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Resumo

Inúmeras pesquisas buscam fármacos com propriedades cicatrizantes, capazes de reparar lesões cutâneas. O objetivo 
deste estudo foi caracterizar quimicamente uma quitosana e avaliar seus efeitos cicatrizantes em lesões cutâneas de ratos. 
A quitosana foi caracterizada quanto à viscosidade, massa molar, grau de acetilação, análise elementar, termogravimetria 
e espectroscopia na região do infravermelho. As propriedades cicatrizantes da quitosana foram avaliadas, para isso 
ratos adultos foram submetidos à excisão tecidual e tratados por 21 dias, sendo avaliados parâmetros macroscópicos, 
semanalmente, e microscópicos, ao final do experimento. A quitosana apresentou viscosidade de 5 mPa s, baixo grau de 
acetilação (GA=5,9%) e massa molar (132,0 kDa). Por análise elementar observou-se que a composição da quitosana se 
aproxima da fórmula C6H11O4N, suas principais bandas características foram observadas no espectro de infravermelho 
e a curva termogravimétrica mostrou que esta apresenta somente duas etapas de decomposição. Não houve diferença 
significativa na histologia, no 21º dia da lesão, entre os grupos controle e tratado, porém, macroscopicamente, a quitosana 
promoveu redução de 81,4% da largura das lesões, porcentagem significativamente superior à observada no grupo 
controle (71,2%), auxiliando a cura de lesões cutâneas, o que reforça seu potencial de aplicação médica.

Palavras-chaves: grau de acetilação, análise termogravimétrica, propriedades cicatrizantes, quitosana.

Abstract

Several researches look for drugs with healing properties, capable to cure skin lesions. The objective of this study 
was to chemically characterize one chitosan and evaluate its healing effects in mice skin lesions. The chitosan was 
characterized in relation to the viscosity, molar mass, acetylation degree, elementary analysis, thermogravimetry and 
infrared spectroscopy. To evaluate the healing properties of chitosan mices were submitted to tissue excision and treated 
during 21 days. The macroscopic parameters were weekly evaluated and the microscopic parameters at the end of the 
experiment. Chitosan presented viscosity of 5 mPa s, low acetylation degree (GA= 5.9%) and molar mass of 132.0 kDa. 
By elemental analysis, we observed that the composition of chitosan is similar to the formula C6H11O4N, its main 
characteristic bands were observed in the infrared spectrum and the thermogravimetric curve showed two decomposition 
steps. There was no significant difference on the histology between the control and the treated group after the 21st day 
of lesion. Macroscopically, chitosan caused the reduction of 81.4% of the lesions width, which is significantly superior 
to the observed reduction in the control group (71.2%), thus helping the cure of skin lesions. These results reinforces 
its potential use for medical application.

Keywords: degree of acetylation, thermogravimetric analysis, healing properties, chitosan.

1. Introdução

A pele reveste quase a totalidade da superfície corpórea e 
quando um dano tecidual compromete a continuidade desse 
tecido, desencadeia-se o fenômeno biológico da cicatrização. 

A reparação tecidual é um processo que envolve três fases 
distintas: inflamação, formação e deposição do tecido de 
granulação e remodelamento da matriz extracelular[1,2].
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 O reparo cutâneo torna-se indispensável à vida e quanto 
mais rápido este processo ocorrer, menor será o tempo de 
exposição do organismo a uma série de patógenos[3]. Fatores 
sistêmicos e locais podem interferir no processo de cicatrização 
da pele e retardar sua recuperação, representando um desafio 
clínico a ser superado[4]. Adicionalmente, muitos eventos 
bioquímicos e celulares estão envolvidos no processo de 
cicatrização e na qualidade da cicatriz formada e resultam da 
resposta tecidual à lesão[5]. Desta forma, a reparação tecidual 
é um fenômeno de grande interesse para profissionais da 
área de saúde, uma vez que sua eficiência acelera o processo 
de reabilitação do paciente[6].

Diversas pesquisas buscam novos agentes cicatrizantes 
para o tratamento de lesões cutâneas[7-9], pois embora existam, 
no mercado, inúmeras opções de curativos e tratamentos 
para estas lesões, grande parte dos produtos apresenta custo 
elevado ao paciente. Neste contexto, a quitosana surge como 
uma alternativa para o tratamento de lesões cutâneas, uma 
vez que esta é uma aminoglucopirananas, compostas dos 
monômeros N-acetil-D-glicosamina (GlcNac) e D-glicosamina 
(GlcN), obtida a partir de resíduos de crustáceos provenientes 
da indústria pesqueira[10].

Pesquisas revelam que a quitosana pode atuar como 
excelente cicatrizante em feridas, além de possuir boa 
capacidade de adesão tecidual[11]. Outros trabalhos descrevem 
o efeito estimulante da quitosana no processo de cicatrização, 
na formação de tecido de granulação, na angiogênese, na 
formação de fibras de colágeno e na ativação da resposta 
imune[12-15].

Assim, a versatilidade e biocompatibilidade da quitosana 
despertam interesse de inúmeros pesquisadores que visam 
o desenvolvimento de novos produtos, baseados em suas 
aplicações tecnológicas e biomédicas, a fim de obter 
curativos que atuem diretamente no processo de cicatrização 
de feridas. Diante do exposto, o presente estudo tem como 
objetivo caracterizar quimicamente uma amostra de quitosana 
com baixos valores de massa molar e grau de acetilação e 
estudar seu efeito no processo de cicatrização em lesões 
cutâneas de ratos.

2. Experimental

A amostra de quitosana (nome comercial Chitoclear), 
com granulometria de 100 mesh (0,149 mm), foi gentilmente 
cedida pela Primexehf da Islândia, com número de lote: 3493. 
O polímero foi caracterizado utilizando os procedimentos 
descritos a seguir.

2.1. Determinação da massa molar média absoluta por 
cromatografia de permeação em gel

A quitosana foi dissolvida em tampão acetato de sódio, 
pH 4, na proporção 1:100 (m/v), filtrada em filtro 0,45 μm 
e, em seguida, submetida à cromatografia de permeação 
em gel. A análise foi realizada utilizando duas colunas 
em série Ultrahydrogel™ Linear 7,8 × 300 mm, injetor 
Viscotek GPC max VE 2001 Solvent/SAMPLE MODULE 
e detector Viscotek TDA302 Triple Detector Array, usando 
como fase móvel tampão acetato de sódio pH 4. Injetou-se 
100 μL da amostra, a uma vazão de 0,8 mL min–1 e foram 

usados como detectores: índice de refração (IR), viscosidade 
(DP) e espalhamento de luz (RALS).

2.2. Determinação do grau de acetilação

O grau de acetilação (GA) da quitosana foi determinado pelo 
método de titulação potenciométrica, segundo Raymond et al.[16]. 
A amostra foi dissolvida em HCl 0,1 mol L–1, na proporção 
1:100 (m/v), e titulada com solução de NaOH 0,1 mol L–1 sob 
agitação contínua. Os valores de GA foram calculados 
através da Equação 1:

( )
( )
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NaOH qu

NaOH qu

V M
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× ×
=

× ×
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onde, GA = grau de acetilação de quitosana (%); mqu = massa da 
amostra de quitosana (g); Mqu = massa molar da unidade de 
glicosamina (161 g mol–1); VNaOH= volume da solução de 
NaOH (0,1 mol L–1) usado para neutralizar os grupos amino 
livres protonados (mL) e MNaOH= concentração molar real 
da solução de NaOH (mol L–1).

2.3. Análise elementar

Uma amostra de 2 mg de quitosana foi seca em estufa a 
103 ± 2°C e, posteriormente, acondicionada em analisador 
elementar Vario Micro Cube, sendo obtidos os teores em 
nitrogênio, carbono, hidrogênio, enxofre e, por diferença, o 
teor em oxigênio. As temperaturas do tubo de combustão e 
redução foram de 1200°C e 850°C, respectivamente, usando 
hélio como gás de arraste e oxigênio como gás oxidante.

2.4. Espectroscopia na região do infravermelho

Aproximadamente 1,5 mg da quitosana foi seca em estufa 
a vácuo, por 15 horas, a 60°C. Após este período, adicionou-se 
100 mg de KBr e a mistura foi homogeneizada em almofariz 
de ágata. A pastilha preparada foi deixada em estufa a vácuo, a 
110°C, por 20 horas, e o espectro de infravermelho registrado 
em espectrofotômetro Bomem‑Michelson FT-IR, MB 102.

2.5. Análise termogravimétrica

A curva foi obtida em módulo termogravimétrico 
TGA 2050, acoplado a um analisador térmico TA 2000 da 
TA instruments. A atmosfera empregada foi de N2st, com 
razão de aquecimento de 10°C min–1 até a temperatura de 
400°C e o fluxo de gás de 30 mL min–1.

2.6. Ensaio biológico

Este ensaio biológico foi aprovado pela comissão de 
Ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal 
de Lavras-UFLA, através do protocolo N° 007/2012. Foram 
utilizados 10 ratos adultos jovens, (Rattus novergicus), 
fêmeas, com peso médio inicial de 186 ± 5 g da linhagem 
Wistar, provenientes do Biotério do Departamento de 
Medicina Veterinária da Universidade Federal de Lavras. 
Os animais foram divididos, aleatoriamente, em 2 grupos: 
controle (C) e quitosana (Q), mantidos em gaiolas individuais, 
em sala com temperatura de 25 ± 3°C, ciclo claro/escuro 
de 12 horas e com acesso à ração para roedores e água ad 
libitum, por uma semana para adaptação e, em seguida, 
iniciou-se o experimento.
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2.7. Indução das lesões cutâneas

Os animais foram pesados e anestesiados com tiopental 
35 mg Kg–1, por via intraperitoneal, e lidocaína, um anestésico 
local, foi infiltrado na região onde foi feito a incisão. Os 
animais foram mantidos em, mesa operatória, em posição 
de pronação, realizou-se a tricotomia na região mediana do 
dorso, em seguida foi realizada uma assepsia com álcool 
iodado a 2%. Para demarcação da área, utilizou-se uma 
régua com a área circular contendo 1 cm de diâmetro e 
realizou-se abertura cutânea na região dorsal dos animais, 
com o auxílio de uma tesoura cirúrgica.

2.8. Tratamento

A partir do pós-operatório, os ratos do grupo quitosana 
foram tratados, diariamente, com 10 mg da quitosana, 
pulverizada diretamente sobre cada lesão, sem auxílio de 
diluentes, durante 21 dias, sendo constituídas as semanas 0 (dia 
da indução da lesão) e semanas 1, 2 e 3 (7, 14 e 21 dias após 
a indução da lesão, respectivamente). Os animais do grupo 
controle não receberam qualquer tratamento sobre a lesão.

2.9. Análise histológica

Após a eutanásia dos animais, utilizando tiopental, as 
lesões cutâneas foram seccionadas, desidratadas e diafanizadas 
em temperatura ambiente. Em seguida, estas foram incluídas 
em parafina, submetidas a cortes de microtomia e coradas 
com hematoxilina-eosina.

3. Resultados e Discussões

3.1. Viscosidade, massa molar, grau de acetilação e 
análise elementar

A viscosidade, o grau de acetilação e a massa molar da 
quitosana foram incialmente investigadas, uma vez que as 
propriedades químicas, físicas e biológicas da quitosana não 
dependem apenas do seu GA, mas, também da distribuição 
média dos grupos acetil ao longo da cadeia principal, além 
da sua massa molar. Assim, os resultados da viscosidade, 
massa molar absoluta, grau de acetilação e análise elementar 
da quitosana são apresentados na Tabela 1.

A viscosidade da quitosana foi de 5 mPa × s, valor que 
reflete sua resistência ao escoamento e é influenciado por 
diversos fatores, como o peso molecular, concentração, força 
iônica, pH, temperatura e grau de acetilação[17].

A quitosana apresentou massa molar absoluta de 
132,0 kDa, valor inferior aos observados por Lin e Chao[18], 
que obtiveram, em diferentes quitosanas, massa molar 
variando entre 150 a 1250 kDa. A massa molar absoluta 
está diretamente relacionada à solubilidade da quitosana, 
pois quanto maior a cadeia, maior é sua massa molar, o que 

favorece as interações entre os segmentos e, consequentemente, 
diminui a solubilidade da quitosana.

O GA da quitosana, obtido por titulação potenciométrica, 
foi de 5,9%, inferior aos reportados por Santos et al.[19], que 
obtiveram, em diferentes quitosanas comerciais, graus de 
acetilação variando entre 9,8 e 23,0%. Este grau também 
está relacionado com a solubilidade da quitosana, em meios 
de acidez moderada, pois seu valor expressa a quantidade 
de grupos amino disponíveis para protonação e que geram 
cargas (–NH3

+) na cadeia polimérica. Quanto menor o valor 
do GA, maior a quantidade de cargas presentes na cadeia 
e mais importante é a repulsão eletrostática entre elas, 
consequentemente, maior será a solubilidade da quitosana[20,21].

Desta forma, a massa molar e o GA obtidos para a 
quitosana, neste estudo, são inferiores aos observados pelos 
autores supracitados, o sugere que esta apresenta melhor 
solubilidade, em soluções de acidez moderada.

A composição percentual de nitrogênio, carbono e 
hidrogênio da quitosana (Tabela 1) diferiu ligeiramente da 
encontrada por Santos et al.[19], que obtiveram, em diferentes 
quitosanas comerciais, porcentagens variando entre 7,0 e 
8,5%; 41,2 e 44,5% e 6,0 e 6,7%, para nitrogênio, carbono 
e hidrogênio, respectivamente.

Entretanto, a composição da quitosana se aproxima da 
fórmula C6H11O4N, para a unidade de repetição, quando se 
desconta o teor de água presente na amostra. A hidratação 
da quitosana pode ser explicada uma vez que a mesma 
apresenta forte afinidade pela água e, no estado sólido, as 
macromoléculas podem apresentar estruturas distorcidas, 
que são facilmente hidratadas[22]. Adicionalmente, deve-se 
considerar que a análise elementar é um método conveniente 
para análise de quitosana, somente na ausência de proteína 
residual[19,23].

3.2. Infravermelho

O espectro de absorção da quitosana, no infravermelho, 
é apresentado na Figura 1.

As principais bandas observadas no espectro da quitosana 
foram: banda de estiramento axial de OH entre 3440 a 
3480 cm–1, que apareceu sobreposta à banda de estiramento 
N-H; deformação axial de C = O de amida (entre 1661 e 
1671  cm–1); deformação angular de N-H (entre 1583 a 
1594 cm–1); deformação angular simétrica de CH3 (entre 
1380 a 1383 cm–1); deformação axial de –CN de amida 
(próximo a 1425 cm–1) e deformação axial de –CN de 
grupos amino (entre 1308 a 1380 cm–1), além de bandas de 
estruturas de polissacarídeos na região de 890-1156 cm–1.

Todas as bandas características, observadas no 
presente estudo, são semelhantes àquelas descritas por 
Brugnerotto et al.[23] e por Santos et al.[19] e estão presentes 
na amostra investigada.

Tabela 1. Viscosidade, grau de acetilação (GA), massa molar absoluta (Mw) e análise elementar da quitosana.

Viscosidade Mw (kDa) GA (%) Composição (%)
(mPa × s)1 N2 C3 H4

Quitosana 5,0 132,0 ± 1,0 5,9 ± 0,1 8,1 ± 0,8 38,4 ± 3,7 6,9 ± 0,5
1Informação cedida pelo fabricante (Primexehf). A viscosidade foi determinada usando-se um reõmetro de Brookfield Programmable DV-II, 
sob as seguintes condições: 1% (m/m) de quitosana em solução de ácido acético 1% (v/v), taxa de deformação 20 rpm e temperatura de 25°C. 
2Nitrogênio. 3Carbono. 4Hidrogênio.
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3.3. Análise termogravimétrica

A curva de termogravimetria da quitosana apresentou 
somente duas etapas de decomposição (Figura 2). O primeiro 
estágio, próximo a 100°C, refere-se ao desprendimento de 
água adsorvida ao biopolímero, enquanto que no segundo 
estágio, entre as temperaturas de 200 e 400°C, a decomposição 
acontece sobretudo por desacetilação e despolimerização do 
composto. Observa-se, no segundo estágio, que o patamar 
final encontra-se indefinido, porém, como a atmosfera é 
a de um gás inerte, esta perda de massa está relacionada 
principalmente com o efeito térmico, do que com o efeito 
reacional[24]. Em temperaturas superiores a 400°C, deverão 
ocorrer degradações correspondentes aos resíduos finais 
do polímero[25].

É importante frisar também que o material analisado, 
em atmosfera inerte (N2), apresenta boa estabilidade térmica 
até temperaturas próximas de 300°C[25].

3.4. Ensaio biológico

A quitosana, quando pulverizada sobre as lesões cutâneas 
dos animais, foi dissolvida no local de aplicação, não sendo 
observada a formação de particulados na superfície da ferida.

As evoluções na cicatrização da ferida, durante o 
experimento, são apresentadas na Figura 3a e b.

Observa-se que no decorrer das semanas, houve uma 
redução no tamanho da lesão, entretanto esta redução foi 
mais evidente na largura que no comprimento da ferida 
(Figura 3a), comportamento verificado em ambos os grupos 
analisados. A diminuição da área da lesão ocorre devido aos 
mecanismos de contração e epitelização, durante o processo 
de cicatrização[26].

Na evolução da cicatrização da lesão cutânea, tanto no 
grupo controle como no grupo tratado com quitosana, houve 
formação de crostas superficiais até a semana 1 (7º dia), a 
partir da qual houve um espessamento desta crosta. Porém, 
após a semana 2 (14º dia), a crosta se destacou da lesão, 
permitindo que o medicamento atuasse diretamente na 
ferida e evoluindo para tecido de granulação e epitelização 
até a semana 3 (21º dia) (Figura 3b). A presença de crosta 
em feridas também foi observada por Oliveira et al.[27] que 
relataram que sua presença favorece o processo de cicatrização.

Nesse estudo, foram avaliados a largura e o comprimento 
da lesão, alternativamente à sua área, em decorrência das 
pequenas variações nos formatos das lesões, ocorridas 
durante o procedimento cirúrgico. Assim, as porcentagens 
de comprimento e largura das lesões, ao longo das semanas, 
nos animais do grupo controle e tratados com a quitosana, 
são mostradas na Figura 4a e b.

Na Figura 4a, é possível notar redução no comprimento da 
lesão dos animais de ambos os grupos, ao longo das semanas. 
Na semana 0, a lesão foi medida no dia do procedimento 
cirúrgico, sendo observadas 100% do comprimento, em 
todos os grupos estudados. Na semana 1 observou-se uma 

Figura 1. Espectro de absorção na região do infravermelho da 
quitosana.

Figura 2. Curva termogravimétrica para a amostra de quitosana, 
sob atmosfera de N2st (vazão de gás 30 mL min–1 e razão de 
aquecimento de 10°C min–1).

Figura 3. Lesão cutânea em animais. Em (a) no grupo controle, 
na semana 0, 1 e 2 do pós operatório, respectivamente, e em (b) 
em animais do grupo controle (esquerda) e tratados com quitosana 
(direita) na semana 3 do pós operatório.
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pequena redução no comprimento das lesões, enquanto que 
nas semanas 2 e 3 esta redução foi mais evidente, porém, 
em nenhuma das semanas a redução do comprimento foi 
significativa. Isto provavelmente se deve à presença de crosta, 
que pode ter dificultado a absorção da quitosana e ao fato 
de que a retração tecidual ocorreu no sentido horizontal e 
promoveu uma pequena redução no comprimento, formando 
uma cicatriz que aparece como uma linha vertical, o que 
pode ser visualizado na Figura 3a e b.

Na Figura 4b, verifica-se que na semana 0, foram 
observados 100% da largura das lesões e, no decorrer das 
semanas, houve uma grande redução da largura destas lesões 
em ambos os grupos, entretanto, a redução da largura, ao final 
do experimento (semana 3), foi significativamente superior 
no grupo quitosana. No ensaio da cicatrização, os resultados 
revelaram que a quitosana possui uma atividade significativa 
na promoção da cura de lesões cutâneas, já que promoveu 
uma redução de 81,4% das lesões, redução significativamente 
superior à observada no grupo controle (71,2%), resultado 
que pode ser evidenciado quando se compara a primeira e 
última semana do experimento.

Como a cicatrização é um processo biológico natural 
através do qual os tecidos danificados tentam restabelecer 
sua integridade, o efeito da quitosana provavelmente se deve 
à aceleração da infiltração das células polimorfonucleares 
na área lesada, ao aumento da retirada dos feixes de fibrina, 
ao aumento da migração de fibroblastos para a área lesada, 
ao estímulo da migração de macrófagos, ao estímulo da 
proliferação de fibroblastos, à ativação de células inflamatórias 
e à produção de colágeno[13].

Okamoto et al.[28] afirmam que a quitosana também possui 
efeito analgésico tópico, decorrente da captura de hidrogênios 
ácidos liberados no local da inflamação pela ionização do 
grupo amínico (NH2) para a forma de amônia (NH3

+) e, 
segundo Lee et al.[29], a quitosana na forma de membranas 
ou gel, é um excelente veículo para fármacos no tratamento 
de lesões cutâneas, acelerando o processo de cicatrização.

Adicionalmente, a quitosana apresenta propriedades 
favoráveis de biocompatibilidade e bioatividade, além de 
ser atóxica, bactericida, fungicida e biodegradável e agir 
como composto cicatrizante, apresentando vantagem em 
relação aos polímeros sintéticos que, na sua grande maioria, 
são tóxicos[30-32].

3.5. Análise histológica

A análise histológica realizada na semana 3 (21º dia após 
a lesão) mostrou que nesta fase ocorreu a epitelização das 
lesões, observando-se a presença discreta de fibroblastos em 
20% das lâminas, nos grupos controle e tratado com quitosana, 
não ocorrendo diferença na microscopia ótica no final do 
experimento (Figura 5). Ao longo das semanas, as lesões não 
foram avaliadas microscopicamente devido à quantidade de 
animais disponíveis. Desta forma, é importante que se amplie 
o estudo experimental, utilizando maior número de animais.

Figura 5. Aspecto histológico das lesões cutâneas ao 21º dia de 
evolução pós-operatória de ratos do grupo controle (a) e do grupo 
tratado com quitosana (b). Lesão corada com Hematoxilina-Eosina. 
Aumento de 40 X. Fibroblasto indicado pela seta.

Figura 4. Porcentagem do comprimento (a) e da largura (b) da lesão 
cutânea em ratos dos grupos controle e tratados com quitosana, 
durante as semanas. Médias seguidas pela mesma letra minúscula 
entre os tratamentos e maiúscula entre as semanas, não diferem 
entre si pelo teste Scott-Knott 5%.
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4. Conclusões

As características químicas indicam que a quitosana 
analisada possui solubilidade elevada em soluções 
moderadamente ácidas, o que é relevante para suas aplicações 
em diversas áreas.

A análise do processo de cicatrização sob o ponto de 
visto macroscópico revela que a quitosana desempenha 
um importante papel na recuperação de lesões cutâneas 
agudas de ratos, acelerando o processo de cicatrização e 
proporcionando redução da largura da lesão, o que reforça 
seu potencial para aplicação médica.
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