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Resumo

Intimeras pesquisas buscam farmacos com propriedades cicatrizantes, capazes de reparar lesdes cutaneas. O objetivo
deste estudo foi caracterizar quimicamente uma quitosana e avaliar seus efeitos cicatrizantes em lesdes cutaneas de ratos.
A quitosana foi caracterizada quanto a viscosidade, massa molar, grau de acetilacdo, analise elementar, termogravimetria
e espectroscopia na regido do infravermelho. As propriedades cicatrizantes da quitosana foram avaliadas, para isso
ratos adultos foram submetidos a excisdo tecidual e tratados por 21 dias, sendo avaliados parametros macroscopicos,
semanalmente, e microscopicos, ao final do experimento. A quitosana apresentou viscosidade de 5 mPa s, baixo grau de
acetilagdo (GA=5,9%) e massa molar (132,0 kDa). Por analise elementar observou-se que a composi¢ao da quitosana se
aproxima da formula C. H, O N, suas principais bandas caracteristicas foram observadas no espectro de infravermelho
¢ a curva termogravimétrica mostrou que esta apresenta somente duas etapas de decomposi¢ao. Nao houve diferenga
significativa na histologia, no 21° dia da lesdo, entre os grupos controle e tratado, porém, macroscopicamente, a quitosana
promoveu reducdo de 81,4% da largura das lesdes, porcentagem significativamente superior a observada no grupo
controle (71,2%), auxiliando a cura de lesdes cutdneas, o que reforca seu potencial de aplicagao médica.

Palavras-chaves: grau de acetilacdo, andlise 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 C.H  O,N, 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 21% 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. Introducao

Apele reveste quase a totalidade da superficie corporeae A reparagio tecidual ¢ um processo que envolve trés fases
quando um dano tecidual compromete a continuidade desse  distintas: inflamacao, formagao e deposi¢ao do tecido de
tecido, desencadeia-se o fendmeno biologico da cicatrizagdo.  granulagéo e remodelamento da matriz extracelular!'2.
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O reparo cutaneo torna-se indispensavel a vida e quanto
mais rapido este processo ocorrer, menor sera o tempo de
exposi¢do do organismo a uma série de patogenos’®. Fatores
sistémicos e locais podem interferir no processo de cicatrizagdo
da pele e retardar sua recuperagao, representando um desafio
clinico a ser superado®. Adicionalmente, muitos eventos
bioquimicos e celulares estdo envolvidos no processo de
cicatriza¢do e na qualidade da cicatriz formada e resultam da
resposta tecidual & lesdaol!. Desta forma, a reparagio tecidual
¢ um fendmeno de grande interesse para profissionais da
area de satide, uma vez que sua eficiéncia acelera o processo
de reabilitagdo do paciente!).

Diversas pesquisas buscam novos agentes cicatrizantes
para o tratamento de lesdes cutaneas!””), pois embora existam,
no mercado, inumeras op¢des de curativos e tratamentos
para estas lesdes, grande parte dos produtos apresenta custo
elevado ao paciente. Neste contexto, a quitosana surge como
uma alternativa para o tratamento de lesdes cutineas, uma
vez que esta ¢ uma aminoglucopirananas, compostas dos
mondmeros N-acetil-D-glicosamina (GlcNac) e D-glicosamina
(GleN), obtida a partir de residuos de crustaceos provenientes
da industria pesqueiral'®.

Pesquisas revelam que a quitosana pode atuar como
excelente cicatrizante em feridas, além de possuir boa
capacidade de adesdo tecidual'!. Outros trabalhos descrevem
o efeito estimulante da quitosana no processo de cicatrizagdo,
na formacdo de tecido de granulag@o, na angiogénese, na
formacao de fibras de colageno e na ativagdo da resposta
imunel!>13),

Assim, a versatilidade e biocompatibilidade da quitosana
despertam interesse de inumeros pesquisadores que visam
o desenvolvimento de novos produtos, baseados em suas
aplicagdes tecnologicas e biomédicas, a fim de obter
curativos que atuem diretamente no processo de cicatrizagao
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 acetilagéo e
estudar seu efeito no processo de cicatrizagdo em lesdes
cutaneas 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 Islandia, com ntimero de lote: 3493.
O polimero foi caracterizado utilizando os procedimentos
descritos a seguir.

2.1. Determinagao da massa molar média absoluta por
cromatografia de permeacéo em gel

A quitosana foi dissolvida em tampao acetato de sddio,
pH 4, na propor¢ado 1:100 (m/v), filtrada em filtro 0,45 pm
e, em seguida, submetida a cromatografia de permeacéo
em gel. A analise foi realizada utilizando duas colunas
em série Ultrahydrogel™ Linear 7,8 x 300 mm, injetor
Viscotek GPC max VE 2001 Solvent/SAMPLE MODULE
e detector Viscotek TDA302 Triple Detector Array, usando
como fase movel tampao acetato de sodio pH 4. Injetou-se
100 pL da amostra, a uma vazdo de 0,8 mL min™' e foram
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usados como detectores: indice de refragdo (IR), viscosidade
(DP) e espalhamento de luz (RALS).

2.2. Determinagéo do grau de acetilagdo

O grau de acetilagdo (GA) da quitosana foi determinado pelo
método de titulagao potenciométrica, segundo Raymond et al.!'¢),
A amostra foi dissolvida em HC1 0,1 mol L™, na proporgéo
1:100 (m/v), e titulada com solu¢do de NaOH 0,1 mol L' sob
agitagdo continua. Os valores de GA foram calculados
através da Equagdo 1:

(Vraor xM g, ) x100

A= (1)
(1000 M 007 xm,,)

onde, GA = grau de acetilagdo de quitosana (%); m  =massa da
amostra de quitosana (g); M, =massa molar da unidade de
glicosamina (161 g mol™"); V.= volume da solugdo de
NaOH (0,1 mol L") usado para neutralizar os grupos amino
livres protonados (mL) e M, .= concentragdo molar real

da solug¢do de NaOH (mol L™).

2.3. Andlise 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
nitrogénio, carbono, hidrogénio, enxofre e, por diferenca, o
teor em oxigénio. As temperaturas do tubo de combustao e
redugdo foram de 1200°C e 850°C, respectivamente, usando
hélio como gas de arraste e oxigénio como gas oxidante.

2.4. Espectroscopia na regido do infravermelho

Aproximadamente 1,5 mg da quitosana foi seca em estufa
avacuo, por 15 horas, a 60°C. Ap0s este periodo, adicionou-se
100 mg de KBr e a mistura foi homogeneizada em almofariz
de agata. A pastilha preparada foi deixada em estufa a vacuo, a
110°C, por 20 horas, e o espectro de infravermelho registrado
em espectrofotometro Bomem-Michelson FT-IR, MB 102.

2.5. Analise termogravimétrica

A curva foi obtida em moédulo termogravimétrico
TGA 2050, acoplado a um analisador térmico TA 2000 da
TA instruments. A atmosfera empregada foi de N,st, com
razdo de aquecimento de 10°C min' até a temperatura de
400°C e o fluxo de gas de 30 mL min".

2.6. Ensaio bioldgico

Este ensaio biologico foi aprovado pela comissdo de
Etica 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),
fémeas, com peso médio inicial de 186 + 5 g da linhagem
Wistar, provenientes do Biotério do Departamento de
Medicina Veterinaria 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 a ragdo para roedores e agua ad
libitum, por uma semana para adaptacdo e, em seguida,
iniciou-se o experimento.
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2.7. Indugéo das lesdes cutineas

Os animais foram pesados e anestesiados com tiopental
35 mg Kg', por via intraperitoneal, e lidocaina, um anestésico
local, foi infiltrado na regido onde foi feito a incisdo. Os
animais foram mantidos em, mesa operatoria, em posi¢cao
de pronagio, realizou-se a tricotomia na regiao mediana do
dorso, em seguida foi realizada uma assepsia com alcool
iodado a 2%. Para demarcagdo da area, utilizou-se uma
régua com a area circular contendo 1 cm de didmetro e
realizou-se abertura cutinea na regido dorsal dos animais,
com o auxilio de uma tesoura cirurgica.

2.8. Tratamento

A partir do pds-operatorio, os ratos do grupo quitosana
foram tratados, diariamente, com 10 mg da quitosana,
pulverizada diretamente sobre cada lesdo, sem auxilio de
diluentes, durante 21 dias, sendo constituidas as semanas 0 (dia
da indugdo da lesdo) e semanas 1,2 ¢ 3 (7, 14 ¢ 21 dias apds
ainducdo da lesdo, respectivamente). Os animais do grupo
controle ndo receberam qualquer tratamento sobre a lesdo.

2.9. Andlise histologica

Apos a eutanasia dos animais, utilizando tiopental, as
lesdes cutaneas foram seccionadas, desidratadas e diafanizadas
em temperatura ambiente. Em seguida, estas foram incluidas
em parafina, submetidas a cortes de microtomia e coradas
com hematoxilina-eosina.

3. Resultados e Discussdes

3.1. Viscosidade, massa molar, grau de acetilagdo e
anélise elementar

A viscosidade, o grau de acetilagdo e a massa molar da
quitosana foram incialmente investigadas, uma vez que as
propriedades quimicas, fisicas e biologicas da quitosana ndo
dependem apenas do seu GA, mas, também da distribuicao
média dos grupos acetil ao longo da cadeia principal, além
da sua massa molar. Assim, os resultados da viscosidade,
massa molar absoluta, grau de acetilagio e analise elementar
da quitosana sdo apresentados na Tabela 1.

A viscosidade da quitosana foi de 5 mPa x s, valor que
reflete sua resisténcia ao escoamento e ¢ influenciado por
diversos fatores, como o peso molecular, concentragio, forga
ionica, pH, temperatura e grau de acetilagao!!”).

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

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

O GA da quitosana, obtido por titulagdo potenciométrica,
foi de 5,9%, inferior aos reportados por Santos et al.!"’), que
obtiveram, em diferentes quitosanas comerciais, graus de
acetilacdo variando entre 9,8 e 23,0%. Este grau também
esta relacionado com a solubilidade da quitosana, em meios
de acidez moderada, pois seu valor expressa a quantidade
de grupos amino disponiveis para protonagdo e que geram
cargas (-NH,") na cadeia polimérica. Quanto menor o valor
do GA, maior a quantidade de cargas presentes na cadeia
e mais importante ¢ a repulsdo eletrostatica entre elas,
consequentemente, maior serd a solubilidade da quitosana?*2!.

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

A composi¢@o percentual de nitrogénio, carbono e
hidrogénio da quitosana (Tabela 1) diferiu ligeiramente da
encontrada por Santos et al.'”!, que obtiveram, em diferentes
quitosanas comerciais, porcentagens variando entre 7,0 e
8,5%; 41,2 ¢ 44,5% ¢ 6,0 e 6,7%, para nitrogénio, carbono
e hidrogeénio, respectivamente.

Entretanto, a composi¢ao da quitosana se aproxima da
formula C.H  O,N, para a unidade de repeti¢do, quando se
desconta o teor de agua presente na amostra. A hidratacdo
da quitosana pode ser explicada uma vez que a mesma
apresenta forte afinidade pela agua e, no estado sélido, as
macromoléculas podem apresentar estruturas distorcidas,
que sdo facilmente hidratadas®?. Adicionalmente, deve-se
considerar que a analise elementar ¢ um método conveniente
para analise de quitosana, somente na auséncia de proteina
residuall’®3,

3.2. Infravermelho

O espectro de absor¢do da quitosana, no infravermelho,
¢ apresentado na Figura 1.

As principais bandas observadas no espectro da quitosana
foram: banda de estiramento axial de OH entre 3440 a
3480 cm!, que apareceu sobreposta a banda de estiramento
N-H; deformacgdo axial de C = O de amida (entre 1661 e
1671 cm™); deformacdo angular de N-H (entre 1583 a
1594 cm™); deformagdo angular simétrica de CH, (entre
1380 a 1383 cm™); deformagdo axial de -CN de amida
(proximo a 1425 cm™) e deformagdo axial de —CN de
grupos amino (entre 1308 a 1380 cm™), além de bandas de
estruturas de polissacarideos na regido de 890-1156 cm™.

Todas as bandas caracteristicas, observadas no
presente estudo, sao semelhantes aquelas descritas por
Brugnerotto et al.> ¢ por Santos et al.l'”) ¢ estdo presentes
na amostra investigada.

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

Viscosidade Mw (kDa) GA (%) Composicio (%)
(mPa x s)! N2 C? H*
Quitosana 5,0 132,0+ 1,0 59+0,1 8,1+0,8 384+37 6,9+0,5

'Informagdo cedida pelo fabricante (Primexehf). A viscosidade foi determinada usando-se um redmetro de Brookfield Programmable DV-IL,
sob as seguintes condigdes: 1% (m/m) de quitosana em solugdo de acido acético 1% (v/v), taxa de deformagdo 20 rpm e temperatura de 25°C.

“Nitrogénio. *Carbono. *Hidrogénio.
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3.3. Andlise termogravimétrica

A curva de termogravimetria da quitosana apresentou
somente duas etapas de decomposi¢ao (Figura 2). O primeiro
estagio, proximo a 100°C, refere-se ao desprendimento de
agua adsorvida ao biopolimero, enquanto que no segundo
estagio, entre as temperaturas de 200 e 400°C, a decomposi¢ao
acontece sobretudo por desacetilagdo e despolimerizagio do
composto. Observa-se, no segundo estagio, que o patamar
final encontra-se indefinido, porém, como a atmosfera é
a de um gas inerte, esta perda de massa esta relacionada
principalmente com o efeito térmico, do que com o efeito
reacional®!. Em temperaturas superiores a 400°C, deverdo
ocorrer degradagdes correspondentes aos residuos finais
do polimero?’l.

E importante frisar também que o material analisado,
em atmosfera inerte (N,), apresenta boa estabilidade térmica
até temperaturas proximas de 300°C!,

3.4. Ensaio bioldgico

A quitosana, quando pulverizada sobre as lesdes cutaneas
dos animais, foi dissolvida no local de aplicagdo, ndo sendo
observada a formagao de particulados na superficie da ferida.

3,0 1

OH

% Transmitincia

T T T T T T T T T T T T T T 1
EEEEFEEEFEEERIEE 8 R B
w2 o aon o~ 2 ool [N B T ]

= = = = & & & e ;e oen e T

Ndmero de onda (cm™)

Figura 1. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho da
quitosana.
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Figura 2. Curva termogravimétrica para a amostra de quitosana,
sob atmosfera de N,st (vazdo de gis 30 mL min' e razdo de
aquecimento de 10°C min™).
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As evolugdes na cicatrizagdo da ferida, durante o
experimento, sdo apresentadas na Figura 3a e b.

Observa-se que no decorrer das semanas, houve uma
redugdo no tamanho da lesdo, entretanto esta redugdo foi
mais evidente na largura que no comprimento da ferida
(Figura 3a), comportamento verificado em ambos os grupos
analisados. A diminuigdo da 4rea da les@o ocorre devido aos
mecanismos de contragdo e epitelizagdo, durante o processo
de cicatrizagdol*l.

Na evolug¢ao da cicatrizagdo da lesdo cutanea, tanto no
grupo controle como no grupo tratado com quitosana, houve
formagao de crostas superficiais até a semana 1 (7° dia), a
partir da qual houve um espessamento desta crosta. Porém,
apos a semana 2 (14° dia), a crosta se destacou da lesdo,
permitindo que o medicamento atuasse diretamente na
ferida e evoluindo para tecido de granulacdo e epitelizagao
até a semana 3 (21° dia) (Figura 3b). A presenga de crosta
em feridas também foi observada por Oliveira et al.’” que
relataram que sua presenca favorece o processo de cicatrizagao.

Nesse estudo, foram avaliados a largura e o comprimento
da lesdo, alternativamente a sua area, em decorréncia das
pequenas variagdes nos formatos das lesdes, ocorridas
durante o procedimento cirargico. Assim, as porcentagens
de comprimento e largura das lesdes, ao longo das semanas,
nos animais do grupo controle e tratados com a quitosana,
sdo mostradas na Figura 4a e b.

Na Figura 4a, ¢ possivel notar redu¢ao no comprimento da
lesdo dos animais de ambos os grupos, ao longo das semanas.
Na semana 0, a lesdo foi medida no dia do procedimento
cirtirgico, sendo observadas 100% do comprimento, em
todos os grupos estudados. Na semana 1 observou-se uma

(b)

Figura 3. Les2o cutanea em animais. Em (a) no grupo controle,
na semana 0, 1 e 2 do pds operatorio, respectivamente, ¢ em (b)
em animais do grupo controle (esquerda) e tratados com quitosana
(direita) na semana 3 do pds operatorio.
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pequena redugdo no comprimento das lesdes, enquanto que
nas semanas 2 e 3 esta reducdo foi mais evidente, porém,
em nenhuma das semanas a redu¢do do comprimento foi
significativa. Isto provavelmente se deve a presenca de crosta,
que pode ter dificultado a absor¢do da quitosana e ao fato
de que a retragdo tecidual ocorreu no sentido horizontal e
promoveu uma pequena redugéo 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 lesdes e, no decorrer das
semanas, houve uma grande reducao da largura destas lesoes
em ambos 0s grupos, entretanto, a redugdo da largura, ao final
do experimento (semana 3), foi significativamente superior
no grupo quitosana. No ensaio da cicatrizagao, os resultados
revelaram que a quitosana possui uma atividade significativa
na promocao da cura de lesdes cutaneas, ja que promoveu
uma redugdo de 81,4% das lesdes, reducdo significativamente
superior a observada no grupo controle (71,2%), resultado
que pode ser evidenciado quando se compara a primeira e
ultima semana do experimento.

100

aC aC

'S =N %
(=] (=} (=)
1 1 1

% do comprimento da lesdo

S
(=}
|

Semanas
(@)

100 ~
80 +
60

aBaC
40 aC

% da largura da lesao

20

Semanas

(b)

|D Controle H Quitosana|

Figura 4. Porcentagem do comprimento (a) e da largura (b) da lesdo
cutdnea em ratos dos grupos controle e tratados com quitosana,
durante as semanas. Médias seguidas pela mesma letra mintscula
entre os tratamentos e maitscula entre as semanas, ndo diferem
entre si pelo teste Scott-Knott 5%.
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Como a cicatrizagdo ¢ um processo biologico natural
através do qual os tecidos danificados tentam restabelecer
sua integridade, o efeito da quitosana provavelmente se deve
a acelerac@o da infiltragdo das células polimorfonucleares
na area lesada, ao aumento da retirada dos feixes de fibrina,
ao aumento da migracao de fibroblastos para a area lesada,
ao estimulo da migracdo de macrofagos, ao estimulo da
proliferagdo de fibroblastos, a ativagdo de células inflamatdrias
e a produgéo de colageno!®!,

Okamoto et al.?* afirmam que a quitosana também possui
efeito analgésico topico, decorrente da captura de hidrogénios
acidos liberados no local da inflamag@o pela ionizagao do
grupo aminico (NH,) para a forma de amonia (NH,") e,
segundo Lee et al.?”), a quitosana na forma de membranas
ou gel, ¢ um excelente veiculo para farmacos no tratamento
de lesdes cutaneas, acelerando o processo de cicatrizacao.

Adicionalmente, a quitosana apresenta propriedades
favoraveis de biocompatibilidade e bioatividade, além de
ser atoxica, bactericida, fungicida e biodegradavel e agir
como composto cicatrizante, apresentando vantagem em
relag@o aos polimeros sintéticos que, na sua grande maioria,
sdo toxicost32,

3.5. Andlise histoldgica

A andlise histologica realizada na semana 3 (21° dia ap6s
a lesdo) mostrou que nesta fase ocorreu a epitelizagdo das
lesdes, observando-se a presenca discreta de fibroblastos em
20% das laminas, nos grupos controle e tratado com quitosana,
nao ocorrendo diferenga na microscopia 6tica no final do
experimento (Figura 5). Ao longo das semanas, as lesdes ndo
foram avaliadas microscopicamente devido a quantidade de
animais disponiveis. Desta forma, ¢ importante que se amplie
o estudo experimental, utilizando maior nimero de animais.
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Figura 5. Aspecto histologico das lesdes cutineas ao 21° dia de
evolugdo pos-operatoria de ratos do grupo controle (a) e do grupo
tratado com quitosana (b). Lesdo corada com Hematoxilina-Eosina.
Aumento de 40 X. Fibroblasto indicado pela seta.
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4. Conclusoes

As caracteristicas quimicas indicam que a quitosana

analisada possui solubilidade elevada em solugdes
moderadamente acidas, o que é relevante para suas aplicagdes
em diversas areas.

A analise do processo de cicatrizagéo sob o ponto de

visto macroscopico revela que a quitosana desempenha
um importante papel na recuperacdo de lesdes cutaneas
agudas de ratos, acelerando o processo de cicatrizagdo e
proporcionando redugdo da largura da lesdo, o que reforca
seu potencial para aplicagdo médica.
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