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Resumo. O queloide é uma cicatriz comum e indesejada que afeta 6% da populacdo mundial. O poli (L-acido
lactico) (PLLA) é um polimero considerado um biomaterial devido a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade. A alantoina é um fArmaco cicatrizante e antiqueloidiano. Foi objetivado o desenvolvimento
de um curativo polimérico com liberac@o de alantoina para uso topico com efeito local do farmaco, ajudando
na cicatrizacdo de feridas e agindo na prevencéo da formagdo de queloides. Foram produzidas fibras da PLLA
atraves do processo de rotofiacdo e em seguida a insercdo de alantoina pela técnica de adsor¢do. A adsorcéo
foi feita utilizando a técnica de gotejamento lento de solugdes alcodlicas com diferentes concentracdes (0,5% e
2,0%) do farmaco nas fibras obtidas. As fibras foram analisadas via MEV para avaliar sua morfologia de
superficie e a presenca dos cristais de alantoina. As fibras foram pesadas antes e ap6s o processo de adsor¢do
para comprovacdo da presenca do farmaco. Foi possivel notar a diferenca exata de pesos medidos e observar a
presenca dos cristais da alantoina nas micrografias. Concluiu-se que a inser¢do de alantoina via adsorcao é
efetiva, podendo ser utilizada como uma forma eficiente e de baixo custo.
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1. INTRODUCAO

A Engenharia tecidual € um campo relativamente novo e promissor que tem como
objetivo a reconstrucdo de tecidos e 6rgaos através do desenvolvimento de novas ferramentas
para aplicacdo na medicina e areas da saude, objetivando melhorar a qualidade de vida para a
populacdo. Esta area de pesquisa € estimulada por diversos fatores como o aumento da
expectativa de vida da populacdo, alto indice de acidentes de transito, acidentes de trabalho e
violéncia urbana, onde muitos destes podem resultar em traumas ortopédicos, sendo
indispensavel a intervencao cirdrgica (Ciocca, 2017).

Cicatrizacdo de feridas é um processo complexo que tem como resultado a formacao de
um novo tecido visando recuperar o tecido que foi danificado. A evolugdo normal das fases de
cicatrizacdo em um individuo saudavel geralmente resulta em uma cicatriz final de bom
aspecto estético e funcional. Interferéncias ao longo do processo de cicatrizagcdo podem levar
a formacdo de cicatrizes de mé qualidade, como a cicatriz hipertrofica e o queloide (Ferreira e
D”Assumpcéo, 2006).

Aproximadamente 6% da populacdo mundial sofre com os resultados de uma ma
cicatrizacao, resultando em 500 milhdes de pessoas (Thorne, 2018). A prevencdo desta méa
cicatrizacdo é mais eficiente do que o tratamento ap6s a formagdo das mesmas. Entretanto na
prética, tanto o tratamento quanto a prevencao sao similares.

Quando a ma cicatrizacao — distdrbio cicatricial — é diagnosticada ainda no inicio quando
as cicatrizes ainda sdo imaturas, as chances de sucesso no tratamento ndo cirdrgico s@o
maiores. Ja para cicatrizes maduras, processo que leva de 6 a 12 meses para ocorrer, é
indicado o tratamento cirargico (Carroll, 2002).

As condutas para tratamento de cicatrizes sdo diversas, entre elas estdo as cirurgias,
injecdo de corticoides, silicone em gel, terapia compressiva, radioterapia, laserterapia,
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crioterapia, e uso de fita adesiva microporosa hipoalergénica; existem ainda terapias
emergentes e 0 uso de outras drogas como a alantoina (Francisco, 2011; Ferreira e
D”Assumpcéo, 2006).

De maneira geral, ndo existem padrdes e diretrizes para o tratamento de queloides. Cada
paciente deve ter seu recurso terapéutico individualizado, uma vez que dependerd das
caracteristicas do queloide como distribuicéo, dimensdes, espessura e

consisténcia. Além disso, a avaliacdo psicoldgica e a qualidade de vida do paciente sdo
parametros importantes para eficacia do tratamento (Thorne, 2018; Francisco, 2011).

Através do conhecimento dos tratamentos ja existentes no mercado atualmente, busca-se
uma alternativa mais barata para a populacéo e de uso preventivo. O paciente que passe por
algum dano no tecido epitelial, podendo ser apds uma ferida ou ap6és uma cirurgia, saira do
hospital com um curativo, patch, ja carregado com farmaco para prevenir a ma cicatrizacdo e
0 surgimento de queloides.

Para a producdo do patch buscou-se uma técnica em que fosse possivel a troca gasosa e
de fluidos das células com o meio, de forma que fosse possivel reproduzir um ambiente que
mimetizasse o tecido original em que as células ja habitam. As caracteristicas necessarias para
que as células se proliferem e colonizem o patch sdo, uma superficie com poros (em torno de
400 nm), produzido por fibras de escala nanométrica. Para a obtencdo de fibras nanométricas
é essencial o uso da rotofiacdo, técnica simples e versatil para fabricacdo de estruturas que
dependem da area de superficie elevada.

Buscando uma nova alternativa para o tratamento de queloides selecionou-se um farmaco
para ser inserido nas membranas, a alantoina, que tem como objetivo ser liberada no local
onde houve dano do tecido original para que haja a regeneragdo do tecido epitelial e a néo
formacdo de queloides. Os patches serdo produzidos com a matriz polimérica de poli(L-acido
lactico) (PLLA) e, juntamente com o farmaco alantoina, através da técnica de rotofiagéo.

Foi escolhido o uso de um polimero sintético, o PLLA, uma vez que este ja possui
aprovacao pelo FDA (Food and Drug Admnistration), é biocompativel,

biodegradavel, e produzido pelo laboratério do INCT-Biofabris, sendo seu acesso mais
facilitado. Ja a escolha do farmaco — alantoina — se fez devido as suas propriedades
cicatrizantes, sendo encontrada em medicamentos como Contractubex®, que possui um 6timo
desempenho na cicatrizagdo pés-cirdrgica.

2. REVISAO DA LITERATURA

Queloides. O queloide foi descrito por Alibert, em 1806, como sendo lesGes
semelhantes ao cancer, mas apenas em 1816, o termo queloide foi introduzido. Queloides
ocorrem a partir de hiperproliferacdo de fibroblastos, onde ha formacéo excessiva de coldgeno
e acimulo de matriz extracelular (Ferreira e D" Assumpcao, 2006).

Uma maneira simples de definir o queloide é como sendo uma cicatrizagdo que ndo para
de produzir um novo tecido, uma vez que crescem além dos limites da ferida, invadindo a
pele normal adjacente.

Queloides se apresentam na epiderme e derme como lesbes elevadas, brilhantes,
pruriginosas, e em alguns casos pode ser dolorosa. Podem crescer ao longo do tempo e néo
regridem espontaneamente (Carroll, 2002).

As regides do corpo que s@o mais acometidas pelo queloide séo: dorso, cervical posterior,
pavilhdo auricular, area pré-esternal e regido de deltoide. Entretanto, nas regides palmar,
plantar, frontal, escroto, pénis e palpebras, sdo raras (Ferreira e D" Assumpc¢édo, 2006; Kim,
2004; Bayat, 2002; Burd e Chan, 2002; Manuskiatti e Fitzpatrick, 2002).

Essa doenga acomete todos 0s grupos étnicos e ambos 0s sexos, porem em africanos,
asiaticos e individuos de pele escura em geral, € notada uma preponderancia das ocorréncias,
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ndo tendo relatos na populacéo albina. A maior parte dos casos € relatada entre 10 até 30 anos
de idade, e acima de 65 anos de idade séo raros (Newsome, 2003).

A pele da cicatriz queloideana tem a epiderme achatada, além de ser desprovida de pelos,
fibras elasticas, glandulas sebaceas e sudoriparas. A auséncia de anexos associada a tensdo na
superficie da lesdo Ihe confere o aspecto brilhante.

Em comparacdo com a pele normal, a pele queloideana possui uma quantidade muito
elevada de fibras coladgenas que se arranjam de maneira irregular em forma de nddulos, e um
numero elevado de mastocitos (células do tecido conjuntivo que participam dos mecanismos
de defesa). Devido a grande quantidade de coldgeno presente, diminuem as quantidades de
substancia amorfa (rica em mucina — glicoproteinas de elevada massa molecular produzidas
por tecidos epiteliais) e capilares (0s poucos presentes se encontram rodeados por mastocitos
e alguns linfocitos) (Ferreira e D" Assumpcao, 2006).

Alantoina. Alantoina, ou (2,5-dioxoimidazolidin-4-il)ureia de acordo com IUPAC
(C4H6N403), é um produto da oxidacdo do &cido Urico. Este composto quimico pode ser
extraido de plantas como raizes Symphytum officinale (confrei), Poaceae (gramineas), Coffea
(Cafeeiro), Fabaceae, Glycine e Cucurbitaceae (leguminosas) e Theobroma cacao
(cacaueiro). Em alguns animais é possivel encontrar alantoina no citoplasma das células e em
materiais biolégicos como sangue, liquido cefalorraquidiano, fezes, saliva e urina (HMDB,
2018). O corpo humano ndo é capaz de produzir alantoina devido a inexisténcia da enzima
uricase, que € responsavel pela conversdo do &cido Urico em alantoina (PubChem, 2004).

Este composto pertence a classe de composto organico conhecido como imidazol,
contendo um anel imidazol, ou seja, um anel aromatico com dois atomos de nitrogénio nas
posicOes 1 e 3, e trés atomos de carbono nas demais posi¢Ges (PubChem, 2004). Sua estrutura

quimica esta representada na Fig. 1.
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Figura 1 — Estrutura quimica da alantoina.

A alantoina vem sendo utilizada por suas propriedades cicatrizantes, mesmo antes de se
ter comprovado experimentalmente suas propriedades queratoliticas, hidratantes e
epitelizantes (De Vita Janior, 2007). Ela tem sido frequentemente utilizada em preparacoes
dermatoldgicas por suas propriedades curativas, calmantes e anti-irritantes, podendo ser
encontrada em produtos de higiene bucal (creme dental e enxaguante bucal), produtos
cosmeticos (xampu, batons, locBes e cremes) e produtos farmacéuticos (produtos anti-acne,
bronzeadores e logdes clareadoras), por sua capacidade de ajudar a curar feridas e promover
uma pele saudavel (HMDB, 2017; DrugBank, 2018).

N&o existem dados formais que possam substanciar as propriedades farmacodinamicas da
alantoina. No entanto, estudos em andamento sugerem que a alantoina possui efeitos
hidratantes e queratoliticos, além de aumentar o conteido de agua da matriz extracelular, o
que promove a proliferagédo celular e facilita cicatrizacdo de feridas (Prager e Gauglitz, 2018;
Arakawa e Maluf, 2018; Araujo, 2010).

Aceita-se que a alantoina ao ser administrada via uso topico em forma de curativos como
patch, tem sua liberagdo via urina de maneira rapida. Nos mais diversos estudos encontram-se
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concentragfes do farmaco em patches variando entre 0,005 e 0,0204 (m/m) ou bandagem com
concentracdo de 0,75 (v/v) (DrugBank, 2018).

Em diversos estudos com alantoina pode-se concluir que o farmaco nao apresentou
toxicidade geral e nem atividade anticarcinogénica, ndo sendo necessarios testes de
mutagenicidade, carcinogenicidade e teratogenicidade, uma vez que é uma substancia de
natureza enddgena, ou seja, encontrado no corpo humano. O fato de seu ponto de fusdo ser em
torno de 239 °C confirma a sua aplicabilidade no corpo humano, uma vez que o a temperature
média do corpo humano € em torno de 27 °C, o que indica que o material ndo sofrera
transicOes relacionadas a temperatura, como fuséo.

A alantoina é um componente normal da dieta em seres humanos e presente no corpo
humano, sendo reconhecida como uma substancia segura para os seres humanos (DrugBank,
2018).

Poli(L-acido lactico). Um dos polimeros mais difundidos para aplicacdo como
biomaterial € o poli (L-acido lactico) (PLLA), ja consagrado na literatura e aprovado pelo
FDA.

O poli (acido L-lactico) (PLLA) é um polimero semicristalino com um ponto de fusdo
entre 174 °C e 184 °C, e uma temperatura de transicdo vitrea em torno de 65 °C, que pode
estar relacionada a sua alta massa molar e sua cristalinidade. Possui propriedades mecéanicas
compativeis com aplicacdes na area médica, com maddulo de elasticidade e resisténcia a tracao
na faixa de 3,2 a 3,7 GPa e 55 a 60 MPa respectivamente. O grupo metil do PLLA o torna
hidrofobico e mais resistente a hidrolise (Zuideveld, 2006). A estrutura quimica do PLLA é
mostrada na Fig. 2.

CH, 0

0

Figura 2 - Estrutura quimica do poli (acido L-lactico) (PLLA).

E possivel sintetizar o PLLA por duas rotas, a saber, abertura de anel ou policondensac&o.
O uso de PLLA em nanoescala tem sido amplamente utilizado para medicina devido a
interacdo entre as células e o polimero, resultando em uma melhor interacdo do PLLA com o
corpo humano (Santoro, 2016).

O PLLA é um polimero termopléastico, ou seja, em uma determinada faixa de temperatura
0 material apresenta um comportamento viscoso, sendo possivel a sua conformacdo e
moldagem. Os polimeros termoplasticos sdo uma mistura alternada de segmentos rigidos e
maleaveis, termodinamicamente incompativeis e segregantes em micro-dominios. Alguns
termoplasticos possuem excelentes propriedades como a biocompatibilidade, sendo
amplamente utilizados para aplicacdes biomédicas (Zhang, 2005), como é o caso dos
polimeros a base de &cido lactico.

Outra propriedade de elevada importancia do PLLA é a biodegradabilidade. Essa se da
por ser um poliéster termoplastico feito com &cido latico (composto organico de fungdo mista
- acido carboxilico e alcool), sendo instrumento de muitas pesquisas. O PLLA pode ser
considerado um biopolimero, devido sua biodegradabilidade e biocontabilidade, o que amplia
seu campo de aplicagdo principalmente na area medica (Pongtanayut, 2013).

O corpo humano metaboliza o PLLA através da hidrdlise em acido lactico, que sob
condicBes aerdbicas — contendo presenca de oxigénio — é metabolizado em agua e dioxido de
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carbono, sendo ao final excretado pelo organismo. Entretanto, seu tempo total de degradagéo
é relativamente longo — aproximadamente 36 meses, segundo Annette (2005) —, o que pode
causar reacdes inflamatdrias. Uma desvantagem do PLLA é sua fragilidade e rigidez, o que
limita as areas de aplicacdo desse polimero (Nair e Laurencin, 2007).

Rotofiacdo. A rotofiacdo é uma técnica de obtencédo de fibras por meio da rotodindmica,
ou seja, 0 movimento constante das cargas elétricas, ao longo do processo. Esta técnica vem
sendo muito utilizada devido a possibilidade de se obter fibras que variam de escalas nano a
micrométrica, além da possibilidade de obtengdo de fibras em larga escala e grandes areas de
superficie (Badrossamay, 2010).

O processo de rotofiagdo é utilizado na formacdo de fibras poliméricas, podendo ser
ajustado — dependendo do equipamento e da concentracdo da solucdo — o diametro das fibras.
Estas fibras quando produzidas se sobrepdem e criam membranas que podem ser empregadas
em diversas areas da medicina, como para uso em forma de curativos para protecdo e no
auxilio da cicatrizacdo de feridas.

A rotofiacdo € um método de obtencdo de fibras de escala que variam de micro a
nanomeétricas, através da alta velocidade de rotacdo gerada pelo motor do equipamento. O
equipamento consiste em um reservatorio central onde a solucdo polimérica é despejada, com
capilares nas paredes por onde saem as fibras poliméricas, uma base acoplada ao motor, 0
qual gera a rotacdo do equipamento, e um coletor onde as fibras ficam depositadas ao final
(Ciocca, 2017).

3. MATERIAIS E METODOS

O PLLA utilizado neste trabalho foi produzido através do método de abertura de anel por
Pattaro (2016), na Faculdade de Engenharia Quimica, no INCT-Biofabris, localizado na
UNICAMP. O PLLA foi solubilizado em cloroférmio [CHCI3, 99%] da Synth (Brasil), em
uma concentracdo de 40%. O uso do cloroférmio para o preparo da solucdo se da devido a
boa solubilidade do PLLA neste solvente e devido & sua alta taxa de evaporacéo.

A rotofiacdo do PLLA foi realizada no Labiomec na Faculdade de Engenharia Mecanica,
localizado na UNICAMP, a velocidade foi estabilizada em aproximadamente 6.500 RPM. A
solucdo de PLLA foi depositada continuamente no orificio superior ao reservatério. As fibras
obtidas foram armazenadas no dessecador até o uso.

Seguindo as recomendacgdes do FDA (Food and Drug Admnistration) presentes no CFR
(Code of Federal Regulations) para farmacos protetores da pele para uso humano sem receita
médica, os valores de concentracdo de alantoina variam entre 0,5 e 2%, sendo estes 0 maximo
e 0 minimo respectivamente. Desta forma, a alantoina de alta pureza [minimo 98%] da
Dinamica (Brasil), foi solubilizada em etanol absoluto [99,5% PA], da Anidrol (Brasil), nas
concentra¢fes maxima (2% m/m), chamada de I, e minima (0,5% m/m), chamada de I1.

Antes de realizar a técnica de adsorcdo, as membranas (t0) foram pesadas em uma
balanca analitica, em seguida foi realizada a técnica de gotejamento lento a temperatura
ambiente com ambas as solucdes de alantoina, nas membranas obtidas. Apds o gotejamento
foram realizadas trés pesagens em tempos diferentes, denominadas tl, t2 e t3 que
representam, respectivamente, 1 hora, 2 horas e 3 horas apos a realizacdo da técnica. Desta
fora foi possivel verificar se houve adsor¢édo do farmaco.

As membranas carregadas com farmaco foram submetidas & microscopia eletronica de
varredura (MEV) (LEO ElectronMicroscopy/Oxford, Leo 440i, Cambridge, Inglaterra), com
uma tenséo de 20 kV, e corrente de 100 pA. Foram realizadas micrografias das partes superior
(A) e inferior (B) da membrana para avaliar se o farmaco se infiltrou por toda membrana. Para
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a realizacdo desta analise a amostra passou por um processo de recobrimento metalico com
ouro em um metalizador (SputterCoater EMITECH, K450, Kent, Reino Unido).

4. RESULTADOS

Pesagem das membranas. Os valores obtidos nas pesagens das membranas podem ser
observados na Tabela 1. O peso das membranas puras, ou seja, sem a adi¢do de alantoina, esta
representado em t0, onde para a membrana | (0,5%) o peso era de 1,120 g e para a membrana
11 (2,0%) o peso era de 0,981 g. Apos a pesagem foi realizado o gotejamento lento, ap6s uma
hora as membranas foram pesadas, os valores estdo em t1 onde | pesava 1,152 g e 11 1,027 g.
J& os pesos de | e 1l se mostraram estaveis nas pesagens seguintes, t2 e t3, de forma que foi
possivel notar que houve a completa evaporacgédo do alcool. Notando a diferenca de peso em t0
e t3 pode-se afirmar que ocorreu a adsorcdo da alantoina na membrana, uma vez que 0 peso
de alantoina utilizado para o caso | foi de 0,005 g e ao final (t3) nota-se uma diferenca de
mesmo valor entre os pesos, ja em Il o peso de alantoina foi de 0,019 g e € possivel notar uma
diferenca entre os pesos em t0 e t3 foi de 0,02 g.

Concentracéo de Peso da Membrana (g)
Alantoina (%) t0 tl t2 t3
1 (0,5) 1,120 {1,152 | 1,125 | 1,125
11(2,0) 0,981 | 1,027 | 1,001 | 1,001

Tabela 1 — Pesagens da membrana de PLLA em diferentes tempos de gotejamento.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Buscando analisar a superficie da
membrana com adsorcdo de alantoina tem-se a Fig. 3, que representa as imagens das
micrografias obtidas nos aumentos 100X, 500X e 1000X. Tem-se entdo que as micrografias
em IA e IlA se referem ao lado superior da membrana produzida, e as micrografias em IB e
I1B se referem ao lado inferior das membranas.

Observando a Fig. 3, pode-se observar as fibras da membrana e cristais de alantoina
distribuidos ao longo de membrana. Tanto do lado A quanto do lado B séo vistos cristais do
farmaco, o que demonstra que foi possivel impregnar o farmaco por todas as regides da
membrana. Pode-se notar também que ndo ha distincdo de concentracdo de farmaco em
ambos os lados.
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Figura 3 — Micrografias obtidas pela técnica MEV onde | e 11 representam, respectivamente,
as membranas com 0,5% e 2,0% de adsorcdo de alantoina, e A e B representam,
respectivamente, os lados superior e inferior da membrana.

5. CONCLUSAO
A concentracdo da solucdo de PLLA-cloroférmio foi satisfatoria, e juntamente com os

parametros ajustados da rotofiadora, foi possivel chegar em um ideal em que as membranas
foram produzidas sem quaisquer defeitos como poros ou beads. A técnica de gotejamento
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lento foi aplicada para analisar se a adsor¢do do farmaco iria ocorrer de maneira prevista. As
membranas foram pesadas antes e apds o gotejamento lento em trés tempos diferentes, assim
foi possivel avaliar quando o etanol da solugdo alcoodlica de alantoina foi completamente
evaporado e possibilitou a confirmacéo da adsorcdo da alantoina. Desta forma, conclui-se que
2 horas ap6s o gotejamento o etanol presente na solugdo de alantoina foi completamente
evaporado, e desta forma quando realizamos a diferenca entre t0 e t3 temos os valores em
massa das porcentagens de | e Il, ou seja, para 0,5% temos um acréscimo de 0,005 g e para
2,0% temos 0,02 g, que representam a quantidade pesada de alantoina para realizar o preparo
da solucédo, uma vez que a solucéo foi inteiramente submetida a técnica de gotejamento lento.

Todas as afirmacGes obtidas através da adsorcdo puderam ser visivelmente confirmadas
pela técnica de Microscopia Eletronica de Varredura, onde o farmaco mostra-se presente ao
longo de todas as fibras em todas as micrografias obtidas.

Optou-se pela combinacdo das técnicas de rotofiacdo e gotejamento lento por serem mais
praticas e ter um custo reduzido. Quando o peso se estabilizou conclui-se que houve a
evaporacdo completa do etanol.
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Abstract. Keloid is a common and unwanted scar that affects 6% of the world's population. Poly (L-lactic acid)
(PLLA) is a polymer considered as a biomaterial due to its biocompatibility and biodegradability. Allantoin is a
healing and antiqueloid drug. The objective of this work was to develop an allantoin-releasing polymeric
dressing for topical use with local effect of the drug, aiding wound healing and preventing the formation of
keloids. PLLA fibers were produced through Rotary jet spinning process and then the allantoin insertion by the
adsorption technique. Adsorption was performed using the slow drip technique of alcoholic solutions with
different concentrations (0.5% and 2.0%) of the drug in the obtained fibers. The fibers were analyzed by SEM to
evaluate their surface morphology and the presence of allantoin crystals. The fibers were weighed before and
after the adsorption process to prove the presence of the drug. It was possible to notice the exact difference in
measured weights and to observe the presence of allantoin crystals in the micrographs. It was concluded that
allantoin insertion via adsorption is effective and can be used as an efficient and low cost way.

Keywords: PLLA, adsorption, allantoin, Rotary jet spinning, fibers
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