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Resumo

A cicatrizacdo de feridas croénicas é um desafio terapéutico, desenvolvendo Ulceras cutaneas
que necessitam de um longo tempo de tratamento, resultando em alto custo com cuidados
médicos. O uso de recursos naturais é uma tendéncia mundial na tentativa de mimetizar uma
matriz cutanea original. A biomembrana formada por quitosana tem se mostrado promissora,
pois além de ser abundante na natureza, apresenta varias funcdes bioldgicas, como:
propriedades de acelerar a cicatrizacdo, estimular a diferenciacdo celular e a reepitelizacdo da
pele. Este estudo objetivou avaliar e comparar a eficacia dos diferentes tipos de
biomembranas de quitosana no processo cicatricial de lesdes cutaneas. Foram utilizados ratos
Wistar submetidos a uma excisdo cirdrgica na parte superior do dorso, onde avaliou-se sua
reparacdo tecidual em diferentes dias. Os tratamentos utilizados foram: soro fisioldgico,
colagenase, membrana de sal de quitosana, nanomembrana de quitosana em acido acético e
nanomembrana de quitosana em &cido cloridrico. Foram realizadas analises morfométrica,
morfologica, histologica e estatistica. Os animais tratados com biomembranas de quitosana
apresentaram melhor aparéncia da ferida em todo o periodo quando comparado aos demais
grupos. A formacdo de exsudato e a contracao final da ferida foram semelhantes em todos os
grupos. A avaliacdo do tipo de inflamagdo aguda dos grupos com biomembrana de quitosana
demonstrou melhores resultados apesar da formacdo de crosta sob a membrana, que
configurou um aspecto sero-hematico; apesar desta alteracdo, ndo houve alteracdo do
processo cicatricial. A andlise histoldégica demonstrou que 0s grupos com biomembranas de
quitosana apresentaram aspectos histoldgicos mais favoraveis, estimulando as fases
subsequentes da cicatrizacdo. O presente estudo demonstrou que o tratamento com as
biomembranas de quitosana, especialmente a com acido cloridrico, estimulou as fases
subsequentes da cicatrizacdo, fazendo com que seu arranjo histoldgico fosse mais denso e
consistente.
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INTRODUCAO

Em todas as fases da vida, a pele exerce a funcdo de reguladora do balango hidrico,
de infeccdo e da termogénese. Quando a integridade da pele é rompida, podem surgir feridas
cronicas e agudas. MilhGes de pessoas no mundo sédo acometidas por feridas cutaneas, sendo
gue nas Ultimas décadas avangos ocorreram para a compreensdo dos mecanismos de
cicatrizacdo e das causas de seus atrasos. Este progresso cientifico tem levado a melhora na
qualidade de vida dos pacientes (WONG; CRAWFORD, 2013).
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A cicatrizacdo de feridas envolve vérios processos tais como inflamacdo,
proliferacdo celular e contracdo do coldgeno formado (GANTWERKER; HOM, 2011).
Trata-se de um mecanismo bem organizado onde atuam plaquetas, queratinocitos, leucécitos,
células microvasculares e fibroblastos na restauracdo do tecido, acarretando o fechamento das
lesdes (DEMIDOVA-RICE; HAMBLIN; HERMAN, 2012; SINNO; PRAKASH, 2013). A
reparacdo das lesdes depende de varios fatores como: a) idade do paciente, b) grau de
nutricdo, c) uso de corticosteroides, d) diabetes, e) influéncia do horménio de crescimento e f)
resposta genética (ADAMS, 2009).

O processo de cicatrizagdo é universal: apds o ferimento, ocorre uma sequéncia de
reagdes fisicas, quimicas e bioldgicas, cuja finalidade € reconstituir a continuidade tecidual
que foi interrompida. Inflamacdo, debridamento, cicatrizacdo e maturacdo sdo eventos
distintos que ocorrem simultaneamente (HEDLUND, 2008).

Numerosos tratamentos tém sido desenvolvidos para promover a cicatrizacdo de
lesbes, e observa-se que o tratamento ideal precisa ser biocompativel, ndo citotdxico, ndo
antigénico, garantir a distribuicdo celular, manter a viabilidade celular e o fendtipo, induzir a
migracdo e a proliferacdo das células epiteliais (BALAKRISHNAN et al., 2005; PADDLE;
NASA; CLELAND, 2006).

Curativos bioldgicos (biomateriais) produzidos a base de polimeros como a celulose,
colageno, alginato e quitosana, tém a capacidade de envolvimento natural no tecido lesado,
assim como no tecido em formacdo, para promover a cicatrizacdo. Além disso, eles
apresentam propriedades antimicrobianas intrinsecas e distintas possibilidades de ligacdes
para mediadores inflamatorios (citocinas, proteases e radicais livres), cujas concentracdes sdo
elevadas em ulceras cronicas de dificil cicatrizacdo (WIEGAND; HIPLER, 2010).

Existe uma grande variedade de curativos diferentes com biomateriais, mas ainda
ndo representam uma forma ideal (HEDLUND, 2002). Neste sentido, este trabalho visa
aprimorar a confec¢do de um curativo bioldgico para o tratamento de lesdes cutaneas a base
de diferentes tipos de biomembranas de quitosana.

METODOLOGIA

Animais: 60 ratos Wistar machos, com 11 semanas de idade (250g a 350g), provenientes do
Biotério da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). A eutanéasia dos animais foi realizada
através da overdose de xilasina e cetamina conforme o Guia Brasileiro de Boas Praticas para a
Eutanasia de Animais. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o Comité de Etica
em Experimentagcdo Animal (CEUA) da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA) - Canoas
RS, sob protocolo n° 2016/132.

Padronizacdo dos grupos: Os animais foram divididos nos seguintes grupos: soro
fisioldgico, colagenase, membrana sal de quitosana, nanomembrana de quitosana em &cido
acetico e nanomembrana de quitosana em &cido cloridrico. Os animais foram distribuidos em
cinco grupos com doze animais cada.

Procedimento cirdargico: Os procedimentos cirurgicos foram realizados em condigdes
assépticas e as lesdes cicatrizaram por segunda intencdo. Foi realizada uma lesdo na parte
superior do dorso dos animais, até a fascia muscular de 2 x 2 cm.

Analises Morfologica e Morfométrica: Nos dias 3, 7, 10 e 14 do p0Os-operatorio, a area
lesada de todos os animais foi medida e fotografada. As imagens foram analisadas com o
software processador de imagens IMAGE J (NIH, Betehesda, MD, USA), que estimou a area
da lesdo. Os parametros morfoldgicos analisados foram presenca de crosta, reepitelizagdo,
esfacelo e granulacdo. Os resultados foram transformados em escores de 0 a 4 (SANTOS et
al., 2005).

Anélise Histologica: As bidpsias do tecido foram colhidas e fixadas em formaldeido a 10%
durante um periodo de 48 horas. Posteriormente, foram desidratadas, colocadas em parafina e



depois seccionadas com um microtomo (7 pwm). As segOes transversais foram coradas com
Hematoxilina e Eosina para avaliacdo dos pardmetros a seguir. Na epiderme: presenca de
crosta, reepitelizacdo e queratinizacdo; e na derme: hemorragia, Vvasodilatacéo,
neovascularizagdo, anexos (foliculo piloso, glandula sebédcea e glandula sudoripara) e
colagenizacdo por Tricromico de Masson.. Foi selecionada uma area representativa para
andlise qualitativa de microscopio Optico (aumento de 400 x). Os dados obtidos para esses
parametros acima foram classificados de acordo com a intensidade em que foram encontrados
e transformados em escores: ausente — até 15% (0), muito pouco — até 20% (1), pouco — até
50% (2), moderado — até 80% (3) e muito intenso — até 100% (4), de acordo com o0 seu
aspecto histolégico (TOLOSA et al., 2001).

Analise estatistica: A andlise estatistica dos dados referentes a morfologia e histologia foi
realizada pelo teste de distribuicdo ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido do teste
Student — Newmam - Keuls do Bioestat 5.0. Os valores de p < 0,05 mostraram evidéncias
estatisticas de que h& diferenca entre os dados em questdo, com intervalo de confianca de
95%. Os resultados da andlise do tamanho da retracdo da lesdo foram analisados por anélise
de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguidos pelo teste de Bonferroni, através do
software GraphPad 4 Software (USA). Todos os dados foram expressos como média + desvio
padrdo e foram considerados significativos os valores de p < +0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anélise morfométrica

Taxa de contracdo da ferida: No terceiro dia, foi observado a maior contracdo do grupo soro
fisiologico (34,36%) e um aumento significativo (***p<0,0001%) do tamanho da ferida de
13,70% no grupo da colagenase. No dia 7, houve uma contracdo maior no grupo
nanomembrana de quitosana em acido cloridrico (57,09%), seguido do grupo soro fisiolégico
(52,57%), nanomembrana de quitosana em acido acético (49,26%) e sal de quitosana
(39,58%). Apesar da colagenase ter o pior desempenho da taxa de contragcdo até o dia 7
(21,20%), houve uma recuperacdo na contracdo significativa neste periodo (**p<0,01). A
partir do décimo dia, todos 0s grupos tiveram taxa de contracdo da ferida semelhante.

Avaliacdo da cicatrizacéo tecidual: A avaliacdo da cicatrizacdo demonstrou, inicialmente,
que o grupo soro fisiolégico (SF) obteve uma maior reducdo do tamanho da lesdo, porém com
aspecto mais necrético. O grupo colagenase apresentou um aspecto necrotico. Os grupos das
biomembranas apresentaram bom aspecto evolutivo e de contragdo. Ao final do dia 14, todos
0s grupos tiveram contracdo semelhante, praticamente cicatrizado, sendo um pouco menos
evidente no grupo da colagenase e, com pior aspecto, no grupo soro fisioldgico.

Analise morfoldgica

Anélise do exsudato: A andlise do exsudato foi pequena e semelhante em todos 0s grupos.
No dia 3, foi um pouco mais pronunciada no grupo colagenase seguido do grupo soro
fisiolégico. O dia 7 foi 0 que apresentou maior quantidade de exsudato em todos 0s grupos.

Aparéncia da lesdo: A analise da aparéncia da ferida esta relacionada com o status cicatricial
e apresentada conforme o escore: 1 - leséo epitelizada, 2 - lesdo com tecido de granulacéo, 3 -
lesdo com fibrina e 4 - lesdo com aspecto necrotico; sendo o maior valor relacionado com o
pior aspecto da ferida. Os grupos soro fisiolégico e colagenase apresentaram-se com mais
crosta e fibrina que os grupos das biomembranas, especialmente no dia 7. A nanomembrana



em acido cloridrico apresentou um aspecto melhor e mais préximo a granulagdo que os
demais grupos (**p<0,01). No sétimo dia, os grupos de biomembranas de quitosana tiveram
seus aspectos classificados entre esfacelo, mas melhor que o aspecto necrético dos grupos
soro fisioldgico e colagenase (***p<0,0001). No décimo quarto dia, todos 0s grupos, exceto o
grupo soro fisioldgico, obtiveram aparéncia classificada entre granulacdo e esfacelo
(***p<0,0001). Em todos os dias, 0 grupo nanomembrana em &cido cloridrico teve aparéncia
significativamente melhor. As biomembranas de quitosana isolaram a lesdo do curativo
secundario, ndo necessitando de trocas frequentes. Estudos sugerem que as lesGes tratadas
com gaze tém seu tecido de granulacdo prejudicado pelas trocas dos curativos, com aderéncia
das fibras da gaze a cicatriz (WANG et al., 2002; DAI et al., 2009, KUMAR et al., 2008). A
formacdo da crosta sob as biomembranas de quitosana parece ndo ter prejudicado nem
atrasado o processo de reepitelizacéo e queratinizacdo, mas sdo necessarios mais estudos.

Andlise histologica: A analise da epiderme através da coloragdo Hematoxilina e Eosina
demonstrou presenca de crosta muito intensa no grupo soro fisioldgico e colagenase no dia 3.
No sétimo dia, 0os grupos com biomembranas de quitosana apresentaram derme espessa e
organizada, com muitos fibroblastos de forma a propiciar o inicio da epitelizacdo. O processo
de reepitelizacdo iniciou de forma sutil no grupo colagenase, sem queratinizacao, no dia 10; ja
os grupos sal de quitosana e nanomembrana de quitosana em acido acético apresentaram
reepitelizacdo e queratinizacdo de até 50%, e o0 grupo nanomembrana de quitosana em acido
cloridrico moderada - até 80%. O grupo soro fisiologico, além de apresentar reepitelizacao
pequena e auséncia de queratinizacdo, também ndo demonstrou estruturacdo dérmica até o dia
14. A avaliacdo da derme demonstrou presenca de hemorragia inicial de até 80% nos grupos
soro fisioldgico e colagenase que persistiu até o 7° dia e pouca hemorragia nos grupos com
quitosana. A vasodilatacdo foi semelhante nos grupos, sendo um pouco mais pronunciado nos
grupos com biomembranas, até o sétimo dia. A neovascularizacdo foi identifica no grupo
nanomembrana de quitosana em &cido acético no sétimo dia, nos demais grupos foi
identificada a partir do décimo dia. Quanto ao nimero de vasos, houve um aumento inicial
(terceiro dia), com um decréscimo especialmente dos grupos com biomembranas de quitosana
no dia 7. A analise histologica através da coloragdo do Tricrémio de Masson (TS) para
avaliacdo da colagénese mostrou pequena quantidade de colageno. A partir do sétimo dia,
todos os grupos com biomembranas tiveram aumento na producdo de colageno. No décimo
dia, a colagénese praticamente se assemelhou em todos 0s grupos; porém, 0S grupos com
biomembranas, especialmente as nanomembranas, demonstraram fibras coldgenas, mas
organizadas, densas e compactas.

CONCLUSOES

Os achados deste trabalho indicam que as biomembranas de quitosana parecem
desempenhar importante papel em todas as fases da cicatrizacdo. Apesar de ndo ter uma
diferenca importante na contracdo da cicatriz, sua presenca produz um arranjo estrutural da
derme mais precoce, favorecendo as fases subsequentes da cicatrizacdo. Por isolar a lesdo do
curativo secundario, ndo necessita trocas frequentes, o que favorece a integridade do tecido de
granulacdo. A formacéo da crosta sob a membrana parece ndo ter prejudicado nem atrasado o
processo de reepitelizacdo e queratinizagao que ocorreu sob a crosta.
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