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RESUMO

MEDEIROS, MIKAELLY FERNANDA. Avaliaciao da cicatrizacao utilizando um fio de
sutura de quitosana com glucosamina em pele de ratos (Rattus novergicus). UFCG, 2019.
57p. (Trabalho de Conclusdo de Curso em Odontologia).

A quitosana e a glucosamina sdo materiais de origem natural que possuem diversas
caracteristicas que possibilitam boas perspectivas no seu uso como fio de sutura, diante disso
objetivou-se avaliar a cicatriza¢do tecidual em pele de ratos utilizando um fio de sutura de
quitosana com glucosamina. Foram utilizados 36 ratos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus, distribuidos em quatro grupos de acordo com o material utilizado na sutura da
pele, sendo o grupo Q (fio de quitosana), grupo QG (fio de quitosana associado a
glucosamina), grupo C (fio comercial catgut®) e grupo SS (sem sutura). Cada animal fazia
parte de dois grupos, sendo realizado 2 incisdes longitudinais de 2 cm na regido dorsal, a
incisdo do lado direito representava um grupo e a do lado esquerdo outro. Os animais foram
acompanhados e eutanasiados em diferentes periodos de tempos (7, 14 e 28 dias) apds a
sutura. Em seguida foram retiradas amostras do tecido cicatricial para a avaliacdo histologica.
No exame macroscopico verificou-se ocorréncia de edema nos animais dos grupos C e SS, e
uma menor resposta inflamatdria e cicatrizacdo mais rapida nos grupos Q e QG. Na avaliacdo
histoldgica a intensidade do infiltrado inflamatério foi maior no grupo C (p=0,042), e a reacdo
do tecido de granulagdo (p=0,015) e o processo de reparo (p=0,003) foram piores no grupo C
com diferenca siginificante com os grupos QG e SS. Os resultados indicaram que o fio de
quitosana associado a glucosamina, como alternativa para ser utilizado na prética cirdrgica.

Palavras-chave: Quitosana. Glucosamina. Sutura.



ABSTRACT

MEDEIROS, MIKAELLY FERNANDA. Evaluation of healing using a glucosamine
chitosan suture in rat skin (Rattus novergicus). UFCG, 2019. 57p. (Course Conclusion
Paper in Dentistry).

Chitosan and glucosamine are naturally sourced materials that have several features that allow
you not to use it as a suture, so they aim to evaluate the tissue healing in the skin of mice
using a glucosamine chitosan thread, thirty-six Wistar rats (Rattus novergicus) were divided
into four groups according to the material used for suturing the skin, being group Q
(chemotherapy thread), group QG (glucosamine-associated chemotherapy thread), group C (
commercial catgut® wire) and SS group (without suture). All animals are part of two groups,
with 2 longitudinal incisions of 2 cm being made in the dorsal region, one incision in the right
side represented in one group and in the other left side. different time periods (7, 14 and 28
days) after suture, then healing tissues were removed for histological evaluation, no
macroscopic examination found edema in animals in groups C and SS, and a lower
inflammatory and faster healing in groups Q and QG In the histological evaluation the
intensity of the inflammatory infiltrate was higher in group C (p = 0.042), and the granulation
tissue reaction (p = 0.015) and the process repair (p = 0.003) were the first in group C with
significant difference in the QG and SS groups. The results indicate that the chitosan thread
associated with glucosamine, as an alternative for use in surgical practice.

Keywords: Chitosan. Glucosamine. Suture.
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1 INTRODUCAO

As lesdes teciduais podem ser provocadas por agentes mecanicos, térmicos, quimicos
e bacterianos (TAZIMA et al., 2008). Independente da natureza da lesdao, desencadeiam-se
uma série de eventos e alteracdes na composi¢do fisico-quimica do microambiente, na
continuagdo do processo ocorre migracdo de células circulantes e de dreas adjacentes para o

tecido lesado (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

O processo de cicatrizacdo tecidual ocorre de forma complexa, englobando uma série
de eventos celulares e moleculares para restaurar as caracteristicas naturais do tecido e
reestabelecer a sua funcionalidade; ocorrendo em trés fases: 1- inflamatdria, 2- proliferativa e

3- de maturagdo e remodelamento (YOUNG; MCNAUGHT, 2011).

O fio de sutura € um material invasivo utilizado para aproximar as bordas da ferida,
até a fase a proliferativa da cicatrizacdo (MORAIS et al., 2013). Eles podem ser produzidos a
partir de material sintético ou natural e devem apresentar algumas caracteristicas ideais como:
seguranca no no, resisténcia a tracao e durante a fase de cicatrizagdo, minima reacao tecidual,
facil manuseio e baixo risco de infeccio (SANDENBERG et al., 2003). Quanto a degradacao
que os fios de sutura sofrem no tecido, sdo classificados em absorviveis e nao- absorviveis,

podendo ser originados de fibras naturais ou materiais sintéticos (MEDEIROS et al., 2016).

Os fios absorviveis t€ém despertado interesse pelo fato de serem biodegraddveis e ndo
necessitar que o paciente retorne ao ambiente cirdrgico para sua remoc¢do (FERREIRA, 2005).
Entre os fios absorviveis, os sintéticos causam uma reagdo tecidual mais baixa que os
naturais, mantém sua resisténcia at€é que sejam totalmente absorvidos, além de serem
disponiveis com tempo de absorcdo curto, médio e longo (MEDEIROS et al., 2016). De
acordo com Holzheimer (2008), em alguns casos, a permanéncia desse fio em contato com o0s
tecidos pode provocar inflamagdo, granulagdo, fistula e abcessos sanados apenas apds a
remog¢do. Embora ultimamente os fios absorviveis sintéticos tenham ganhado destaque, os
fios de fibras naturais continuam sendo usados com bons resultados (MEDEIROS et al.,
2016). Por isso que vdrios estudos estdo sendo realizados em busca de identificar o fio

absorvivel mais seguro e adequado para cada lesao.

Dentre os materiais de origem natural destaca-se a quitosana, que € um biopolimero

extraido da quitina; esta é um polissacarideo presente no exoesqueleto de crusticeos,
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encontrado com grande abundancia na natureza (MOURA et al., 2006) e que possui em sua

constituicdo unidades D-glucosamina (COSTA et al., 2006).

Existem estudos que demonstram que os biomaterias de quitosana podem acelerar a
reparacdo tecidual, por aumentar a formagdo de matriz extracelular, devido a maior producio
de fatores de crescimento; além disso pode elevar a migracdo de linfécitos polimorfonucleares
nas fases iniciais de cicatrizagdo. Ainda existe a possibilidade da quitosana fomentar o
crescimento celular devido as células aderirem fortemente ao polimero e proliferarem
rapidamente (UENO et al., 2001). Diversos estudos evidenciaram efeitos da quitosana, tais
como: a capacidade de induzir a coagulacdo sanguinea (MENG et al., 2007), efeito analgésico

(LARANJEIRA; FAVERE, 2009) e atividade antimicrobiana (GOY; BRITO; ASSIS, 2009).

A quitosana é promissora para muitas dreas, Khor e Lim (2003) realizaram estudos
sobre sua utilizagao em implantes e reconstituicdo de tecidos; Di Colo et al., (2004) utilizaram
a quitosana como veiculo para farmacos, Godeiro (2010) investigou a rea¢do do fio de sutura
de quitosana em peritonio de ratos e Godeiro (2013) fez outro estudo com o mesmo fio em
pele e subcutaneo de ratos. Alves (2016) avaliou as propriedades biomecanicas do fio de

sutura de quitosana e sua influéncia no processo de reparacao tecidual em coelhos.

O uso da quitosana para produzir biomaterias tem sido motivo de muitas pesquisas,
devido esses polimeros naturais poderem ser utilizados em diversas aplicagcdes e apresentarem
vdrias vantagens com relacdo a biocompatibilidade e biodegradabilidade (AZEVEDO et al.,
2007). Além disso todas as caracteristicas da quitosana fazem com que ela seja um excelente
biomaterial que pode ser incorporado em fios de sutura (PINHO, 2016). A glucosamina que é
um amino-monossacarideo formado a partir da hidrélise da quitina ou quitosana, de acordo
com os estudos apresentam beneficios sobre as células da pele, aumenta a produgdo de acido
hialurdnico e promove a proliferacdo e sintese de colageno pelos fibroblastos, acelerando o

processo de cicatrizacao de feridas (KELECHI et al., 2012).

Os estudos citados acima mostram varias propriedades da quitosana e da glucosamina
justificando o uso das mesmas em biomateriais como o fio, buscando se obter uma boa
cicatrizacdo e o minimo de reacdo tecidual. O fio cirdrgico de quitosana associado com a
glucosamina pode ser uma alternativa de grande valia e para consolidar sua aplica¢do sdao
necessdrios mais estudos avaliando sua atividade no processo de reparagdo tecidual. Diante
disso objetivou-se avaliar a cicatrizacdo tecidual em pele de ratos com a utilizagdo de um fio

de sutura de quitosana com glucosamina.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Cicatrizacao

Ap6s a ocorréncia de uma lesdo, imediatamente se estabelece um conjunto de eventos
que visam reparar o dano causado (PAGANELA et al., 2009). Esse processo pode ocorrer por
regeneracdo ou cicatrizacdo, ambos mediados por agdes integradas das células, matriz
extracelulares e mensageiros quimicos a fim de restaurar a integridade do tecido lesionado o

mais rdpido possivel (NASCIMENTO et al., 2007).

Na regeneracdo ocorre reposi¢do do tecido original, onde as células lesadas sdo
substituidas por células do parénquima do mesmo 6rgao ou tecido; ja na cicatrizagdo ocorre a
substituicao do tecido lesado por células de tecido fibroso cicatricial (SCHMITT et al., 2006).
Os dois mecanismos ndo se excluem, podendo em um mesmo momento ocorrer regeneracao e

cicatrizagdo no tecido (MENESES, 2014).

A cicatrizacio é um conjunto de eventos bioquimicos e fisioldgicos que se
estabelecem para reparar o dano (PAGANELA et al., 2009), no qual o tecido lesado ¢é
substituido por tecido conjuntivo vascularizado, seja a lesdo traumdtica ou necrotica

(PANOBIANCO et al., 2012).

Independentemente da natureza da ferida se desencadeiam uma série de eventos, que
podem ser devido aos estimulos fisicos ou por sinalizacdo quimica pelo rompimento das
células. Com isso, 0 microambiente tem sua composi¢do fisico-quimica alterada (diminui¢do
do PH, baixa tensdo de O2), ocorrendo ainda migracdo de células circulantes e de &reas
adjacentes para o local (KUMAR et al., 2013). Participam do processo citocinas, fatores de
crescimento, matriz extracelular (MEC), mediadores e vérios tipos celulares (MUTSCHLER,

2012).

O processo cicatricial € caracterizado por trés fases distintas: inflamatoria,
proliferativa e de maturagdo ou remodelacdo (LI; CHEN; KIRSNER, 2007), sendo composto
por coagulacdo, inflamacdo tecidual, angiogénese, formacdo de fibroblastos e coldgeno,
reepitelizagdo e remodelacdo tecidual (MESCHER, 2016). No entanto, ocorre grande
dinamismo e em certos momentos uma sobreposicdo, sendo impossivel a diferenciacdo de

cada fase (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).
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2.1.1 Fase inflamatoria

E conhecida também como fase de exsudagdo, e tem inicio com uma série de reacdes
locais e sistémicas resultando da interacdo de células inflamatérias e vasculares (YOUNG,
2001). Sao formadas respostas vasculares que se caracterizam basicamente pela coagulacdo
sanguinea e hemostasia, além de eventos celulares, incluindo infiltracdo de leucdcitos e
liberacdo de citocinas, iniciando o processo de reparo das feridas (LI; CHEN; KIRSNER
2007).

Em decorréncia do trauma acontece a ruptura dos vasos sanguineos levando o
extravasamento no leito da ferida (PAVLETIC, 2010), que também se da devido uma
vasodilatacdo local e bloqueio da drenagem linfatica (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Em
seguida ocorre uma vasoconstricao reflexa devido as descargas adrenérgicas e de mediadores
oriundos da degranulacdo de mastdcitos, para formar o codgulo plaquetdrio e evitar a perda de

sangue (PAVLETIC, 2010).

A cascata de coagulacdo € ativada quando ha o contato de proteinas plasmaticas com a
matriz extracelular, apds sua exposicdo devido o trauma. A trombina sintetizada age junto
com o coldgeno ativando as plaquetas que se agregam para formar um codgulo branco; as
fibrinas infiltram-se formando uma rede onde os eritrécitos se aderem e completam a

formagao do codagulo que leva a hemostasia (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Ap6s a ativacdo das plaquetas, elas liberam citocinas, fatores de crescimento e
proteinas que estimulam a proliferacdo celular. Esses mediadores quimicos permitem a
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e a quimiotaxia leucocitdria, induzindo
assim a formagdo do processo inflamatorio propriamente dito com o surgimento dos sinais
cardinais: tumor, perda da func¢do, rubor, calor e dor (KUMAR et al., 2005; KAMAMOTO,
2007).

Em reposta aos fatores quimiotdticos liberados no local da ferida migram os
leucdcitos, incluindo neutréfilos e macrofagos; com o intuito de eliminar particulas estranhas,
ajudar na limpeza e remover os detritos presentes no tecido danificado (LI; CHEN;
KIRSNER, 2007). Além das plaquetas, as bactérias presentes liberam substancias
quimiotéticas para as c€lulas de defesa e assim potencializam o recrutamento dessas células

(HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2014).
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Os neutrofilos sdo as primeiras células que chegam e iniciam o processo de eliminacao
de microrganismos, células mortas e corpos estranhos (HARPER; YOUNG; MCNAUGHT,
2014), tendo um pico de infiltracio nas primeiras 24 horas (KAMAMOTO, 2007). Eles
podem atuar com diferentes mecanismos de destruicdo: através da fagocitose, por meio de
degranulacdo e liberacdo de substincias toxicas, ou com a producdo de radicais livres que
possuem propriedades bactericidas (HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2014). Os
neutréfilos possuem meia vida curta, com sua migracdo interrompida apds 72 horas, tendo ja
eliminado grande carga dos contaminantes; em seguida sdo substituidos gradativamente por

macréfagos que passam a predominar (HATANAKA; CURY 2007; BELDON, 2010).

Os mondcitos chegam até a lesdo e transformam-se em macréfagos fagociticos, sao
atraidos inicialmente pelos mesmos agentes quimiotdticos dos neutréfilos, e posteriormente

através de sinais quimioatrativos especificos (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Os macroéfagos tém a funcao de finalizar o debridamento e iniciar a transicdo da fase
inflamatdria para a proliferativa, desempenhando um papel significativo para a evolug¢do do
processo cicatricial. Devido sua liberacdo de citocinas e fatores de crescimento, ocorre a
migracdo de células musculares lisas, endoteliais e fibroblastos para o local (BELDON,
2010). Diversos fatores de crescimento atuam acelerando a reepitelizacao da ferida, pelo fato
de estimular a neoangiogénese das células endoteliais, e por dar inicio e propagacdo da
deposicdo de tecido conjuntivo neoformado pela migracdo de queratindcitos (PERANTEAU

et al., 2008).

Os macrofagos sdo considerados as células mais importantes dessa fase, tendo em
vista que a sua deficiéncia ocasiona grandes alteracdes no processo cicatricial, como o
debridamento da lesdo insuficiente, proliferacdo fibroblastica lenta, angiogénese alterada e

uma diminuicao no processo de fibrose (ENOCH; LEAPER 2008; BELDON, 2010).

2.1.2 Fase proliferativa

Essa fase € caracterizada pela reparacdo do tecido conjuntivo com formacgdo do tecido
de granulagdo e epitelial (DIETER, 2005), ocorrendo quase que simultaneamente com a fase

inflamatoria, onde os neutréfilos e macréfagos iniciaram o processo de debridamento da
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ferida com uma acg@o conjunta, favorecendo um ambiente ideal para essa fase reparativa

(WILLIANS, 2004; GARZOTTO, 2009).

Os principais eventos observados nessa fase, consistem na formacdo de uma barreira
de permeabilidade (reepitelizacdo), o estabelecimento adequado do suprimento sanguineo
(angiogénese) e o reforco para uma maior sustentacdo do tecido dérmico lesionado

(fibroplasia) (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

7z

Para que ocorra a angiogénese € necessdrio a migracao das células mesoteliais e
endoteliais, com o intuito de reestabelecer a circulacio local, sendo essencial para fornecer a
nutricdo e oxigenacdo dos tecidos. Em virtude da hipdxia e diminuicdo do pH no centro da
ferida, os macrdfagos interagem com tromboxanos e prostaglandinas liberando um fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), que € quimiotdtico para essas células (DIETER,

2005).

A reepitelizacdo inicia-se imediatamente apds a lesdo, com o intuito de restaurar a
integridade da epiderme, estando envolvidos processos como a migragdo e proliferacao de
queratindcitos (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Nesse processo as células epiteliais sao
responsdveis por reconstituir o tecido estratificado que ird cobrir a ferida e restaurar a funcao

da pele (CHAPONNIER; GABBIANI 2004).

Os queratinécios migram das bordas livres da ferida dentro de 24 horas (LI; CHEN;
KIRSNER, 2007), sao estimulados por fatores de crescimento e sofrem alteracdes durante a
migracdo (como a retracdo de tonofilamentos intracelulares e dissolu¢do de desmossomos)
que liberam as células da membrana basal e células epiteliais adjacentes, permitindo sua
movimentagdo. Ocorre proliferacdo das células que ficaram atrds daquelas que migraram, para
cobrir a lesdo e estratificagdo do epitélio, esse processo continua até que ocorra a aproximacao

das bordas da ferida e inibi¢do por contato (DEMOULIERE et al., 2005).

De acordo com BALBINO, PEREIRA, CURI (2005) por volta do quarto dia dar-se
inicio a fibroplasia e formacdo da matriz extracelular. Consiste em um processo que inclui o
recrutamento de fibroblastos das bordas da ferida e a formacdo de coldgeno por meio dessas
células, esses fibroblastos aderem-se a rede de fibrina e apds sua multiplicacdo secretam
componentes protéicos do tecido cicatricial (AGNOL, 2008). Em decorréncia disso, ocorre a
formagdo de tecido de granulacdo edematoso e avermelhado, composto por macréfagos,
novos vasos e fibroblastos depositados em um arcabougco (BALBINO; PEREIRA; CURI,

2005). A funcgdo desse tecido € garantir uma protecao e preenchimento da ferida, atuar como
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superficie para a reepitelizacdo e conter miofibroblastos que atuam na contracdo da lesdo

(OSBORN; WILLIAMS; CRAIG, 2012).

2.1.3 Fase de maturagdo ou remodelacao

Essa fase € caracterizada por maturacdo, renovacdo e remodelacdo das fibras de
coldgeno, formacdo de capilares mais calibrosos e nova formagdo epitelial, tem inicio na

terceira semana, mas pode durar por mais de um ano (BARROS et al., 2011).

A remodelacdo do coldgeno se inicia desde a producdo de tecido de granulagdo e se
estende por meses apds a reepitelizacdo, passando por etapas como a producdo, deposi¢ao,
digestdao e reorganizacio (HATANAKA; CURI 2007). Nessa fase ocorre intensificacdo dos
processos sucessivos de producdo, destrui¢do e orientacdo das fibras de coldgeno tipo I, ao
mesmo tempo que € realizado lise do colageno tipo III (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
A deposi¢ao de fibras de coldgeno no inicio se da de forma aleatdria, seguindo a orienta¢do de
um molde de fibronectina e a direcdo e natureza das tensdes aplicadas sobre o tecido. Depois
disso ocorre digestdo dessas fibras por metaloproteinases liberadas por macréfagos,
neutrdfilos, fibroblastos e células epiteliais, com o intuito de organizar e ressintetizar
obedecendo o sentido das fibras de tecido conjuntivo adjacente (GANTWERKER; HOM,
2011).

Durante essa fase o leito da ferida esta recoberto por tecido de granulacdo, perfundido
por uma rede capilar, e a rede linfatica se regenerando. Os linfécitos s@o atraidos e produzem
fatores de crescimento, sdo os leucdcitos predominantes, mas no inicio estio na mesma

quantidade que os mondcitos (PRESTES, 2015).

A deposicdo de coldgeno aumenta gradativamente e a maioria das células desaparece
por apoptose de fibroblastos e células endoteliais, dando a formacao da cicatriz. Mas a ferida
sO pode ser considerada completa quando a maturag@o e a remodelagem da matriz extracelular
estiverem totalmente finalizadas (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Depois do colageno
ser reorganizado ocorre diminui¢do de sua sintese, devido a redu¢do de todos os elementos
celulares e componentes do tecido conjuntivo, a vascularizacdo € diminuida e vasos

neoformados sofrem apoptose (DIAS, 2012).
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Quando ocorre desequilibrio entre a producdo e destruicdo de coldgeno, pode haver
deposicdo excessiva e o desenvolvimento de cicatriz hipertréfica ou queloides. A duragdo
dessa fase depende de vérios fatores como a desnutri¢do, onde pode ocorrer pouca deposicao

de coldgeno e falha na finalizacdo da cicatrizacao (GANTWERKER; HOM, 2011).

2.2 Biomateriais

Nos dltimos anos esse termo tem sido definido por varios autores de diferentes formas
(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). Guastaldi e Aparecida (2010) descrevem os
biomateriais como materiais naturais ou sintéticos utilizados em contato com sistemas
bioldgicos com a finalidade de reparar ou substituir (total ou parcial) tecidos, 6rgios ou
funcdes do organismo, com o objetivo de manter ou melhorar a qualidade de vida do

individuo.

Mesmo nao sendo possivel generalizar sobre as caracteristicas requeridas nos
biomateriais, uma vez que dependem de sua aplicacdo, € de destaque suas propriedades
biol6gicas como a biocompatibilidade (associada a hemocompatibilidade, citotoxicidade,
alergenicidade, estimulacdo da adesdo e proliferacdo celular), as propriedades fisicas
(morfologia da superficie, energia permeabilidade) e mecanicas (tensio de ruptura,
alongamento e flexibilidade e propriedades quimicas, como densidade, estabilidade,
resisténcia a esterilizacdo e forma de degradacdo quando em contato com o organismo)

(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Com os avangos, esses materiais passaram a ser cada vez mais explorados na medicina
e industria, para diversas aplicacdes, como o desenvolvimento de sistemas de transporte
controlado de farmacos (JAYAKUMAR; PRABAHARAN; MUZZARELLI, 2011). A nova
geracdo de biomateriais se assemelha cada vez mais a Matriz extracelular (MEC) natural,
gerando um ambiente de suporte para manter a adesdo, migracio, expansdo e diferenciacdo

celular no organismo (HIEW; SIMAT; TEOH, 2018).

Os materiais naturais podem atuar como reparadores na regeneracao de tecidos, pois
possuem construgdes semelhantes aos tecidos de origem (GARROS et al., 2006). Os materiais
sintéticos funcionam imitando as caracteristicas reguladoras e a complexidade dos

biomateriais naturais, podendo estes serem a base de polimeros, metais, ceramicas e grafenos
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(DONG; QI, 2015). Algumas vantagens do uso de biomateriais sintéticos sobre os derivados
de fontes naturais, incluem a alta reprodutibilidade, degradacdo controldvel, propriedades
mecanicas e facilidade de composicdo controldvel dos materiais (SIQUEIRA, 2018).
Entretanto, materiais sintéticos podem apresentar falta de adesdo celular local, auséncia de
sinalizacdo de reconhecimento celular e hidrofobicidade intrinseca, necessitando serem
reestruturados para gerar sinais quimicos que permitam a cultura e adesdo celular (HIEW;

SIMAT; TEOH, 2018).

As aplicacdes dos biomateriais obtidos a partir da quitosana tém evoluido muito nas
ultimas décadas, indo desde o simples uso como excipientes para a indudstria farmacéutica, até

as mais avangadas aplicagOes na drea de engenharia tecidual (SPIN-NETO et al., 2008).
2.2.1 Quitina

A quitina € o segundo polissacarideo natural mais abundante na natureza, ficando
apenas atrds da celulose (MENESES, 2014). Est4 presente no exosqueleto de crustidceos e
parede celular de fungos e leveduras, tendo uma produgdo expressiva nesses microrganismos

e possui a finalidade de proporcionar rigidez e forca a estes (JAYAKUMAR et al., 2009).

A quitina € composta por uma seqiiéncia linear de agucares monoméricos B-(1-4) 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicose que se assemelha a estrutura das fibras de celulose (Figura 1).
A diferenca estrutural € que na quitina os grupos hidroxila, localizados na posicao dois, foram

substituidos por grupos acetamido (-NHCOCH;3) (GIL; FERREIRA, 2006).
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Figura 1 - Estrutura quimica da quitina (a) e da celulose (b) (Santos, 2004).
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Existe variacdo na qualidade e quantidade da quitina encontrada nos organismos, por
ser um produto de origem natural, pois alterando a espécie e o seu nivel de desenvolvimento é
varidvel o tamanho da cadeia polimérica e a localizacdo dos grupos funcionais (AZEVEDO et
al., 2007).

Para a quitina ser transformada em quitosana, ela sofre o processo de desacetilagdo,
onde seus grupamentos acetamido (-NHCOCH3) sdo transformados em grupos amino (-NHz),
em graus variados (LIMA, 2015).

As técnicas que condensam a molécula de quitina em quitosana, como (desacetilacdo,
carboximetilagdo e sulfatacdo) t€m sido abordadas em vérias investigagdes com o intuito de
aumentar a solubilidade aquosa da quitina, uma vez que sua insolubilidade na dgua e em
solventes organicos comuns €& desfavordvel para aplicacdes biomédicas (DEEPA;

JAYAKUMAR; CHENNAZH]I, 2018).

2.2.2 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo amino natural, derivado do processo de desacetilacdo
parcial ou total da quitina (AZEVEDO et al., 2007, WASUPALLI; VERMA, 2018). Em sua
composi¢do estdo presentes unidades B-(1—4) D-glicosamina e B-(1—4) N-acetil-D-

glicosamina (SANTOS, 2004), conforme mostra o esquema na Figura 2.
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Figura 2- Estrutura quimica da quitosana (Santos, 2004).

Esse biopolimero possui uma estrutura molecular quimicamente similar a celulose, se
diferenciando principalmente pela presenca de grupos amino (NH2) em sua estrutura
(MENDES et al., 2011), a presenga desses grupos facilita a formacdo de complexos com
moléculas anidnicas, como lipidios, DNA, proteinas e polimeros sintéticos carregados

negativamente (GEORGOPOULOU et al., 2018).
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A presenca dessas aminas primérias ao longo da cadeia da quitosana, permite a sua
interacdo com proteinas, células e organismos vivos, ainda lhe conferem excelentes
propriedades  fisico-quimicas, como viscosidade, solubilidade, mucoadesividade,
comportamento polieletrolitico e capacidade para formar peliculas (CROISIER; JEROME
2013).

A quitosana pelo fato de ser um polissacarideo catidnico na natureza, apresenta
vantagem na formagdo de complexos com compostos negativos (WASUPALLI; VERMA
2018). Assim, pode ocorrer sua ligacdo eletrostitica ao Glicosaminoglicano (GAGQG),
moléculas que estdo predominantemente ligadas a muitas citocinas e fatores de crescimento

presentes em nosso corpo (GEORGOPOULOU et al., 2018).

Segundo Azevedo et al. (2007), a biocompatibilidade, biodegradabilidade e a
atoxicidade fazem desse polimero um material funcional com aplicagdes em diversas areas.
Ainda apresenta caracteristicas como atividade antimicrobiana, ndo imunogénica, analgésica,
hemostadtica e angiogénica, sendo um adjunto no processo de reparo tecidual (ROSENDO,
2016). Essa a¢do antimicrobiana tem relacdo com a presenca de grupos aminicos, € possivel
que estes sejam protonados se liguem a grupos anidnicos dos microrganismos, quando entram
em contato com os fluidos fisioldgicos, ocasionando a aglutinacdo das células microbianas e

inibicdo do crescimento (CLEASEN; WHILHELMS; KULICKE 2006).

Para Rosendo (2016), a quitosana pode reduzir o tempo de coagulacdo sanguinea,
sendo possivelmente pelo fato da quitosana agregar tanto as plaquetas como os eritrécitos,
pela interacdo entre as cargas positivas dos grupos aminicos livres com as cargas negativas
dos receptores das hemdcias. O mesmo autor ainda afirma que essa acio sobre as plaquetas
produz um efeito benéfico, que € a liberacdo do fator de crescimento derivado de plaquetas
AB e fator de transformacdo do crescimento B1, que desempenham papel importante na

cicatrizacdo.

Em virtude de suas propriedades e dos possiveis materiais obtidos, a quitosana €
reconhecida como um biomaterial bastante promissor, principalmente em respeito a produtos

relacionados com a cicatrizacdo (CROISIER; JEROME, 2013).

A quitosana € um dos biomateriais mais usados em pele (SIQUEIRA, 2018). Por
promover a infiltracdo de células polimorfonucleares e estimular fortemente a proliferacao de

fibroblastos da pele humana, auxilia na cicatrizacdo de feridas (GEORGOPOULOQOU et al.,
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2018). De acordo com Mayol et al. (2014) verifica-se a colaboracdo em todos as fases no

processo de cicatrizacao.

2.2.3 Aplicagdes da quitosana

A quitosana tem sido aplicada nas mais diversas dreas, como na agricultura
(mecanismos defensivos e adubo para plantas), no tratamento de dguas (floculante para
clarificacdo, remocdo de fons metdlicos, polimero ecoldgico e remocdo de odores), na
inddstria alimentar (fibras dietéticas, redutor de colesterol, conservante, fungicida e
bactericida, revestimento para frutos), na cosmética (exfoliante para a pele, tratamento do
acne, hidratante capilar, creme dental) e biofarmacéutica (imunoldgico, antitumoral,
hemostatico e anticoagulante) (TAVARIA et al., 2013). Mas para Azevedo et al. (2007) sua
maior aplicacdo é na darea biomédica, sendo utilizada em suturas cirdrgicas, implantes

dentérios, reconstituicdo dssea, lentes de contato, liberacdo controlada de medicamentos e

encapsulamento de materiais.

Foram realizados estudos por Khor e Lim (2003) sobre a utilizagdo da quitosana em
vérios tipos de implantes (ortopédico e odontoldgico), na reconstituicdo de tecidos e liberacdo
controlada de drogas, uso como cicatrizante e biocompatibilizante entre tecidos, comprovando
assim o uso promissor desse material em diversas aplicagdes.

As propriedades exibidas pelas fibras de quitina e quitosana combinadas com
adequadas propriedades mecanicas fazem delas uma excelente alternativa para aplicacoes

como material de sutura (MENEZES, 2014).

2.3 Glucosamina

A glucosamina € originada a partir da hidrélise da quitina ou quitosana, esse amino-
monossacarideo é solivel em dgua (SILVA, 2019). E também um elemento natural que
compOe as glicoproteinas presentes em tecidos conjuntivos € mucosa gastrointestinal, além de
ser um precursor para agucares amino no corpo humano (XING et al., 2006). No organismo

ela é produzida através da adi¢do de um grupo amino a glicose, que depois € acetilada em N-
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acetil-glucosamina. Pode ser encontrada como sulfato de glucosamina, cloridrato de

glucosamina e N-acetil-glucosamina (HUNGERFORD; VALAIK, 2003).

Os estudos mostram que os compostos de glucosamina apresentam beneficios sobre as
células da pele, por aumentar a producdo de dcido hialurdénico e promover a proliferacdo e
sintese de coldgeno pelos fibroblastos, acelerando o processo de cicatrizagdo de feridas
(CHEN et al, 2008; SCHOUKENS et al, 2019). Outras pesquisas evidenciam as
propriedades anti-inflamatoérias da glucosamina e seus derivados, sendo a inibi¢do da ativacao
da sinalizacdo do NF-«kB o mecanismo mais descrito para esses efeitos (MEININGER et al.,

2000).

Ja existem pesquisas avaliando curativos a base de quitosana e glucosamina, sendo
isso possivel devido esse material possuir propriedades biocompativeis, biodegradaveis, efeito
hidratante, propriedades anti-inflamatdrias, hemostéticas e bioldgicas como, bactericidas e
fungicidas, podendo assim acelerar a cicatrizacdo de feridas (SILVA et al., 2006; SEZER et al.,
2007; JAYAKUMAR et al., 2011; OUYANG et al., 2018; SCHOUKENS, 2009).

Qian et al. (2013) sugerem que uma associacdo de glucosamina com quitosana pode
potencializar seus efeitos terapé€uticos, uma vez que os mesmos observaram em seu estudo

que com o aumento da concentra¢do de quitosana ocorria maior liberacdo de glucosamina.

2.4 Fios de sutura

De acordo com Barros et al., (2011) a palavra sutura é atribuida para todo material
usado com o intuito de aproximar as bordas de uma ferida, auxiliando na cicatrizacao por
primeira intencdo. O mesmo autor ainda afirma que essa € uma técnica utilizada ha mais de

4.000 anos, tendo evoluido muito no que diz respeito aos materiais escolhidos.

As suturas mantém as bordas das feridas aproximadas e estabilizadas por um periodo
de tempo suficiente para que ocorra a recuperagdo da forca té€nsil natural, favorecendo a

cicatrizacdo e assegurando o retorno da funcao do tecido (KUMAR et al., 2013).

Para a realizacdo das suturas existem diversos fios com diferentes caracteristicas. De
acordo com Kumar et al. (2013) a escolha equivocada do material de sutura pode

comprometer a cicatrizagio e o sucesso do procedimento cirtirgico. A realizacdo da escolha
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do material de sutura a ser utilizado deve ser com base nas propriedades bioldgicas dos
tecidos, nas caracteristicas fisicas e biologicas dos fios e nas condi¢des da ferida a ser fechada

(MEDEIROS; ARAUJO-FILHO; CARVALHO, 2016).

Um fio de sutura deve apresentar diversas caracteristicas para se tornar ideal, como:
ndo causar trauma ao tecido, nao ter propriedades de capilaridade e manter as suas
propriedades apds esterilizacdo e durante o armazenamento, ter uma boa resposta aos
requisitos mecanicos (como elasticidade e forca), e ainda deve possuir uma taxa de
degradacdo ajustada a taxa de recuperacdo do tecido na zona da ferida ou incisdao (JESUS,
2012).

Ainda deve ser considerado a elasticidade, plasticidade, forca do nd, memdria,
pliabilidade, coeficiente de atrito, reacdo tecidual (GREEMBERG; CLARK, 2009),
esterilidade, manuseio e custos (MATICIC et al., 2005). Apesar de ainda ndo existir um
material que atenda todas essas caracteristicas ideais, o conhecimento das propriedades dos
fios facilita na escolha para cada propdsito.

Para Saito et al. (2006), a biocompatibilidade do material é uma das questdes
fundamentais que deve ser considerada na escolha do fio de sutura, onde permite estudar a
resposta bioldgica e a escolha ideal para cada situacdo, facilitando assim para que o processo
de cicatriza¢do ndo seja prejudicado. Levando em conta que o contato do fio com a ferida
pode levar a uma reacao tecidual, isquemia, promover a absor¢do e disseminacdo de secre¢des
e microrganismos, e induzir a formacdo de aderéncias (GREEMBERG; CLARK, 2009).

Os fios de sutura podem ser classificados conforme alguns parimetros que condizem
com sua origem, estrutura e permanéncia nos tecidos. Assim, com relacdo a sua origem
podem ser naturais ou sintéticos, quanto a degradacdo nos tecidos sdo absorviveis ou
inabsorviveis, e considerando a configuracdo fisica de seus filamentos podem ser
multifilamentares e monofilamentares (DENNIS et al., 2016; MEDEIROS; ARAUJO-
FILHO; CARVALHO, 2016).

Os fios absorviveis podem ficar nos tecidos sem a necessidade de sua remogdo
(PETERSON et al., 2005), eles perdem toda sua for¢a té€nsil em até 3 meses (GREEMBERG;
CLARK, 2009). Os materiais absorviveis de origem organica sdo destruidos através de
protedlise, diferentemente dos sintéticos que sofrem hidrélise, e por esse motivo causam

menos reacdo inflamatdria e tém sido cada vez mais utilizados (BARROS et al., 2011).

Os fios absorviveis sintéticos possuem maior padronizagdo de degradacdo da forga

ténsil, menor velocidade de absor¢do e menor indugdo de reagdo tecidual (GREEMBERG;
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CLARK, 2009). Para Medeiros; Aradjo-Filho; Carvalho (2016), o surgimento desses fios foi
muito promissor, devido a uma série de fatores: desencadear uma reacdo inflamatdria menor
que os absorviveis naturais, manter resisténcia até a finalizacdo do processo de cicatrizacao,
apresentarem uma qualidade mecanica dos nds padronizada, serem disponiveis em tempos de
absor¢do curto, médio e longo, o que possibilita ao cirurgido escolher o fio adequado para

cada caso.

Os fios monofilamentares sdo mais vantajosos, pelo fato dos multifilamentares
proporcionarem condi¢des favordveis para o crescimento de bactérias nos espagos entre os
filamentos levando ao risco de desenvolver infeccdo, e ainda induzir maior reacao tecidual no
momento da transfixacdo do tecido (KATZ; IZHAR; MIRELMAN, 1981; HENNESSEY et
al., 2012).

A escolha do uso do fio absorvivel, inabsorvivel, monofilamentar ou multifilamentar
depende de diversos fatores, devendo considerar o tempo para a ferida cicatrizar, a tensao que
o tecido suportard durante a cicatrizacdo e se a necessidade do fio de sutura é temporaria ou
permanente para garantir o suporte mecanico (MEDEIROS; ARAUJO-FILHO; CARVALHO
2016).
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Avaliacio da cicatrizacao utilizando um fio de sutura de quitosana com glucosamina em
pele de ratos (Rattus novergicus)
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Aratjo Rosendo, Elizandra Silva da Penha.

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Av. Universitaria, SN, Santa Cecilia,
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Resumo

A quitosana e a glucosamina sdo materiais de origem natural que possuem diversas
caracteristicas que possibilitam boas perspectivas no seu uso como fio de sutura, diante disso
objetivou-se avaliar a cicatriza¢do tecidual em pele de ratos utilizando um fio de sutura de
quitosana com glucosamina. Foram utilizados 36 ratos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus, distribuidos em quatro grupos de acordo com o material utilizado na sutura da
pele, sendo o grupo Q (fio de quitosana), grupo QG (fio de quitosana associado a
glucosamina), grupo C (fio comercial catgut®) e grupo SS (sem sutura). Cada animal fazia
parte de dois grupos, sendo realizado 2 incisdes longitudinais de 2 cm na regido dorsal, a
incisdao do lado direito representava um grupo e a do lado esquerdo outro. Os animais foram
acompanhados e eutanasiados em diferentes periodos de tempos (7, 14 e 28 dias) apds a
sutura. Em seguida foram retiradas amostras do tecido cicatricial para a avaliag@o histoldgica.
No exame macroscépico verificou-se ocorréncia de edema nos animais dos grupos C e SS, e
uma menor resposta inflamatdria e cicatrizagdo mais rdpida nos grupos Q e QG. Na avalia¢do
histolégica a intensidade do infiltrado inflamatério foi maior no grupo C (p=0,042), e a reacdo
do tecido de granulacdo (p=0,015) e o processo de reparo (p=0,003) foram piores no grupo C
com diferenca siginificante com os grupos QG e SS. Os resultados indicaram que o fio de
quitosana associado a glucosamina, como alternativa para ser utilizado na prética cirdrgica.

Palavras-chave: Quitosana, sutura, glucosamina.

1 INTRODUCAO

As lesoes teciduais podem ser provocadas por agentes mecanicos, térmicos, quimicos
e bacterianos (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008). Independente da natureza da lesdo,
desencadeiam-se uma série de eventos e alteracdes na composicao fisico-quimica do
microambiente, na continuagdo do processo ocorre migracdo de células circulantes e de dreas

adjacentes para o tecido lesado (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
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O processo de cicatrizacdo tecidual ocorre de forma complexa, englobando uma série
de eventos celulares e moleculares para restaurar as caracteristicas naturais do tecido e
reestabelecer a sua funcionalidade; ocorrendo em trés fases: 1- inflamatdria, 2- proliferativa e

3- de maturacgdo e remodelamento (YOUNG; MCNAUGHT, 2011).

O fio de sutura € um material invasivo utilizado para aproximar as bordas da ferida,
até a fase a proliferativa da cicatrizacdo (MORAIS et al., 2013). Eles podem ser produzidos a
partir de material sintético ou natural e devem apresentar algumas caracteristicas ideais como:
seguranca no no, resisténcia a tracdo e durante a fase de cicatrizagdo, minima reacao tecidual,
facil manuseio e baixo risco de infec¢do (SANDENBERG; MULLER; SILVARES;
MENDONCA; MORAES, 2003). Quanto a degradacdo que os fios de sutura sofrem no tecido,
sdo classificados em absorviveis e ndao- absorviveis, podendo ser originados de fibras naturais

ou materiais sintéticos (MEDEIROS; ARAUJO-FILHO; CARVALHO, 2016).

Os fios absorviveis tém despertado interesse pelo fato de serem biodegradaveis e nao
necessitar que o paciente retorne ao ambiente cirdrgico para sua remocao (FERREIRA, 2005).
Entre os fios absorviveis, os sintéticos causam uma reagdo tecidual mais baixa que os
naturais, mantém sua resisténcia até que sejam totalmente absorvidos, além de serem
disponiveis com tempo de absorcdo curto, médio e longo (MEDEIROS et al., 2016). De
acordo com Holzheimer (2008) em alguns casos a permanéncia desse fio em contato com o0s
tecidos pode provocar inflamagdo, granulacdo, fistula e abcessos sanados apenas apds a
remocdo. Embora ultimamente os fios absorviveis sintéticos tenham ganhado destaque, os
fios de fibras naturais continuam sendo usados com bons resultados (MEDEIROS et al.,
2016). Por isso que vdrios estudos estdo sendo realizados em busca de identificar o fio

absorvivel mais seguro e adequado para cada lesao.

Dentre os materiais de origem natural destaca-se a quitosana, que € um biopolimero
extraido da quitina; esta é um polissacarideo presente no exoesqueleto de crusticeos,
encontrado com grande abunddncia na natureza (MOURA; MUSZINSKI; SCHIMIDT;
ALMEIDA; PINTO, 2006) e que possui em sua constituicdo unidades D-glucosamina (COSTA

et al., 2006).

A quitosana é promissora para muitas areas, Khor e Lim (2003) realizaram estudos
sobre sua utilizacdo em implantes e reconstituicdo de tecidos; Di Colo; Zambito; Burgalassi;
Nardini e Saettone (2004) utilizaram a quitosana como veiculo para farmacos, Godeiro (2010)

investigou a reacdo do fio de sutura de quitosana em peritonio de ratos e Godeiro (2013) fez
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outro estudo com o mesmo fio em pele e subcutineo de ratos. Alves (2016) avaliou as
propriedades biomecanicas do fio de sutura de quitosana e sua influéncia no processo de

reparacdo tecidual em coelhos.

O uso da quitosana para produzir biomaterias tem sido motivo de muitas pesquisas,
devido esses polimeros naturais poderem ser utilizados em diversas aplicagcdes e apresentarem
varias vantagens com relacdo a biocompatibilidade e biodegradabilidade (AZEVEDO;
CHAVES; BEZERRA; FOOK; COSTA, 2007). Além disso todas as caracteristicas da quitosana
fazem com que ela seja um excelente biomaterial que pode ser incorporado em fios de sutura
(PINHO, 2016). A glucosamina que € um amino-monossacarideo formado a partir da
hidrélise da quitina ou quitosana, de acordo com os estudos apresentam beneficios sobre as
células da pele, aumenta a producdo de dcido hialurdnico e promove a proliferacdo e sintese
de coldgeno pelos fibroblastos, acelerando o processo de cicatrizagdao de feridas (KELECHI;

MUELLER; HANKIN; BRONSTONE; SAMIES, 2012).

Os estudos citados acima mostram vérias propriedades da quitosana e da glucosamina
justificando o uso das mesmas em biomateriais como o fio, buscando se obter uma boa
cicatrizagdo e o minimo de reacdo tecidual. O fio cirdrgico de quitosana associado com a
glucosamina pode ser uma alternativa de grande valia e para consolidar sua aplica¢do sao
necessarios mais estudos avaliando sua atividade no processo de reparagdo tecidual. Diante
disso objetivou-se avaliar a cicatrizacio tecidual em pele de ratos com a utilizacdo de um fio

de sutura de quitosana com glucosamina.

2 METODOLOGIA

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, do
Centro de Saude e Tecnologia Rural - CSTR/UFCG, Patos - Paraiba, sob o nimero n® 068-
2017 (Anexo A). Para a realizacdo deste estudo foram utilizados 36 ratos da linhagem Wistar
(Rattus novergicus), adultos, com peso entre 250 a 300 gramas, provenientes do Biotério da
UFCG, Campus Cuité. Os animais foram acomodados no gabinete para biotério INSIGHT®
no LBio (Laboratério de Bioensaios) da UFCG, com temperatura de 23+1°C, umidade de
41%, mantidos durante todo o periodo experimental com dieta s6lida (racdo Labina Presence)

e agua “ad libitum”. Os fios cirdrgicos de quitosana e quitosana associada a N-Acetil-D-
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glucosamina (0,2 gramas) (GlcNAc) foram fornecidos pelo CERTBIO, a quitosana nesses fios
era a 4%. Os animais foram distribuidos em quatro grupos de acordo com o material utilizado
na sintese da pele: Grupo Q (sutura com fio de quitosana), Grupo QG (sutura com fio de
quitosana associado com glucosamina), Grupo C (sutura com fio comercial Catgut®) e Grupo
SS (sem sutura). Os animais foram acompanhados e eutanasiados em diferentes periodos de

tempos (7, 14 e 28 dias) apds a realizagdo da sutura.

Para realizacdo da intervengdo cirdrgica, os animais foram anestesiados de acordo
com o Guia de anestesia e analgesia em animais de laboratério da UNIFESP, por injecdo
intraperitoneal da mistura de cloridrato de cetamina a 10% (Ketamin®) (100mg//kg),
cloridrato de xilazina a 2% (Calmiun®) (10mg / kg) e 0,15mL de cloreto de sédio a 0,9%. A
seguir foi feita a tricotomia da regido do dorso direito e esquerdo do animal, e a antissepsia da
area cirurgica com solugdo de clorexidina a 2%. Foram realizadas 2 incisdes longitudinais na
regido dorsal do animal, com lamina de bisturi nimero 15, uma de cada lado acompanhando a
linha mediana, com extensdo de 1,5 cm atingindo o tecido subcutaneo. Em seguida, o tecido
foi divulsionado com o auxilio de uma tesoura de ponta romba (SAITO; BERNABE:;
OKAMOTO; OKAMOTO, 2006). Posteriormente, para os Grupos Q, QG e C foi feita a
aproximacao das bordas da ferida e a sutura com 3 pontos simples, no Grupo SS a incisao nao
foi suturada. Em 18 animais foram realizadas as suturas no lado direito com fio de quitosana
com glucosamina (QG) e no lado esquerdo com fio de quitosana (grupo Q), nos 18 animais
restantes o lado esquerdo foi suturado com o fio comercial Catgut® (grupo C ou controle
positivo) e o lado direito ndo foi realizado sutura (grupo SS ou controle negativo). Apds tal
processo, os ratos receberam medicacao analgésica de Dipirona Sédica 500mg/mL, duas gotas

e foram acomodados em caixas no gabinete.

Os animais foram observados diariamente, sendo feita uma avalicdo macroscdpica da
ferida e fotografias. Decorridos os tempos de 7, 14 e 28 dias apds o ato operatdrio, 6 animais
de cada grupo foram eutanasiados, utilizando cloridrato de cetamina (Ketamin®)(100mg / kg)
e cloridrato de xilazina (Calmiun®) (10mg / kg), via intraperitoneal, seguindo o protocolo de
eutandsia da Universidade do Oeste de Santa Catarina (Anexo B). Depois foi realizada a
técnica de deslocamento cervical de acordo com o AVMA Guidelines for the Euthanasia of
Animals: 2013 Edition16. A comprovacdo da eutandsia ocorreu pela auséncia do reflexo
palpebral, de movimentos torcicos e de batimentos cardiacos durante trés minutos.

Em seguida ocorreu a remocdo das amostras do tecido cicatricial circundado por

tecido conjuntivo adjacente, com uma margem de seguranga de 5 mm a partir das bordas da
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area de cicatrizagdo. Cada peca foi armazenada em um recipiente, fixadas em solucao
tamponada de formol a 10% (pH 7.4), por 7 dias. Apds esse periodo o material foi
encaminhado para clivagem e confeccdo das laminas histoldgicas, onde foi desidratado e
incluido em parafina para obtencdo de cortes seriados com 6 micrometros de espessura,
corados pela técnica da hematoxilina e eosina, para avaliacdo microscopica (OKAMOTO;
YABUSHITA; NAKAMA; OKAMOTO, 2003).

As laminas foram confeccionadas no laboratério de Patologia Animal do curso de
Medicina Veterindaria da UFCG, campus Patos-PB. Elas foram fotodocumentadas ao
microscopio Axio Scope.Al acoplada a camera digital Axio Cam MRc5, controlada pelo
programa Zen. 3. 2012. 4. Sendo avaliada as seguintes varidveis: tipo de inflamacdo (ausente,
aguda= quando tém neutréfilos ou cronica= com linfécitos, plasmdcitos e macréfagos),
infiltrado inflamatério (ausente, leve, moderado ou intenso), processo de reparo (Satisfatorio=
tecido de granulacdo com predominio de fibroblastos sobre as células inflamatdria ou todo o
tecido estd organizado; ou Insatisfatério= presenca do tecido de granulagdo com infiltrado
inflamatério predominantes e desorganizado do tecido conjuntivo na drea da ferida), foco de
necrose (presente ou ausente), células gigantes multinucleadas (presente ou ausente) e tecido
de granulacdo (presente= reacdo de granulagdo maior ou de corpo estranho; e ausente= sem

tecido de granulagao) (Quadro 1).

Quadro 1- Escores numéricos atribuidos as varidveis avaliadas no exame histoldgico.

VARIAVEIS AVALIADAS
Escore | Tipo  de | Infiltrado Processo de | Foco de | Cél. gigantes | Tecido de
inflamacgdo | inflamatdrio | reparo necrose | multinucleadas | granulacdo
0 Ausente Ausente Satisfatorio | Ausente Ausente Ausente
1 Agudo Leve Insatisfatério | Presente Presente Presente
2 Croénico Moderado o . _ L
3 - Intenso - _ _ _

Os dados foram analisados no programa estatistico GraphPad Prism version 5.0 (San
Diego, CA, USA). O método estatistico foi escolhido com base no modelo de distribui¢ao e
varidncia dos dados avaliados pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene,
respectivamente. Os resultados dos eventos celulares ndo apresentaram distribui¢do normal,
portanto, foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de

Dunn para determinar as diferencas entre os grupos (P<0,05).
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3 RESULTADOS

ANALISE MACROSCOPICA — EXAME CLINICO

Apo6s 7, 14 e 28 dias observou-se uma evolugio satisfatéria da ferida cirdrgica, sem a
presenca de sinais de infec¢c@o bacteriana e de secrecdo purulenta em nenhum dos grupos. Foi
verificado a ocorréncia de edema nos animais dos grupos C e SS, até por volta do quinto dia.
Os animais suturados com fios de quitosana e quitosana com glucosamina apresentaram uma
menor resposta inflamatdria, assim também um menor tempo para que a ferida fosse

totalmente fechada (Figura 1).

Figura 1- Andlise macroscopica da ferida cirdrgica nos diferentes grupos avaliados.

C= Categute, SS= Sem sutura, Q= Quitosana, QG= Quitosana com glucosamina.
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ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os eventos de necrose, células gigantes multinucleadas e tipo de inflamacdo ndo
demonstraram diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais de fio de
sutura com o grupo controle negativo (P>0,05) ao longo dos periodos experimentais (Tabela
1). Nao sendo observado no exame histolégico foco de necrose em nenhum dos grupos. Ja
sobre as células gigantes multinucleadas mesmo ndo tendo apresentado diferenca estatistica
entre os grupos, pode-se ainda verificar que os poucos achados dessa célula foram na maioria

em animais do grupo C de diferentes periodos.

Tabela 2- Médias dos escores atribuidos aos grupos ap6s intervalos de 7, 14 e 28 dias, para as
varidveis histoldgicas (tipo de inflamacdo, necrose e células gigantes) observadas nas suturas
de pele em ratos (rattus novergicus).

Eventos Tempos (dias) Grupos pP*
Q QG C SS
Tipo de Inflamacao 7 1,66 0,66 1,66 1,33 0,229
14 1,00 1,00 1,33 0,66 0,734
28 0,66 0,33 1,33 0,00 0,079
Necrose 7 0,00 0,00 0,00 0,00 1,000
14 0,00 0,00 0,00 0,00 1,000
28 0,00 0,00 0,00 0,00 1,000
Células Gigantes 7 0,00 0,00 0,33 0,00 0,099
14 0,16 0,00 0,16 0,00 0,553
28 0,00 0,00 0,16 0,00 0,391

*P indica o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de compara¢Ges multiplas de Dunn (P<0,05).

A intensidade do infiltrado inflamatério demonstrou-se maior no grupo C com
diferenca estatisticamente significante com grupo SS (P=0,042) no periodo de tempo de 28

dias. (Tabela 2) (Figura 2).
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Tabela 2- Médias dos escores atribuidos aos grupos apds intervalos de 7, 14 e 28 dias, para a
varidvel histolégica (infiltrado inflamatério) observada nas suturas de pele em ratos (rattus
novergicus).

Eventos Tempos, dias Grupos P*
Q QG C SS
Infiltrado Inflamatorio 7 1,66 0,66 2,16 1,66 0,244
14 0,66 0,66 0,83 0,33 0,678
28 0,508 0,168 1,50* 0,00 0,042

*P indica o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn
(P<0,05). A ou B, médias seguidas da mesma letra ndo expressam diferenga estatisticamente significante (P>
0,05).AB, médias seguidas por letras diferentes expressam diferenca estatisticamente significante (P <0,05).

Figura 1- Intenso infiltrado inflamatdrio no grupo C com 28 dias, observado na avalia¢do
histolégica em microscépio 6ptico com aumento de 200x (A) e 400x (B).
B q Y i 7 =N s ; =

A reagdo do tecido de granulagdo foi mais presente no grupo C, que demonstrou
diferenca significativa com os grupos QG e SS (P=0,015) no periodo de tempo de 28 dias.
Assim também como o processo de reparo que foi mais insatisfatério no grupo C com

diferenca significativa com os demais grupos (P=0,003) (Tabela 3).
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Tabela 3- Médias dos escores atribuidos aos grupos apds intervalos de 7, 14 e 28 dias, para as
varidveis histoldgicas (tecido de granulacdo e processo de reparo) observadas nas suturas de
pele em ratos (rattus novergicus).

Eventos Tempos, dias Grupos pP*
Q QG C SS

Tecido de Granulacao 7 0,50 0,33 0,83 0,50 0,383
14 0,16 0,00 0,33 0,16 0,512
28 0,16"" 0,00% 0,66° 0,00% 0,015

Processo de Reparo 7 0,33 0,16 0,16 0,50 0,546
14 0,50 0,16 0,00 0,16 0,203
28 0,00% 0,00% 0,66° 0,00* 0,003

*Pindica o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn (P<0,05).
A ou B, médias seguidas da mesma letra ndo expressam diferenca estatisticamente significante (P> 0,05).
AB, médias seguidas por letras diferentes expressam diferenca estatisticamente significante (P <0,05).

4 DISCUSSAO

Esse trabalho € relevante, considerando que mesmo a quitosana sendo um biomaterial
amplamente estudado, a avaliagdo do fio de sutura composto por esse material em pesquisas
in vivo ainda se restringem a poucos estudos cientificos (GUIMARAES; AVILA-FILHO,
2019), ressaltando que os pesquisadores tem se intensificado na busca da melhor forma de
obtencdo desse fio com a perspectiva de otimizar as propriedades mecanicas e bioldgicas,
como os estudos desenvolvidos por Li et al. (2016), Cruz et al. (2016) e Silva (2019).

E necessério cautela na interpretagio de resultados da cicatrizacio experimental de
feridas cutaneas, considerando diferencas fundamentais entre as espécies. De acordo com
Warwersiket et al. (2001) ao se estudar a cicatrizagdo em ratos um fator que deve ser levado
em consideragdo € que a pele desses individuos € significativamente mais eficiente que a pele
humana para regenerar-se, em grande parte por uma maior eficiéncia do mecanismo de
contragao.

A auséncia de infec¢do bacteriana e de secre¢do purulenta em todos os grupos pode ser
em decorréncia da antissepsia realizada no ato cirdrgico, ou até mesmo por uma resisténcia
natural que esses animais podem apresentar a infec¢cao (GODEIRO, 2013).

No processo de cicatrizagdo, no inicio do reparo da lesdo tecidual ocorre a liberagcdo de

varios mediadores quimicos que permitem a vasodilatacio e aumento da permeabilidade
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vascular, promovendo o surgimento de sinais da inflamacdo (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2005; KAMAMOTO, 2007) como a presen¢a de edema, que foi evidenciado nos grupos C e
SS. Isso pode ser devido a ndo estabilizacdo da ferida pela auséncia da aproximacgdo de suas
bordas nos animais sem sutura, ja no grupo com fio categute, este pode provocar uma maior
reacdo tecidual (BARROS et al., 2011), outra observacao é o didmetro espesso desse fio, uma
vez que essa caracteristica tem uma grande importancia na resposta inflamatdria, tendo uma

reacdo tecidual proporcional a sua espessura (PETERSON et al., 2005).

Na primeira fase da cicatrizagdo, em resultado a lesdo e aos diversos mediadores
quimicos, os neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem para combater os
microrganismos e células mortas, tendo maior migracdo nas primeiras 24 horas, e
interrompido-se apds 72 horas, passando a serem substituidos gradativamente por macréfagos
(KAMAMOTO 2007; BELDON, 2010; HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2014). Isso pode
justificar o fato de ndo ter ocorrido diferenca entre os grupos dentro de cada periodo avaliado
(7, 14 e 28 dias) predominando o processo cronico de inflamacao, que pode durar por periodo
indeterminado variando conforme os mediadores celulares e humorais envolvidos (TASAKA,
2002). Os macrofagos tém a funcio de finalizar o debridamento iniciado pelos neutréfilos e

iniciar a transicao da fase inflamatéria para a proliferativa (BELDON, 2010).

A inflama¢do que ocorre no inicio da cicatrizacdo garante a remoc¢do de debris e
materiais estranhos do tecido, mas sua permanéncia prolongada pode ser prejudicial
(HUAIXAN et al., 2015), podendo até retardar a deposicao de fibroblastos e inicio da fase de
fibroplasia (SANTOS et al., 2006). No presente estudo, a maior intensidade do infiltrado
inflamatorio no grupo categute e a maior reacdo de tecido de granulacio com diferenca
estatistica significante no periodo de 28 dias, indica que esse fio atuou como corpo estranho,
de acordo com Greenberg e Clark (2009) a intensidade da inflamacdo depende da natureza e
caracteristicas do material utilizado na sutura. Isso corrobora com o estudo de Huaixan et al.,
(2015), que também encontrou grande reagdo inflamatdria inerente ao fio categute, levando
até a formacdo de aderéncias. Em contrapartida Silva et al. (2017) avaliaram os fios de
quitosana e categute na musculatura reto abdominal de coelhos e encontrou uma maior reagdao
inflamatdria com predominancia de neutrdfilos no fio de quitosana nos periodos de 15 e 30
dias. Assim também Guimardes e Avila-Filho (2019) encontraram maior intensidade de
infiltrado inflamatério e tecido de granulacdo com o fio de quitosana, comparando com o
poliglecaprone em enterorrafias de coelhos. Essas discordincias podem ser até devido a

diferencas na preparacdo da quitosana utilizada no fio nesses trabalhos, pois de acordo com
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Aranaz et al., (2009) a taxa de degradacdo e o grau de desacetilacio (GD) da quitosana
influenciam na resposta inflamatdria, sendo que quanto maior o GD, menor serd a velocidade

de degradagdo gerando por consequéncia uma menor reacao inflamatoria.

Nas avaliagcdes macroscdpicas observou-se uma cicatriza¢do mais rapida e com menos
sinais de inflamacao nos grupos Q e QG. Isso é previsto uma vez que a quitosana participa de
todas as fases do reparo da ferida, podendo aumentar a formacdo de matriz extracelular,
fomentar o crescimento celular devido as células aderirem fortemente ao polimero e
proliferarem rapidamente (UENO et al., 2001), a capacidade de induzir a coagulacdo
sanguinea (MENG et al., 2007), possuir um efeito analgésico (LARANJEIRA; FAVERE,
2009) e atividade antimicrobiana (GOY; BRITO; ASSIS, 2009). Todas essas caracteristicas
podem contribuir para acelerar o processo cicatricial. Dias (2012) avaliou um gel de quitosana
em feridas cutdneas em ratos e constatou uma rdpida cicatrizagdo, com a reepitelizacdo quase

completa aos 14 dias.

Foi comprovado estatisticamente menor reacdo do tecido de granulacdo nos animais
do grupo QG, e sobre o infiltrado inflamatério mesmo sem diferenca estatistica pode-se
observar médias baixas nesse mesmo grupo. Isso evidencia os efeitos positivos desse fio,
considerando que a glucosamina apresenta boa atividade anti-inflamatéria e hemostatica
(DALIRFARDOUEI; KARIMI; JAMIALAHMADI, 2016) e ainda induz a produgdo de 4cido
hialurénico (OUYANG et al., 2018). O 4cido hialurdnico junto com a glucosamina estimulam
a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de coldgeno acelerando o fechamento da ferida e

assim promovendo uma répida cicatrizacdo (SCHOUKENS et al., 2009).

A cicatrizacdo de feridas € um processo dindmico caracterizado por diferentes fases:
inflamatoria, proliferativa e de maturacdo, que em certo momento podem estar sobrepostas,
envolvendo multiplos componentes celulares que atuam conjuntamente para reestabelecer a
integridade do tecido lesado (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; MESCHER, 2016). Os estudos
mostram que a quitosana e a glucosamina atuam em varios fatores desse processo, € o atual
trabalho traz mais uma evidéncia positiva sobre a utilizacdo do fio de quitosana associado a

glucosamina.
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5 CONCLUSAO

O fio de sutura de quitosana associado com glucosamina apresentou um Otimo
resultado, sendo observado uma cicatrizacdo rdpida e sem complica¢des, apresentando uma
menor reacdo de tecido de granulacdo e infiltrado inflamatério discreto, contribuindo
satisfatoriamente no reparo da ferida. Isso mostra que associacdo da glucosamina
proporcionou efeitos ainda melhores sobre o fio de quitosana na cicatrizacdo, e indica a sua

utilizacdo como mais uma alternativa na prética cirirgica.
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4 CONSIDERA COES FINAIS

A avaliacd@o do fio de sutura de quitosana associado com glucosamina nesse trabalho
obteve resultados satisfatérios, uma vez que foi observado uma répida cicatrizacdo, com
reduzida reacdo inflamatdéria, menor tecido de granulacdo e infiltrado inflamatério, sem
evidéncia de complicacdes que podem contribuir negativamente no reparo de uma lesdao
tecidual. Esses achados enfatizam que a associa¢do desses dois componentes em fio de sutura
potencializa seus efeitos sobre a cicatrizagdo. Isso evidencia que esse fio pode ser brevemente

utilizado como mais uma alternativa pelos cirurgides dentistas na pratica cirirgica.
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ANEXO A- Parecer consubstanciado do CEP.

Universidade Federal de Campina Grande
Centro de Sadde e Tecnologia Rural
Comité de Etica em Pesquisa
S, (Comissio de Etica no Uso de Animais)
w Av. Santa Cecilia, s/n, Bairro Jatoba, Rodovia Patos,
CEP: 58700-970, Cx postal 64, Tel. (83) 3511-3045

A: Prof. Dra. Luanna Abilio Diniz Melquiades de Medeiros

Protocolo CEP/CEUA n2068-2017

CERTIDAO

Certificamos a V.Sa. que seu projeto intitulado “AVALIACAO
DA BIOCOMPATIBILIDADE DE BIOMATERIAIS” teve parecer
consubstanciado orientado pelo regulamento interno deste
comité e foi Aprovado, em carater de Ad referendum,
estando a luz das normas e regulamentos vigentes no pais
atendidas as especificacdes para a pesquisa cientifica.

Patos, 21 de novembro de 2017.

Maria de Fatima de Araujo Lucena
Coordenadora do CEP/CEUA/UFCG/Patos
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ANEXO B - Protocolo para eutanasia de ratos da UNOESC.

\e,
Z
UNOESC

UNIVERSIDADE DO OESTE DE SANTA

CATARINA

Procedimento Operacional Padrao

POP n2 013
Versao n? 01

Revisdo n®- 0 Data

(POP) iy
Data de Data de Préxima B
emissao Vigéncia Revisao

Etapa: Protocolo para eutanasia de ratos e camundongos.

Responsaveis: funcionarios, técnicos e pesquisadores envolvidos em
atividades com animais.

Elaboracéao:

Aprovado por:

Data:

1 EQUIPAMENTOS DE PROTEGAO INDIVIDUAL (EPI):

1 Oculos de protecao;
2 Mascara cirurgica cobrindo a boca e nariz;

3 Luva de latex;

4 Jaleco de manga longa;
5 Touca, que deve cobrir todos os cabelos.

2 CONDICOES PARA REALIZACAO EUTANASIA NOS ANIMAIS
1  Os procedimentos devem ser realizados por pessoal treinado e capacitado;
A eutanasia deve ser realizada em ambiente silencioso e longe de outros

animais. A morte deve ser

confirmada antes que o cadaver seja descartado;

3 Sempre que possivel, tecidos e estruturas do cadaver devem ser
compartilhadas entre pesquisadores e professores, alinhando-se, dessa
forma, ao principio de Reduc¢éo do uso de animais.

3 PROTOCOLOS SUGERIDOS PARA EUTANASIA DE RATOS E

CAMUNDONGOS:

1 Protocolo 1 - Administracdo, por via intravenosa, de tiopental
sobredosagem de 100mg/kg, confirmacdo da perda de consciéncia e
morte.

2 Protocolo 2 - Administracdo, por via intraperitoneal de tiopental
sobredosagem de 100mg/kg + lidocaina 10mg/ml, confirmagéo da perda

de consciéncia e morte.

Protocolo 3 - Administracdo, por via

intravenosa de, propomos sobredosagem de 60mg/kg, confirmacédo da
perda de consciéncia e morte.



3 Protocolo 4 - Administracéo, por via intraperitoneal de sobredosagem
de cetamina 300mg /kg + xilazina 30mg/kg, apds confirmacao da perda
de consciéncia e morte.

4 Protocolo 6 — Método de eutanasia utilizando CO2, é aceito com
restricoes, e sO6 podera ser utilizado desde que sejam seguidas as
recomendacgdes das Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Concea.

5 Protocolo 7 — Anestesiar os animais com: tiopental ou quetamina +
xilazina ou propofol, apés a anestesia geral (confirmacédo da perda de
consciéncia) administragéo de cloreto de potassio ou exsanguina¢ao por
puncao cardiaca.

OBSERVACAO:

1 Acondicionar a carcaga em saco branco de residuo biolégico, seguindo o
pop numero 014 de descarte de residuos.
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ANEXO- Normas para publicacao

Revista: Microscopy research and technique

PREPARACAO DA APRESENTACAO

Partes do manuscrito

O manuscrito deve ser submetido em arquivos separados: arquivo de texto principal; figuras.
Arquivo de texto principal

O arquivo de texto deve ser apresentado na seguinte ordem:

Eu. Um titulo informativo curto que contém as principais palavras-chave. O titulo nao deve conter abreviacdes
(consulte as dicas de praticas recomendadas de Wiley para SEO );

ii. Um titulo de curta duracdo com menos de 40 caracteres;

iii. Os nomes completos dos autores;

iv. As afilia¢des institucionais do autor onde o trabalho foi realizado, com uma nota de rodapé para o endereco
atual do autor, se diferente de onde o trabalho foi realizado;

v. Resumo e palavras-chave;

vi. Destaques de Pesquisa e Resumo Gréfico;

vii. Texto principal;

viii. Reconhecimentos;

ix. Referéncias;

x. Tabelas (cada tabela completa com titulo e notas de rodapé);

XI. Lendas das figuras;

xii. Apéndices (se relevante).

Figuras e informacdes de suporte devem ser fornecidas como arquivos separados.
Autoria

Consulte a politica de autoria da revista na se¢do Politicas editoriais e consideracées éticas para obter
detalhes sobre a elegibilidade para a lista de autores.

Agradecimentos

As contribui¢des de qualquer pessoa que nao atenda aos critérios de autoria devem ser listadas, com permissao
do colaborador, na se¢ao Agradecimentos. O apoio financeiro e material também deve ser mencionado. Gracas a
revisores andnimos, ndo sio adequados.

Declaracio de conflito de interesse

Os autores serdo solicitados a fornecer uma declaracao de conflito de interesses durante o processo de

envio. Para obter detalhes sobre o que incluir nesta se¢@o, consulte a secdo 'Conflito de interesses' na

secdo Politicas editoriais e consideracoes éticas abaixo. Os autores que enviaram devem garantir a ligagdo
com todos os co-autores para confirmar o acordo com a declaracao final.

Abstrato

Forneca um resumo de 250 palavras ou menos, contendo as principais palavras-chave que resumem o artigo.

Palavras-chave
Forneca de trés a cinco palavras-chave.
Destaques da Pesquisa

Os destaques da pesquisa sdo as descobertas e / ou conclusdes mais importantes do artigo (ou revisao),
declaradas de forma concisa. Os destaques da pesquisa serdo exibidos on-line imediatamente abaixo do titulo do
artigo (eles ndo aparecerdo na versdo impressa do artigo). Os pontos principais devem consistir em 2 a 3 frases
curtas e ndo devem exceder 250 caracteres (incluindo espacos). Eles sdo necessarios para todos os trabalhos
publicados na revista e devem ser submetidos no momento da submissdo do manuscrito no ScholarOne.

Resumo Griafico

O resumo gréfico fornece aos leitores uma representacio visual das conclusdes e uma maneira eficiente de
apreciar as principais conclusdes e a principal mensagem do trabalho. Esse recurso faz parte do formato de artigo
on-line e aparecera no Indice on-line de cada edi¢io da revista, mas nio apareceré na versio impressa do

artigo. Envie uma ilustragdo descrevendo o contexto e o significado das descobertas para os leitores mais amplos
do periddico, a fim de atrair a atencdo de ndo especialistas. A imagem deve ser uma imagem Unica que nio


http://www.wileyauthors.com/seo
http://www.wileyauthors.com/seo
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/10970029/homepage/forauthors.html#_5._EDITORIAL_POLICIES
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contenha varios painéis. O objetivo € representar um aspecto-chave dos resultados. A imagem selecionada deve
ser uma figura ou parte de uma figura incluida no papel. Para preparar a imagem, selecione uma imagem ou
grafico facil de ler e, tanto quanto possivel, sem itens desorganizados, transmitir informagdes visuais claras e ndo
especulativas sobre o contexto bioldgico dos resultados. As etiquetas, embora tteis, devem ser reduzidas ao
minimo. A imagem deve ser fornecida em uma das seguintes configuracdes de altura e largura: 400 x 300 pixels,
300 x 400 pixels ou 400 x 400 pixels e com uma resolu¢do maxima de 72 dpi. Por favor, use a fonte Arial ou
Helvetica com um tamanho de 10 a 12 pontos; os tipos de arquivos preferidos sdo EPS e TIFF. O Resumo
Gréfico € obrigatdrio para todos os trabalhos publicados na revista. Ao fazer o upload, designe a imagem como
Imagem Abstrata Grafica nos Manuscritos do ScholarOne. 300 x 400 pixels ou 400 x 400 pixels e com uma
resolucdo méxima de 72 dpi. Por favor, use a fonte Arial ou Helvetica com um tamanho de 10 a 12 pontos; os
tipos de arquivos preferidos sao EPS e TIFF. O Resumo Gréfico é obrigatério para todos os trabalhos publicados
na revista. Ao fazer o upload, designe a imagem como Imagem Abstrata Grafica nos Manuscritos do
ScholarOne. 300 x 400 pixels ou 400 x 400 pixels e com uma resolu¢cdo maxima de 72 dpi. Por favor, use a fonte
Arial ou Helvetica com um tamanho de 10 a 12 pontos; os tipos de arquivos preferidos sdo EPS e TIFF. O
Resumo Gréfico € obrigatdrio para todos os trabalhos publicados na revista. Ao fazer o upload, designe a
imagem como Imagem Abstrata Grafica nos Manuscritos do ScholarOne.

Texto principal

e A revista usa ortografia nos EUA; no entanto, os autores podem enviar usando qualquer uma das
opgdes, pois a ortografia dos artigos aceitos € convertida durante o processo de producio.
e  Os artigos podem variar de aproximadamente 2.500 a 6.000 palavras.

Materiais e métodos

Se um método ou ferramenta for introduzido no estudo, incluindo software, questiondrios e escalas, o autor deve
declarar a licenca disponivel sob e qualquer requisito de permissao para uso. Se um método ou ferramenta
existente for usado na pesquisa, os autores sao responsdveis por verificar a licenga e obter a permissdo. Se a
permissao foi necessdria, uma declaragdo confirmando a permissao deve ser incluida na secaio Materiais e
Meétodos.

Referéncias

A partir de 2017, as referéncias da revista deverdo ser elaboradas de acordo com o Manual de Publicacdo da
American Psychological Association(APA) (6 edi¢ao). Isso significa que, no texto, as citagdes devem seguir o
método data do autor, pelo qual o sobrenome do autor e o ano de publicacdo da fonte devem aparecer no texto,
por exemplo (Jones, 1998). Uso de et al. € determinado pelo niimero de autores e se € a primeira vez que uma
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