e
causaram reduces estatisticamente significativas nos seguintes biomarcadores de inflamacéo
cronica: leucécitos (15,9%), fibrinogénio (8,62%) e proteina C reativa (13,03%)
(SOKOLOVA et al., 2014).

2.4 LACTOFERRINA

A Lactoferrina é uma glicoproteina de 80 KDa de ligacdo ao ferro da familia da
transferrina (GARCIA-MONTOYA et al., 2012), que consiste em uma cadeia polipeptidica
simples dobrada em dois lobos, cada um dos quais se liga de forma reversivel ao ferro (Fe?*
ou Fe3") para formar apo-LF, ou ndo, sendo caracterizada como holo-LF (GONZALEZ-
CHAVEZ et al., 2009). Esta proteina pode ser encontrada no leite especialmente no colostro e
secrecfes mucosas, incluindo lagrimas, salivas, fluidos vaginais, sémen, secre¢fes nasais e
brénquicas, bile, fluidos gastrointestinais e urina (OZTASYESIM e OZGUNES, 2005;
KHAN et al., 2020).

Esta proteina ganha destaque no cenario de pesquisas devido as inumeras fungdes
bioldgicas como anticancerigenas, anti-inflamatorio, antibacteriano, antiviral, antifungico,
efeito imunomodulador, e inibidor da formacdo de radicais livres (HABIB et al., 2013;
BOKKHIM et al., 2013; EMBLETON et al., 2013).

A lactoferrina também ¢é liberada por neutrofilos polimorfonucleares em resposta a
estimulos inflamatorios, participando da defesa contra agentes infecciosos (DRAGO-
SERRANO et al., 2017). A atividade antibacteriana da lactoferrina foi uma das primeiras
funcOes a serem elucidadas e baseia-se em sua capacidade de sequestrar o ferro e interagir
com agentes infecciosos para exercer fungées imunomoduladoras, atuando assim, diretamente
no sistema imunolégico, modulando-o de forma a fortalecer suas defesas e seu funcionamento
(LEGRAND et al., 2006).

Outra caracteristica peculiar € que a lactoferrina cruza prontamente a barreira
hematoencefalica demonstrando melhorar a disfungdo mitocondrial e reduzir os danos
celulares ao eliminar as espécies reativas de oxigénio em modelos animais com doenca de
Alzheimer (PARK et al., 2013; GUO et al., 2017). Estudos demonstraram que a lactoferrina é
eficaz na atenuagdo do declinio cognitivo relacionado ao envelhecimento (ZHENG et al.,
2020).
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Gao et al. (2018) estudaram a eficacia da aplicacdo local de géis de colageno
impregnados com lactoferrina, na regeneracdao 0ssea, em ratos Sprague-Dawley. Verificaram
que a aplicacdo local de lactoferrina aumenta significativamente a regeneracao dssea.

Choi et al. (2020), prepararam nanoparticulas de poli (acido latico-co-glicdlico)
imobilizados com lactoferrina e avaliaram seus efeitos anti-inflamatdrios e de cicatriza¢do no
tendao de Aquiles em ratos. Concluiram que houve uma reducdo na inflamacédo e otimizacgao
na cicatrizacdo, com restauracao dos tenddes, na tendinite de Aquiles.

A lactoferrina humana recombinante e lactoferrina bovina foram usadas como
componente da dieta infantil humana ha anos sem relatos de intolerancia ou efeitos adversos.
Extensivamente pesquisada em humanos, principalmente em bebés e criangas (MANZONI et
al., 2012; OCHOA et al., 2013; PAMMI e ABRAMS, 2015). Liu et al. (2019a), analisaram o
efeito da lactoferrina como suplemento no leite para prevenir a progressdo da doenca
enterocolite necrosante, e sugeriram que a administracdo de lactoferrina pode modular a lesdo
das ceélulas epiteliais intestinais. Testes realizados com neonatos demonstram que a
lactoferrina tem um impacto clinicamente significativo na alimentacdo, no microbioma e nos
resultados clinicos, prevenindo deste modo, infeccdes e morbidades relacionadas a sepse nos
primeiros estagios da vida (MANZONI et al., 2016).

A lactoferrina é significativamente reduzida nas lagrimas de pacientes afetados por
ceratocone em comparacao com individuos saudaveis, e isso sugere a causa do aumento do
ferro lacrimal e consequente deposicdo de ferro e acimulo de radicais livres de oxigénio na
coérnea, a aplicacdo de lactoferrina em lentes de contatos neutralizou a citotoxicidade das
lagrimas em pacientes com ceratocone, restaurando sua viabilidade, podendo assim
representar um dispositivo eficiente para interromper a progressao do ceratocone (PASTORI
etal., 2019).

Considerando-se as potenciais atividades da lactoferrina, sua incorporacdo em
hidrogéis facilitaria o uso topico destas biomoléculas para aplicagdes como cicatrizantes de

queimaduras.

2.5 LECTINAS

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune, compostas de 2 ou 4
mondmeros cujo peso molecular varia de 8,5 a 265 kDa, que expressam a capacidade de se
ligar reversivelmente em sitios especificos de carboidratos, sem alterar a sua estrutura
covalente (CHRISPEELS e RAIKHEL 1991; MATUCCI et al., 2004; SUN et al., 2007),

possibilitando assim um importante papel em eventos celulares como aglutinagéo,
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reconhecimento, simbiose, estimulacdo da proliferacdo, opsonizacdo, metéstase e apoptose
celular (SHARON, 2008). Para realizar a atividade hemaglutinante, algumas lectinas
necessitam de céations Ca?* e Mn?" que estdo associados aos aminoécidos que participam da
ligacdo ao carboidrato (MOREIRA, et al., 1991).

S&o encontradas em quase todos os seres vivos incluindo vegetais, animais, bactérias e
virus. Nas plantas foram encontradas no citoplasma da célula vegetal, embora ja tenham sido
encontrados também em raiz, caule, folhas, sementes, tubérculos, bulbos, rizomas e
entrecascas (SILVA e SILVA, 2000; PEREIRA, 2005; CAMACHO, 2007; MARTINS,
2009). As lectinas estéo integradas no grupo dos compostos de metabdlitos secundarios, e por
isso sdo utilizadas pelas plantas como sistema de prote¢do contra-ataques de bactérias, fungos
e insetos (BELMONTE, et. al., 2013).

A Cratylia mollis ¢ uma planta forrageira da regido Semiaridodo Estado de
Pernambuco. Essa planta é conhecida popularmente como “camaratu” e “camaratuba”, e as
folhas e caules dessa espécie sdo utilizados como substitutos da alimenta¢do do gado durante
a estacdo seca (REZENDE et al.,, 2015). De suas sementes t€ém sido purificadas e
caracterizadas diferentes isoformas de lectinas: Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 ¢ Cramoll 4.
Uma preparagao contendo as isoformas 1 e 4 associadas, denominada Cramoll 1,4, apresenta
especificidade glicose/manose (CORREIA ¢ COELHO, 1995), a mesma observada para
Cramoll 1, Cramoll 2 e Cramoll 4, enquanto Cramoll 3 ¢ uma glicoproteina especifica para
galactose. A Cramoll tem sido empregada em varias aplicagdes biotecnologicas (PAIVA e
COELHO, 1992; COELHO et al., 2017) apresentando atividades antitumoral (DA CUNHA et
al., 2016), antiparasitaria (FERNANDES et al., 2010; MELO et al., 2011a), antimicrobiana
(JANDU et al., 2017), anti-inflamatoria (MELO et al., 2010), mitogénica (OLIVEIRA et al.,
2018), imunomudulatéria (DE OLIVEIRA et al., 2013) e cicatrizante de feridas (MELO et
al.,2011b; ALBUQUERQUE et al., 2017).

Um estudo a base de fluorescéncia de pontos quanticos (QDs) combinados com a
especificidade da lectina Cramoll, foi combinado para produzir um nanotool, para avaliar os
perfis de glicose/manose em trés espécies de Candida. Os conjugados QDs-Cramoll
demonstraram ser nanoprdobios fluorescentes eficazes para avaliagdo da constituicdo de
glicose/manose nas paredes celulares de espécies de fungos frequentemente envolvidas em
candidiase (OLIVEIRA et al., 2020).

Estudos avaliando os efeitos antitumorais de lectinas nativas (pCramoll) e

recombinantes (rCramoll) de Cratylia mollis contra células de adenocarcinoma da prostata
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humana (PC-3), constataram que ambas: pCramoll e rCramoll reduziram a viabilidade das
células PC-3 de maneira dose-dependente (FIGUEIROA et al ., 2017).

Albuquerque et al. (2016), realizaram a formulagao de um gel de galactomanana de
sementes de Cassia grandis contendo Cramoll 1,4 imobilizado, obtendo resultados nas suas
propriedades reoldgicas, confirmando sua estabilidade at¢ 30 dias e ndo contaminagdo
microbioldgica ao longo do estudo.

Os efeitos da Cramoll no tratamento de feridas cutdneas foram investigados em
camundongos imunocomprometidos. A administracao topica didria de Cramoll (100 uL a 100
pug/mL) resultou no reparo das lesdes experimentais, mostrando, maior intensidade de tecido
de granulagdo e deposi¢do de fibras de colageno (MELO et al.,2011b).

Pereira et al. (2012), estudaram um hidrogel contendo Cramoll a base de Carbopol®,
para o tratamento de queimaduras de segundo grau, em ratos. Esta formulacdo
biofarmacéutica mostrou apds 21 dias de tratamento que os animais apresentaram intensa
proliferacdo fibroblastica, presenca de tecido conjuntivo denso modelado e fibrose moderada.
Os autores também relataram que o tratamento ndo provocou alteragdes nos parametros
bioquimicos e hematologicos.

O desenvolvimento tecnoldgico de novas formas de imobilizacdo de lectinas tem sido
estratégias promissoras para aumentar suas ponteciais atividades bioldgicas (SILVA et al.,

2015).

2.6 QUEIMADURAS

Queimaduras na pele estdo entre as mais angustiantes de todas as lesdes, apresentando
complicacdes fisicas e psicoldgicas graves se ndo forem tratadas adequadamente no momento
certo (KAUSHIK et al., 2013; GUO et al., 2019). Tais lesdes requerem tratamentos especiais
intensivos e de longo prazo que podem causar danos oxidativos a pele do paciente
(DEMLING e LALONDE, 1989).

Do ponto de vista da salde publica, a morbidade e mortalidade por queimaduras, sdo
crises globais solucionaveis, que sdo amplamente ignorados (GRIGGS et al., 2013). Em todo
0 mundo, 11 milhdes de pessoas requerem atencdo médica e estima-se que 150.000 morram
de queimaduras ou suas complicagbes anualmente, principalmente em paises
subdesenvolvidos (WHO, 2014; ARGENTA e DEMOS, 2017), mais de 90% das
queimaduras com fatalidades com fogo ocorrem em paises de baixa renda, onde os programas
de prevencdo sdo inadequados ou ausentes (SADEGHI-BAZARGANI e MOHAMMADI,
2012; JAGNOOR et al., 2018). Segundo o Ministério da satde, um milhdo de pessoas sofrem
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gueimadoras por ano no Brasil (BRASIL, 2017), destes, 100.000 buscaram atendimento
hospitalar e, cerca de 2.500 pacientes irdo a dbito direta ou indiretamente em funcéo de suas
lesGes, sendo, portanto, consideradas um problema de salde publica.

Acidentes com queimaduras ocorrem em diferentes faixas etdrias e podem ser
causadas por agentes fisicos, como chamas, liquidos quentes, radiagdo, eletricidade, frio, ou
agentes quimicos (por exemplo, substancias causticas) (RODRIGUEZ-FERREYRA et al.,
2019). As queimaduras térmicas na pele sdo os tipos mais comuns de queimadura, seguido
por queimaduras elétricas e quimicas. O dano térmico ¢ observado na maioria dos tipos de
células quando ¢ atingida uma temperatura critica (>43 °C). A severidade das queimaduras na
pele varia de acordo com a profundidade, largura e localizagdo da ferida (DEMLING e
LALONDE, 1989; MARTINA e FALDER, 2017). No que tange a faixa etdria, a incidéncia de
queimaduras ¢ quatro vezes maior em criangas do que em adultos, representando cerca de
25% de todas as hospitalizagdes pediatricas, sendo a causa mais comum, os liquidos quentes

(LEGRAND et al., 2020).

2.6.1 Queimaduras e a Pele

A pele € um 6rgdo com mais de uma camada, disposta como a interface entre os
Orgdos internos e 0 ambiente externo, representando um sexto do peso corporal total. Ela
funciona como uma barreira fisica para proteger o corpo da desidratacdo, bem como de
agressdes ambientais, como patdgenos, produtos quimicos, agentes fisicos e radiacdo
ultravioleta do sol, ao longo da vida (PEREIRA et al, 2013; BERTHON et al., 2017). Além
disso, a pele cumpre uma ampla variedade de fungdes, incluindo termorregulagéo,
sensibilidade, excrecdo, geracdo de vitamina D, entre outros (QIU et al., 2016).

As camadas da pele consistem em derme e epiderme (Figura 3). A epiderme é
um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, cujo principal tipo de célula é
0 queratindcito, o qual forma a queratina — proteina com fibras tridimensionais (VENUS,
WATERMAN e MCNAB, 2010; CAPALLERE et al., 2018). A epiderme pode ser
distinguida em cinco camadas no epitélio estratificado pavimentoso queratinizado: o estrato
basal, estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato Iicido (nas palmas das maos e planta dos
pés) e o estrato corneo (KEDE e SABATOVICH, 2015) (Figura 4).

Figura 3 — Representa¢do das camadas da pele.
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Epiderme —{ Camada cdrnea (queratinizada)

Poro sudoriparo
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— Glandula sudoripara
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Hipoderme
Tecido subcuténeo (adiposo)

Artéria  Veia Foliculo piloso

Fonte: CESTARI, S.C. P. Dermatologia pediatrica: Diagnostico e tratamento. 12 Edicdo Editora dos Editores,
2018.

A derme é uma camada resistente que protege o corpo contra lesdes mecéanicas. Por
ser tecido conjuntivo, a derme contém células, substancia fundamental e fibras. O principal
tipo de célula na derme é o fibroblasto, que sintetiza fibras de coladgeno e elastina; o colageno
representa 75% do peso seco e até 30% do volume da derme; 75% séo col&geno tipo | e 15%
sdo de colageno tipo Ill. A substancia fundamental consiste em polissacarideos e proteinas
que interagem para produzir macromoléculas proteoglicanas higroscopicas. As fibras de
elastina também fornecem um grau de elasticidade a pele (VENUS, WATERMAN e
MCNAB, 2010). Morfologicamente a derme pode ser dividida em derme papilar ou
superior, com alta densidade celular e tecido conjuntivo frouxo e em derme reticular, nas
camadas mais profundas a qual possui uma baixa densidade celular, mas é densamente
compactada com colagenos e outras proteinas do tecido conjuntivo (Figura 5) (WATT e
FUJIWARA, 2011).

Figura 4 — Representacéo das cinco camadas da epiderme.
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Camada cornea : *  - —

Camada lidica

Camada granulosa

Camada espinhosa

Camada germinativa
ou Basal

Fonte: CESTARI, S.C. P. Dermatologia pediatrica: Diagnostico e tratamento. 12 Edi¢do Editora dos Editores,
2018.

Figura 5 — Representagdo morfoldgica da membrana basal dermoepidérmica, evidenciando sua compactagédo

com colégeno e outras proteinas do tecido conjuntivo.
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Fibras colagenas <

Placa de ancoragem - :
§———— Fibras
oxitalanicas

Fonte: PERYASSU, M. A. Dermatologia para o clinico: diagnostico e tratamento. 12 Edicdo Rubio, 2016.

by

Como a pele é permanentemente exposta & atmosfera externa, é extremamente
vulneravel ao aparecimento de diferentes tipos de lesGes, como queimaduras, Ulceras e feridas
(MIR et al., 2018).

A cicatrizacdo de feridas € um curso precisamente programado de processos celulares
e moleculares, incluindo inflamacdo, proliferacdo e diferenciacdo celular , coagulacdo do
sangue, angiogénese , formacdo de matriz extracelular (MEC), deposicdo de colageno,
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reepitelizacdo, fibrose e remodelagéo de tecidos (CLARK, GHOSH e TONNESEN, 2007,
JERE et al., 2017).

Uma ferida pode ser descrita como a deterioracdo da integridade anatdmica e
funcional do tecido epitelial da pele (FRONCZEK et al, 2015). O processo normal de
cicatrizacdo de feridas inclui varias vias intra e intercelulares que s&o ativadas e coordenadas
para restaurar a integridade e a homeostase do tecido. Estdo envolvidas mudancas
significativas na expressdo génica e fendtipos de varios tipos de células, incluindo
queratindcitos, fibroblastos, células nervosas periféricas, células vasculares e células imunes,
levando a proliferagdo, migracéo e diferenciacdo celular (PIPERIGKOU et al., 2018). Todas
as fases se sobrepdem até certo ponto, e ndo ocorrem em um periodo definido (BAUM e
ARPEY, 2005; SOLIMAN et al., 2018).

2.6.1.1 Hemostasia

A hemostasia € um processo complexo (Figura 6) pelo qual o sangramento de um vaso
sanguineo é interrompido. E um mecanismo bioldgico multifatorial que se inicia ap6s um
trauma tecidual para prevenir a perda de sangue. Envolve um sistema complexo de processos
de feedback positivo e negativo para promover a rapida formacdo de codgulos em areas onde
a integridade de um vaso sanguineo é comprometida, limitando o tamanho do coagulo e
permitindo a dissolugdo do coagulo como vaso (LEONARDI, 2019; SCHUCK, et al., 2020).
E um mecanismo essencial para manter a reologia ideal do sangue e pode ser usado para
detectar e controlar muitos disturbios que afetam o tempo de coagulacdo do paciente, evitando
sérias complicacdes patoldgicas no sistema vascular, como hemorragia, trombose venosa e
embolia (SCHUCK, et al., 2020).
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Figura 6 — Esquema do mecanismo da hemostasia.
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Os mecanismos de hemostasia incluem vasoconstri¢do, reduzindo a perda de sangue;
ativacdo e agregacao plaquetaria formando um tampao e ativando a cascata de coagulacdo, a
qual resultam em um codgulo estavel.

Na primeira etapa do processo hemostatico ocorre a ativacdo plaquetaria. As
plaquetas, células anucleadas formadas na medula dssea séo liberadas no sangue periférico e
circulam por aproximadamente 10 dias. Quando o endotélio de um vaso sanguineo é
danificado, sdo expostas moléculas de colageno nas camadas subjacentes do tecido conjuntivo
(APONTE SANTAMARIA et al., 2015).

Os receptores de plaquetas se ligam diretamente ao colageno, mas podem ligar-se ao
fator de von Willebrand (VWF), aumentando a via de ligacdo. Sdo entdo desencadeadas
alteracdes complexas na matriz da plagueta, ocorrendo uma mudanca, que passa de mais
arredondada para achatada com varios pseuddpodes. Também ha liberacdo extracelular de
moléculas granulares, como serotonina, difosfato de adenosina (ADP), yWF e fibrinogénio,
que ajudam a promover a agregacao e a ligacdo de plaquetas entre si no local do dano. As
plaquetas ativadas regulam positivamente as moléculas em suas membranas celulares que
promovem a ativacdo da cascata de coagulacdo, para formar polimeros de fibrina que séo
reticulados, formando um coagulo estavel (KONKLE, 2012; RAND E ISRAELS, 2018;

LEONARDI, 2019). Os fatores associados & via extrinseca iniciam a formacéo de trombina,
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enguanto os fatores associados a via intrinseca e as plaquetas ativadas ajudam a propagar e
amplificar o processo.

Também é ativado o processo de fibrindlise, que dissolve o coagulo a medida que o
crescimento celular é estimulado por ele, levando a uma parede intacta dos vasos sanguineos
(ZILIOTTO et al., 2018).

2.6.1.2 Inflamagéo

A fase inflamatdria (Figura 7) é fundamental para a ativacdo do sistema imunolégico
inato, que protege o0s seres humanos contra patdgenos invasores e ajuda a remover o tecido
necrotico. Apos 2 a 3 dias, os mondcitos aparecem na ferida e se diferenciam em macroéfagos.
Pensa-se que os macrdfagos sdo cruciais para coordenar eventos posteriores na resposta a
lesdo, mas a importancia dos neutrofilos e macréfagos no reparo de feridas €
incompletamente entendida. Dados recentes sugerem, no entanto, que uma deficiéncia em
qualquer tipo de célula pode ser compensada pela redundancia na resposta inflamatéria
(SILVA e MACEDO, 2011; MACLEOD et al., 2016).

Figura 7 — Representagdo do processo inflamatorio de feridas na pele. A ferida € caracterizada por um
ambiente hipdxico (isquémico) no qual um coagulo de fibrina se formou. Bactérias, neutréfilos e plaquetas sdo
abundantes nesta etapa.
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Fonte: Adaptado de Gurtner et al. (2008)
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2.6.1.3 Proliferacao

A proliferagdo é caracterizada por reepitelizagdo, formagéo de tecido de granulacéo e
neovascularizagdo (Figura 8). A matriz extracelular, incluindo proteoglicanos, &cido
hialurénico, coladgeno e elastina, forma um tecido de granulacdo para substituir a formacéo
original do coagulo (SU et al., 2010; VERMOLEN e GEFEN et al., 2016). Nos estagios

iniciais dessa fase, 0s queratinocitos migram da borda da ferida e dos apéndices da pele, como
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os foliculos capilares (KIYA e KUBO, 2019). Os queratincitos contribuem para a
degradacdo do colageno e da Matriz extracelular ao produzir colagenase e o fator ativador do
plasminogénio (BUGGE et al., 1996; PILCHER et al., 2017), reconstruindo a fungédo de
barreira do epitélio através da maturacéo e proliferacdo. Os fibroblastos séo recrutados para a
area da ferida, estimulados por fatores de crescimento, que foram secretados pelos
macrofagos: fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) e fator de crescimento
derivado de plaquetas (FCDP), levando a producdo da Matriz extracelular, e realizando a
angiogénese — geracdo de novos vasos a partir das células endoteliais (PROFYRIS,
TZIOTZIOS e DO VALE, 2012; SIRIMAHACHAIYAKUL et al., 2015).

Os reguladores positivos mais importantes da angiogénese sao o fator de crescimento
endotelial vascular A (VEGFA) e o fator de crescimento 2 de fibroblastos (FGF2); também
conhecido como fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF). Na parte posterior desse
estagio, os fibroblastos, que sdo atraidos da borda da ferida ou da medula éssea, sdo
estimulados por macrofagos, e alguns se diferenciam em miofibroblastos. Os miofibroblastos
sdo células contrateis que, com o tempo, unem as bordas de uma ferida. Os fibroblastos e 0s
miofibroblastos interagem e produzem matriz extracelular, principalmente na forma de
coldgeno, que finalmente forma a maior parte da cicatriz madura. (WERNER e GROSE,
2003; OPALENIK e DAVIDSON, 2005; WERNER e SMOLA, 2007).

Figura 8 — Estégio proliferativo da cicatrizagdo de feridas na pele.
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2.6.1.4 Remodelacéo

A remodelacdo comega 2 a 3 semanas apés a lesdo e dura um ano ou mais. Durante
esse estagio, todos os processos que haviam sido ativados apds a lesdo, séo interrompidos. A
maioria das células endoteliais, macrofagos e miofibroblastos sofre apoptose, ou sai da ferida,
deixando uma massa que contém poucas células e consiste principalmente de colageno e
outras proteinas da matriz extracelular (Figura 9) (FEKRAZAD et al., 2018).

A remodelacdo é uma fase que precisa de um equilibrio preciso entre a apoptose das
células existentes e a producdo de novas celulas. As interacGes epitélio-mesenquimais
regulam continuamente a homeostase e a integridade cutanea (SZABOWSKI, 2000; BANDO
etal., 2018).

Ao longo de 6 a 12 meses, a matriz acelular é remodelada ativamente com colageno,
principalmente do tipo Ill, que posteriormente é substituido por coladgeno do tipo I. Esse
processo é realizado por metaloproteinases (MT-MMP) da matriz extracelular, uma familia de
endopeptidases dependentes de célcio, contendo zinco, envolvidas na remodelacdo da matriz
(GYENGE et al., 2013; DE MEDEIROS et al., 2017). As MT-MMP sao numeradas de 1 a 6:
MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT4-MMP, MT5-MMP e MT6-MMP,
correspondendo respectivamente as MMP14, -15, -16, -17, -24 e -25. Além de apresentarem
papel importante na ativacdo das outras MMP, os subtipos das MT-MMP sdo responsaveis
pela degradacdo de diferentes componentes da MEC (KERKELA e SAARIALHO-KERE et
al., 2003; GUAN et al., 2017). Qualquer aberracdo nesta fase pode levar a cicatrizacdo
excessiva de feridas ou a feridas cronicas (PLIKUS et al., 2017). A Figura 10 mostra 0s
estagios do reparo tecidual: hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e remodelamento, desde o

estabelecimento da lesdo até total cicatrizacdo, no decorrer do tempo.

Figura 9 — Estagio de remodelacéo da cicatrizacdo de feridas na pele.

Fonte: Adaptado de Gurtner et al. (2008)
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Figura 10 — Estagios do reparo tecidual: hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e remodelamento, desde
o0 estabelecimento da lesdo até total cicatrizacdo, no decorrer do tempo.
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2.6.2 Fisiopatologia da Queimadura

O grau de dano ao tecido em uma queimadura (Figura 11a e 11b) pode ser descrito
através da descri¢do das zonas circundantes a lesdo (EYUBOGLU et al., 2018; URALOGLU
et al., 2019). A zona de necrose € uma area de maior dano térmico. Nessa regido, as proteinas
sdo desnaturadas, devido a temperatura, levando a trombose vascular e morte celular,

representando, assim, uma area do tecido que ndo pode ser salva. A zona de estase representa
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a area em que o fluxo sanguineo é comprometido e envolve a zona de coagulacdo. Nessa area
ocorre um significativo edema, devido a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade capilar,
se a ressuscitacdo e o tratamento forem iniciados, essa hipoperfusdo pode ser revertida, e essa
area do tecido pode ser potencialmente recuperavel. A zona de hiperemia envolve a zona de
estase e € caracterizada por um periodo prolongado de aumento do fluxo sanguineo e
inflamacdo. Se ndo houver um periodo prolongado de hipotensédo arterial sistémica ou sepse

localizada, que impeca sua cura, esse tecido certamente se recuperard (JHONSON, 2018).

Figura 11 — (a) descrigdo das zonas circundantes a uma leséo por queimadura. (b) camadas do tecido cuténeo,
demonstrando as possiveis areas que a zona de necrose pode atingir.
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Fonte: Adaptado de Johnson (2018).

As queimaduras sdo classificadas dependendo da gravidade do dano causado (Figura
12): primeiro grau (superficial); segundo grau: parcial ou profunda (comprometimento parcial
da pele); terceiro grau (comprometimento total da pele); quarto grau (regides mais profundas
como musculo) (JESCHKE et al., 2020).

Figura 12 — Classificacdo das queimaduras com base na profundidade da leséo e descri¢do do tempo

estimado para a sua cicatrizagéo.
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Nas queimaduras de primeiro grau hd danos estruturais minimos, sem formacdo de
bolhas, com vermelhiddo um pouco maior que a de um eritema, ¢ com dor associada.
Normalmente se resolve completamente em poucos dias. A lesdo térmica apenas na epiderme
geralmente ndo ¢ considerada uma queimadura verdadeira, mas ainda ¢ referida como
queimadura epidérmica. Exemplos deste tipo sdo as queimaduras solares (MARTIN e
FALDER, 2017).

A lesdo térmica que se estende através da juncdo dermoepidérmica até a derme ¢
referida como queimadura dérmica (espessura parcial ou de segundo grau), que pode ser
classificada como superficial ou profunda. O rompimento da jungdo dermoepidérmica causa
formagdo de bolhas e a cicatriza¢do s6 pode ocorrer apos a restauragdo da camada basal dos
queratindcitos (CHEN et al., 2019).

Nas queimaduras de terceiro e quartos graus ha uma lesdo térmica que se estende por
toda a derme e ¢ denominada de queimadura subdérmica (ou de espessura total). A
cicatrizag¢do ¢ lenta e complicada, devido a extensas cicatrizes, sendo necessarias excisdo e
reconstru¢do cirurgica (OCON et al., 2019).

No estagio inicial do trauma, a destrui¢do do tecido cutdneo leva a um aumento na
permeabilidade capilar, o que faz com que haja vazamento de fluidos e moléculas grandes
como a albumina para fora da circulagdo, principalmente se uma grande area sofrer a lesdo. Se
essa perda ndo for tratada, serd levada a desidratacdo e colapso cardiovascular (KAO et al.,
2018).

Em queimaduras maiores, também existem efeitos sistémicos provocados pela
liberacdao generalizada de histamina e outros mediadores inflamatérios. Isso € ocasionado por
um aumento sistémico da permeabilidade capilar e pode levar a edema pulmonar e disfungao
miocérdica. A liberagdo macica de esterdides enddgenos e catecolaminas levam ao aumento
do estresse no sistema cardiovascular e ao catabolismo, que € prejudicial para a cicatrizagdo
continua da queimadura (RAE, FIDLER, e GIBRAN, 2016; JHONSON, 2018). Além disso,
pode ocorrer uma hipotermia significativa no paciente, devido a perda da capacidade de
regular a temperatura corporal através da pele, contribuindo para a resposta imune prejudicada
propagada pelos altos niveis de esterdides endogenos e a perda da barreira contra patdgenos,
aumentando significativamente o risco de sepse em pacientes queimados.

A principal diferenga entre a cicatrizacdo de feridas e cicatrizagdo de feridas por
queimadura, ¢ que pacientes com lesdo térmica tém uma alta incidéncia de

hipercoagulabilidade e trombose, pois a queimadura interrompe a homeostase ao induzir
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coagulacdo intravascular disseminada subclinica e uma deficiéncia adquirida do
anticoagulante antitrombina IIT (BAGLIN, et al., 1996; WIEGELE et al., 2019). A ativagdo da
coagulacdo sanguinea resulta na polimerizagdo da fibrina, que induz a formacao de
microtrombos intravasculares no tecido queimado (KOWAL-VERN et al., 2000; MIDURA et
al., 2016).

Devido as reagdes fisiopatoldgicas do ferimento de queimadura, apresentarem uma
certa complexidade. No qual o processo de cicatrizagdao envolve quatro fases: hemostasia,
inflamacgao, proliferacdo e remodelagdo (HEMMATI et al.,, 2018), somado ao fato das
queimaduras apresentarem propriedades individuais, tais como: hipercoagulagdo, estase e
necrose. Novos tratamentos sdo constantemente estudados, a fim de minimizar os danos

fisicos e psiquicos, que esta lesdo vem a acarretar.

2.6.3 Curativos para Queimaduras

Historicamente baseada em processos enddgenos, a cicatrizacdo de feridas na pele
vem sendo modificada por materiais de diversos compostos, que estdo sendo cada vez mais
utilizados no reparo de tecidos. Sem tratamento adequado, a pele lesionada é dificil de ser
curada, e pode afetar 6rgdos vitais, 0 que causaria mais fatalidades (KWON, 2007; WEN,
MITHIEUX e WEISS, 2020). Os principais objetivos do tratamento de queimaduras sdo o
fechamento rapido, com complicagdes minimas e menor chance de formacdo de cicatriz
hipertréfica. As queimaduras estdo associadas a uma série de riscos, como infeccdo
microbiana, nivel elevado de resposta inflamatdria e formacéao de tecido cicatricial patolégico,
0 que adia significativamente a cicatrizacdo da lesdo e leva a um reparo prejudicado
(NOOSHABADI et al., 2020).

Um dos acontecimentos mais significativos no campo do tratamento de lesbes foi o
conceito de cicatrizacdo Umido proposto por volta da década de 1950 (BULL, SQUIRE e
TOPLEY 1948; SCHILLING, ROBERTS e GOODMAN, 1950), e estabelecido por Winter et
al. (1962). Estes pesquisadores demonstraram que feridas de cunho agudo, que cicatrizam
rapidamente, apresentam um aumento significativo na taxa de reepitelizacdo quando o tecido
danificado € mantido em um ambiente Umido, enquanto para as feridas cronicas, como
diabetes mellitus, insuficiéncia venosa e insuficiéncia arterial, o tratamento recomendado é
geralmente por via ativa, como a entrega de medicamentos especificos (HULL et al., 2017;
NAHM et al., 2018; MASUDA, RANDALL e ORTIZ, 2020). Desde entdo, uma grande

variedade de produtos cicatrizantes foi desenvolvida, com base no principio de cicatrizagdo
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em ambiente Umido, utilizado para todos os tipos de les6es, incluindo queimaduras (UBBINK
et al., 2008). Atualmente os mecanismos de tratamento umido relatados sdo: filme, gaze,
hidrogel, hidrocoloide e espuma (LEE et al., 2016; BANERJEE et al., 2019; FEBRIYENTI et
al., 2019; WANG et al., 2021).

A utilizacdo de filmes a base de colédgeno incorporado de extratos hidroalcodlicos de
prépolis brasileira mostrou melhora nos eventos associados a cicatrizacdo por queimaduras
(DE ALMEIDA et al., 2013). LEI et al. (2020), tiveram como objetivo produzir um curativo
promissor para queimaduras. Com a adicdo de acido hialurénico, quitosana, colageno e
glutamina transaminase, utilizada como um reticulador, simulando deste modo, a matriz
extracelular. O hidrogel demonstrou que pode prevenir eficazmente as infecgdes por bactérias,
e confirmou que o curativo foi mais benéfico para promover a cicatrizacdo de queimaduras,
do que um filme comercial (DUO DERM).

Os curativos de espuma também tém sido estudados, pois evitam o acimulo de
exsudatos, maceracdo, e mantém a hidratacdo, de modo que o ambiente de umidade
apropriado promova a epitelizacdo e a cura através do incentivo a migracdo das celulas
(NAMVIRIYACHOTE et al., 2019).

Pacientes com queimaduras nas maos foram divididos em quatro grupos: tratados com
curativos de hidrocoloide; desbridamento mecéanico com fibras monofilamentares de poliéster
e aplicacdo de sulfadiazina de prata; curativos de gaze contendo preparacdo enzimatica de
colagenase, e 0 quarto e ultimo grupo de pacientes foram tratados com sulfadiazina de prata e
curativos de gaze. O estado de cicatrizacdo da ferida foi avaliado apés 3, 7, 14 e 21 dias. As
cicatrizes de queimaduras e a funcdo das extremidades lesadas foram avaliadas ap0s seis
meses. A epitelizacdo mais rapida de queimaduras nas mdaos foi observada no grupo de
pacientes tratados com curativos de hidrocoloide. Os pacientes desse grupo também
apresentaram menos cicatrizes e melhor fungdo manual (ZACHAREVSKUJ et al., 2018).

Ben Slima et al. (2019), estudaram a atividade hemolitica e antioxidante do hidrogel a
base de polissacarideo extraido da Sorghum bicolor, assim como, analisaram seus efeitos
hemostaticos e curativos em queimaduras de segundo grau, a laser, em modelos de ratos
Wistar. Concluiram que a formulacdo do hidrogel: ndo apresentou atividade hemolitica,
mostrou potencial atividade antioxidante in vivo e in vitro e confirmou que a aplicacdo do
hidrogel para queimaduras de segundo grau, acelera a reepiteliza¢éo, o fechamento da ferida e

a remodelacdo da matriz extracelular do tecido queimado.
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Os tratamentos modernos de queimaduras incluem novos curativos, substitutos da pele
com engenharia bioldgica, tecidos, células-tronco, fatores promotores de cura e terapia
genética (AUGUSTINE et al., 2014; ORYAN et al., 2017). Esses métodos sao frequentemente
caros ¢ de dificil acesso, principalmente nos paises em desenvolvimento (GARCIA et al.,
2016). Portanto, mais pesquisas sdo necessarias para identificar medicamentos mais
adequados em termos de eficacia no processo de cicatrizacdo, preco e disponibilidade para o

tratamento de queimaduras.
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Resumo

Hidrogéis foram preparados com 1,7% (p/v) de galactomanana (extraida de sementes
de Cassia grandis) e 0,5% (p/v) de k-carragenana, CaCl> 0,2 M em pH 5,0, acrescido ou nao
das biomoléculas lactoferrina e/ou Cramoll-1,4. Os resultados obtidos neste estudo revelaram
que durante os 90 dias de estocagem, ndo ocorreram modificagdes significativas para o pH,
nao houve crescimento microbioldgico, contudo, houve um aumento na luminosidade (L*) de
11,78% e diminui¢do da opacidade (Y%) 49,40% para o hidrogel sem as biomoléculas. As
analises reoldgicas confirmaram as caracteristicas sélidas e viscoelasticas dos hidrogéis, onde
tais caracteristicas, modulo G' > G" ndo se alteram na presenca das proteinas lactoferrina ou
Cramoll 1,4. Além disso, foi possivel identificar que a adi¢ao de tais proteinas diminuiu o
ponto de transi¢ao G' > G" para G " > G' e que ndo ocorre interacdo significativa do CaCl,
com a galactomanana e sim com a k-carragenana. O processo de cicatrizacdo de animais com
queimaduras térmicas, tratadas topicamente com as quatro diferentes formulagdes de
hidrogéis: hidrogel (H); hidrogel contendo lactoferrina (HL); hidrogel contendo Cramoll 1,4
(HC) e hidrogel contendo lactoferrina e Cramoll 1,4 (HLC), obtiveram uma melhor resposta
quando comparado com o grupo controle de solucdo salina 0,9% NaCl (S). Resultados esses
confirmados pelas analises macroscopicas, com as lesdes cicatrizando de maneira centripeta
com percentagem de contragdo das queimaduras: H-32,85 %; HL-45,49 %; HC-36,05; %;
HLC-66,10 % e S-20,76 %, tendo como destaque o hidrogel acrescido com as biomoléculas
(HLC), que juntamente com a microscopia comprovou a diminui¢ao no processo inflamatdrio,
diminui¢do na necrose tecidual, reducao da fibrose e aumento da reepitelizagdo com acantose
focal. Podemos concluir que a formulacdo de hidrogéis com a imobilizagdo dessas
biomoléculas ganha destaque como novo sistema de tratamento para queimaduras de segundo
grau.

Resumo grafico



49

Cramoll 14

Sementes de Cassia grandis Algas vermelhas o

\ ! .

P

Sinergismo

~Vx 4 = )

Galactomanana + k-carragenana

Hidrogel U &

Lactoferrina

Dia0 Dia3 Dia7 Dia 14

Palavras-chave: caracterizacdo de hidrogel; polissacarideos; lactoferrina; Cramoll 1,4; cicatrizagdo de
queimaduras.

Introduciao

Os hidrogéis sdo redes tridimensionais formadas a partir de polimeros hidrofilicos
naturais ou sintéticos, com boa biocompatibilidade que podem absorver e reter uma
quantidade significativa de agua, os tornando muito semelhante ao tecido humano (Jingyi et
al., 2019). Os hidrogéis tém sido utilizados como dispositivo de administracio de
medicamentos devido a sua capacidade de protegé-lo contra condigdes ambientais hostis,
tendo como principio controlar a liberagdo do medicamento por alteracdes causadas em sua
estrutura, devido a flutuagdes no pH, temperatura, pressdo, teor de oxigénio, entre outros
(Mankotia et al., 2020).

Além das vantagens econOmicas (baixo custo e facil disponibilidade), os
polissacarideos demonstram um beneficio importante na formulac¢do de hidrogéis, pois podem
ser solidificados por gelificagdo ionotropica, processo este, que tem por base a capacidade que
os polieletrdlitos apresentam de entrecruzarem na presenca de contra-ions e formarem
estruturas gelatinosas (Joye e Mcclements, 2014). Os hidrogéis a base de polissacarideos t€ém
recebido interesses consideraveis referentes as suas excelentes propriedades, incluindo
absorc¢do de excesso de exsudato, protecdo contra infeccdes e fatores externos, fornecimento
de pH ideal, que promovem a cicatrizagdo rapida de feridas, além de serem facilmente

removidos sem trauma (Hui e Ying, 2020).



50

As Galactomananas s3o polissacarideos amplamente utilizados rotineiramente,
extraido do endosperma das sementes de leguminosas, que tem como caracteristica
proporcionar a reserva energética do vegetal e fungdo de hidratacao (Tyagi et al., 2018). As
galactomananas possuem uma cadeia principal formada por unidades B-(1—4) -D-
manopiranosil com ramificag¢des de a-(1—6) -D-galactopiranosil (Takemasa e Nishinari et al.,
2016). Devido a suas caracteristicas peculiares tais como: alta absor¢do de agua e
biocompatibilidade, este polissacarideo pode ser utilizado como espessante e estabilizantes
em alimentos, industrias farmacéutica, biomédica, cosmética, téxtil e de papel. Podemos
destacar sua utilizacdo na producdo de filmes associado a Cramoll 1,4, para cicatrizagdo de
feridas topicas de ratos, testes estes, que confirmaram a diminui¢ao do tempo de cicatrizagdo
com uma maior contragdo das feridas, apresentando reepitelizagdo em torno de 11 dias
(Albuquerque et al., 2017).

Extraidas de algas vermelhas (Rhodophyceae), a k-carragenana (Prajapati et al., 2013),
apresenta como peculiaridade a forma¢ao de uma rede polimérica tridimensional, que ganha
forga na presenca de contra-ions (K* e Ca*?). Constituidas de unidades alternadas de B-(1-3) -
D-galactose-4-sulfato e a-(1-4) -3,6-anidro-D-galactose (Kravchenko et al.,2016), que lhe
confere alta hidrofilia, forca mecanica, biocompatibilidade e biodegradabilidade, este
polimero tem sido amplamente utilizado, tanto para otimizagdo fisica como para reduzir ou
eliminar a toxicidade de transportadores de entrega de drogas, na area biomédica

(Selvakumaran et al., 2016).

Devido as propriedades que as galactomananas e k-carragenanas apresentam para
desenvolvimento de hidrogéis biocompativeis. Biomoléculas que otimizem a cicatrizagdo de
queimaduras podem ser incorporadas, a fim de otimizar suas propriedades inerentes para tal
feito (Dang et al., 2019). A lactoferrina ¢ uma importante glicoproteina de 80 Kda de ligacao
ao ferro, da familia da transferrina, multifuncional, presente no leite de mamiferos, nas
lagrimas, saliva, liquido cefalorraquidiano e outras secreg¢des (Garcia-Montoya et al., 2012a;
Fakhri, 2020). E a principal proteina do soro do leite, com maior concentragdo no colostro,
apresentando inumeras fungdes biologicas como anticancerigeno, anti-inflamatorio,
antibacteriano, antiviral, antifiingico, efeito imunomodulador, e inibidor da formagdo de
radicais livres (Bokkhim et al., 2013; Habib et al., 2013; Embleton et al., 2013; Dominique,
2016a; Frontera et al., 2018; Liu et al., 2019).

Cratylia mollis é uma planta forrageira da regido Semi-Arida do estado de

Pernambuco, e de suas sementes (feijdo camaratu) tém sido purificadas e caracterizadas
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diferentes isoformas de lectinas: Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4. Uma
preparagdo contendo as formas 1 e 4 associadas, denominada Cramoll 1,4, apresenta
especificidade glicose/manose (Correia e Coelho, 1995), a mesma observada para Cramoll 1,
Cramoll 2 e Cramoll 4, enquanto Cramoll 3 ¢ uma glicoproteina especifica para galactose. A
Cramoll tem sido empregada em vdrias aplicagdes biotecnoldgicas (Paiva e Coelho, 1992;
Coelho et al.,, 2017), apresentando atividades antitumoral (Da Cunha et al., 2016),
antiparasitaria (Fernandes et al., 2010; Melo et al., 2011a), antimicrobiana (Jandu et al.,
2017), anti-inflamatéria (Melo et al., 2010), mitogénica (Oliveira et al., 2018), antioxidante
(Rezende et al., 2015) e cicatrizante de feridas (Melo et al., 2011b; Albuquerque et al., 2017).
O desenvolvimento tecnoldgico de novas formas de imobilizacdo de lectinas tem sido
estratégias promissoras para aumentar seus potenciais atividades bioldgicas, principalmente
no que diz respeito a otimizagdo e aceleragdo do processo cicatricial (Jamal et al., 2012; Silva
et al., 2016).

As queimaduras sdo lesdes nos tecidos resultantes da exposi¢do térmica, radiacao,
contato quimico ou elétrico que pode resultar em morbidade ¢ mortalidade (Atwell et al.,
2019). Uma lesdo por queimadura pode ter um impacto severo na vida dos sobreviventes,
resultando em sequelas fisicas e psicossociais em longo prazo (Kornhaber et al., 2019). O
paciente queimado € mais suscetivel a infecgdes, em decorréncia de imunossupressao e perda
de cobertura cutdnea. No Brasil acontecem em torno de 1.000.000 de incidentes por
queimaduras ao ano, sendo que 100.000 pacientes buscam atendimento hospitalar e, destes,
cerca de 2.500 pacientes irdo a Obito direta ou indiretamente em func¢ao de suas lesdes (Brasil,
2017). No ambito global, as lesdes térmicas agudas causam aproximadamente 150.000 mortes
anualmente, segundo relatorio da Organizagdo Mundial da Satide (World Health Organization,
2018).

A reacgdo fisiopatologica a um ferimento de queimadura ¢ complexa envolvendo trés
fases para cicatrizacao: inflamatoria, proliferativa e remodelagao (Hemmati et al., 2018). O
trauma de queimadura ndo ¢ um evento fisiopatoldgico unico, mas uma lesdo devastadora que
causa déficits estruturais e funcionais em vdarios sistemas organicos. Devido a sua
complexidade e envolvimento de multiplos 6rgaos, experimentos in vitro ndo podem capturar
essa complexidade nem abordar a fisiopatologia (Abdullahi et al., 2014), por essas razoes,
modelos animais para queimaduras sdo necessarios para se descobrir o mecanismo patoldgico

pos-queimadura e testar novas abordagens terapéuticas.
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Durante muitos anos, o curativo convencional da queimadura (gaze de algodio) e
agentes antibacterianos topicos, foram usados para proteger as feridas de trauma, infec¢do
ambiental e proporcionar sua estabilidade (Kim et al., 2011; Laleh et al., 2021). No entanto,
esses materiais de curativo apresentam varias limitagdes, incluindo adesao a ferida, resultando
em isquemia e/ou necrose, ocorréncia da reagdo a um corpo estranho, provocando deste
modo, irritacdo ou reagdes alérgicas (Moon et al., 2013).

Novos tratamentos envolvendo curativos umidos, como os hidrogéis, foram
introduzidos para superar as desvantagens dos curativos convencionais (Bouhadir et al.,
2001a; Tao et al., 2020). A umidade suprime a formagdo de cicatrizes, permitindo um
desenvolvimento mais rapido de coldgeno e reepitelizagdo (Zhai et al., 2018). Além disso, a
umidade diminui a quantidade de epiderme perdida assim como suas estruturas anexas,
melhorando assim a qualidade da cicatriz (Bouhadir et al., 2001b; Parwani et al., 2016). A ma
estabilidade fisica desses materiais de curativo molhados cria um desafio para os
pesquisadores usa-los sozinhos em feridas, por esta razdo, nos ultimos anos, novos materiais
naturais biodegradédveis foram fabricados para proteger feridas queimadas e tentar minimizar
as possiveis instabilidades fisicas, que possam surgir.

Devido a crescente busca por mecanismos curativos naturais e eficazes, ¢ levando em
considera¢ao que a Cramoll 1,4 ¢ a lactoferrina j4 sdo conhecidas como componentes que
otimizam a cicatrizagdo, a pesquisa pela imobilizagdo dessas biomoléculas em um suporte
como o hidrogel a base de polimeros naturais, em que apresentam capacidade de potencializar
a acdo cicatrizante, pode ser destacada como uma nova alternativa de tratamento para

queimaduras de segundo grau.

Diante do exposto, o presente trabalho visa caracterizar os hidrogéis constituidos de
galactomanana/k-carragenana acrescidos ou ndo das biomoléculas Cramoll 1,4 e/ou
lactoferrina ao longo do tempo, e avaliar a atividade cicatrizante em queimaduras de segundo

grau in vivo.

Materiais e métodos

A «-carragenana e Lactoferrina foram adquiridas da Sigma Aldrich (U.S.A.). As
sementes (feijdo de camaratu) foram coletadas na cidade de Ibimirim, estado de Pernambuco.
As vagens de Cassia grandis foram coletadas no campus da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), na cidade de Recife (Brasil). Todos 0s outros reagentes quimicos foram

de grau analitico.
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Extracdo da galactomanana presente nas sementes de cassia grandis

A galactomanana das sementes de Cassia grandis foi extraida e purificada de acordo
com Albuquerque et al. (2014). Resumidamente, o processo de extracao incluiu,
primeiramente, remoc¢ao das sementes das vagens, seguido pela fervura em 4gua destilada 1:5
(p/v) a 100 °C por 1h e mantidas por 18 h a 25 °C para facilitar a remogao do seu tegumento.
O endosperma mais o germe foram triturados com NaCl 0,1 M 5% (p/v) a 25 °C, filtrados e
precipitados com etanol 46% 1:3 (v/v) por 24 h. O precipitado foi filtrado novamente, seguido
por uma lavagem com etanol 100% 1:3 (v/v) e duas vezes com acetona P.A. 1:3 (v/v), com
filtracdes entre cada lavagem. O precipitado obtido da galactomanana foi seco em estufa a

100 °C e por fim pulverizado e mantido em local seco até posterior utilizagao.

Extracéo e purificagdo de Cratylia mollis (Cramoll)

A lectina extraida das sementes de C. mollis, conhecida como Cramoll, contendo suas
isoformas 1 e 4 (Cramoll 1,4), foi obtida segundo Correia e Coelho (1995). Resumidamente,
as sementes foram secas a 25 °C e trituradas para se obter uma farinha, a qual foi dissolvida
em NaCl 0,15 M a 10% (p/v), sob agitacdo magnética (500 rpm), por 18 h, a 4 °C. Assim, 0
extrato salino obtido foi fracionado com sulfato de aménio (0—40% e 40-60%). O precipitado
obtido da fracdo de 40-60% foi dialisado e purificado por cromatografia de afinidade em

coluna Sephadex G-75.

Preparacgdo dos hidrogéis

Os hidrogeis de k-carragenana e galactomanana foram obtidos segundo metodologia
descrita por Soares et al. (2015). Resumidamente, em um béquer foi adicionado um volume
conhecido da solugcdo de «x-carragenana e CaCl,. A solugdo foi mantida sob agitacdo
magnética (850 rpm), a 50 °C durante 20 min. A adigdo de CaCl, [1,0% (v/v) do volume final
da mistura desejada] foi necessaria para iniciar um processo de reticulagdo. Com o auxilio de
uma agulha de seringa (calibre 27G) a um fluxo de 1mL/min, foi adicionado um volume
conhecido da solugdo de galactomanana ao béquer contendo a solugdo de Kk-carragenana,
enquanto a mesma ainda se mantinha sob agitacdo. Ao final da adicdo da galactomanana, a
mistura foi deixada sob agitacdo nas mesmas condic¢des (850 rpm a 50 °C) por mais 30 min.

Em seguida o pH da solugdo foi ajustado para 5,0, com solu¢do de HC1 1M. Essas amostras
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finais, agora denominadas hidrogéis, foram distribuidas em uma placa de cultura celular

(placa de 6 pogos) e armazenadas a 4 °C.

Incorporagao da lactoferrina e Cramoll 1,4 ao hidrogel

As biomoléculas lactoferrina e/ou Cramoll (100 pg/mL de hidrogel) foram
incorporadas a solu¢do do hidrogel de k-carragenana/galactomanana (H) antes da gelificagdo
e a mesma foi mantida sob agitacdo magnética (500 rpm) durante lh, em temperatura
ambiente (25 °C). Em seguida as 3 formulagdes dos hidrogeis obtidos: A- Hidrogel de «-
carragenana/galactomanana  ~ +  Lactoferrina ~ (HL); B- Hidrogel de  «-
carragenana/galactomanana + Cramoll (HC); C- Hidrogel de k-carragenana/galactomanana +

Lactoferrina + Cramoll (HLC), foram armazenados a 4 °C.

Caracterizagéo do hidrogel
Avaliacdo da estabilidade dos hidrogéis ao longo do tempo

A estabilidade dos hidrogéis quanto ao pH, cor e contaminag¢do microbioldgica foram
avaliados ao longo do tempo (1, 5, 10, 15, 30, 60 ¢ 90 dias), a 4 °C . A determinagao do pH foi
conduzida em potencidometro digital. A mudanga na coloragdo dos hidrogéis foi obtida com
base nas coordenadas tridimensionais de espago de cores L*, a* e b* de Hunter, obtidos com
base no método CIE (1976), utilizando um colorimetro digital (CR 400; Minolta, Japao), onde
foi possivel identificar as caracteristicas de coloracdo de uma determinada estrutura através de
um diagrama de cores. A opacidade, a razdo leitura da amostra em padrao preto (Yb) pela da
amostra em padrao branco (Yw), cujo resultado foi expresso em porcentagem segundo a
formula: Y (%) = (Yb/Yw) x 100. A avaliacdo microbiologica foi realizada por contagem de
mesofilos aerobios, bactérias lacticas, psicrotroficas, bolores e leveduras de acordo com a

metodologia de Vanderzant & Splittstoesser (1992).

Medidas reoldgicas

As medidas reoldgicas dos hidrogéis foram realizadas de acordo com Pinheiro et
al. (2011), utilizando um reémetro MCR301 (Anton Paar, Austria), com células de placas
paralelas de (25 mm de didmetro) com espassamento de 1mm entre as placas. A rampa de
amplitude, com mudulos G’/G” foram realizados na faixa de 0,1-1000% de tensdo de

cisalhamento a 25°C.
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Inducéo de queimaduras em ratos

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Animais da Universidade Federal de Pernambuco (protocolo n°
23076.046544/2017-96).

Foram utilizados 75 ratos machos Wistar albinos (Rattus norvegicus) obtidos do
Biotério Setorial do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), pesando entre 250 £ 50 g, 8-10 semanas de idade, mantidos sob temperatura (22 +
2 °C), luminosidade controlada (12 h de claro e 12 h de escuro) e com agua e racdo ad
libitum. O experimento foi realizado no Biotério do LIKA - Universidade Federal de
Pernambuco, onde os animais foram mantidos nos mesmos padrfes de temperatura,
luminosidade, alimentacdo e hidratacdo, e passando por um periodo de uma semana de
adaptacdo antes de serem submetidos aos procedimentos.

O modelo experimental de escolha para realizacdo das queimaduras de segundo grau
foi estabelecido por Pereira et al. (2012), obtendo lesdes com o mesmo tamanho e grau de
profundidade.

Primeiramente, os animais foram divididos, ao acaso, em cinco grupos experimentais,
cada um constituido por 15 animais: H — tratado com hidrogel; HL — tratado com hidrogel
contendo lactoferrina; HC — tratado com hidrogel e Cramoll; HLC — tratados com hidrogel
contendo lactoferrina e Cramoll; S — tratato com solugdo salina 0,9% NaCl. Cada grupo foi
subdividido em 3 subgrupos, cada um contendo 5 animais, que correspondem aos tempos de
biopsias, a serem realizadas no 3°, 7° e 14° dias ap6s a inducao da queimadura.

Os animais foram anestesiados com xilazina 10 mg Kg™!' e cetamina 90 mg kg™ por via
intramuscular, com subsequente tricotomia do dorso pela tensdo de pelo direta (drea medindo
cerca de 3 cm?) e anti-sepsia com 1% de polivinilpirrolidona-iodo. Queimaduras foram
simetricamente induzidas em areas depiladas através do contato com barra de aluminio
(didmetro= 10 mm), previamente aquecida em agua fervente, até que a barra atingisse 97 £ 3°
C. A pressdo exercida sobre a pele do animal corresponde a massa de 51 g de barra de
aluminio usadas na indugdo da queimadura. Apds o termino da anestesia foi aplicada
analgesia com dipirona intramuscular (0,01 mg/ kg') para evitar a dor. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais e foram diariamente tratados topicamente com 100 uL das
diferentes formulacdes de hidrogéis de acordo com o grupo experimental. As bidpsias foram

efetuadas ao 3°, 7° e 14° dias apds a indu¢do da queimadura (T3, T7e Ti4).
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Avaliacdo clinica das lesbes experimentais

As caracteristicas clinicas das feridas experimentais foram observadas diariamente,
considerando 0s seguintes aspectos: edema, hiperemia, secrecdo, sarna, granulacao,
epitelizacdo e cicatrizacdo dos tecidos segundo Melo et al. (2011b). O peso corporal foi
determinado utilizando balanca eletronica (preciséo g) no dia da indugdo da queimadura, bem
como no 3°, 7°, e 14°dias da eutanasia.

Para determinar a retragdo das lesdes, as areas foram fotografadas e calculadas pelo
software image J 2.0. O indice de cicatrizagdo das lesdes (ICL), para analise da reepitelizagao
foi calculado de acordo com a equagdo [ICL = (Ai - Af) / Ai], que representa o quociente entre
a diferenca da area inicial (Ai) e final (Af), dividido pela area inicial, multiplicado por 100
para expressar o valor em porcentagem (Kumar et al., 2006). A area inicial corresponde ao dia
da inducao da queimadura (To) e a area final corresponde ao dia da eutanasia (Biopsia T3, T7 e

T1a).

2.9. Bidpsia da lesdo e avaliagdo histopatoldgica

As biopsias cutaneas foram realizadas objetivando a retirada do fragmento de pele
total e area da ferida, abrangendo um centimetro além de cada margem dorsal e ventral no
sentido caudal, aprofundando-se até o plano muscular.

O tecido da regido queimada dos ratos submetidos aos diferentes tratamentos foi
seccionado e fixado em formalina tamponada a 10% durante 24 horas. Apos a fixagdo, as
amostras foram lavadas com agua, imersas em élcool etilico a 70% por um periodo de 3 a 4
dias, seguido pelo processo de inclusdo em parafina.

Através da microtomia, os blocos de parafina com representagdo da lesdo, foram
cortados na espessura de 5 um e corados pelo método “Hematoxilina e Eosina” (H&E) e
“Tricromico de Masson”. A andlise histopatologica das secgdes da pele foi realizada
utilizando um sistema de microscopia com software de captura de imagens ZEN blue edition

Axio zeiss®, USA.

Processamento dos dados e analise estatistica
Para detectar diferencas entre os grupos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney e a anélise
de variancia ANOVA. Todos os resultados foram expressos como valores médios dos grupos

+ desvio padrdo e analisado considerando p <0,05 como estatisticamente significativo. Todas
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as andlises estatisticas e graficos foram realizadas com os programas Statistica 8.0 program

(SatSoft Inc., 2008, Tulsa, OK, USA) e Origin Pro 8.5 (2018, USA).

Resultados e discusséo
Extragdo da galactomanana das sementes de cassia grandis

O polissacarideo, galactomanana, obtido no final do processo de extragdo, apresentou
um rendimento de 36% =+ 8%. Este resultado foi o mesmo reportado por Albuquerque et al.
(2014), os quais utilizaram sementes de Cassia grandis originaria do Brasil e similar aos 32-

34% encontrado para sementes de Cassia grandis da India, relatado por Andrade et al. (1999).

Preparacdo dos hidrogéis

De acordo com os resultados, foi possivel obter hidrogéis estaveis compostos por
1,7 % (p/v) de galactomanana e 0,5% (p/v) de k-carragenana, com 0,2 M de CaCl; a pH 5,0,
acrescidos ou ndo de lactoferrina e/ou Cramoll (100 pg/mL de hidrogel), conforme
metodologia descrita por Soares et al. (2015). Os hidrogéis com incorporacao de Cramoll e/ou
lactoferina apresentaram aspectos macroscopicos similares aos hidrogéis que ndo tiveram a
incorporagdo das respectivas biomoléculas, tais como homogeneidade, brilho, cor e

opacidade, aspectos esses confirmados no teste de colorimetria.

Avaliacdo da estabilidade dos hidrogéis ao longo do tempo
Avaliacao do pH ao longo do tempo de armazenamento

O pH ¢ uma propriedade importante tanto para a estabilidade de bioprodutos quanto
para sua compatibilidade em futuras aplicagdes biotecnologicas e para liberagdo de compostos
imobilizados em hidrogéis. Os valores médios de pHs apos 90 dias de armazenamento em
temperatura a 4 °C estio representados na tabela 1 (H, HL, HC e HLC), as leituras nio
apresentaram variagoes significativas (p > 0,05) entre os grupos testados, os valores de pHs
variaram entre 5,22 até¢ 5,31 (Tabela 1). Esta faixa de pH ¢ considerada adequada para uma
gama de aplicacdes, especialmente cosméticas, alimenticias e farmacéuticas (Segura et al.,
2010). Os resultados foram semelhantes aos reportados por Soares e colaboradores (2015),
que produziram hidrogéis de galactomanana e k-carragenana com pHs que variaram de 5,0 até

5,7 em 90 dias de armazenamento.

Tabela 1 — Variacdo do pH entre os 4 tipos de hidrogéis formulados.
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Formulacdo Faixa de pH

H 5,30+ 0,09
HL 5,22+0,14
HC 531+0,19

HLC 525+0,10

Hidrogel de k-carragenana/galactomanana (H); Hidrogel de x-carragenana/galactomanana + Lactoferrina (HL);
Hidrogel de «-carragenana/galactomanana + Cramoll (HC) e Hidrogel de x-carragenana/galactomanana +
Lactoferrina + Cramoll (HLC).

Os valores dos pHs do presente estudo indicam que os hidrogéis inicialmente
formulados a pH 5,0 ndo obtiveram variagdes que pudessem indicar possiveis contaminagdes
microbioldgicas, fato observado por Gram et al. (2002), onde afirmam que a variagdo de pH
estd intimamente associada com crescimento microbiologico. Paim et al. (2017), avaliaram
que a alteragdo de pH para o neutro, pode representar uma contaminagdo por aerobios
mesofilos, como a Escherichia coli. Garavito et al. (2020), relatam que bactérias
psicrotroficas como as Pseudomonas spp. sdo ativas em condigdes de refrigeragdo e pH entre
6,5 e 8,0. Nessas condicdes, elas geram proteinases que hidrolisam as proteinas.

Do ponto de vista clinico, a superficie da pele possui um pH acido, variando de 4,5 a
6,0 (Lambers et al., 2006), valores estes que estdo envolvidos nas fungdes protetoras da pele,
proporcionando um ambiente favoravel a microbiota normal e inibindo o crescimento de
microrganismos patogénicos, incluindo bactérias do género Staphylococcus (Giannuzzi et al.,
2016), e mantendo a homeostase de barreira do estrato corneo (Elias, 2004). Agnieszka
(2016), afirma que um aumento do pH da pele de 6,5 a 8 atua como irritante na barreira
protetora, devido as alteracdes na flora microbiana da pele e a atividade de enzimas nas
camadas superiores da epiderme. Desta forma os hidrogéis produzidos no presente estudo
ganham destaque por se enquadrarem em valores de pHs observados em peles saudaveis

mimetizando assim a camada cornea do tecido epitelial.

3.3.2. Avalia¢do microbiologica

De acordo com as anélises microbioldgicas, a relacdo da contagem entre o nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC), que sdo agrupamentos caracteristicos de certos
microrganismos, por mililitro ou gramas de amostra, ndo apresentaram crescimento para as
avaliagdes por contagem de mesoéfilos aerdbios, bactérias lacticas, psicrotroficas, bolores e

leveduras em nenhum dos dias de experimentagdo (1, 5, 10, 15, 30, 60 e 90 dias). Isso sugere
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que os hidrogéis analisados podem ser estocados por longos periodos em temperatura a 4 °C
sem apresentar possiveis contaminagdes.

As andlises realizadadas englobaram diversas linhagens de microorganismos
contaminantes de substancias organicas, indicando se a limpeza, a desinfec¢ao e o controle da
temperatura durante os processos de tratamento laboratorial foram realizados de forma
adequada, segundo a International Commission on Microbiological Specifications for Foods
(ICMS, 1994). O numero de microrganismos aerobios mesofilos (lactobacilos, estreptococos,
lactococos e coliformes), que crescem em temperatura ambiente, encontrados em material
organico, ¢ um dos indicadores microbioldgicos da qualidade dos mesmos (Putnik et al.,
2016; Mritunjay e Kumar, 2017). A identificagdo de bactérias lacticas ganha destaque por
apresentarem atividades proteoliticas (Hahne et al., 2018), o que que poderia ocasionar
degradagdo das proteinas lactoferrina e Cramoll incorporadas nos hidrogéis.

Embora o resfriamento possa exercer um importante papel na melhoria da qualidade
de substancias de origem organica, deve-se enfatizar que se a obtencdo do mesmo ndo for
feita higienicamente, pode haver comprometimento da qualidade do produto devido a
proliferacdo de microrganismos psicrotroficos, conhecidos pela sua habilidade em se
desenvolver a temperaturas menores do que 7 °C, capazes de produzir enzimas lipoliticas e
proteoliticas termorresistentes (Lampugnani et al., 2019).

A contaminacdo por fungos e leveduras continua sendo uma das principais
preocupagdes da higiene e seguranga internacional (Hernandez et al., 2018), podendo estes
produzirem micotoxinas extremamente perigosas, com caracteristicas mutagénicas e
cancerigenas (Li et al., 2019). Segundo Garayoa et al. (2016), parametros como condigdes de
higiene em que o material em questdo foi processado, a vida util pretendida e os riscos que o
material pode oferecer, sdo condi¢des fundamentais que foram confirmadas com as analises
microbioldgicas, tonando-as indispensdveis para verificar se os padrdes nacionais ou

internacionais foram atendidos adequadamente.

Avaliagao da cor

A cor ¢ um parametro importante na escolha dos produtos para os consumidores (Van
Hal, 2000; Wrolstad et al., 2005), e por se tratar de um produto com possivel comercializagao,
a padroniza¢do da cor dos hidrogéis ¢ de extrema importancia. Os resultados colorimétricos

para os parametros L*, Y, a* e b* sdo mostrados nas tabelas 2 e 3.


https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643819310291?via=ihub#bib12"
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643819310291?via=ihub#bib19"
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.941#fsn3941-bib-0017
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Tabela 2: Pardmetros de cor L* e Y para os hidrogéis durante 90 dias.
H HLC

Dias L* Y (%) L* Y (%) L* Y (%) L* Y (%)
69,99 17,67 + 70,8 = 19,09 = 72,48 + 15,77 = 74,26 + 16,87 =

1 0,442 0,80° 1,292 2,522 3,562 4,254 1,012 2,412
74,0 = 14,68 74,52 + 15,06 = 74,8 = 11,53 + 73,52 + 11,70 =

5 0,54° 0,65° 2,712 0,48° 1,372 0,422 0,862 0,70°
73,98 + 16,27 71,93 + 15,60 = 67,31+ 16,2 £ 712+ 1885+10

10 4,392 3,242 2,252 1,71 1,392 3,878 4,453 a
77,74 = 10,25 73,28 £ 9,69 76,57 £ 8,67 % 7545+ 10,7618

15 3,462 0,75° 0,442 2,53° 2,392 1,442 2,332 b
74,72 = 10,25 710+ 11,77 + 74,07 £ 10,01 74,87 13,83

30 1,81P 2,06 3,312 1,282 2,952 1,38% 1,88¢ 4,852
71,94 = 10,40 = 78,07 £ 10,13 79,50 £ 10,29 = 73,27 £ 13,35+

60 1,832 0,71° 1,29° 0,66° 1,40° 0,442 0,412 1,032
78,24 + 8,94 + 76,55 13,94 = 74,44 12,82 + 76,66 + 12,27

90 1,11° 1,90° 3,522 6,962 1,802 5,50 3,142 5,752

L* (luminosidade); Y (%) (opacidade); Valores expressos como média + desvio padrdo. Diferentes letras sobrescritas na mesma coluna indicam uma

diferenga estatisticamente significante (p <0,05.). Hidrogel de «x-carragenana/galactomanana (H); Hidrogel de x-carragenana/galactomanana +

Lactoferrina (HL); Hidrogel de k-carragenana/galactomanana + Cramoll (HC) e Hidrogel de x-carragenana/galactomanana + Lactoferrina + Cramoll

(HLC).
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Tabela 3: Parametros de cor a* e b* para os hidrogéis durante 90 dias.

H HL HC HLC

Dias a* b* ax b* ax b* a* b*
L -0,12 + 6,2 + 0,14+ 6,15+ 0,2 + 5,99 + 0,06+ 6,94+
0,052 0,202 0,012 0,102 0,092 0,232 0,142 0,652
5 0,05+ 571+ 0,03+ 6,21+ -0,003+ 6,12+ 0,003+ 641+
0,102 0,602 0,102 0,362 0,152 1,012 0,042 0,122
10 002+ 6,66+ 011+ 6,04+ 0,13 + 634 + 040+ 8,06+
0,01° 0,132 0,09° 0,042 0,01° 0,152 0,05° 0,17°
047+ 448+ 0,5+ 4,32 + 066+ 4,01+ -0,6 + 4,63 +
15 0,04° 1,052 0,04° 0,12° 0,02° 0,12° 0,04° 0,55°
30 044+ 411+ 036+ 433+ 0,5+ 4,21 + 0,37+ 5,01+
0,01° 0,21° 0,07° 0,28° 0,04° 0,16° 0,062 0,782
60 022+ 554+ 035+ 384+ -0,33 + 5+ 0,16+ 6,74+
0,032 0,182 0,01° 0,69° 0,07° 0,752 0,172 1,092
% 037+ 653+ 0,03+ 655+ 0 + 7,17 + 031+ 6,13+
0,02° 0,182 0,282 1,312 0,112 0,932 0,032 0,212

a* (verde-vermelho); b* (azul-amarelo); Valores expressos como média + desvio padrdo. Diferentes letras sobrescritas na mesma coluna indicam uma diferenca
estatisticamente significante (p <0,05.). Hidrogel de k-carragenana/galactomanana (H); Hidrogel de x-carragenana/galactomanana + Lactoferrina (HL); Hidrogel

de k-carragenana/galactomanana + Cramoll (HC) e Hidrogel de k-carragenana/galactomanana + Lactoferrina + Cramoll (HLC).
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Os resultados experimentais mostraram um aumento na luminosidade (Tabela 2) dos
hidrogeis de aproximadamente 11,78% (H); 8,12% (HL); 2,70% (HC) e 3,23% (HLC),
respectivamente, mas apenas os valores do (H) foram significativos (p <0,05), ao longo dos
90 dias de armazenamento; e uma reducdo de 49,40% (H); 26,97% (HL); 18,70% (HC) e
27,26% (HLC), na opacidade, onde do mesmo modo apenas os valores do (H) foram
significativos (Tabela 2). Esses dados podem ser comparados aos reportados por Selig et al.
(2018), os quais observaram que géis formulados com k-carragenana contendo proteinas do
soro do leite, quanto maior a concentracdo de proteina maior era a opacidade dos géis, do
mesmo modo ao adicionar as proteinas lactoferrina e Cramoll, estas biomoléculas podem ter
diminuido a capacidade de aumentar a luminosidade e diminuir a opacidade.

A opacidade Y (%) é uma caracteristica importante que indica a capacidade de
biomateriais de agirem como uma barreira contra a luz. No caso de hidrogéis preparados com
mais de um tipo de polimero, esse parametro pode representar um grau maior ou menor de
miscibilidade dos polimeros (Rad et al.,, 2018). Como os hidrogéis em questdo sdo
formulacBes que tém como principio a cicatrizacdo de queimaduras cutaneas, uma menor
opacidade é preferivel possibilitando assim o acompanhamento visual do tecido lesado.

Os dados do presente estudo também estdo de acordo com os de Soares et al. (2015),
gue mostraram que os hidrogéis a base de galactomanana e k-carragenana armazenados ao
longo de 90 dias sofreram uma variacdo no aumento da luminosidade (L*) e diminui¢do na
opacidade Y (%). Nos primeiros dias de estocagem, o estagio globular de dupla hélice inicial
da formulacdo dos hidrogéis dispersa a luz com mais eficiéncia, diferentemente do que é
observado com o envelhecimento do hidrogel. A medida que as cadeias poliméricas reagem
com os ions livres de célcio, essas hélices comegcam a se agregar e se organizar nas zonas de
juncéo reduzindo a dispersdo de luz, tornando o hidrogel mais transparente.

Os pardmetros a* e b* (Tabela 3) para as diferentes formulacdes de hidrogéis néo
apresentaram diferencas significativas (p <0,05), com excecdo do hidrogel (H), que
apresentou uma variagdo para o parametro a* de -0,12 £ 0,05 para -0,37 + 0,02, fato este ndo
notado macroscopicamente. Para as formulagdes contendo ou ndo as proteinas lactoferrina e
Cramoll incorporadas. Foi verificado uma tendéncia do parametro a* a coloragéo verde e do
b* ao amarelo. Estes resultados possibilitam uma padronizacdo para possiveis réplicas dos

hidrogéis analisados.



64

Medidas reoldgicas

As medigdes reoldgicas sdo tUteis para descrever o comportamento de dispersdes,
pastas, géis e hidrogéis (Agoub et al., 2017; Quah et al., 2018), quando submetido a uma
deformagdo ou for¢a de cisalhamento, por exemplo, para aplicagcdes nas industrias de
alimentos, cosméticos, farmacéutica e médica.

Conforme ja reportado por Soares et al. (2015) que analisaram hidrogéis de
galactomanana e k-carragenana com adi¢cao de CaCl, nas mesmas condigdes do presente
trabalho, verificando que o hidrogel apresentava um comportamento sélido viscoeldstico e, as
vezes, um comportamento puramente elastico. Também foi confirmado que a adi¢do de k-
carragenana adiciona a formulagdo uma caracteristica de gel mais forte comparado ao gel
contendo apenas galactomanana (Albuquerque et al., 2014). O presente estudo conseguiu
mimetizar os hidrogéis previamente estudados (Figura 1a), confirmando a caracteristica s6lida

e viscoelastica do hidrogel.
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Figura 1. Medidas reoldgicas dos hidrogéis. Modulo elastico (G") e viscoso (G'") em fung@o da tensdo
de cisalhamento (Pa), fluxo oscilatério dindmico. a- hidrogel a base de galactomanana 1,7% (p/v) e k-
carragenana 0,5% (p/v) acrescido de CaCl,. b- galactomanana 1,7 % (p/v) acrescida ou ndo de CaCl,. c- k-
carragenana 0,5% (p/v) acrescido ou ndo de CaCl, d- hidrogel a base de galactomanana 1,7% (p/v) e k-

carragenana 0,5% (p/v) acrescido ou ndo de CaCl,. e- hidrogel + lactoferrina e hidrogel + Cramoll. f- hidrogel;

hidrogel + lactoferrina e hidrogel + Cramoll.

A fim de elucidar a influéncia do CaCl> com os valores de rampa de amplitude dos
hidrogéis, foi realizado testes oscilatorios em que os modulos elésticos G’ (armazenamento de
energia) e viscoso G” (perda de energia), s80 monitorados em funcdo da frequéncia
oscilatoria. Géis a base de galactomanana 1,7 % (p/v) (mesma concentracdo da formulacéo
dos hidrogéis) com e sem CaCl> sdo mostrados na figura 1b. Os resultados apontam que néo

ocorre uma interacao significativa da galactomanana com o CaCl,, fato este oposto a solugéo
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de k-carragenana 0,5% (p/v) (mesma concentracdo da formulagdo dos hidrogéis) (Figura 1c).
A solucdo de «-carragenana interagiu fortemente com o CaCl,, evento este que foi
confirmado pela transicdo dos médulos G" > G', para G' > G" no caso da solucdo de -
carragenana (gel verdadeiro). Esses resultados corroboram com os reportados por Bui et al.
(2019), Du et al. (2016) e Lundin et al. (2000), que observaram a gelificagéo de carragenanas
na presenca de sais KCI, NaCl ou CaCl,, devido a interacéo de cétions livres em solu¢do com
0s grupos sulfatos carregados negativamente da k-carragenana (Derkach et al., 2015). Uma
vez solubilizadas, as carragenas do tipo Kappa formam, durante o resfriamento, uma estrutura
molecular tipo dupla hélice e uma rede tridimensional reforcada pela presenca de certos ions
como calcio e potassio (Nguyen et al., 2015).

Também é importante destacar que as carragenas apresentam sinergismo com alguns
galactomananos e glucomananos (Kaya et al., 2015). A combinagdo com estes hidrocoloides
potencializa a forca de gel, reduz a sinérese e permite a obtencdo de texturas mais elasticas.
Pensa-se que a associagdo entre k-carragenana e galactomananas ocorre através de regides
ndo substituidas do esqueleto do manano, que se presume que se ligam a hélice da
carragenana (Dea et al., 1972; Miles et al., 1984). A adicdo de galactomanana extraida da
Gleditsia triacanthos e Sophora japonica levou a formacdo de géis mais fortes, em
comparagdo com k-carragenana sozinha (Pinheiro et al., 2011).

Essa forte interacdo também foi observada no trabalho de Soares et al. (2015), que
confirmam que a mistura de galactomanana 1,7% (p/v) e k-carragenana 0,5 % (p/v) na
presenca de CaCly, produzem um composto com caracteristicas fisicas desejadas, para
obtencao de hidrogéis. Corroborando deste modo com os dados apresentados neste trabalho.

Apods a confirmagdo da interagdo do CaCl, com o polissacarideo k-carragenana, foi
observado a interagdo do sal em questdo com a formulacdo do hidrogel [1,7% (p/v) e k-
carragenana 0,5 % (p/v)]. Um ensaio de rampa de amplitude, confirmou a necessidade do
CaCl; para que a formulagdo do hidrogel obtivesse caracteristicas fisicas desejadas (G' > G")
(Figura 1d).

A adicao de proteinas (lactoferrina ou Cramoll) aos hidrogeis do presente estudo nédo
alteraram a sua natureza solida viscoelastica com G' > G" (Figura 1le). Além disso, foi
verificado que a adicdo de tais proteinas diminuiu o ponto de transi¢cdo dos modulos G' > G"
para G" > G'. Provavelmente as microfissuras individuais de cada hidrogel no decorrer do

cisalhamento formam macro fendas continuas que percorrem toda a amostra ou toda a lacuna
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de cisalhamento do sistema de medicdo, e assim o material comeca a fluir apds exceder este
ponto, onde G " é maior que G ' porque o ponto de cruzamento G' = G" foi excedido.

A adigdo de lactoferrina ou Cramoll proporcionou uma menor resisténcia a tensao de
cisalhamento, quando comparado ao hidrogel sem as biomoléculas (Figura 1f). No qual, a
tensdo necessaria para que os grupos H, HL e HC, chegassem ao ponto de G" > G', foram de:
1,01 x 10* Pa, 0,517 x 10 Pa e 0,213 x 10 Pa, respectivamente. Na verdade, a Cramoll
diminuiu mais do que a lactoferrina o coeficiente de viscosidade, que estd diretamente
associado a viscosidade da solugdo. Esses resultados corroboram com os achados por Sousa et
al. (2019), que também observaram uma diminui¢do no coeficiente de viscosidade de géis de

galactomanana a 1,5% (p/v), quando adicionado a lectina frutalin.

3.5. Avaliacdo clinica e histolégica do tratamento das queimaduras

No geral, todos os animais estavam clinicamente bem (mostrando comportamento
normal e ingestdo de comida e &gua) durante os experimentos. Nao houve sangramento
durante a cirurgia, assim como ndo houve lesdes secundéarias a pele dos animais, visto que o
método utilizado (tracdo manual), € o mais recomendado, segundo Orgaes et al. (2007), o0 uso
de dispositivos com laminas geralmente causa essas lesoes.

Tanto o grupo em tratamento como o grupo controle ndo apresentaram alteragdes
estatisticamente significativas no peso corporal ao longo dos experimentos, mostrando que a
analgesia foi adequada para a lesdo causada. Conforme relatado por Steinstraesser et al.
(2005), os principais sinais de dor em animais de laboratério submetidos a procedimentos
experimentais estdo diretamente relacionados a mudancas de comportamento, sendo a
anorexia um dos sinais mais significativos.

Os resultados deste estudo revelaram queimaduras térmicas de cor branca, sem bolhas,
edema leve até o terceiro dia apds a lesdo (Figura 2a), com uma margem indistinta de eritema.
Definicdo semelhante é relatada por Cai et al. (2014), que relataram queimaduras profundas
de segundo grau e lesbes apresentando cor palida com margens indistintas de eritema, ao
utilizar haste cilindrica de 100 g com (1 cm de diametro) aquecida a 100 °C, por 5 segundos,
com o préprio peso da haste. Os hidrogéis a base de galactomanana e k-carragenana
imobilizados ou ndo com Cramoll e lactoferrina, funcionaram como tampdes hemostéaticos,
protegendo a ferida da perda de fluidos e da contaminag@o microbiana.

A &gua transferida para a area queimada mostrou-se benéfica para a cicatrizacdo, pois
o resfriamento de feridas causado por queimadura ¢ uma medida de urgéncia nas praticas

clinicas e experimentais. Os hidrogéis conseguem transferir a umidade para a ferida (Figura
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2b), através da sua rede tridimensional com alta porcentagem de &gua, 0 que promove uma
hidratacdo, facilitando assim a sua contracdo (parametro para avaliar a cicatrizagéo).

A formacdo de uma crosta espessa e seca foi observada nas bordas da leséo a partir do
3 dia apo6s a inducdo da queimadura (Figura 2c), confirmando que as contraces das lesdes
cuténeas ocorreram de forma centripeta a partir das bordas da lesdo, causada pela acdo dos
miofibroblastos presentes no local (Zhou et al., 2020). Com passar do tempo a crosta amplia-

se até atingir toda superficie da queimadura, por volta de 7 dias (Figura 2d).

Figura 2 — Evolucdo clinica observada nas queimaduras térmicas de segundo grau em ratos Wistar
macho. a - Queimadura obtida com barra de 10 mm de didmetro, com presenca de edema leve; b - Tratamento de
gueimadura térmica usando 100 pl de hidrogel; c- Tecido lesionado 3 dias ap6s a inducdo da queimadura,
presenca de crosta fina e seca com coloracdo homogénea e desprendimento discreto nas bordas; d - Tecido
lesionado 7 dias ap0s a inducdo da queimadura, presenca de crosta seca em toda regido da lesdo, com coloragao

mais escura no centro.

O processo de cicatrizacdo das queimaduras tratadas topicamente com as diferentes
formulacGes de hidrogéis apresentaram clinicamente, uma melhor resposta quando comparado
com o grupo controle (Figura 3). As imagens macroscopicas evidenciaram uma melhor
cicatrizagdo dos grupos HL e HLC, mostrando que o fechamento da ferida nestes grupos
ocorreu mais rapidamente. O fechamento mais rapido da ferida facilita o evento bioldgico de

cicatrizacdo ao unir as bordas da ferida (Ranjbar-Mohammadi et al., 2016).
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Figura 3 — Avaliacdo clinica da cicatrizacdo de queimaduras de segundo grau em ratos Wistar machos.
Tratamento nos intervalos de: 3, 7 e 14 dias. Hidrogel de x-carragenana/galactomanana (H); Hidrogel de -
carragenana/galactomanana + Lactoferrina (HL); Hidrogel de k-carragenana/galactomanana + Cramoll (HC);

Hidrogel de k-carragenana/galactomanana + Lactoferrina + Cramoll (HLC) e controle negativo de Salina (S).

A érea da lesdo diminuiu gradualmente com o progresso do tempo de cicatrizagdo nos
cinco grupos, onde o grupo S (controle negativo) obteve a menor contragdo comparado aos
outros quatro grupos de tratamentos com hidrogéis (Figura 4): H-32,85 %; HL-45,49 %; HC-
36,05 %; HLC-66,10 % e S-20,76 %. Merecem destaque os grupos HL e HLC que obtiveram
uma maior taxa de contracdo, confirmando assim a analise macroscopica das lesdes para 0s
respectivos grupos e indicando que a Lactoferrina e a Cramoll tém efeito indutor na contracéo
da leséo.

Esses resultados sdo consistentes com estudos por Thanusha et al. (2018), que
demonstrou a eficacia dos hidrogéis no tratamento de queimaduras dérmicas em modelo de
ratos Wistar. Revelando que a aplicacdo do hidrogel composto por biopolimero de gelatina e
glicosaminoglicanos (acido hialurénico e sulfato de condroitina), incorporados com acido
asiatico (um triterpendide) e nanoparticulas (6xido de zinco e 6xido de cobre) promove a
contracdo da queimadura e induz a cicatrizacdo. Esses dados confirmam que além do veiculo
hidrogel apresentar caracteristicas que otimizam a cicatrizacdo das queimaduras, outro fator
relevante é sua composicao, que no presente estudo pode-se destacar os efeitos inerentes dos
polissacarideos, que parecem contribuir na cura promovendo uma cicatrizacdo mais rapida

das queimaduras em comparagao ao grupo S. Esses resultados corroboram com os achados de
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Sousa et al. (2019) que confirmam a otimizagdo da cicatrizacdo de feridas cutaneas com a
aplicacdo de um gel a base de galactomanana 1,5% (p/v). A galactomanana tém ganhado
destague como um polissacarideo natural Gtil no tratamento de feridas cutaneas, tanto para
proteger dos danos externos quanto acelerar a cicatrizacdo das lesdes (Siqueira et al., 2015;
Bedian et al., 2017).

Como observado na figura 4 as biomoléculas Cramoll e lactoferrina otimizam a
contracdo das lesdes, especialmente quando utilizadas em conjunto. Estudos utilizando
lactoferrina como tratamento em queimaduras de segundo grau em suinos revelaram um
aumento significativo na taxa de reepitelizacdo da ferida, aumento da viabilidade celular,
inibicdo da apoptose e aumento da proliferacdo de queratindcitos (Tang et al., 2010). Istiati et
al. (2019), apontaram que a utilizacdo local de lactoferrina em concentracdes de 40 pg/ml em
gengivas lesionadas, aceleraram o processo de cicatrizacdo, aumentando a expressdo de

fibroblastos e fator de crescimento endotelial vascular.
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Figura 4 — Percentagem de contracdo das queimaduras nos intervalos de tempo 3,7 e 14 dias, tratados com
hidrogéis e controle negativo (salina). Hidrogel de «-carragenana/galactomanana (H); Hidrogel de «-
carragenana/galactomanana + Lactoferrina (HL); Hidrogel de k-carragenana/galactomanana + Cramoll (HC);
Hidrogel de k-carragenana/galactomanana + Lactoferrina + Cramoll (HLC) e controle negativo de Salina (S). O
ILC (%) foi expressa como média * erro padrdo. (*) representacdo da diferenca significativa (p<0,05) entre o0s
grupos de tratamento e o grupo S (controle negativo).

Foi reportado que filmes de galactomanana contendo a lectina Cramoll 1,4 reduzem o
tempo de cicatrizacdo com maior contracdo das feridas, apresentando reepitelizacdo em torno

de 11 dias (Albuquerque et al., 2017). Um outro estudo com o objetivo de avaliar o tratamento
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de queimaduras de segundo grau em ratos wistar, demonstrou que a aplicag&o tdpica regular
de um hidrogel a base de carbopol contendo Cramoll 1,4 acelerou as etapas de granulagéo,
reepitelizacao e retracdo do processo de cicatrizacdo (Pereira et al., 2012).

Deste modo podemos concluir que com as caracteristicas peculiares da lactoferrina e
da Cramoll 1,4, frente a uma gama de patologias e uma possivel otimizacdo do processo de
cicatrizacdo de feridas e queimaduras, somadas as caracteristicas que o veiculo hidrogel
proporciona ao microambiente da lesdo, fica evidente uma associacdo entre as biomoléculas e
0 hidrogel, criando assim um ambiente favoravel para cicatrizacdo de queimaduras térmicas
de segundo grau.

Os resultados histopatologicos indicaram que o procedimento de realizagdo das
queimaduras térmicas atingiu as terminacdes nervosas, foliculos capilares e glandulas
sudoriparas causando destrui¢do parcial ou total, consistentes com relatos de varios autores
(Meng et al., 2016; Mataro et al., 2017; Vasconcellos et al., 2018), confirmando assim a
aquisi¢ao de queimaduras profundas de segundo grau com base na observagdo de autolise
total da derme e da epiderme, sem atingir a hipoderme.

Segundo Buchstein et al. (2009) e Moor et al. (2009), a reacdo inflamatoria aguda ¢é
caracterizada pelo exsudato com presenca de células polimorfonucleares, assim como
possiveis sinais de sangramento na derme, presenca de fibrina e infiltrado inflamatorio
discreto (albumina /leucdcito/macrofago). Foi observada na lesdo térmica no 3° dia apds
inducdo a presenca de exsudato inflamatério com intensa reagdo inflamatdria. A reagdo
inflamatoria classificada como moderada perdurou até o 7° dia, com melhora significativa no
14° dia (classificada como reagdo inflamatoria discreta) para os grupos tratados com
hidrogéis, ganhando destaque o grupo tratado com hidrogel com adi¢do de lactoferrina e
Cramoll (HLC). Resultados semelhantes foram observados por Orgaes et al. (2007), que
também descrevem a ocorréncia no grupo controle, tratado com solug@o salina, um processo
inflamatério agudo no sexto dia de avaliagdo. Em relagdo ao grupo controle, a resposta
inflamatéria moderada continuou no 14° dia.

O material proteico amorfo foi encontrado do 3° até o 7° dia, com declinio no 14° dia
para todos os grupos tratados com os hidrogéis com exce¢ao do grupo S (Tabela 4). A
diminui¢do do nimero de neutrdfilos que se infiltram nos tecidos ao redor da lesdo € essencial
para prevengdo de necrose secundaria, embora os neutrofilos desempenhem um papel
essencial no controle da infeccdo imediatamente apds o ferimento, ¢ relatado que a infiltragao
persistente de neutrofilos contribui para a ferida cronica (Vakoc et al., 2009; Inoue et al.,

2016), fato este encontrado no grupo S. Além disso, a diminui¢do da infiltracdo de neutréfilos
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na derme foi correlacionada com cicatrizacdo mais rdpida e redugdo de cicatrizes em
queimaduras de suinos (wang, 2010), enquanto a deplecdo de neutréfilos em camundongos
apos a injecao com soro de neutrdfilo de coelho anti-camundongo acelerou significativamente

a reepitelizacdo de feridas cutaneas (Dovi et al., 2003).

Tabela 4. Analise histopatolégica do grau de infiltrado inflamatério na derme, material proteico amorfo e
necrose na pele apds queimadura térmica profunda de segundo grau. As amostras foram obtidas nos dias 3, 7 e

14 apés a indugdo da queimadura.

Infiltrado inflamatério na

derme Material proteico amorfo Necrose
Tempo Animal S HL H HC HLC S HL H HC HLC S HL H HC HLC
1 +++ + ++ ++ -+ A+ - e
3° dia 2 ++  + ++ ++ ++ A+ A+ -+t
3 - ++ - - - - ++ - - 4+ - ++ - -+
1 ++ o+ 4+ ++ - +++ +++ +++ -+ A+ -
7° dia 2 + ++ +
3 - + + o+ ++ -+ o+ + + -+ - ++
1 +++ + + o+ - ++ o+ + + - ++ - - ++ -
14°dia 2 +++ + + o+ - + o+ o+ o+ - - - - - -
3 - + + o+ - - + + + - ++ - - - -
A intensidade dos sinais clinicos foi pontuada como: - = ausente; + = leve, + + = moderado, + + + = forte.

Hidrogel de k-carragenana/galactomanana (H); Hidrogel de k-carragenana/galactomanana + Lactoferrina (HL);
Hidrogel de «-carragenana/galactomanana + Cramoll (HC); Hidrogel de «-carragenana/galactomanana +

Lactoferrina + Cramoll (HLC) e controle negativo de Salina (S).

Virios dias ap0s a queimadura, a necrose secundaria ao redor da lesdo, ¢ um processo
que aumenta ndo apenas o tamanho, mas também sua profundidade nos tecidos. Uma pequena
queimadura de espessura parcial vista logo ap6s a lesdo pode progredir para uma queimadura
de espessura total durante 24 a 48 horas. Limitar a extensdo da necrose secundaria pode
melhorar os resultados de cicatrizagdo. Assim, a preservagdo da zona de estase ¢ importante
para limitar a necrose tecidual secundaria observada nas conversdes de queimaduras (Inoue et
al., 2018), no entanto, nenhum tratamento atual ¢ confidvel para limitar esse processo (Dugan
et al., 2010).

Fatores como perda de fluxo sanguineo para a derme ao redor da area queimada e a
ativacdo de neutrofilos proporcionada pelo processo inflamatério, induzem ao
desenvolvimento de necrose tecidual (Ehrlich et al., 1987; Bohr et al., 2013). Caracteristicas
semelhantes também foram observadas em nosso trabalho. Como observado na tabela 4, a

necrose foi verificada no 3° dia e ainda se encontrava presente no 7° dia, mas assim como para
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o infiltrado inflamatdrio e o material proteico amorfo que diminuiu no 14° dia para todos os
grupos tratados com os hidrogéis, principalmente o grupo HLC, com exce¢do do grupo S.
Estes resultados indicam que os hidrogéis, principalmente aquele contendo lactoferrina e
Cramoll minimizam o processo inflamatorio e consequentemente a necrose tecidual.
Resultados semelhantes foram reportados por Pereira et al. (2012), que verificaram a
utilizagdo de hidrogel a base de carbopol contendo Cramoll 1,4 no tratamento de queimaduras
de segundo grau, assim como Tang et al. (2010), que identificaram que a lactoferrina estimula
a func¢do dos queratindcitos, a reepitelizagdo da pele e inibibe a apoptose celular, podendo
assim impedir o desenvolvimento de necrose durante o tratamento de queimaduras.

A cicatrizacdo de queimaduras € um processo doloroso que estd associado ao
desenvolvimento de eritemas e tecido fibroso, sendo modulado pelo fator de crescimento
transformador (TGF) (Engrav et al., 2007). A queimadura a principio ¢ estéril, mas o tecido
necrotico em pouco tempo se torna colonizado por bactérias enddgenas e exogenas,
produtoras de proteases, que levam a liquefagdo e separagdo da escara, dando lugar ao tecido
de granulacdo responséavel pela cicatrizagdo da ferida, com alta capacidade de retragdo e
desenvolvimento de tecido fibroso (Sheridan, 2003). A superprodugdo de tecido fibroso
diminui sua flexibilidade, promove 0 aparecimento de doencgas associadas, como queloides e
esclerodermia € menor resisténcia a luz ultravioleta, podendo ainda causar a auséncia do
crescimento dos foliculos capilares (Trojanowska, 2012; Birbrair et al., 2013). Koganti et al.
(2016), estudando camundongos murinos, observaram uma perturbacdo na configuragdo de
proteinas da matriz extracelular, pelo aumento da fibrose induzida por queimaduras. Assim, o
controle da fibrose ¢ indispensavel para uma homeostase do tecido lesionado. Na tabela 5 foi
observado o desenvolvimento de tecido fibroso acentuado do terceiro ao sétimo dia, em todos
os grupos tratados com os hidrogéis, com uma redugdo significativa no 14° dia,
principalmente para o grupo HLC, com excecdo do grupo controle.

Foi observado também que a lesdo da epiderme diminuiu enquanto a area de

reepitelizagdo aumentou para todos os grupos tratados com os hidrogéis.
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Tabela 5. Andlise histopatologica do grau de fibrose, epiderme lesada e area de reepitelizacdo da pele apés queimadura

térmica profunda de segundo grau. As amostras foram obtidas nos dias 3, 7 e 14 ap6s a inducédo da queimadura

Fibrose Epiderme lesada Area de reepitelizacio

Tempo Animal S HL H HC HLC S HL H HC HLC S HL H HC HLC

1 +++ - A+ A A S A e - - - - -
3%dia 2 +++ ++ A+ A A A 4 - - - - - -
3 -+ o+ S = N -+ - - - - -
1 +++ 4+ -+ SR o R S R - - - - - -
7° dia A s i o T T S S s -
3 - - ++ -+ - ++ - - - - -
1 ++ 4+ + + + ++ - + + - -+ o+ o+ ++
14° dia 2 - + o+ o+ I = S S S e T +
3 ++ 4+ + + - ++ 4+ 4+ 4 - -+ + o+ ++
A intensidade dos sinais clinicos foi pontuada como: - = ausente; + = leve, + + = moderado, + + + = forte.

Hidrogel de k-carragenana/galactomanana (H); Hidrogel de k-carragenana/galactomanana + Lactoferrina (HL);
Hidrogel de «-carragenana/galactomanana + Cramoll (HC); Hidrogel de «-carragenana/galactomanana +

Lactoferrina + Cramoll (HLC) e controle negativo de Salina (S).

A formacgao de epitélio, tecido conjuntivo, resposta inflamatéria, proliferagdo de
fibroblastos e queratiniza¢ao podem ser vistas nas figuras 5 e 6.

A andlise histopatoldgica permitiu acompanhar a progressao do processo de
cicatrizacdo das queimaduras que foram tratadas com os hidrogéis. Pardmetros como a
maturacdo da epiderme, formacao de tecido conjuntivo, resposta inflamatéria, proliferacdo de
fibroblastos e queratinizacdo foram avaliados (Figuras 5 e 6). Pode-se identificar que havia
menos foliculos pilosos residuais, desnaturagdo de colageno mais grave, necrose de tecido
mais profunda e infiltrados inflamatdrios mais 6bvios nas queimaduras do grupo de controle
em comparagdo com 0s grupos tratados com os hidrogéis. A coloragdo das laminas
histologicas com o corante tricrdmico de Masson foi considerada um bom indicador da
profundidade do ferimento por queimadura, confirmando que a mesma se tratava de uma

lesdo térmica de segundo grau.
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O estégio de inflamag&o no processo de cicatrizagdo da queimadura ocorre logo apos a
lesdo, de modo que os componentes do sistema imunologico atuam removendo tecidos
danificados e bactérias (Caliari-Oliveira et al., 2016; Eitas et al., 2017). No 3° dia apos a
realizacdo da queimadura, foi observavado o processo inflamatorio com prevaléncia de
neutrdfilos, poucos fibroblastos, presenca do tampdo hemostatico, substancia fundamental
amorfa e material de secrecdo, ndo havendo evidéncia de colageno e cicatrizacdo do epitélio
para ambos os grupos (Figura 5). As reacfes imunologicas com prevaléncia de neutréfilos
ocorreram até o 7° dia, contudo, os grupos que foram tratados com os hidrogéis apresentaram
uma reducdo significativa do infiltrado inflamatorio, com destaque para o grupo HLC.

O aumento na area da queimadura é um processo de reacdo comum do tecido a lesdo
formada. Com o passar do tempo, essa gravidade diminui e a cura, juntamente ao processo de
cicatrizacdo, ocorre exponencialmente apds 7 dias (Jeschke et al., 2020). Essa tendéncia foi
seguida para todos os grupos de tratamento com hidrogéis com excecdo do grupo controle.

A evolugdo positiva do processo cicatricial das queimaduras, pode ser atribuida a
natureza elastica dos hidrogéis, que estando totalmente hidratados apds a aplicacdo,
minimizam a irritacdo nos tecidos circundantes. Foi demonstrado que o alto teor de 4gua dos
hidrogéis pode ajudar no alivio da dor (Shulman, 1960), na diminui¢do da lesdo celular
(Ofeigsson, 1959), na estabiliza¢do do sistema sanguineo (Wiedeman e Brigham, 1971), na
redugdo do edema (Jakobsson e Arturson, 1985), na otimizagao da cicatriz (Cuttle et al., 2008)

e na alteracdo favordvel da resposta imunologica (Ju et al., 2014).
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3 dias 7 dias 14 dias

Figura 5. Tecido epitelial de ratos dos grupos de 3, 7 e 14 dias, submetidos a tratamento térmico de queimaduras
de segundo grau. Coloragdo H&E. Barras de escala = 20 pm. Hidrogel de k-carragenana/galactomanana (H);
Hidrogel de x-carragenana/galactomanana + Lactoferrina (HL); Hidrogel de k-carragenana/galactomanana +
Cramoll (HC); Hidrogel de k-carragenana/galactomanana + Lactoferrina + Cramoll (HLC) e controle negativo
de Salina (S). (a) formagdo de tampéo; (b) presenga de infiltrado inflamatdrio; (c) area de reepitelizagdo; (d)

queratinizacdo e (e) reducdo de tampdo e infiltrado inflamatdrio.
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3 dias 7 dias 14 dias

S)

(H)

(HL)

(HC)

HLC) L

Figura 6. Tecido epitelial de ratos dos grupos de 3, 7 e 14 dias, submetidos a tratamento térmico em
queimaduras de segundo grau. Coloragdo tricromico de Masson. Barras de escala = 20 pm. Hidrogel de k-
carragenana/galactomanana (H); Hidrogel de x-carragenana/galactomanana + Lactoferrina (HL); Hidrogel de -
carragenana/galactomanana + Cramoll (HC); Hidrogel de x-carragenana/galactomanana + Lactoferrina +
Cramoll (HLC) e controle negativo de Salina (S). (a) formacdo de tampdo; (b) presenca de infiltrado
inflamatorio; (c) fibras coldgenas; (d) reepitelizagdo; (e) queratinizacdo; (f) reducdo de tampdo e infiltrado
inflamatorio e (g) acantose focal.

No 7° dia, as areas de lesdo estavam menores, com algumas diferencas particulares
para os grupos que foram tratados com os hidrogéis, tais como uma maior uniformidade
epitelial, apresentando material mais compacto e fibras colagenas mais organizadas (Figuras 5
e 6). Além disso, o infiltrado inflamatério ainda se apresentava moderado com tecido
conjuntivo mais fibroso, porém com um aumento do ndmero de fibroblastos. Essas
caracteristicas podem ser traduzidas como uma melhor qualidade da cicatriz em
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desenvolvimento que estd dando espagco para o crescimento de fibras colagenas no local
(Maligieri et al., 2017). No 14° dia apds a leséo, 0s grupos testados apresentaram maior grau
de cicatrizacdo em relacdo ao controle, com destaque para o grupo HLC, confirmados pela
avaliacdo macroscopica (Figura 3) e retracdo da lesdo (Figura 4). As andlises histologicas
comprovaram que, com exce¢do do grupo controle, 0s grupos tratados com os hidrogéis,
especialmente o HLC, apresentou reepitelizacdo com acantose focal, discreto material
inflamatdrio, destacando a presenca de células linfociticas, que indicam claramente que o
HLC otimizou uma cicatrizacdo mais rapida, prevenindo uma fase inflamatdria prolongada.

Em um estudo envolvendo queimaduras de cérnea provocada por alcali, Ke et al.
(2015) avaliaram a eficacia de um hidrogel preparado a base de polissacarideo, D-manose e
D-glicose com razdo molar de 6:1, derivado de Hardy orchid contendo células-tronco
mesenquimais, € concluiram que este biomaterial recuperou o epitélio da cornea, suprimiu a
inflamacao, e aliviou sua opacidade.

Morsi et al. (2014), relataram que hidrogéis a base de quitosana e carbopol foram
capazes de acelerar o processo de cicatrizacdo de queimaduras dérmicas de segundo grau
profundas, frente a um curativo comercial bastante utilizado pela clinica médica
(Dermazin®).

Aragdo-Neto et al. (2017), reportaram o efeito curativo de um hidrogel a base de
quitosana e o polissacarideo extraido da goma do Cajueiro (policaju), associada ou nao a laser
de baixa intensidade, cuja terapia contribuiu para uma cicatriza¢cdo e modulacdo mais eficaz
do processo inflamatdrio de lesdes cutaneas.

Ghlissi et al. (2020), analisaram a aplicacdo topica de um gel de polissacarideo
extraido das sementes de Pimpinella anisum nas lesdes de queimadura a laser, e constataram
que sua utilizagdo acelera a contragdo da ferida, a neovascularizagdo, aumento da eliminag¢ao
de radicais livres, reducdo da inflamacao, controle da infeccdo, reepitelizacdo e remodelagao
apo6s o 7° dia de tratamento.

Todos esses resultados corroboram com os dados deste trabalho, no que diz respeito a
cura de lesdes que empregam polissacarideos em associacdo com diferentes terapias,
biomoléculas ou células. De maneira geral, os hidrogéis aqui testados otimizaram a transi¢cao
das etapas de inflamacao e granulagdo tecidual do processo de cicatrizagdo e melhoraram a
formagdo madura da cicatriz e a remodelagcdo da matriz extracelular, levando a uma contratura

e fechamento mais rapido das queimaduras.
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Também ¢ importante ressaltar que o reparo da queimadura observado na avaliagdo
microscopica, confirmada pela contragdo observada na analise macroscépica, foi importante

para a validagdo destes hidrogéis, principalmente a formulagdo HLC, como agentes curativos.

Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel obter hidrogéis estaveis compostos
por 1,7% (p/v) de galactomanana e 0,5% (p/v) de k-carragenana, com 0,2 M de CaCl> a pH
5,0, acrescidos ou ndo de lactoferrina e/ou Cramoll. No estudo de estabilidade, ndo houve
mudangas significativas no pH e nenhuma contaminagdo microbiana ao longo do tempo de
estocagem de 90 dias a 4 °C. No entanto, houve um aumento na luminosidade (L*) e
diminui¢do da opacidade (Y%), para o hidrogel sem a incorporacdo das biomoléculas. Os
estudos reologicos confirmaram a natureza de gel viscoeldstico dos hidrogéis, mantendo esta
caracteristica mesmo apo6s adi¢do das proteinas estudadas. Também foi possivel confirmar que
o CaClz reage com a k-carragenana € ndo com a galactomanana na formula¢ao dos hidrogéis.
Nos ensaios in vivo, as analises macroscopicas revelaram queimaduras térmicas de cor branca,
sem bolhas com leve edema, cicatrizagdo centripeta com recobrimento de crosta no 7° dia,
conjuntamente com a retracdo da lesdo, cujos resultados foram mais expressivos para o grupo
que foi tratado com o hidrogel contendo lactoferrina e Cramoll. Corroborando com as analises
macroscopicas e de retracdo das queimaduras, as analises histopatologicas confirmaram que a
aplicacdo topica regular dos hidrogéis, especialmente a formulacdo HLC, para o tratamento de
queimaduras cutineas de segundo grau, acelerou os processos de granulacdo, reepitelizagdo e
retracdo da lesdo. Deste modo, podemos concluir que os hidrogéis que foram testados neste
trabalho, possuem propriedades fisicas estaveis e curativas adequadas que podem ser uma
alternativa eficaz para substituir curativos sintéticos na cicatrizacdo de queimaduras, com

potencial de aplicacdo na clinica médica e cosmética.
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Resumo

Existem muitos modelos de queimaduras em ratos utilizando diferentes materiais como 0s
metais e a agua, aliado a este fator estdo os diferentes parametros que influenciam
significativamente na lesédo, como temperatura e duracdo da exposicdo. Esta revisdo visa
determinar se uma analise conjunta desses estudos pode fornecer informacgdes sobre os
materiais e condi¢fes necessarias para criar queimaduras de uma gravidade especifica. Uma
revisao sistematica de 25 estudos de queimadura em ratos que descrevem a profundidade da
queimadura com avaliacdo histologica é apresentada. Os critérios de inclusdo incluiram
queimaduras térmicas, queimaduras criadas com um novo meétodo ou material, avaliacdo
histolégica dentro de 7 dias ap6s a queimadura e método para avaliagdo da profundidade da
lesdo especificadas. Condi¢cbes causando queimaduras dérmicas profundas com queimaduras
de contato de gravidade equivalente foram dispares, com temperaturas mais baixas e duracdes
mais longas quando comparada com métodos similares (60 °C por 15 seg e 150 °C por 9
segundos), j& queimaduras por escaldadura obtiveram grau de lesdes divergentes quando
aplicado a mesma temperatura (100 °C) com tempos diferentes. Um arquivo valioso dos
diferentes mecanismos e materiais usados para modelos de queimaduras de ratos €
apresentado para auxiliar em projetos e otimizacdo de modelos futuros. Significativamente,
esta revisdo demonstra o efeito do mecanismo de lesdo na gravidade da queimadura e que se
recomenda cautela quando as condi¢bes de queimadura estabelecidas pelos modelos sédo
utilizadas.

Palavras-chave: Profundidade de queimadura; Modelo de queimadura; Ratos; Ferimento
Térmico
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Introducéo

As queimaduras configuram uma lesdo devastadora que causa déficits estruturais e
funcionais em Varios sistemas organicos; elas estdo entre os traumas mais debilitantes para os
humanos. Nos Estados Unidos estima-se que ocorram mais de 2 milhdes de casos anualmente,
apresentando a terceira principal causa de morte por ferimentos entre criancas de 5 a 9 anos
de idade e a quinta causa de morte por ferimentos entre criangas de 1 a 4 anos [1], com 3.275
mortes por ano atribuidas a lesdes relacionadas a queimaduras [2]. A cada ano cerca de
150.000 mortes séo devido a queimaduras, segundo a Organizacdo Mundial da Saude [3].

Avancos importantes tém minimizado a mortalidade por queimaduras na ultima
década, mas o tratamento ainda se encontra longe do ideal. Muitas doencas humanas podem
ser melhor desvendadas e compreendidas por causa dos modelos animais, que provam ser
uma ferramenta singular para novas descobertas de drogas terapéuticas.

Os modelos in vitro sdo limitados em sua capacidade de capturar todos os detalhes da
fisiopatologia da queimadura, por esta razdo, os modelos in vivo sd0 necessarios para uma
melhor abordagem frente aos mecanismos patoldgicos pos-queimadura e aprofundamento nas
novas abordagens de tratamento. Os modelos animais estio associados a diversas descobertas,
como as moleculares [4 e 5] e celulares, patogénese dos danos a pele e para desenvolver
novos métodos para intervencBes terapéuticas [6, 7, 8 e 9]. No entanto, para pacientes
qgueimados a falta de um modelo animal adequado se configura como limitante na busca de
tratamentos.

Os ratos podem ser classificados como "animais de pele solta”, principalmente por
causa da elasticidade de sua pele e fraca aderéncia as estruturas subjacentes em comparagédo
com os humanos [10, 11], e ndo apresentam cicatrizacdo idéntica. Apesar disso, esses
roedores ganham destaque por sua semelhanca filogenética, apresentando grande similaridade
aos humanos, como as camadas da epiderme e derme, compartilhando assim, caracteristicas
fisioldgicas e patologicas em muitos sistemas de érgdos que ja foram bem estabelecidos na
literatura [12]. Outro aspecto importante a pesquisa € a questdo de manejo e economia, que
tornam o modelo in vivo com ratos, mais adequados para realizacdo de simulacdes de lesbes
em geral, quando comparado com outros mamiferos.

Uma grande preocupagdo com relagdo ao uso de modelos de queimadura em ratos é o
desafio de criar queimaduras reproduziveis, com mesma profundidade e severidade.

Numerosos investigadores relatam modelos de queimadura em ratos, descrevendo as



100

condi¢Bes de queimadura necesséarias para criar a profundidade ou gravidade desejada da
lesdo [13, 14]. Diferentes técnicas com reprodutibilidade de criacdo de queimadura foram
descritas anteriormente [12, 15 ,16]. No entanto, hd uma discussdo limitada sobre a
discrepancia entre os estudos das condi¢des de queimadura de profundidades equivalentes.

Embora a inducdo de queimaduras uniformes sob condi¢es padronizadas sejam o
principal objetivo de toda queimadura experimental, os métodos que simulam uma lesdo real
ainda sdo bastante controversos [17, 18]. As lesdes de queimaduras podem ser acarretadas por
varios mecanismos que influenciam diretamente na gravidade da lesdo. Os métodos de
escaldadura, queimadura de contato, fogo, quimica, elétrica e radiagdo sdo os métodos mais
utilizados, com destaque para os de contato e escaldadura, com diferentes eventos
fisiopatoldgicos, celulares e moleculares [19, 20].

Fatores limitantes em varios métodos experimentais de queimadura ganham destaque,
porque os pesquisadores geralmente ndo descrevem completamente os detalhes do protocolo
de queimadura em muitos estudos realizados [12]. Aspectos como: temperatura, pressdo da
mé&o do operador ou peso do utensilio, tempo e tipo do material sdo muitas vezes ausente nos
dados de pesquisa, influenciando assim o entendimento do tempo de cura e os resultados em
geral.

Nestes estudos, as condi¢cdes de queimadura relatadas para espessura parcial dérmica
profunda (EPDP) equivalentes, variam amplamente, de 70°C / 10 seg [21] a 100 °C/15 seg [7]
por exemplo. Portanto, a analise conjunta de estudos pode permitir um melhor entendimento e
sustentar as condi¢fes minimas para uma queimadura de EPDP.

Estudos experimentais comparando diferentes mecanismos de lesdes térmicas sao
escassos. Derakhshanfar et al. (2019) [21], compararam o0 dano ao tecido causado por
gueimaduras de contato e escaldantes em um modelo de ratos, e forneceram evidéncias
histoldgicas sugerindo que sua fisiopatologia difere.

O objetivo principal desta revisao foi fornecer uma avaliacdo qualitativa e quantitativa
abrangente da literatura sobre queimaduras em ratos, criadas atraves de diferentes
mecanismos e materiais. O objetivo secundario foi comparar as condi¢Ges de queimadura
relatadas para criar feridas com profundidades de queimaduras especificadas [superficial (S),
espessura parcial superficial (EPS), espessura parcial dérmica profunda (EPDP) e espessura
total (ET)] determinados histologicamente, com particular destaque para as queimaduras de
EPDP.

Esta é a primeira vez que uma revisdo sistematica de modelos de queimaduras em

ratos foi realizada, com avaliacdo de um pool de trabalhos com profundidade histoldgica
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presente. Além disso, esta revisdo € uma de apenas algumas revisdes sistémicas de estudos

experimentais em animais onde a qualidade metodoldgica dos estudos incluidos é avaliada

quantitativamente usando uma modificacao da diretriz ARRIVE (Animal Research: Reporting

of In Vivo Experiments) [22].

Materiais e métodos

Uma revisdo sistematica da literatura publicada sobre modelos de gqueimaduras em

ratos foi conduzida. Os critérios de inclusdo experimentais foram: modelos de queimaduras in

vivo, ratos, cutaneos e publicados em inglés. Os critérios de inclusdo e exclusdo completos

estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1 Critérios de incluséo e excluséo para estudos elegiveis.

Critério de inclusao

Critério de exclusao

Apenas ratos

In vivo

Modelo de queimadura cutanea

Avaliacdo da profundidade da leséo do
tecido especificada

Avaliacdo histoldgica da profundidade
da queimadura por pelo menos 1 vez,
ponto (dentro de 7 dias) pos-
queimadura

Queimaduras térmicas expressas como
temperatura

Método ou material novo para inflicdo
de queimadura e/ou se 0 método for
com base em um modelo anterior
(citado), mas o material é
significativamente modificado

Inglés

Ex vivo

Modelos de queimadura pulmonar,
gastrointestinal ou sistémica

Queimaduras quimicas,
queimaduras a laser, queimaduras
por radiacdo, queimaduras de frio

Estudos citando o uso de um
método de inflicdo de queimaduras
descrito anteriormente

Texto completo indisponivel em
inglés

Fontes de dados e selecéo de artigos

Os bancos de dados pesquisados incluiram EMBASE, PUBMED e Web of Science de

todos os artigos publicados até janeiro de 2021. A estratégia de pesquisa detalhada para cada

banco de dados é fornecida na Tabela 1. Os termos de pesquisa incluiram “ratos OU rato 'E'
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animal OU modelo OU estudo experimental OU in vivo 'E' queimaduras OU queimaduras OU
lesdo térmica OU estudos térmicos .

A pesquisa foi complementada por estudos identificados por referéncia cruzada e
pesquisas de autor-chave. Os estudos para inclusdo/exclusdo foram avaliados por dois
revisores (JS e JB) independentes. Apds a remocdo das duplicatas, os artigos foram
selecionados para inclusdo com base no titulo e no resumo. Os Textos completo foram
obtidos a partir dos artigos restantes e avaliado para elegibilidade por ambos os revisores.
Apenas artigos onde o texto completo estava disponivel em inglés foi incluido na revisao.
Além das avaliagBes, todos os tipos de estudo, incluindo teses de doutorado e resumos de

congressos, foram incluidos se o texto completo estivesse disponivel.

Avaliacdo da qualidade dos estudos

A qualidade foi avaliada usando uma lista de verificagdo modificada desenvolvida a
partir das diretrizes da ARRIVE, para relatar pesquisas com animais [22], com os itens 11 e
14 ndo avaliados (pois sdo mais relevantes para ensaios terapéuticos randomizados e ndo
foram considerados aplicaveis aqui). Os itens para avaliacdo da qualidade estdo listados na
Tabela 2. Cada item da lista de verificacdo recebeu uma pontuacdo de qualidade onde 0 =
TODOS os critérios inadequados ou ndo mencionados, 1 = ALGUNS critérios ausentes ou
pouco claros e 2 = TODOS os critérios adequados e claros. Para o item 17, eventos adversos,

ndo aplicavel (n/a) foi registrado se ndo houver indicacdo de que um evento adverso ocorreu.

Tabela 2 Lista de itens para avaliacdo da qualidade dos artigos incluidos. As diretrizes ARRIVE [22] foram

modificadas com os itens 11 e 14 ndo avaliado.

Item  Descricdo

Titulo 1 Permite uma d_escri(;éo do conteldo do artigo que seja

precisa e concisa

Fornece um resumo preciso do histérico, objetivos de
Resumo 2 pesquisa, meétodos-chave, principais descobertas e
conclusdes do estudo
Inclui formacéo cientifica suficiente para compreender
a motivacdo e o contexto para o estudo, explica a

Introducao 3 . N ) .
abordagem experimental e a relevancia para a biologia
humana

. Descreve claramente 0s objetivos primarios e

Objetivos 4 J P

secundarios do estudo

Descricdo da conformidade com os principios
Declaracgéo ética 5 regulatérios nacionais e/ou licengas relevantes, que
cobrem a pesquisa
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Métodos para reduzir o enviesamento, por exemplo,
randomizacdo, cegamento, ordem em que queimaduras

Design de estudo 6 foram criadas. NUmero de animais usados explicado.
Tempo entre queimadura e amostragem claramente
delineadas.

Tabela 2 Continuacéo

Item  Descricdo
Fornece detalhes precisos de todos os procedimentos
. realizados e descricdo do equipamento: Como, por

Procedimentos ) . " .

: : 7 exemplo, tipo de dispositivo de queima, fonte de

experimentais ~ X
calor, temperatura, duracdo, local das queimaduras e
numero e tamanho das queimaduras

Animais experimentais 5 Forrlle_ce detal_hes dos animais usados, incluindo
espécie, sexo, idade, peso
Tipo de instalagdo, como os animais sdo alojados e

Habitacdo e criacio 9 allmentados,_ descreve quaisquer avaliacGes de bem-
estar e medicamentos de alivio da dor usados (para
ratos pés cirurgias)

Especifica o nimero de repeticbes de cada condigdo

Tamanho da amostra 10 de queimadura, fornece detalhes de qualquer tamanho
de amostra e célculo usado

. Alocacdo de animais a grupos experimentais -

Alocando animais para N . I .

. . 11 randomizacdo ou combinacdo, ordem em quais
grupos experimentais L ;
animais foram tratados e avaliados
Resultados Dgflqe_ claramente 0s _resultados_ experimentais
. . 12 primarios e  secundarios avaliados, = como:

experimentais . . .
profundidade ou gravidade da queimadura

Meétodos estatisticos 13 Forneceld_etalhes dos métodos estatisticos usados para
cada analise

_ Caracteristicas e estado de saude dos animais - estado

Dados basicos 14 microbioldgico, drogas ou teste ingénuo antes do

tratamento
_ Numeros absolutos em cada grupo incluido em cada

NUmeros analisados 15 andlise, explicacdo se houver animais, queimaduras
ou dados que foram excluidos

Resultados e estimativa 16 Resu_lt:ados para cada analise com uma medida de
precisao

Eventos adversos 17 .

Detalhes de quaisquer eventos adversos (se relevante)

Interpretacéo / 18 Interpretar resultados, referir-se a hipoteses, comentar

implicac6es cientificas sobre limitacGes ou fontes de viés

Generalidade / traducdo 19 Relevancia para a biologia humana discutida

Financiamento 20 Divulga as fontes de financiamento e quaisquer

conflitos de interesse
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Extracéo e anélise de dados

A extracdo de dados foi concluida para todos os estudos incluidos por um revisor (JS).
Os dados para extracao seguiram o formato PICOTS (participantes, intervencdo, comparacao,
resultado, tempo e desenho do estudo), conforme descrito na Tabela 3.

Para permitir comparagdes entre os estudos de gravidade das queimaduras, as lesdes
foram classificadas pela nomenclatura atualmente aceita: queimaduras superficiais, EPS,
EPDP e ET [23,24]. Onde foram dadas classificacdes, como primeiro grau, segundo grau
parcial ou profunda e terceiro grau com espessura total. Para estudos onde a gravidade da
queimadura foi relatada quantitativamente em tabelas ou graficos, um valor de >60% relativo
a lesdo na derme significava queimadura EPDP [25].

Estatisticas descritivas, como média + desvio padrdo foram usadas para relatar as
caracteristicas dos animais e feridas. Meta-regressdo foi considerado quando apropriado. A

analise foi realizada usando Graphpad Prism V6.

Tabela 3 Dados coletados para analise dos artigos incluidos.

Dados coletados Detalhes

Participantes Animais:
-Raca, idade, sexo, peso
-NUmero de ratos em estudo
Intervencéo Criacdo da queimadura:

- Mecanismo de lesdo térmica
- Localizacdo, tamanho e nimero queimaduras por rato

- Aparelho usado, por exemplo, tipo de material, fonte de
calor, controle de pressao

- Condig0es de queimadura, por exemplo, temperatura (°C)
e duracao da exposi¢éo (segundos)

Comparagéo Pele normal de animal ndo queimado como controle

Resultado Profundidade ou gravidade da queimadura medida
histologicamente:
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-Método de coloragédo usado

Tempo Todas as bidpsias de pele coletadas em até 7 dias apds a
queimadura
Design de estudo Tudo incluido

Medidas de resultado

O desfecho primério avaliado foram as condi¢fes de queimadura relatado para criar
queimaduras superficiais, EPS, EPDP e ET, determinado histologicamente. Os célculos para a
temperatura média e a duracdo da exposicdo necessdria para causar queimaduras de
gravidades diferentes para os mecanismos heterogéneos de lesdo foram feitos a partir dos

dados disponiveis.
Resultados

Selecao de estudos

O fluxo de trabalho dos estudos incluidos na revisdo € delineado na Figura 1. Raz0es
para exclusdo apos avaliacdo de texto completo (n = 94) método incluido ndo novo (n=26),
incapaz de obter artigo de texto completo em inglés (n = 5), ndo in vivo (n=2), avaliacao
histoldgica ndo relatada até o dia 7 (n=22), avaliacdo da profundidade da lesdo ndo foi
especificada adequadamente (n=11), ndo é uma queimadura térmica expressa COmMoO
temperatura (n=11), revisdo (n=6) e ndo sdo ratos (n=11). Um ndmero final total de 25

estudos foi incluido (Tabela 4).
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Figura 1 Diagrama de fluxo para estratégia de busca e sele¢do dos artigos incluidos.

Avaliacéo da qualidade das publicagdes selecionadas

As pontuacdes de qualidade individuais para cada estudo sdo fornecidas na Tabela 2 e
resumidas na Tabela 4. Uma nota de 2 (todos os critérios adequados) foi alcangado por >90%
dos estudos para a lista de verificacdo descrigdo de itens; o titulo, resumo e introducgdo (1-4);
declaracdo ética (5); resultados experimentais (12); métodos estatisticos (13); numeros
analisados (15); resultados e estimativa (16) e generalidade/traducdo (19). Notavelmente,
76% dos estudos ndo forneceram detalhes completos dos animais usados, incluindo espécie,
sexo, idade e peso (8); 40% ndo mencionaram adequadamente os detalhes precisos de todos
os procedimentos realizados e descri¢cdo do equipamento: tipo de dispositivo de queimadura,
fonte de calor, temperatura, duracdo, local, nimero e tamanho das queimaduras (7); e 56%

nédo divulgou quaisquer fontes de financiamento e conflitos de interesse (20).

Tabela 4 Resumo da qualidade dos artigos incluidos nesta revisdo. Avaliado usando as diretrizes ARRIVE
modificadas (itens 11 e 14 excluidos), onde cada item é pontuado de 0-2. Para o item 17 (eventos adversos),

92% dos estudos foram avaliados como ndo aplicaveis.

Pontuacao

ltem 0 (%) 1 (%) 2 (%)
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1 0 0 100
2 0 8 92
3 0 0 100
4 0 0 100
5 4 4 92
6 12 16 72
7 0 40 60
8 0 76 24
9 4 32 64
10 4 8 88
12 0 0 100
13 0 0 100
15 8 0 92
16 0 4 96
17 0 0 8
18 0 20 80
19 0 0 100
20 56 16 28
Demografia

Os dados demograficos sdo apresentados na Tabela 5 com comparaces entre 0s
estudos mostrados na Figura 2. Estudos cujo objetivo principal foi relatado como o
desenvolvimento de um novo modelo de queimadura foi responsavel por 20% de todos 0s
estudos incluidos (n=5). Uma alta proporc¢édo de estudos teve o objetivo principal de investigar
novos tratamentos de queimaduras 72 % (n=18), e alguns estudos relataram avaliacdo de uma
modalidade de anélise fisiopatologica 8 % (n = 2). Em relacdo ao sexo dos ratos, 86,4%

(n=19) eram machos e 13,6% (n=3) eram fémeas.



Tabela 5 Os dados demograficos dos animais para os estudos incluidos (n = 25).
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Idade Peso
média médio  Sexo
Mecanismo de Numero Raca dos dos ratos dos ratos dos

Autor (ref) Ano Tipo de estudo gueimadura de ratos  ratos (semanas) (g) ratos
Ahn et al. [26] 2016 Tratamento/terapia nova Contato 24 Wistar 12 350-400 Macho
Andritoiu et al. [27] 2020 Tratamento/terapia nova Contato 42 Wistar - 220-250 Macho
Banerjee et al. [28] 2019 Tratamento/terapia nova Contato 16 - - - -
Bayat et al. [29] 2006 Tratamento/terapia nova Escaldadura 78 Wistar 16 250 £ 30 Macho
Bhowmick et al. [30] 2018 Tratamento/terapia nova Contato 24 Wistar - 180 +20 Fémea
Campelo et al. [6] 2011 rl:r)lgzeer;\éolwmento de Contato 24 Wistar - - Macho
Derakhshanfar et al, [21] 2019 Desenvolvimentode o~ /eccaldadura 6 Sprague i 200220 Macho

modelo Dawley
Eryani et al. [31] 2018 Tratamento/terapia nova Contato 24 gg@?:; 10 250-400 Macho
Fowler et al. [32] 2013 Fisiopatologia/ Contato 117 Sprague i 250-400 Macho

histologia Dawley
Guo etal. [17] 2017 Desenvolvimento de Contato 36 Sprague - 250 £50 Macho

modelo Dawley
Hu et al. [33] 2020 Desenvolvimentode oo 60 Sprague 4-6 180-220 -

modelo Dawley

. Sprague

Juetal. [34] 2014 Tratamento/terapia nova Contato - Dawley 8 300 Macho

—Dados ndo extraiveis, pouco claros ou ndo disponiveis.
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Idade Peso
média médio Sexo
Mecanismo de Numero Raca dos dos ratos dos ratos dos
Autor (ref) Ano Tipo de estudo gueimadura de ratos  ratos (semanas) (g) ratos
Lee et al. [35] 2015 Tratamento/terapia nova Escaldadura 40 gg@?:; 6 180-220 Macho
Liu et al. [36] 2014 Tratamento/terapia nova Escaldadura 126 Wistar 6 180-220 Macho
Fisiopatologia / .
Lytvynyuk et al. [37] 2016 . . Contato 24 Wistar - - Macho
histologia
Ma et al. [38] 2015 Tratamento/terapia nova Escaldadura 105 Wistar - 220-240 Macho
Mohtasham Amiri et al. 2017 Tratamento/terapia nova Contato 95 Sprague - 180-220 Fémea
[39] Dawley
Nunes et al. [40] 2011 Tratamento/terapia nova Contato 45 Wistar - 250-300  Macho
Oliveira et al. [41] 2010 Tratamento/terapia nova Contato 45 Wistar - 200-230  Macho
Ozcelik et al. [42] 2016 Tratamento/terapia nova Escaldadura 30 Wistar - 250-300 Macho
Pereira et al. [7] 2012 rlir)]t(':\)sdeer:\éolwmento de Contato 12 Wistar - 250 +50 Macho
Sawada et al. [43] 1997 Tratamento/terapia nova Escaldadura 10 Wistar - 250-350 Macho
Wang et al. [44] 2015 Tratamento/terapia nova Contato - gg@?:; 420 -
Yang et al. [45] 2020 Tratamento/terapia nova Escaldadura 24 Goto-Kakizaki 12 - -
Yuksel et al. [46] 2014 Tratamento/terapia nova Contato 28 SDF;:;?:; - - Fémea

—Dados ndo extraiveis, pouco claros ou ndo disponiveis.
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. . Niimero de estudos que relatam
A Parametro Média £ DP q
dados demogrificos
Niimero de ratos 454343 23
Idade dos ratos (semanas) 9436 8
Ntmero de queimaduras por rato 19216 2%
Peso dosratos (g) 260.8 £62.5 20
B Tipos de estudo C Raca dos ratos D Sexo dosratos
u Tratamento/nova terapia (n=18) » Wistar (n=13)
u Desenvolvimento de modelo (n=3) u Sprague Dawley (n=10)
» Fisiopatologiahistologia (n=2) = Goto-K akizaki (n=1) s Macho (n=19) = Fémea (n=3)

Figura 2 Demografia dos estudos. (A) especificacdo animal, (B) tipos de estudos, (C) raca dos ratos e (D) sexo

dos ratos. Se os valores forem fornecidos como um intervalo, a média para esse intervalo é apresentada.

Criacao da queimadura

Os diferentes métodos e materiais para criacdo de queimaduras usada por cada estudo
séo relatados na Tabela 6 e resumidos na Figura 3. Os tamanhos de queimaduras individuais
variaram de 0,78 cm? a aproximadamente 19 cm?, com uma média de 4,3 + 4,5 cm?, obtendo
desta maneira uma média de 1,65 % da area da superficie corporal total dos ratos,
considerando a formula [TBSA (cm?) = 9.1BW??] onde: TBSA (area da superficie corporal
total), 9.1 € um atributo fixo e “BW” representa o peso do animal em gramas [47]. Portanto, o
tamanho da queimadura apresentou uma éarea grande o suficiente para exames
histopatoldgicos, e pequeno o suficiente para evitar amplas respostas sistémicas [17-18-20-
48-49]. Para a pressao em gramas, onde o material aplicado na area queimada foi identificado,
apenas 24% dos estudos expuseram este dado, no qual para as queimaduras de contato se
obteve uma média de 227,29 e para a escaldadura um valor Unico de 500g.

Para 0s mecanismos de queimaduras, havia n=25 [17 (estudos somente de contato), 7
(escaldadura) e 1 (contato e escaldadura)]. Havia seis especificacbes distintas para criar
queimaduras de contato (Figura 3C); Latdo foi o metal mais comumente utilizado (27,8%),
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seguido por cobre (22,2%), material ndo informado (22,2%), aluminio (11,1%), metal ndo
especificado (11,1%) e solda (5,6%). Os métodos para aquecer 0s materiais usados para as
qgueimaduras de contato obtiveram iguais porcentagens (Figura 3D), agua quente (33,3%),

eletricidade (33,3%) e nao informado (desconhecido 33,3%).

Medidas dos resultados

As condicdes de queimadura relatadas para criar queimaduras de profundidade
equivalente ou a gravidade conforme avaliada histologicamente sdo fornecidos na Tabela 7.
Houve uma variagdo extremamente grande entre os relatorios de estudo, de quando e como o
dano ao tecido foi avaliado. O Tempo de bidpsia variou desde imediatamente ap06s a criacdo
da queimadura até 7 dias pos-queimadura. Muitos métodos de coloracdo diferentes foram
usados; no entanto, hematoxilina e eosina foram os mais comuns, relatados em 96% dos
estudos. Varios marcadores histologicos diferentes foram usados para determinar a
profundidade da lesdo, sendo a necrose celular, lesdo do coladgeno e resposta inflamatéria as
mais comuns. A maioria dos estudos relatou apenas dados qualitativos para profundidade da
lesdo. Essa ampla variacdo no tipo e na qualidade da avaliacdo da profundidade da lesdo do
tecido, afetou a capacidade de comparar os resultados do estudo. Devido a heterogeneidade
dos estudos, uma analise de meta-regressao ndo foi capaz de ser executado. Onde os dados
estavam disponiveis, a temperatura média e duracdo da exposicdo relatada como causa
superficial, EPS, EPDP e ET foram analisadas e sdo mostradas na Tabela 8. Temperaturas
mais baixas e duracbes mais curtas de exposicdo foram relatadas para queimadura por
escaldadura em EPDP e ET (75-100°C, 10-15 segundos) em comparagdo com as
qgueimaduras de contato EPDP (95-200°C, 2-30 segundos), do mesmo modo (94-100°C, 7—
12 segundos) em comparacdo com as queimaduras de contato de ET (60-150°C, 8-20

segundos).
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Tabela 6 Metodologias de criacdo de queimadura. Se nenhum tamanho de gravacéo foi relatado, o tamanho médio de gravacédo foi calculado a partir das dimensdes do

dispositivo.
Fonte de
Tamanho Tipo de calor para Duracéo
NUmero de médio da material dispositivo da

Local das gueimaduras queimadura Mecanismo de (queimaduras de Temperatura exposicdo Peso
Autor (ref) gueimaduras por rato (cm2) gueimadura de contato) queimadura (°C) (segundos) (9)
Ahn et al. [26] Dorso 2 4 Contato - - 170 2 -
ér;c]irltmu etal. Dorso 1 7,2 Contato Cobre Eletricidade 100 9 -
[Bza8r]erjee etal. Dorso 1 2,32 Contato Latdo Eletricidade 87 10 500
Bayatetal. [29]  Dorso 2 3,81 Escaldadura Banho d'agua n/a 100 7 -
E%(}wmlck etal. Dorso 2 0,95 Contato Latéo Banho d'agua - 20 -
Campelo et al. [6] Dorso 4 1 Contato Cobre Eletricidade 100-200 9 85
Derakhshanfaret o, 1 3,14 Contato, Latdo Banho d'4gua 95 15 .
al. [21] escaldadura

Contato

Eryanietal. [31] Dorso 2 0,78 Contato - - - 20 -
Fowler etal. [32] Pata 1 - Contato Solda Eletricidade 100 30 -
Guo etal. [17] Dorso 1 3,14 Contato Aluminio Eletricidade 60-70 10 300
Hu et al. [33] Dorso 8 2 Contato Latdo Eletricidade 100 8 200
Juetal. [34] Dorso 1 1,5 Escaldadura - - 60 15 -
Lee et al. [35] Dorso 1 6,15 Escaldadura Banho d'agua n/a 100 10 -
Liu et al. [36] Dorso 1 - Contato Banho d'agua n/a 94 12 -

—Dados ndo extraiveis, pouco claros ou ndo disponiveis.
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Fonte de
Tamanho Tipo de calor para
NUmero de médio da material dispositivo Duracédo da
Local das  queimaduras queimadura  Mecanismode  (queimaduras de Temperatura exposicdo Peso

Autor (ref) gueimaduras por rato (cm2) gueimadura de contato)  queimadura (cC) (segundos) (g)
I[_3y7ti/y nyuk et al. Dorso 1 14,5 Escaldadura Cobre Banho d'agua 97-99 15 -
Ma et al. [38] Dorso 1 - Contato Banho d'agua n/a 75 15 -
Mohtasham
Amiri et al. [39] Dorso 1 - Contato - - - - -
Nunes et al. [40] Dorso 1 1 Contato Cobre - - 20 -
[O4I1|\]/e|ra etal. Dorso 1 2,25 Escaldadura Metal - - 20 -
Ozcelik et al. Dorso 1 9 Esponljla, banho Banho d'agua 100 35 -
[42] d'agua
Pereira et al. [7] Dorso 1 0,78 Contato Aluminio Banho d'agua 100 15 51
Sawada et al. Abdomen 4 4 Escaldadura Algodle}o, banho Banho d'agua 99 10 -
[43] d'agua
Wang et al. [44] Dorso 3 19 Contato Latdo Banho d'agua - 10 500
Yang et al. [45] Dorso 1 0,78 Escaldadura Banho d'agua n/a 85 10 -
Yiksel et al. [46] Dorso 4 2 Contato Metal Banho d'agua -

—Dados néo extraiveis, pouco claros ou nao disponiveis.
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Figura 3 Detalhes de criagdo da queimadura, incluindo: (A) mecanismo de lesdo por queimadura, (B)

local das queimaduras, (C) tipo de material e (D) método de material de aquecimento usado para aquecer 0s

dispositivos de contato.

Discussao

Mecanismo de queimadura B

9

Local das queimaduras

= Contato (n=17)

= Escaldadura (n=7) # Dorso (n=23) = Abdomen (n=1)
= Contato e Escaldadura (n=1) = Pata (n=1)
D Meétodo de aquecimento do

Tipo de material (queimaduras de
contato)

'

m [atdo (n=5)

material (queimaduras de contato)

B

u Cobre (n=4) .
= Aluminio (n=2) = Banho d'agua (n=6)
= Solda (n=1) = Eletricidade (n=6)
= Desconhecido (n=4)

= Metal nao especificado (n=2) = Desconhecido (n=6)

Qualidade dos estudos

A maioria dos estudos incluidos para revisdao obteve qualidade adequada. A maior

parte teve pontuacOes de alta qualidade para os itens de: titulo, resumo e introdugdo; métodos;

objetivos da pesquisa com clareza; interpretagdo dos resultados e sua relevancia para a
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biologia humana, abordados de forma conveniente; e declaracdo ética. E preocupante que
76% dos estudos nao forneceram detalhes completos dos animais usados, incluindo: espécie,
sexo, idade e peso, dificultando deste modo as possiveis mimetizacdes destes trabalhos por
outros autores; similarmente, 40% ndo mencionaram adequadamente os detalhes precisos de
todos os procedimentos realizados e descricdo do equipamento: tipo de dispositivo de
queimadura, fonte de calor, temperatura, duragdo, local das queimaduras, nimero e tamanho
das queimaduras, diminuindo deste modo uma comparacdo mais eficaz entre os métodos e
suas relativas profundidades na lesdo térmica; e 56% ndo divulgaram quaisquer fontes de
financiamento e conflitos de interesse, dados que auxiliam em planejamentos futuros de
pesquisas. Notavelmente, uma pequena porcentagem de estudos ndo teve nenhum dos itens
abordos (pontuacdo 0) de método bésico, descrevendo procedimentos para reduzir o vies,
avaliacbes de bem-estar animal e métodos estatisticos usados para analise. Embora as
pontuagOes de baixa qualidade nesses itens ndo impedirem incluséo de estudos nesta reviséo,
inconsisténcias nos relatérios podem ter um efeito sobre a capacidade de avaliar a forga de
suas conclusdes. Atualmente existe um consenso entre 0s pesquisadores em biociéncias que
trabalham com animais, para aplicacdo das diretrizes ARRIVE [22]. Assim sendo, além de
defender os principios dos 3 Rs, reducdo, substituicdo e refinamento (reduction, replacement
and refinement) e proporcionando detalhes dos calculos do tamanho das amostras, ocorre um
aumento na qualidade e abrangéncia de relatérios para modelos de queimadura em ratos

experimentais.

Tipos de estudo e dados demogréficos

Como reportado anteriormente, os tipos de estudos mais comumente realizados
incluem: tratamento/nova terapia, modelo de queimadura e fisiopatologia/histologia.
Curiosamente, houve uma alta proporcédo de estudos cujo principal objetivo era a investigacdo
de novos tratamentos de queimaduras ou modalidades diagndsticas. Dado o grande nimero de
modelos de queimaduras em ratos na literatura, € surpreendente que novos modelos sejam
continuamente desenvolvidos para esses tipos de estudos, ao invés de aperfeicoar métodos
existentes. Analisando de forma abrangente modelos de queimadura de ratos, ja existentes, e
avaliando como as condi¢fes de queimadura se relacionam com a gravidade da leséo, esta
revisao deve servir como um recurso para pesquisadores € minimizar o uso futuro de animais.

A demografia dos ratos nos estudos foi semelhante. Embora o uso de ratos Wistar na
pesquisa de queimaduras tenha uma elevada popularidade, nos ultimos anos, muitos estudos

vém relatando o uso de ratos da raca Sprague Dawley, animais albinos, que similar a raga
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Wistar apresentam vantagens como: tranquilidade e facilidade de manipulagédo. Esses ratos
normalmente tém uma cauda mais longa em propor¢do ao comprimento do corpo do que 0s
ratos Wistar [50, 51]. Os ratos israelenses da raca Goto-Kakizaki, apresentam aplicacbes mais
restritas devido aos animais apresentarem hiperglicemia e hiperinsulinemia, principalmente
na idade adulta [52]. A maioria dos estudos relatou a criacdo de queimaduras individuais
(n=16), queimaduras duplas em segundo lugar (n=4), seguido por ratos com 4 queimaduras
(n=3), ratos com 3 lesbes (n=1) e 8 lesdes (n=1), com uma média de 21 queimaduras de
tamanho moderado (4,3 + 4,6 cm?) por rato. E importante salientar a falta geral de
consisténcia em relatar todas as especificacfes dos animais (por exemplo, espécie, sexo,
idade, peso); no entanto, a semelhanca da demografia animal entre a maioria dos estudos,
permitiu as comparacgoes.

Os modelos de lesdo por queimaduras que aplicam escaldadura, sdo comumente
reconhecidos como mais desafiadores pelos pesquisadores, devido ao aumento significativo
no risco de queimaduras ndo intencionais, em comparacdo com modelos de queimaduras de
contato [12-53]. Portanto, ndo é de se surpreender que a maioria dos modelos de queimadura
de ratos analisados no presente estudo é de modelos de queimadura de contato. Ndo apenas
houve mais estudos, mas a gama de temperaturas e tempos de contato aplicados para gerar
queimaduras de contato era maior do que para queimaduras por escaldadura. Em um dos
estudos, reportado por Derakhshanfar et al. 2019 [21], para modelo de queimaduras com
padronizacdo de temperatura (95 °C) e tempo (15 segundos), com comparacdes de
escaldadura e contato, constatou-se que apesar dos memos tempos e temperatura, a histologia
confirmou que a escaldadura produziu um dano menos severo EPDP, contra a queimadura de
contato que produziu uma leséo de ET, resultado este, que pode ser explicado pelo contato
direto da barra de latdo aquecida com a pele e somado a este fator a pressdo manual do
controlador, resultando em espessuras diferentes, mesmo que aplicado a mesma técnica [54-
55].
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Condigdes de queimadura: temperatura (°C)

i /d a i6psi i

Mecanismo uracao (s) Te,mpo d_e biopsia Método de  Marcadores histologicos para
Autor (ref) de pos-queimadura Coloragéo rofundidade leséo

gueimadura Superficial EPS EPDP ET (dia) ¢ P
Ahn et al. [26] Contato 170/2 1,514 H&E, PR Colageno, necrose tecidual
Andritoiu et al. Contato 100/9 13,6 12, 21 H&E Inflam:?l(;ao tecidual, ulgera(;ao,
[27] fibrose, granulacdo

H&E, TM,
Banerjee et al. o hato 85/10 1,4,7,14, 21,28 enacromo, Colageno
[28] PR,
Herovici

E?iat et al. Escaldadura 100/7 7, 16, 30 H&E Angiogénese, granulacédo
Bhowmick et H&E, Van .
al. [30] Contato N/20 7,14,21 Gieson Colageno
E}aimpelo et al. Contato 100/9 150/9 200/9 7 H&E Reepitelizacdo, lesdo muscular
Derakhshanfar Contato 95/15 2 H&E Rgsppsta Jnflamatorla,~
etal. [21] reepitelizacéo e granulagao

H&E, Hematoxilina e Eosina; TM, tricromico de Masson; PR, Picrosirius red. -Dados ndo extraiveis

, pouco claros ou ndo disponiveis.
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Condigdes de queimadura: temperatura

Mecanismo 3 Tempo de
Autor (ref) de (C)/duracdo (s) bidpsia pés-  Método de  Marcadores histologicos
queimadura Superficial EPS EPDP ET quel(rgizfilura Coloragdo para profundidade lesdo
Derakhshanfaret Escaldadura 95/15 7 H&E Re_spgsta ~mflamatorla,~
al. [21] reepitelizacdo e granulacao
Eryani et al. [31] Contato N/20 3,7,14,21 H&E, TM Colageno
Fowler et al. Contato 100/30 0,1,3 7 28 H&E Colageno, necrose tefslplual,
[32] resposta inflamatoria
Reepitelizacdo, maturacdo da
Lee et al. [35] Escaldadura 100/10 2,14,21 H&E, TM epldgrme ¢ derrr_le, «
granulacdo, colagenizacao,
células inflamatdrias
Células inflamatorias,
Liu et al. [36] Escaldadura 94/12 0,1,2,3,6,8,11 H&E capilares e colageno tipos
/11
Lvtvwnvuk et al H&E, azul Modificagdes
[3y7] yny ' Contato 97-99/15 1,7,14,21 de morfofuncionais de
toluidina neurocitos
Colageno, células
Ma et al. [38] Escaldadura 75/15 7,14, 21 H&E inflamatérias, fibroblastos,

granulacao

H&E, Hematoxilina e Eosina; TM, tricrdmico de Masson; PR, Picrosirius red. —Dados ndo extraiveis, pouco claros ou ndo disponiveis.
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Mecanismo Condicoes de queimadura: temperatura Tempo de bidpsia , o
C)/duracio (s) , . Método de  Marcadores histoldgicos para
Autor (ref) de (=C) 2 pos-queimadura Coloracéo rofundidade leséo
gueimadura Superficial EPS EPDP ET (dia) ¢ P
Mohtasham Reepitelizacdo, angiogénese
Amiri et al.  Contato N 7,14, 21 H&E pitelizacao, anglogenese,
[39] granulacdo, inflamacéo
Nunes et al. H&E, - L. e
[40] Contato N/20 7,14,21 Picro-Sirius Perfil inflamatdrio, epitelizacdo
Oliveira et H&E, Reacdo inflamatoria,
al. [41] Contato N/20 7,14,21 Picro-Sirius reepitelizacao, fibroblastos,

' red colageno, neoangiogénese
Ozcelik et Escaldadura 100/35 7 H&E, MT Colaggno, esta§(e_, células
al. [42] inflamatorias
Eug] et al Contato 100/8 2 H&E Necrose e zonas de estase
juetal. [34]  Contato 60/15 3,7,14,21  H&E, TM Deposigéo de colageno e

formagédo dérmica
Sawada et Escaldadura 99/10 5 H&E Resposta mflamatorla, necrose
al. [43] tecidual
Wang et al. Contato N/30 3 H&E, MT Colageno, necrose, zonas de
[44] estase
\[;asrig et al. Escaldadura 85/10 7,14, 25,31 H&E Necrose epidermal
Yiksel et al. Contato N/10 0,7 14, 21 H&E, MT Flbroblastos,_ colggeno,
[46] vascularizagédo

— A letra N representa os dados ndo disponiveis.
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Tabela 8 As temperaturas e duracdes de exposicdo relatadas para criar queimaduras de gravidades diferentes.

Gravidade Tempo  Intervalo Intervalo de

da Mecanismo  médio de tempo Temperatura temperatura
gueimadura delesdo  (segundos) (segundos) média (eC) (eC) n
Superficial ~ Contato 10 10 60 60 1
EPS Contato 9,7 09-10 82,5 65-100 3
EPS Escaldadura 22,5 10-35 99,5 99-100 2
EPDP Contato 13,6 8-20 95,3 60-150 10
EPDP Escaldadura 12,5 10-15 88,75 75 -100 4
ET Contato 17,3 2-30 132,6 95-200 7
ET Escaldadura 9,5 07-12 97 94 — 100 2

EPS, espessura parcial superficial; EPDP, espessura parcial dérmica profunda; ET, espessura total.

Comparacéo das condi¢des de queimadura para queimaduras de gravidade equivalente

Queimaduras de contato

Embora muitos estudos de queimaduras de contato tenham sido incluidos, o
agrupamento dos dados foi dificil devido & heterogeneidade de materiais usados nos
dispositivos de queimadura, como: latdo, aluminio, cobre, solda, metal ndo informado e
material desconhecido. As propriedades térmicas de cada material séo Unicas, com capacidade
e habilidade de transferir calor para o tecido, diferindo amplamente. Além disso, 0 método de
aquecimento dos dispositivos e a pressdo com a qual foram aplicados a pele, também diferia,
0 que tornou as comparac@es entre modelos desafiadoras. Portanto, uma analise quantitativa
com meta-regressdo nao pode ser realizada. Independentemente, houve uma associacao
aparente entre a gravidade da queimadura e a duracdo média da exposicdo, com a gravidade
da gqueimadura aumentando a medida que a duracdo média de exposicdo ao dispositivo
aumentava. Tempo médio de contato de 10, 13,6 e 17,3 segundos foram relatados para
gueimaduras de contato superficial, EPDP e ET, respectivamente.

A média das condi¢cBes de queimadura de contato relatadas para causar lesGes de
EPDP foi 95,3 °C por 13,6 segundos. Este dado € de suma importancia, servindo como guia
para estudos de desenvolvimento de modelos futuros, embora exista a problematica da grande
variedade de materiais utilizados para confeccionar as queimaduras de contato. Guo et al.
(2017) [17] propuseram uma queimadura de EPDP com padrdes de 70 °C por 10 segundos e
Andritoiu et al. (2020) [27] 100 °C por 9 segundos, esta grande diferenca (30 °C) poderia ser
explicado pela divergéncia de calor especifico entre os metais utilizados, enquanto o primeiro
utilizou aluminio, com calor especifico de 0,22 cal/(g.°C) o segundo utilizou cobre 0,094

cal/(g.°C) que apresenta 2,3 vezes menos calor especifico que o aluminio, necessitando deste
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modo de mais calor que o primeiro modelo; somado a estes fatores o trabalho de Guo et al.
(2017) [17] aplicou uma forca de 300 gramas, considerada elevada se compararmos com
outros autores, Pereira et al. (2012) [7] 51 gramas e Campelo [6] et al 85 gramas, fator este de
consideravel importancia na profundidade da lesdo. Singh et al. (2016) [56] sugerem que
exista uma correlacdo entre a quantidade real de calor transferido e a gravidade da leséo,
aumentando desta maneira a eficacia de padronizagdo dos estudos futuros. Apesar de ndo se
enquadrar no escopo deste artigo, os dados coletados aqui fornecem um recurso valioso para
estudos de modelagem matematica, que podem considerar variaveis como calor especifico,
densidade e condutividade térmica do material usado frente a area de contato. A Comparacédo
da quantidade real de calor entregue por diferentes materiais, em comparacdo com a

severidade da leséo, teria um enorme beneficio para os pesquisadores.

Queimaduras por escaldamento

Todos 0os modelos de queimadura de escaldadura incluidos usaram agua quente para
criar as queimaduras, com excec¢do dos trabalhos de Ozcelik et al. (2016) [42] e Sawada et al.
(1997) [43] que utilizaram esponja e tecido de algoddo, respectivamente, embebidos com
agua fervente. Incluindo todos os estudos de escaldadura, as condi¢cbes médias de queimadura
necessarias para causar uma queima de EPDP foram de 88,8 + 9,6°C por 12,5 + 2,5 segundos.
Este resultado é comparavel a um estudo recente que investigou derramamentos de bebidas
quentes usando dados experimentais de substitutos de tecido da pele e simulagcBes numéricas
[57], os autores estimaram que uma lesdo mediana da derme resultaria de um derramamento
com agua acima de 82 °C onde a roupa saturada foi deixada em contato com a pele por 30
segundos. Este resultado é muito semelhante as conclusfes de Abraham et al. (2015) [58] que
identificaram por modelo computacional que é necessaria uma temperatura de no minimo

aproximadamente 77 °C por 10 segundos para produzir uma leséo EPDP.

Queimaduras de contato versos escaldadura

As Comparag0es entre as condigdes relatadas para causar queimadura por escaldadura
e contato de gravidade equivalente s6 foi possivel para queimaduras EPDP e ET. Uma
disparidade era aparente para EPDP, com temperaturas substancialmente mais baixas e
tempos de exposicdo mais curtos relatados para queimaduras por escaldadura (88,8 °C por
12,5 segundos) em comparagdo com queimaduras de contato (95,3 °C por 13,6 segundos), do
mesmo modo para a queimadura de ET, escaldadura (97 °C por 9,5 segundos) e contato

(132,6°C por 17,3 segundos). Estes resultados podem ser surpreendentes se evidenciarmos a
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condutividade térmica relativamente inferior da 4gua em comparacdo com 0s metais.
Contudo, a capacidade de calor especifico da &gua € muito mais elevada quando comparada a
dos metais descritos, podemos destacar o latdo que é 10 vezes inferior. Portanto, a quantidade
de energia térmica armazenado em agua aquecida a 88 °C é maior do que uma haste de latdo
aquecida a mesma temperatura. Esta revisdo demonstra a importancia do efeito do mecanismo
de lesdo na gravidade da queimadura. Recomendamos que as condigdes de queimadura
estabelecidas por modelos de contato em ratos para criar certa profundidade de leséo,
fornecam dados mais precisos a fim de estabelecer uma padronizacdo exata da lesdo em
estudo.

Entre as limitagdes que foram identificadas para as comparacfes entre 0s estudos,
destacam-se, as diferentes classificagdes utilizadas para demonstrar a gravidade da lesdo no
tecido, como a avaliacdo da profundidade realizada em diferentes momentos p6s-queimadura,
somado a este fator, divergentes coloracbes usadas para coloracdo nos tecidos e
heterogeneidade nos marcadores de lesdo celular. Uma gama de estudos apresentava
informagdes insuficientes para métodos e materiais na criacdo da queimadura. Além disso,
alguns estudos ndo continham informagdes sobre as condi¢cbes de queimadura, como
profundidade ou gravidade, e se presente, ndo relatava claramente ou em gréaficos, forcando
uma interpretacdo subjetiva dos dados analisados. Também reconhecemos a possibilidade de
viés de selecdo devido a exclusdo de artigos em que o texto completo ndo estava disponivel
em inglés. Esta reviséo foi limitada a estudos onde a profundidade do dano foi determinada
histologicamente dentro de 7 dias de criacdo da queimadura. Revis@es futuras de modelos de
gueimadura em ratos, onde se investiga a medida do tempo de cicatrizacdo, seria uma boa

alternativa para adi¢do de mais detalhes nesta area.

Conclusdes

Esta nova revisdo sistematica com 25 estudos incluidos fornece uma visao abrangente
dos modelos de queimadura em ratos usados na pesquisa de lesGes por queimadura. Em suma:

* No geral, a qualidade dos documentos incluidos foi de qualidade quando avaliados
de acordo com as diretrizes ARRIVE.

* Apesar da disponibilidade de varios modelos bem validados, pesquisadores
continuam a desenvolver novos modelos para uso em estudos que investigam tratamentos ou
diagnosticos de queimaduras.

 As condigBes medias de queimadura relatadas para causar uma lesdo de EPDP de

escaldadura (88,8 °C por 12,5 segundos) sdo diferentes das de contato (95,3 °C por 13,6
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segundos). A implicacdo clinica disto é que lesdes de gravidade equivalente podem ser
sustentadas a temperaturas mais baixas e/ou dura¢Ges mais curtas com queimaduras por
escaldadura.

* Continua dificil estimar a gravidade da lesao para a derme da exposi¢do a agua,
como visto com escaldaduras de imersdo em agua quente a 100 °C e tempos variados 35, 10 e
7 segundos para queimaduras de EPS, EPDP e ET, respectivamente.

* A grande distingdo entre os materiais que sdo utilizados para gerar modelos de
gueimadura de contato limita a detec¢do de condi¢cBes necessarias para criar queimaduras de
profundidade pré-definida. Formulas matematicas, calculos ou modelagem que estimem a
quantidade de energia térmica gerada por cada aparelho séo necessarios.

* O principal objetivo desta revisdo foi a realizagdo de um estudo sistematico,
permitindo deste modo uma nova andlise com agrupamento dos resultados de diferentes
estudos, avaliando de maneira prudente a relacdo entre: temperatura, duracdo e gravidade das
queimaduras.

« Portanto, pode-se inferir que o resultado de qualquer método de tratamento, ndo pode
ou n&o deve ser generalizado para todos os modelos de queimadura.
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4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel obter hidrogéis estaveis compostos
por 1,7% (p/v) de galactomanana (de Sementes de Cassia grandis) e 0,5% (p/v) de k-
carragenana, com 0,2 M de CaCl, a pH 5,0 acrescidos ou ndo de lactoferrina e/ou
Cramoll 1,4, ndo havendo mudancas significativas no pH e nenhuma contaminagao
microbiana ao longo do tempo de estocagem.

Foi observada diminui¢do da opacidade e aumento da transparéncia ao longo dos 90
dias de armazenamento a 4 ‘C, com tendéncia de a* a coloragdao verde ¢ b* ao
amarelo, resultados estes favoraveis para aplicagdes diarias, com possiveis
observagdes macroscopicas da evolugdo da lesdo.

Os estudos reologicos confirmaram a caracteristica solida e viscoelastica dos
hidrogéis, mantendo estd caracteristica mesmo apds adi¢do das proteinas estudadas,
resultados favordveis considerando a ndo alteracdo da reologia padrao do hidrogel de
polissacarideos.

A reologia também confirmou a importancia da adi¢do do CaCl, e k-carragenana ao
hidrogel, que preserva o modulo G' superior ao modulo G".

As andlises macroscopicas revelaram queimaduras térmicas de cor branca, sem bolhas
com leve edema; cicatrizagcdo centripeta com recobrimento de crosta no sétimo dia e
conjuntamente com a retragao da lesdao foi confirmado um melhor reparo para o grupo
HLC.

Corroborando com as andlises macroscopicas e de retragdo das queimaduras, as
analises histopatologicas confirmaram que a aplicacdo tdpica regular do hidrogel
contendo lactoferrina e Cramoll-1,4 na concentragdo de 100 pg para o tratamento de
queimaduras cutdneas de segundo grau, acelerou os processos de granulagdo,
reepitelizagdo e retragdo da ferida em ratos Wistar.

Deste modo, podemos concluir que os hidrogéis, com destaque para o grupo HLC
possui propriedades fisicas adequadas e estaveis, mostrado ser uma alternativa eficaz
para substituir curativos sintéticos na cicatrizagdo de queimaduras, com potencial de

aplica¢do na industria médica e cosmética.
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* Apesar da disponibilidade de varios modelos bem validados, pesquisadores
continuam a desenvolver novos modelos para uso em estudos que investigam tratamentos ou
diagnosticos de queimaduras.

* As condi¢des médias de queimadura relatadas para causar uma lesao de EPDP de
escaldadura (88,8 °C por 12,5 segundos) sdo diferentes das de contato (95,3 °C por 13,6
segundos). A implicacdo clinica disto é que lesdes de gravidade equivalente podem ser
sustentadas a temperaturas mais baixas e/ou duragGes mais curtas com queimaduras por
escaldadura.

 Continua dificil estimar a gravidade da lesdo para a derme da exposi¢do a agua,
como visto com escaldaduras de imersdo em agua quente a 100 °C e tempos variados 35, 10 e
7 segundos para queimaduras de EPS, EPDP e ET, respectivamente.

« Portanto, pode-se inferir que o resultado de qualquer método de tratamento, ndo pode
ou n&o deve ser generalizado para todos os modelos de queimadura.
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INTRODUCTION

Aims and scope The Aims and Scope of Carbohydrate Polymers must be complied with in

order for submissions to be considered for review and possible publication.
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tissue engineering and wood, and other aspects of glycoscience.
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work reported, not a peripheral . At least one named carbohydrate polymer must be cited and
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scientific knowledge.

Characterization For all polysaccharides, including those obtained from a supplier, essential
structural information which will affect their behavior in the subsequent work should be
given, along with a description of how that information was ascertained. Examples of such
essential information include molecular weight, mannuronate/guluronate ratio for alginates,
degree of esterification for pectin, degree of deacetylation for chitosan. Editors are unlikely
to send papers for formal review with a statement such as “sodium alginate was purchased
from XXX Inc." unless additional information is supplied. For papers involving synthesis,
polysaccharide derivatives must also be well- characterized. For papers describing identity or
application of newly-discovered polysaccharides, purity and monosaccharide composition
are essential; some molecular size and linkage information is highly desirable.

Hypothesis Nearly all scientific papers benefit from inclusion of a statement of hypothesis.
Such statements should be clear, concise, and declarative. The statement should describe the
one or more key hypotheses that the work described in the manuscript was intended to confirm
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the most relevant previous literature and point out what the authors feel is distinct about the
current hypothesis (novelty). It also permits the authors to describe why they feel it would be
important to prove the hypothesis correct (significance).

Topics of interest to the journal: structure-property relationships analytical methods
chemical, enzymatic and physical modifications biosynthesis natural functions interactions
with other materials Glycogen

Topics not of interest to the journal: biological, physiological and pharmacological
aspects of non-carbohydrate; molecules attached to, or mixed with, carbohydrate
polymers, unless the polysaccharide has a relevant and specific role; materials science of
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biocomposites where there is no mention of any specific carbohydrate polymer, or the role of
the carbohydrate polymer is not the major proportion of the study; polyalkanoates, polylactic
acid, or lignin; routine studies of extraction yields without characterisation of the extracted
polysaccharide under the different conditions; routine studies of complexation of a drug with
a single cyclodextrin; studies of newly discovered natural polysaccharides or new
polysaccharide derivatives where the structure of the polysaccharide (derivative) is unknown;
production and isolation of enzymes which act on polysaccharides (studies on the mode of
action of an enzyme on a polysaccharide are within the journal scope); carbohydrate
oligomers where the degree of polymerization is less than four; treatments of cotton fabrics
and cellulose-based paper where the research is largely not about the component cellulose
itself; use of carbohydrate polymers as a support material (e.g. in enzyme immobilization,
chromatography, etc.) where there is no specific involvement of the chemistry of the
carbohydrate polymer.

Types of paper

Original full-length research papers should contain material that has not been previously
published elsewhere, except in a preliminary form. These papers should not exceed 6000 words
of text (including references) and generally not more than 10 figures/tables. The same
information should not be repeated in a figure and a table.

Review papers will be accepted in areas of topical interest and will normally emphasise
literature published over the previous five years. They should not exceed 12,000 words (not
including references) and should contain no more than 8 figures and 6 Tables. The same
information should not be repeated in a figure and a table.

This journal (as do all high impact journals) places a very high bar on acceptance of reviews.
This must be the case since a review is not the authors own work but is a representation from the
author(s) of recent "high quality" work in an important field and is intended to provide an all-
encompassing and in-depth presentation from the author(s) of the recent impactful
developments, the opportunities, the failures, the challenges, the interfaces with other
disciplines (and how these interfaces affect the science) in the field. Also, review manuscripts
should be of the highest quality on initial submission and should not need considerable
reworking or language improvements.

Contact details for submission

Contributors must submit their articles electronically via the Elsevier Editorial System
https://www.editorialmanager.com/carbpol/default.aspx. This is the only method of
submission, and facilitates processing of your article.

Review process

A peer review system is used to ensure high quality of papers accepted for publication. The
Editors will reject papers without formal review when it is deemed that the paper is on a topic
outside the scope of the Journal, lacking technical merit or lacking appropriate
characterization, missing a hypothesis, containing data which are non-reproducible (another
scientist from a third-party laboratory must be able to reproduce your work), of narrow
regional scope and significance, lacking novelty, does not advance scientific knowledge or is
poorly written.
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Previous publication of a paper on a particular topic does not guarantee publication of
subsequent papers in that area, as the Aims and Scope of the journal are regularly updated.
Please see the Current Aims and Scope before you submit.

Revisions

Any revised papers returned later than three months after being sent to authors with the
reviewers' comments will be treated as a new submission. When submitting a revised paper
authors must list all of the reviewer's comments and indicate how they have responded to the
comment, and where in the paper they have made appropriate revisions. All modifications in
the paper must be shown in red. Authors must submit two versions of the revised
manuscript, one with changes marked and one clean version with no changes marked which
will be used by production should your manuscript be accepted.

Resubmitted Manuscripts

It is the author's choice whether or not to resubmit a rejected manuscript to the journal. The
expectation of the journal and its editors is that any resubmission will be the result of
significant rewriting and perhaps additional experimentation as required to address all prior
reviewer and editor concerns. Authors resubmitting previously rejected manuscripts are
required to; 1) identify the manuscript as a resubmitted manuscript in the cover letter to the
editor, including identification of the prior title and manuscript number, 2) address all
reviewer concerns from the final reviews of the previous, rejected manuscript, and 3) include
a "Response to Reviewers" document that includes those reviews from the previous version
and your responses to those reviews; clearly identify what are reviewer comments and what are
your responses, often the use of color is a convenient way to do so.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.

Studies in humans and animals

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript
should be in line with the Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and
Publication of Scholarly Work in Medical Journals and aim for the inclusion of
representative human populations (sex, age and ethnicity) as per those recommendations.
The terms sex and gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be
observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried
out in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have
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been followed. The sex of animals must be indicated, and where appropriate, the influence (or
association) of sex on the results of the study.

« Plagiarism and Ethical Concerns

By submitting this manuscript, the authors agree that text, equations, or figures from
previously published articles or books have been clearly identified in full and their origin
clearly explained in the adjacent text, with appropriate references given at the end of the
paper. Duplication of text is rarely justified, even with diligent referencing. Exceptions may
be made for descriptions of standard experimental techniques, or other standard methods used
by the author in the investigation; but an appropriate citation is mandatory. Authors who
duplicate material from their own published work in a new article, without clearly
identifying the repeated material and its source as outlined above, are self-plagiarising.

If an author is found to have plagiarized content from another author or submits a duplicate
publication the paper will be rejected without review. These actions may result in sanctions
such as retraction of the article (along with the publication of a corrective notice with a direct
link to the original article explaining the reason for the retraction) and a possible ban on future
publications from the author. In addition, the scientific community at large, including the
author's work place, may be notified about the case and the decision reached. Committing
plagiarism or submitting a duplicate publication can have a negative impact on an author's
scientific career.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
competing interests include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. Authors must
disclose any interests in two places: 1. A summary declaration of interest statement in the title
page file (if double anonymized) or the manuscript file (if single anonymized). If there are no
interests to declare then please state this: 'Declarations of interest: none'. This summary
statement will be ultimately published if the article is accepted. 2. Detailed disclosures as part
of a separate Declaration of Interest form, which forms part of the journal's official records. It
is important for potential interests to be declared in both places and that the information
matches. More information.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing
policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication
(see 'Multiple, redundant or concurrent publication' for more information).

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
differences, and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about
the beliefs or commitments of any reader; contain nothing which might imply that one
individual is superior to another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual
orientation, disability or health condition; and use inclusive language throughout. Authors
should ensure that writing is free from bias, stereotypes, slang, reference to dominant culture
and/or cultural assumptions. We advise to seek gender neutrality by using plural nouns
("clinicians, patients/clients™) as default/wherever possible to avoid using "he, she,” or
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"he/she.” We recommend avoiding the use of descriptors that refer to personal attributes such
as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health condition unless
they are relevant and valid. These guidelines are meant as a point of reference to help
identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.

Author contributions

For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their
individual contributions to the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualization;
Data curation; Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project
administration; Resources;Software; Supervision; Validation; Visualization; Roles/Writing -
original draft; Writing - review & editing. Authorship statements should be formatted with the
names of authors firstand CRediT role(s) following. More details and an example

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting
their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original
submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list
should be made only before the manuscript has been accepted and only if approved by the
journal Editor. To request such a change, the Editor must receive the following from the
corresponding author: (a) the reason for the change in author list and (b) written
confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from
the author being added or removed.

No additions, deletions or changes to authorship of a paper will be permitted after the article
is accepted.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your
article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to
consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will be transferred
automatically on your behalf with no need to reformat. Please note that your article will be
reviewed again by the new journal. More information.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement'
form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the
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author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s)
in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to
complete a 'License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open
access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
More information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Open access

Please visit our Open Access page for more information.
Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher
Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to
guide you through the process of writing for research and going through peer review. Feel free to
use these free resources to improve your submission and navigate the publication process
with ease.L

anguage (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's Author
Services.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts source files to a
single PDF file of the article, which is used in the peer-review process. Please note that even
though manuscript source files are converted to PDF files at submission for the review
process, source files containing the accepted revisions are needed for further processing after
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acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests
for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Reviewers

Authors are required to submit with their articles, the names, complete affiliations (spelled
out), country and contact details (including current and valid (preferably business) e-mail
address) of three potential reviewers. Email addresses and reviewer names will be checked
for validity. Your potential reviewers must not be from your institute, and at least two should
be from a different country. Authors must not suggest reviewers with whom they have
collaborated within the past two years. Your submission will be rejected if these are not
supplied. Names provided may be used for other submissions on the same topic. Reviewers
must have specific expertise on the subject of your article and/or the techniques employed in
your study. Briefly state the appropriate expertise of each reviewer. Do not select a referee only
because they have expertise on polysaccharides, this is not specific enough. For each
reviewer you suggest you must include details of two recent relevant research or review
papers authored by the potential reviewer which have appeared in good quality scientific
journals. Authors cited in your paper can be useful suggested reviewers, provided that they
have published in the field over the last few years.

PREPARATION

Peer review

This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially
assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically
sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the
paper. The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of
articles. The Editor's decision is final. Editors are not involved in decisions about papers which
they have written themselves or have been written by family members or colleagues or which
relate to products or services in which the editor has an interest. Any such submission is
subject to all of the journal's usual procedures, with peer review handled independently of
the relevant editor and their research groups. More information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar
to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier).
Carbohydrate Polymers requires authors to include tables and figures in the body of the
article at the appropriate position, not at the end of the article. See also the section on
Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-
check’ functions of your word processor.


https://www.elsevier.com/reviewers/what-is-peer-review
https://www.elsevier.com/reviewers/what-is-peer-review
https://www.elsevier.com/guidepublication

169

Pages must be numbered, and lines must be numbered consecutively throughout the

manuscript.

Article structure

(The abstract is not included in section numbering; see specific instructions
below.)Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use
this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text. Any
subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate
line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results. Focus on a number of key references; do not
overlook the earlier, seminal work.

Hypotheses

Nearly all scientific papers benefit from inclusion of a statement of hypothesis. Such statements
should be clear, concise, and declarative. The statement should describe the one or more key
hypotheses that the work described in the manuscript was intended to confirm or refute.
Inclusion of a hypothesis statement makes it simple to contrast the hypothesis with the most
relevant previous literature and point out what the authors feel is distinct about the current
hypothesis (novelty). It also permits the authors to describe why they feel it would be
important to prove the hypothesis correct (significance). Submissions must include a
statement of hypothesis and authors will be asked to copy and paste this into the
editorial system as part of the submission process. The hypothesis shall be stated in the
introductory section, and the conclusion section shall include your conclusion about whether
the hypothesis was confirmed or refuted, as well as describing any new hypotheses generated
by the work described. Here is an example of a famous, excellent hypothesis statement;
declarative, concise, clear, and testable:

"Equal volumes of gases, at the same temperature and pressure, contain equal numbers of
molecules."

Lorenzo Romano Amedeo Carlo Avogadro di Quarega e di Carreto (Avogadro), 1811. Review
articles do not require a hypothesis statement

Material and methods (or experimental)

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results

A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and description of published literature.
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Results should be clear and concise.
Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them.
Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section. The
Conclusion should not be a summary, but should illustrate the advances and claims of
innovative aspects of the research work done.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l, etc.

Essential title page information

« Title. Concise, attractive and informative. The title should not exceed 120 characters
excluding spaces and should make clear the focus of the paper and the fact that the focus is
within the scope of the journal. Specifically name the carbohydrate polymer or group of
carbohydrate polymers that is the main focus of the research. Because titles are used in
information-retrieval systems, avoid abbreviations and formulae, avoid general terms when
specific ones are available, avoid strings of names. Check for syntax and spelling. If your
paper is areview paper, please include the word "review" somewhere in the title.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address

of each affiliation, including the country name and the e-mail address of each author.
Authors must provide and use an email address unique to themselves and not shared with
another author registered in Editorial Manager, or a department. Institutional email addresses,
rather than personal email addresses such as gmail, are strongly preferred for all authorswho are
affiliated toan institution; this is particularly important for the corresponding author.

o Corresponding author. Carbohydrate Polymers allows only one corresponding author.
Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of reviewing and publication,
also post- publication. Ensure that telephone and fax numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did
the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are
used for such footnotes.
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Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your
article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the
novel results of your research as well as new methods that were used during the study (if
any). Please have a look at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required, and should be a maximum of 150 words in length.
The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and major
conclusions. Numerical values for the most important findings should be reported. An
abstract is often presented separately from the article in databases, so it must be able to stand
alone. For this reason, vague terms and references should be avoided. Also, non-standard or
uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their
first mention in the abstractitself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts
should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please
provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The
image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi.
Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical
Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their

images and in accordance with all technical requirements.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a minimum of 3 and maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the
field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations
Define abbreviations that are not standard in this field or approved by learned societies in a

footnote to be placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in
the abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure
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consistency of abbreviations throughout the article. Abbreviations, except for very common
terms (e.g. DNA, NMR), should not be used in the title of the paper.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language
help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the
funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for
small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers
of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that
have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used.
Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.
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Electronic artwork General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
o Embed the used fonts if the application provides that option.
» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,

Symbol, or use fonts that look similar.
o Number the illustrations according to their sequence in the text.
 Use a logical naming convention for your artwork files.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published
version. A detailed guide on electronic artwork is available on our
website: https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep
to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these

typically have a low number of pixels and limited set of colors;
« Supply files that are too low in resolution;
» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF) or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge,
that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition
to color reproduction in print. Further information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the
figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a
minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables and Figures

Data used in tables and figures must be legible and relevant to the stated aims of your paper
and related to a specific point. Number tables consecutively in accordance with their
appearance in the text. Place footnotes to tables below the table body and indicate them
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with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Please ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article. Do not exceed
a total of 10 tables/figures; any additional figures or tables can be included in the
supplementary data. Please note that over half the papers submitted to Carbohydrate
Polymers in 2017 were sent back to authors because of poor figure resolution or
exceeding the number of figures permitted.

Carbohydrate Polymers requires authors to include tables and figures in the body of the article
at the appropriate position, not at the end of the article
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Citation in text

All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year
of publication (Smith, 2003);
2. Two authors: both authors' names and the year of publication (Smith & Jones, 2004);
3. Three, four or five authors: all authors names and year of publication (Smith, Jones, &
Brown, 2005). For all subsequent citations of this work use et al. (Smith et al., 2005).
4. Six or more authors: first author's name followed by et al. and the year of publication
(Black et al., 2007).
Citations may be made directly or parenthetically. Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically. Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, b, 1999;
Allan & Jones, 1995; Allen et al., 1994). Kramer et al. (2000) have recently shown..."
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As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after
the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references
should include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version
(where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the
reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not
appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products,
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authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after
which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no
template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references
and citations as shown in this Guide. If you use

reference management software, please ensure that you remove all field codes before
submitting the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from
different reference management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/carbohydrate-polymers
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plug- ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific
article.

Journal of Scientific Communications,
163, 51-59. Reference to a book:

Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman,
(Chapter 4).

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article.
In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304). New
York: E-Publishing Inc.

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T. (2015). Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
http://dx.doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under consideration
for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or
explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted,
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it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other language,
including electronically without the written consent of the copyright- holder. Your article will
be checked for plagiarism by the originality detection service Crossref Similarity Check. If the
editors find an unacceptable level of similarity between your article and an existing paper in
any journal, your article will be rejected, In cases of significant similarity, the Editors will
consider further action, including contacting your institution and/or ethics committee.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the file in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total.
Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and
animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for
both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to this
content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about
available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version.
Please switch off the Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in
the published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that validate
research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you
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to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful
materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References" section for more information about data citation.
For more information on depositing, sharing and using research data and other relevant
research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including
raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods)
associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the
submission process, after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload
your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly
accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw
data into a data article published in Data in Brief. A data article is a new kind of article that
ensures that your data are actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and
made publicly available to all upon publication (watch this video describing the benefits of
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publishing your data in Data in Brief). You are encouraged to submit your data article for
Data in Brief as an additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If
your research article is accepted, your data article will automatically be transferred over to
Data in Brief where it will be editorially reviewed, published open access and linked to your
research article on ScienceDirect. Please note an open access fee is payable for publication in
Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this template
to write your Data in Brief data article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why
during the submission process, for example by stating that the research data is confidential.
The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more
information, visit the Data Statement page.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

o E-mail addresses for all authors
o Full postal address
» Phone numbers
All necessary files have been uploaded, and contain:

o Keywords
« All tables and figures (with captions) included in the body of the article

Further considerations

o Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

« References are in the correct format for this journal

« All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

 Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Web)

« Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of
charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-
and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also

supplied for printing purposes
For any further information please visit our customer support site at
https://service.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction
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Toensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their
proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link
to our online proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The
environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a
faster and less error-prone process by allowing you to directly type your corrections,
eliminating the potential introduction oferrors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the
text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will
only be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that
all corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is
solely your responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50
days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share
Link can be used for sharing the article via any communication channel, including email and
social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form
which is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors
may order offprints at any time via Elsevier's Author Services. Corresponding authors who
have published their article gold open access do not receive a Share Link as their final
published version of the article is available open access on ScienceDirect and can be shared
through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find
everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted
article will be published.Do not contact the editors - they do not have access to this information
and will not be able to help you.
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ANEXO C - ANEXO B NORMAS DA REVISTA BURNS

BURNS
Journal of the International Society for Burn Injuries

GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Burns aims to foster the exchange of information among all engaged in preventing and
treating the effects of burns. The journal focuses on clinical, scientific and social aspects of
these injuries and covers the prevention of the injury, the epidemiology of such injuries and
all aspects of treatment including development of new techniques and technologies and
verification of existing ones. Regular features include clinical and scientific papers, state of
the art reviews and descriptions of burn-care in practice.

Submission of papers

Authors are requested to submit their original manuscript and figures online via
https://www.editorialmanager.com/jbur, which is the Elsevier web-based submission and peer-
review system. Please follow these guidelines to prepare and upload your article. Once the
uploading is done, our system automatically generates an electronic pdf proof, which is then
used for reviewing. All correspondence, including notification of the Editor's decision and
requests for revisions, will be managed via this system. If any illustrations, diagram or part
of the text have been published elsewhere the source must be given in full, permission
having been granted by the author and by the publisher.

Submitted manuscripts will be reviewed by selected referees and the author will be informed
of editorial decisions based on the referee comments as soon as possible. For information
about the status of your paper, please log on to https://www.editorialmanager.com/jbur On
receipt of the first decision letter authors should submit their revised manuscript within three
months in order to ensure that the scientific content of their manuscript is timely and up to
date.

Burns no longer accepts Case Reports for publication. Authors may submit
Case Reports as well as Full Length Articles to the new Open Access journal,
Burns Open. See https://www.journals.elsevier.com/burns-open for information, including
Article Publication Fees. Manuscripts can be submitted via the Editorial Manager site:
https://www.editorialmanager.com/burns.

Types of paper

Original Paper Burn-care in practice Letter to the Editor Review Paper Editorial Personal
Report Addendum Book Review Supplement
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Online only publications

Due to the large volume of submissions to the journal, Case Reports will be published online-
only and will be listed on the contents page of a print issue. Authors will be informed if their

submission is selected to appear online only.

Contact details for submission

If you have any problems submitting your paper through this system, please contact the
Editorial Office on e-mail: burns@elsevier.com; tel: +44 (0)20 7424 4267; or fax: +44 (0)20
7424 4911

Submission checklist

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more
details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

o E-mail address
o Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

e Include keywords

« All figures (include relevant captions)

« All tables (including titles, description, footnotes)

« Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
« Indicate clearly if color should be used for any figures in print

Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell checked' and ‘grammar checked'

« All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa
» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Internet)
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» A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing
interests to declare

« Journal policies detailed in this guide have been reviewed

« Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.

Studies in humans and animals

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript
should be in line with the Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and
Publication of Scholarly Work in Medical Journals and aim for the inclusion of
representative human populations (sex, age and ethnicity) as per those recommendations.
The terms sex and gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be
observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried
out in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have
been followed. The sex of animals must be indicated, and where appropriate, the influence (or
association) of sex on the results of the study.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
competing interests include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. Authors must
disclose any interests in two places: 1. A summary declaration of interest statement in the title
page file (if double anonymized) or the manuscript file (if single anonymized). If there are no
interests to declare then please state this: 'Declarations of interest: none'. This summary
statement will be ultimately published if the article is accepted. 2. Detailed disclosures as part
of a separate Declaration of Interest form, which forms part of the journal's official records. It
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is important for potential interests to be declared in both places and that the information
matches. More information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under consideration
for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or
explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted,
it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other language,
including electronically without the written consent of the copyright- holder. To verify
originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
differences, and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about
the beliefs or commitments of any reader; contain nothing which might imply that one
individual is superior to another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual
orientation, disability or health condition; and use inclusive language throughout. Authors
should ensure that writing is free from bias, stereotypes, slang, reference to dominant culture
and/or cultural assumptions. We advise to seek gender neutrality by using plural nouns
("clinicians, patients/clients™) as default/wherever possible to avoid using "he, she,” or
"he/she.” We recommend avoiding the use of descriptors that refer to personal attributes such
as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health condition unless
they are relevant and valid. These guidelines are meant as a point of reference to help
identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.

Contributors

Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all authors
must have materially participated in the research and/or article preparation, so roles for all
authors should be described. The statement that all authors have approved the final article
should be true and included in the disclosure.

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of
data, (2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final
approval of the version to be submitted.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting
their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original
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submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list
should be made only before the manuscript has been accepted and only if approved by the
journal Editor. To request such a change, the Editor must receive the following from the
corresponding author: (a) the reason for the change in author list and (b) written
confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from
the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already
been published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a
corrigendum.

Reporting clinical trials

Randomized controlled trials should be presented according to the CONSORT guidelines. At
manuscript submission, authors must provide the CONSORT checklist accompanied by a
flow diagram that illustrates the progress of patients through the trial, including recruitment,
enrollment, randomization, withdrawal and completion, and a detailed description of the
randomization procedure. The CONSORT checklist and template flow diagram are available
online.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your
article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to
consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will be transferred
automatically on your behalf with no need to reformat. Please note that your article will be
reviewed again by the new journal. More information.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement’
form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s)
in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to
complete a 'License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open
access articles is determined by the author's choice of user license.
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Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
More information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Open access

Please visit our Open Access page for more information.
Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's Author
Services.

Informed consent and patient details

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent,
which should be documented in the paper. Appropriate consents, permissions and releases must
be obtained where an author wishes to include case details or other personal information or
images of patients and any other individuals in an Elsevier publication. Written consents must
be retained by the author but copies should not be provided to the journal. Only if specifically
requested by the journal in exceptional circumstances (for example if a legal issue arises) the
author must provide copies of the consents or evidence that such consents have been obtained.
For more information, please review the Elsevier Policy on the Use of Images or Personal
Information of Patients or other Individuals. Unless you have written permission from the
patient (or, where applicable, the next of kin), the personal details of any patient included in
any part of the article and in any supplementary materials (including all illustrations and
videos) must be removed before submission.

Submission
Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your

article details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF
file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to
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typeset your article for final publication. All correspondence, including notification of the
Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Submit your article

Please submit your article via https://www.editorialmanager.com/jbur.
Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For
more details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether
or not the suggested reviewers are used.

PREPARATION

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do
not use the word

processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics,
subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one
grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not
spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that
of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed
your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-
check’ functions of your word processor.

LaTeX

You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls to prepare your
manuscript and BibTeX to generate your bibliography.

Our LaTeX site has detailed submission instructions, templates and other information.

Article structure

Subdivision - unnumbered sections

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading. Each
heading should appear on its own separate line. Subsections should be used as much as
possible when cross- referencing text: refer to the subsection by heading as opposed to
simply 'thetext'.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.
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Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the
source. Any modifications to existing methods should also be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with
in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.
Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may
stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l etc.

Essential title page information

 Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your
name between parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate
all affiliations with a lower- case superscript letter immediately after the author's name and
in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation,
including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did
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the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are
used for such footnotes.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your
article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the
novel results of your research as well as new methods that were used during the study (if
any). Please have a look at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstractitself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts
should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please
provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The
image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi.
Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical
Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their
images and in accordance with all technical requirements.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, ‘of").
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
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their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language
help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the
funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SD). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult
IUB: Biochemical Nomenclature and Related Documents for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for
small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers
of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that
have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used.
Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.
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» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
o Embed the used fonts if the application provides that option.

» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,

Symbol, or use fonts that look similar.

o Number the illustrations according to their sequence in the text.

 Use a logical naming convention for your artwork files.

« Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

« Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired colorvision.

A detailed guide on electronic artwork is available.
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep
to a minimum of 500 dpi.

Please do not: Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG);

these typically have a low number of pixels and limited set of colors;

« Supply files that are too low in resolution;
» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge,
that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless
of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive

information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article.
Please indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the
preparation of electronic artwork.

Illustration services
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Elsevier's Author Services offers Illustration Services to authors preparing to submit a
manuscript but concerned about the quality of the images accompanying their article.
Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-style images, as
well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available, where our
illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the
website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and

abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables must be placed on separate
files and not embedded within the article text. Number tables consecutively in accordance
with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing
in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.
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Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results
and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned
in the text. If these references are included in the reference list they should follow the
standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as
'in press’ implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online
links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the
references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication
year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as
they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar
J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the
Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research,
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https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations should be in the
same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after
the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references
should include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version
(where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the
reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not
appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after
which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no
template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references
and citations as shown in this Guide. If you use reference management software, please
ensure that you remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More
information on how to remove field codes from different reference management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/burns

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plug- ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they
appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:
[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci


https://citationstyles.org/
https://citationstyles.org/
https://citationstyles.org/
https://www.mendeley.com/reference-management/reference-manager/
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093/
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093/
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093/
http://open.mendeley.com/use-citation-style/burns

193

Commun 2010;163:51-9. https://doi.org/10.1016/j.S¢.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:

[2] Vander Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article.

Heliyon. 2018;19:e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205
Reference to a book:

[3] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York:

Longman; 2000. Reference to a chapter in an edited book:

[4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones
BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc;
2009, p. 281-304. Reference to a website:

[5] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK,
http://www.cancerresearchuk.org/ aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003 [accessed

13 March 2003].
Reference to a dataset:

[dataset] [6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015.
https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the
first 6 should be listed followed by ‘et al." For further details you are referred to 'Uniform
Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc
1997;277:927-34) (see also Samples of Formatted References).

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the file in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total.
Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and
animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for
both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to this
content.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
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received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version.
Please switch off the Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in
the published version.

Additional information

Please submit your original manuscript and figures online, together with a covering letter which
should be signed by the corresponding author on behalf of all authors, including: A statement
that all authors have have made substantial contributions. All contributors who do not meet the
criteria for authorship as defined above should be listed in an acknowledgements section.
Authors should disclose whether they had any writing assistance and identify the entity that
paid for this assistance. A statement that the manuscript, including related data, figures and
tables has not been previously published and that the manuscript is not under consideration
elsewhere. The names and contact addresses (including e- mail) of 3 potential reviewers that
have not been involved in the design, performance and discussion of the data and are not a co-
worker. You may also mention persons who you would prefer not to review your paper.

Each of the following sections should begin on a new page: title page; abstract; text;
acknowledgements; references; tables; legends for illustrations. The title page should give
the following information: title of the article; names, initials and appointment held by each
author; name of the department or institution to which the work should be attributed and
name and address of the author responsible for correspondence. The second page should
carry an abstract of not more than 200 words. It should embody the purpose of the study or
investigation, basic procedures (study material, observational and analytical methods), main
findings (with specific data and their statistical significance) and the principal conclusions.
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One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we
do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or a link will be
provided in the e- mail so that authors can download the files themselves. To ensure a fast
publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
corrections within two days. Elsevier now provides authors with PDF proofs which can be
annotated; for this you will need to download the free Adobe Reader, version 9 (or higher).
Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs (also given online). The
exact system requirements are given at the Adobesite.
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completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article
as accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the
Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. It is
important to ensure that all corrections are sent back to us in one communication: please
check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive 25 free paper offprints, or alternatively a
customized Share Link providing 50 days free access to the final published version of the
article on ScienceDirect. The Share Link can be used for sharing the article via any
communication channel, including email and social media. For an extra charge, paper
offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted
for publication. Both corresponding and co-authors may

order offprints at any time via Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have
published their article gold open access do not receive a Share Link as their final published
version of the article is available open access on ScienceDirect and can be shared through the
article DOl link.
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Please Note: The Editor reserves the right to make editorial and literary corrections to the
paper. No major alterations or corrections will be made without the knowledge and consent of
the author.
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