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Apresentacao

O presente estudo avaliou a cicatrizacao cutadnea em ratos como resposta a aplicacao tépica do
polissacarideo quitosana. Incisoes foram criadas na pele e revestidas com gel de quitosana em
alta concentracao, i.e., 10 g/L. Procedimento similar foi realizado com aplicacdo de colddio
elastico comercial adicionado ao antibidtico cloxacilina, objetivando uma comparacao clinica
direta. A cobertura por quitosana resultou em filme flexivel, transparente e de alta aderéncia,
permitindo um acompanhamento qualitativo da recuperacao. Apds o sexto dia de tratamento
0s animais apresentaram graus similares de cicatrizacdo, com ligeira vantagem visual para o
uso da quitosana. Aspectos microscépicos do filme e detalhes da preparacéao e aplicacao do gel
sdo descritos. Os resultados confirmam a acdo ativa do polissacarideo como agente
hemostatico, nao diferindo qualitativamente dos resultados obtidos pela aplicacdo de
antibiético comercial. A avaliacdo confirmou o potencial uso da quitosana, nas areas médica e
veterinaria, como material de uso tépico para reparacao de tecido cutaneo. Apresenta como
vantagem o fato de ser um material abundante, natural e atéxico.

Alvaro Macedo da Silva
Chefe Geral
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Avaliacao do Efeito Cicatrizante
da Quitosana por Aplicacao
Topica em Ratos

Odilio B.G. Assis
Ariane M. Leoni
Antonio Pereira de Novaes

Introducéo

A reparacao de feridas ou danos nao profundos na camada dérmica é um processo
complexo que depende de fatores internos e externos e envolve essencialmente uma
resposta conjunta de diferentes células que compdem o tecido local. As células fibroblastos
desempenham papel fundamental no processo de restauracdo dérmica por sua capacidade
de migracao e fixacao, iniciando a substituicdo e recombinacao celular na area injuriada
(MORGAN e PLEDGER, 1992).

O desenvolvimento de materiais poliméricos biocompativeis e sua aplicacdo tépica tem sido
objeto de diversos estudos, principalmente para o emprego como suporte estruturado
auxiliador para a cultura de células in vivo, em especial de células fibroblastos (LOMBELLO
et al., 2002; RICH, 2002). Os polimeros chamados bioabsorviveis degradam-se
espontaneamente em condicoes fisioldgicas naturais ou sdo absorvidos completamente pelo
organismo, em intervalos de tempo que permitem, em condi¢cdes adequadas, a plena
substituicdo dos elementos teciduais. Os materiais bioabsorviveis sdo particularmente
promissores para a chamada engenharia de tecidos, com uma ampla gama de aplicacées,
que vai desde a restauracao propriamente dita, ao uso como 6rgaos artificiais, como
revestimentos em pinos, coberturas de suturas ou incisdes pds-operatérias, reposicoes
Osseas, peles provisdrias e para os chamados curativos inteligentes, com a liberacao
controlada de drogas e agentes ativos (BONASSAR e VACANTI, 1998; RAMAKRISHNA et
al., 2001).

Além de sua completa absorcao, um biomaterial adequado deve apresentar boa adesdao sem
provocar reacao adversa de nenhum tipo. Nesse sentido, a quitosana tem sido citada como
um material de consideravel potencial para uso biomédico (MATTIOLI-BELMONTE et al,
1997). A quitosana é um polissacarideo atéxico translicido, permitindo ampla aplicacao e a
inspecao visual. Pode ser processado na forma de gel, gerando, apds a secagem, uma
pelicula semipermeavel que possibilita a passagem de luz e medicamentos sem que seja
necessario sua remocao. Filmes de quitosana para uso tépico merecem ser mais bem
avaliados como matriz de suporte na restauracao e incorporacao de células vivas e por seu
carater antimicrébico.

A quitosana

Quitosana é um polimero natural derivado do processo de desacetilacdo da quitina, que é
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assumido como o segundo polissacarideo mais abundante da natureza, atras apenas da
celulose. Comercialmente é extraido a partir das carcacas de alguns crustaceos, como o
camarao e o caranguejo. Sua estrutura é formada pela repeticdo de unidades beta (1-4) 2-
amino-2-deoxi-D-glucose (ou D-glucosamina) apresentando uma cadeia polimérica similar a
da celulose, conforme expressa na Fig. 1.

H/O‘HXN//A/ \ﬁ\ 1
HOH,C
— —n

Fig. 1 - Representacao esquematica da estrutura primaria da quitosana, sendo n o grau de
polimerizacao

Devido a suas caracteristicas atéxicas, além de ser biocompativel, biodegradavel e pela
facilidade de formacao de géis, a quitosana tem sido considerada como um composto de
interesse industrial, em especial no setor alimenticio e para uso farmacéutico em geral.
Atualmente, suas principais indicacdes sdao como aglutinante e floculante, apropriado a
confeccao de membranas para interacao de ions metdalicos e compostos organicos em meio
aquoso (BRUM et al., 1995; CAMPANA-FILHO e DESBRIERES, 2000; GOY et al., 2000),
como elemento basico para a confeccao de matrizes de liberacdao controlada de drogas
(JOSUE et al., 2000), como revestimentos protetores de frutas e hortalicas (ASSIS et al.,
2002a) e fartamente divulgado, embora ainda que controverso, como um agente ativo no
emagrecimento humano por sua interacao com gorduras e estruturas afins (fatter trapper)
(DEUCHI et al., 1994; PITTLER, et al., 1999), entre outras possiveis aplicacoes sugeridas a
quitosana.

Recentemente uma série de estudos foi publicada avaliando potenciais aplicacdes da
quitosana como revestimento curativo ou como suporte para crescimento de células e
recuperacao de tecido animal (KHAN et al., 2000; NETTLES e ELDER, 2001; HOWLING et
al., 2002; KHAN e PEH, 2003). Esses trabalhos além de enfocarem as conhecidas
propriedades bioadesivas (HENRIKSEN et al., 1996) e atividades antifungicas da quitosana
(JUNG et al., 1999), avaliam o carater hemostatico como agente de estancamento
sanguineo.

No presente trabalho apresentamos os resultados clinicos comparativos da aplicacao de
antibiético em mistura com colédio eldstico e de quitosana sobre feridas em ratos.
Descrevem-se as etapas de processamento do gel de quitosana e caracterizacao da pelicula
formada.

Material e Métodos
Preparacado da Quitosana

Comercialmente, quitosana é disponivel de um grande nimero de fornecedores em
diferentes graus de pureza, massa molecular e grau de desacetilacdo. A quitosana
empregada neste trabalho foi obtida em farmacia de manipulacado, sendo, segundo
informacao inscrita, procedente da purificacao de quitinas extraidas de cascas de camarao.
Esse material apresenta aspecto granular, ligeiramente amarelado e pode ser classificado
como de média massa molar (SIGNINI e CAMPANA-FILHO, 1998). O gel foi preparado por
procedimento padrao que consiste na dissolugcao do polimero sob agitagcdo moderada em
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meio aquoso, para equilibrio do pH préximo a 4, fazendo uso de acido acético 0,5 M. A
concentracao de quitosana dissolvida foi de 10 g/L. Periodo de 12 horas de agitacao foi
mantido para assegurar uma total homogeneizacao da solucao. Para simplificar o processo
todo o procedimento foi realizado sob temperatura ambiente.

O material comercial empregado para comparacao clinica foi o colédio eladstico de origem
farmacéutica. O colédio (Collodium) esta entre os produtos empregados ha varias décadas
como emulsao simples para uso em cobertura protetora ou como veiculo de liberacao de
drogas em ferimentos (CLAYMAN, 1989). O colédio consiste em uma base celulésica
parcialmente nitretada (piroxilina) dissolvida em solventes volateis (éter ou etanol) com
adicao de um composto plastificante (alcool polivinil). Ambos os produtos foram
separadamente inseridos em frascos com sistema de nebulizacao e a aplicacao se deu pela
formacdo uma camada espessa de spray (0,5 a 0,7 cm aproximadamente).

Animais

Ratos (Rattus norvegicus), machos adultos, com pesos individuais proximos a 160g foram
usados como cobaias. Cada animal foi sedado, sendo mantidos neste estado por todo o
periodo operatorio com o auxilio de um pequeno recipiente contendo algoddao embebido em
éter. A tricotomia foi realizada na regido dorsal dos animais, na qual foram efetuadas duas
incisOes retas paralelas, em cada lado do dorso, de 10 a 15 mm, no sentido cranio-caudal,
expondo o tecido conjuntivo subcutaneo. Nao houve assepsia ou cuidados adicionais em
evitar possiveis infeccdes nos cortes.

Os animais foram separados em dois conjuntos de seis exemplares, nos quais aplicou-se
em um grupo o gel de quitosana e no outro o coléide comercial associado a cloxacilina
(500 mg, Pfizer) na proporcao 1:1 (v/v). A cloxaxilina é um antibiético de uso tépico a base
de penicilina benzatina, formulada para a prevencao ou tratamento de rotina infecciosa de
amplo uso veterinario (SANTOS et al., 2002). A Fig. 2 apresenta a aparéncia das incisdes
provocadas e seu revestimento com o gel de quitosana.

Fig. 2 - Aparéncia das incisbes e posterior cobertura com gel de gquitosana. Procedimento
idéntico foi realizado com cobertura de colédio eldstico associado ao antibiético cloxacilina.

Por todo o periodo experimental os animais receberam dieta normal “ad /libitum” composta
de racao e agua. O aspecto e a regularidade superficial das feridas, assim como a resposta
biolégica do tecido foram acompanhados através de registro fotografico diario até completa
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cicatrizacao. A Fig. 3 sumariza a seqliéncia de producao do gel de quitosana e sua
aplicacao tépica nos animais. O aspecto estrutural do filme seco foi observado por
microscopia eletronica de varredura (Philips XL 30), em réplicas externas, ou seja, em
depoésitos realizados sobre laminas de vidro.

Solucédo aquosa de . Homogeinizacao
quitosana a 10g/L IR 0 ol por agitacdo (24h)

Evaporacao Aplicacao topica
Acompanrja_mento <= espontanea do nos animais por
fotografico solvente aspersdo (spray)

Fig. 3 - Seqliéncia de producao de gel de quitosana e aplicacao tépica no animais.
Resultados e Discussao

Filmes de quitosana

As caracteristicas fisicas dos filmes de quitosana, em diversas concentracdes e condicdes
de processamento, tém sido objeto de estudos ja ha algum tempo junto a Embrapa
Instrumentacado Agropecuéria. O filme gerado através da evaporacao espontanea do
solvente, cujo processo completo se da em torno de 5 a 7 minutos, resulta em uma pelicula
delgada, com espessura da ordem de 1 mm, que dependendo das condicdes da superficie
depositada pode resultar em filmes com estruturas densas e com baixa porosidade ou
microporosas com topografia irregular (ASSIS e CAMPANA-FILHO, 2002). Estudos
anteriores tém constatado, contudo, pouca dependéncia das caracteristicas finais, como
espessura e rugosidade, quando aplicado sobre uma mesma superficie, com relacao a
concentracao de polissacarideo em solucado (ASSIS et al., 2002b). O filme seco é
transparente, brilhante e pode apresentar, quando aplicado sobre a derme, regides de
destacamento em funcao de diferentes taxas de evaporacao, irregularidade da regido
depositada ou adesdo. A titulo de ilustracao, a Fig. 4 apresenta os aspectos possiveis do
filme sob visualizacdo por microscopia eletronica de varredura.

Em condicdes em que se encontram totalmente secos, os filmes de quitosana apresentam
uma permeacao ao O, muito inferior ao demais filmes naturais como os de gliten ou a base
de celulose (KITTUR et al., 1998; OLABARRIETA, 2005). Contudo a quitosana é um
material altamente hidrofilico em funcao do alto nimero de grupos amino (NH) e hidroxilas
(OH) em sua estrutura, que por serem polares favorecem a migracao de moléculas de agua
ao redor desses sitios (ASSIS e SILVA, 2003). Essa absorcao de agua induz o
intumescimento do filme, ou seja, a separacao das cadeias permitindo a respiracao local
(DESPOND et al., 2001; ASSIS e SILVA, 2003)
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Fig. 4 - Aspecto microscopico de filmes de quitosana depositado sobre superficie plana e
sobre superficie irregular. O filme resultante pode ser denso sem poros aparentes, ou
irregular, escamado, com regidoes de destacamento ou falhas.

Avaliacéo clinica

Nos primeiros dias de acompanhamento, para os dois grupos de curativos, nao foi
observado inflamacéao, infeccao ou sinais de necrose no tecido conjuntivo subcutaneo.
Apds o terceiro dia observou-se suave regressao do quadro reacional quando comparado
com o periodo anterior. Tendéncia a cicatrizacao fica comprovada para ambos os materiais
em teste. Com o decorrer dos periodos o quadro histolégico tendeu a uma regressdao em
condicOes aparentemente ausentes de contaminacdes microbianas. Apds o quarto dia nao é
possivel visualizar as aplicacdes de quitosana, sendo completamente absorvido pela pele
dos animais, embora o filme de colédio fosse ainda visivel. Observou-se, contudo, que a
taxa de cura foi bastante similar para ambos materiais, constatando-se em alguns animais,
uma total cicatrizacao com o uso da quitosana, embora nao significativo do ponto de vista
estatistico. A Fig. 5 apresenta o aspecto apds 6 dias da aplicacdo dos compostos onde o
quadro clinico é satisfatério para as duas aplicacdes em teste.

De uma forma geral os materiais apresentaram rédpida secagem e boa aderéncia. Embora
transparente, é possivel observar uma gradual absorcao pelo organismo até completo

S ¥
R 2 . ~. = .
- -@.\ 3

desaparecimento da cobertura.

(A) (B)

Fig. 5 - Aspecto clinico apés o sexto dia. A recuperacao é similar para os materiais
aplicados. (A) Quitosana e (b) Colédio elastico

13
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A quitosana, em sua formulacao bdasica, apresenta grupos aminos que sao estruturalmente
semelhantes aos aminoacidos que constituem a pele. Esta caracteristica é um aspecto
favoravel na reducao de irritacdes ou rejeicdes localizadas além de atuar na reducao do
sangramento. Somada a capacidade de estimular a regeneracao da derme, outra
caracteristica que reforca o potencial médico da quitosana € sua natureza hidrofilica.
Segundo Sebastianov (2002), materiais hidrofilicos tém a capacidade de minimizar a
absorcao de proteinas durante a interacao entre sangue e o biomaterial. Ou seja, as
melhores respostas como suportes de crescimento celular ocorrem nos materiais polares,
como a quitosana, onde a compatibilidade é essencialmente com o sangue, com baixa taxa
de interacdao com proteinas. Este aspecto é particularmente interessante no caso de
tratamento de queimaduras ou lesdes profundas. Para elevar o tempo de interacao, existe a
possibilidade de reduzir a taxa de absorcao do filme pela elevacao da massa molar da
quitosana empregada. Nos testes deste trabalho avaliamos uma quitosana de média massa
molar, mas o emprego de polissacarideo de alta massa molar reduz a penetracao sobre a
pele (PITTERMANN et al., 1997), permanecendo desta forma por um maior periodo sobre o
ferimento, o que pode ser desejado para tratamentos de longa duracao.

Conclusoes

A quitosana processada segundo as condicGes apresentadas neste trabalho, resultou em
um material transparente, flexivel e com consideravel resposta de biocompatibilidade. O
acompanhamento realizado sobre a aplicacdo em ratos, sugere e, de certa forma confirma,
gue a quitosana pode exercer uma influéncia benéfica nas diversas etapas da recuperacao
de injurias cutanea. Na comparacao com produto farmacéutico convencional (colédio
associado a antibidtico), a quitosana apresentou resultados similares, o que reforca seu
potencial de aplicacao médica, além de ser consideravelmente mais barato que o similar
comercial.
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