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RESUMO

A cicatrizagdo é um evento complexo e dindmico que visa a restauracdo da integridade
tecidual. No entanto, alguns fatores, como o diabetes, podem prejudicar este evento
fisiologico. A quitosana, um derivado da quitina, tem sido cogitada como uma opg¢éo versatil
e eficaz para o tratamento de feridas. O presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar
o efeito do gel de quitosana a 2% e spray a base de quitosana na cicatrizacdo por segunda
intencdo de feridas cutdneas em ratas diabéticas. Foram utilizadas 54 ratas, divididas,
aleatoriamente, em trés grupos: grupo controle (GC) grupo gel de quitosana a 2% (GG) e
grupo spray de quitosan (GS) com 18 animais, cada. As ratas dos grupos GC, GG e GS
tiveram suas feridas tratadas diariamente com solug&o fisioldgica 0,9%, gel de quitosana a 2%
e spray a base de quitosana, respectivamente. Os grupos foram subdivididos em trés
subgrupos (n=6) conforme os tempos de analise histolégica da ferida (terceiro, sétimo e 14°
dia). A inducédo do diabetes mellitus, nas ratas, ocorreu por meio da aplicacéo intraperitoneal
da aloxana (120mg/kg). Apo6s a confirmacdo do estado de diabetes, os animais foram
anestesiados e as feridas confeccionadas com auxilio de um punch de 9,0mm na regido dorsal.
Foram realizadas analises macroscopicas e microscopicas. As analises macroscopicas
mostraram que ao 14° dia, o gel de quitosana 2% e o spray de quitosana proporcionaram uma
taxa de contracdo de 100% e 99%, respectivamente. A nivel histolégico, observou-se o
recrutamento antecipado de células mononucleares, fibroblasia e deposicdo de tecido
fibrovascular denso acentuados e fibrose nas feridas dos GG e GS, enfatizando a capacidade
deste biopolimero em otimizar a cicatrizacdo de diabéticos. Podendo, portanto, ser uma opg¢éo
terapéutica como também a base para o desenvolvimento de outras formulacbes que
proporcionem a reparacdo de feridas em pacientes diabéticos.

Palavras-Chaves: Curativo, Diabetes, Hidrogel, Polissacarideo, Quitina
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ABSTRACT

The healing is a complex and dynamic event aimed at the restoration of tissue integrity.
However, some factors, such as diabetes, can harm this physiological event. Chitosan, a
derivative of chitin, has been considered as a versatile and effective option for the treatment
of wounds. This study aimed to evaluate and compare the effect of chitosan 2% gel and
chitosan spray based on secondary intention healing of skin wounds in diabetic rats. 54 rats
were used, divided randomly into three groups: control group (CG), chitosan 2% gel group
(GG), and Chitosan spray group (GS) with 18 animals each. The rats in GC, GG, and GS had
their wounds treated daily with saline solution 0.9%, chitosan 2% gel, and chitosan spray,
respectively. The groups were divided into three subgroups (n = 6) according to the times of
histological analysis of wound (third, seventh, and 14th day). The induction of diabetes in the
rats took place by intraperitoneal application of alloxan (120 mg/kg). After confirming the
state of diabetes, the animals were anesthetized and the wounds made with the aid of a punch
9.0mm in the dorsal region. Macroscopic and microscopic analyzes were performed.
Macroscopic analysis showed that after 14 days, the chitosan 2% gel and chitosan spray gave
a contraction rate of 100% and 99%, respectively. At the histological level, there was the
anticipated recruitment of mononuclear cells, fibroblasia, and deposition of dense
fibrovascular tissue and marked fibrosis in the wounds of GG and GS, emphasizing the ability
of this biopolymer to optimize the healing of diabetics. It can therefore be a therapeutic option
for the development of other formulations that provide wound repair in diabetic patients.

Keywords: Curative, Diabetes, Hydrogel, Polysaccharide, Chitin



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo dos vertebrados e é indispensavel para a sobrevivéncia,
uma vez que é responsavel pela termorregulacéo, protecdo contra agentes externos, percepcao
de estimulos ambientais, controle sob a perda de agua, producdo de vitamina D e
armazenamento de gordura, eletrélitos e carboidratos™?. Por atuar como barreira protetora,
encontra-se exposta aos danos de natureza quimica, fisica ou bioldgica, que podem ocasionar
a ruptura da sua integridade e desencadear uma combinacdo de eventos denominada
cicatrizaco®.

O processo cicatricial € um fenbmeno complexo no qual participam citocinas,
fatores de crescimento, matriz extracelular (MEC), mediadores e varios tipos celulares®*. No
entanto, apesar de ser um acontecimento fisiol0gico que visa a restauragdo tecidual em tempo
habil, fatores locais, extrinsecos e intrinsecos, como sujidades, infeccdo, radioterapia,
corticoterapia, desnutricdo e diabetes mellitus, podem dificultar o reestabelecimento da
normalidade, constituindo um desafio médico a ser superado®®.

No que diz respeito ao diabetes mellitus (DM), uma das principais
endocrinopatias relatadas na medicina e medicina veterinaria, observa-se um aumento
expressivo no nimero de portadores. Na medicina, esta doenca é considerada um problema de
salde publica, visto que é alarmante o crescimento mundial no nimero de diabéticos,
desencadeado, principalmente, pelo sedentarismo e obesidade. Estima-se que, com um
aumento anual médio de 2,7%, até 2030 existam mais de 500 milhdes de pessoas com DM®?,
Aspectos como urbanizacdo, desenvolvimento econdmico e envelhecimento estdo cada vez
mais relacionados ao DM, principalmente em paises de baixa e média renda, onde 0s recursos
destinados a satide sdo mais escassos®. Em cées e gatos, a taxa de prevaléncia hospitalar é de
0,4-1,2% 67,

Conceitualmente, a DM é definida como um distarbio metabodlico, crénico,
singularizado pela presenca da hiperglicemia persistente®!'. As consequéncias desse
desequilibrio glicémico sdo evidenciadas por meio de lesdes, disfuncdes e faléncias em
diversos 6rgdos, como olhos, vasos sanguineos e cérebro, e sdo desencadeadas pela macro e
microangiopatia e/ou neuropatia®*°.

Uma das principais alteracdes relacionadas ao DM € a ocorréncia expressiva de

feridas complexas e crénicas, como Ulceras de extremidades inferiores e feridas associadas



com a doenca vascular periférica®?. O DM representa um dos principais elementos
responsaveis pelo atraso em todos os estagios da cicatrizacdo, uma vez que esta envolvido na
reducdo da angiogénese e da formacdo e migracédo de fibroblastos e queratindcitos, aumento e
formacdo continua de citocinas e metaloproteinases, além da diminuicdo na forca de tenséo da
ferida, que resulta no aumento da taxa de deiscéncias®'®!4. A deficiéncia na macro e
microcirculacdo local intensifica o retardado cicatricial por meio do decréscimo da
oxigenac&o e nutri¢do nos tecidos feridos™.

Apesar dos recentes avangos das terapias complementares, tais como a otimizagéo
da nutrigdo, tratamentos a base de fatores de crescimentos, curativos para feridas crénicas e
substitutos sintéticos de pele, as condi¢cdes de cicatrizacdo anormal permanecem como um
problema clinico significativo causador de morbidade e mortalidade'®!’. Diante disso, é
indispensavel o desenvolvimento de novas opgOes terapéuticas, posto que 0s curativos
atualmente disponiveis, como géis, ataduras, cremes e gazes sdo, na maioria das vezes,
bastante onerosos®18:1°,

Os curativos empregados rotineiramente na pratica clinica sdo o bioldgico,
sintético e bioldgico-sintético. Nenhum estd destituido de desvantagens, pois para ser
classificado como ideal, é necessario ser constituido de um biomaterial atdxico, néo
alergénico, ndo aderente, facilmente disponivel e que otimize a cicatrizacdo por meio da
criacdo de um ambiente Umido, no qual haja a possibilidade da ocorréncia de trocas gasosas e
da remocdo de exsudatos da lesdo. Também € indispensavel a acdo deste agente como uma
barreira de protecdo contra os microrganismos?.

Na busca por uma cicatriz com melhor aspecto e funcionalidade, a conduta
médica moderna encontra na quitina e em seus derivados uma opc¢ao valida, versatil e eficaz
de tratamento?®. A quitina é um polissacarideo de ocorréncia natural, presente estruturalmente
no exoesqueleto de artrépodes e na parede celular de fungos e leveduras. Sua insolubilidade é
um importante obstaculo no seu processamento, uso e caracterizagdo. Portanto, a quitina
apresenta maior aplicabilidade quando convertida a quitosana, por meio do processo de
desacetilizacdo parcial®..

Devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e atoxicidade, a quitosana é
considerada um novo tipo de material funcional com aplicacGes nas areas biotecnoldgica,
farmacéutica, ciéncia de materiais e terapia génica®2. Na medicina e medicina veterinaria, a
quitosana encontra ampla empregabilidade por conta das suas propriedades antioxidante,

antimicrobiana, angiogénica, hemostatica e adjuvante na cicatrizacio?%,



Diante dessas relevantes especificidades e dos possiveis materiais obtidos,
reconhece-se a quitosana como biomaterial bastante promissor, principalmente no que tange
aos produtos relacionados com a cicatriza¢cio?®. Com base nisto, objetivou-se com este
trabalho avaliar e comparar o spray de quitosana e o gel de quitosana a 2% na cicatrizacdo de

feridas cutaneas de ratas diabéticas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pele

A pele, o maior 6rgdo dos vertebrados, recobre toda a superficie corporal e
representa cerca de 16% do peso corporal do homem, 24% do cédo filhote e 12% do céo
adulto. E responsavel pela termorregulagio, protecdo contra agentes externos, percepcio de
estimulos ambientais, controle da perda de agua, producéo de vitamina D e armazenamento de
gordura, eletrdlitos, carboidratos e proteinas2.

Nos cdes e gatos, existem quatro padrdes anatdmicos tegumentares, que se
diferem, principalmente em relacdo a espessura: pele com pelos, pele escrotal, coxins e plano
nasal. A pele com pelos apresenta uma espessura variavel (0,5 a 5,0mm no cdo e 0,4 a 2,0mm
no gato) que diminui nos sentidos dorso ventral do tronco e proximal distal dos membros. As
regides auricular, axilar, inguinal e perianal detém a pele mais fina, enquanto que o dorso,
pescocgo, cabeca, regido glutea e base da cauda apresentam um tecido tegumentar mais
espesso. No entanto, a pele de espessura mais delgada e acentuada se encontra no escroto e,
coxins e plano nasal, respectivamente. Fatores como raca e idade podem influenciar na
densidade da pele?’.

Histologicamente, a pele é constituida por uma camada de origem ectodérmica, a
epiderme, e por outra de origem mesodérmica, a derme, que se encontram separadas pela
membrana basal. Abaixo da derme, localiza-se a hipoderme, uma camada de tecido
conjuntivo frouxo que ndo é considerado componente da pele, mas que une esta aos demais
6rgaos, e que funciona como reservatorio de energia e isolante térmico?.

A epiderme é a camada mais externa e delgada da pele. E formada pelo epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado. Apresenta-se constituida pelos queratindcitos,
melanadcitos, células de Merkel e células de Langerhans, e subdividida nos estratos basal
(estrato germinativo), espinhoso, granuloso, ltcido e corneo (estrato disjunto)?.

A arquitetura da epiderme é semelhante em todos os mamiferos, contudo, ha
diferengas entre as espécies, entre os individuos da mesma espéecie e entre as diferentes
regides corporais. Sua espessura, o tipo de estrato corneo e a presenca ou auséncia do estrato
lucido sé@o diretamente influenciados pela densidade da pelagem, a ponto de se observar uma
reducdo na espessidao desta camada a medida que a quantidade de pelo aumenta. Em média, a

espessura epidérmica canina e felina varia entre 15 e 40um. O gato, quando comparado ao



cdo, apresenta a epiderme mais fina e o ser humano, em relagdo aos demais mamiferos
peludos, possui a camada mais grossa?’.

O estrado basal é formado por uma fileira de células-tronco cubicas ou cilindricas,
basofilas, que repousam sobre a membrana basal. Caracteriza-se pela intensa proliferacdo
celular e, juntamente com o estrato espinhoso, é responsaveis pela constante renovacao da
epiderme. O indice mitdtico € maior nas &reas com pouca pelagem ou glabras, que estéo
sujeitas aos danos constantes. Neste estrato, os tipos celulares presentes sdo os melandcitos,
células de Merkel e queratindcitos. Estas Gltimas células se multiplicam e migram
constantemente, a fim de formar os demais niveis epidérmicos'?’,

O estrato espinhoso, localizado acima do estrato basal, € composto por um
nimero variavel de células cubicas ou levemente achatadas, com prolongamentos
citoplasmaticos que se ligam aos das células vizinhas por meio dos desmossomos. Esses
prolongamentos formados por queratina, associados aos desmossomos, So responsaveis pela
coesdo entre as células e resisténcia ao atrito’. Apesar de apresentarem células-tronco de
queratindcitos, o indice mitético é mais reduzido quando comparadas ao do estrato basal. E
possivel observar, por meio da microscopia, as células de Langerhans que atuam como
apresentadoras de antigenos na pele e que, associadas aos linfocitos T epidérmicos, formam
um tecido linfoide?’.

Situado acima do estrato espinhoso, o estrato granuloso é constituido por uma ou
mais camadas de células romboides ou pavimentosas, que possuem granulos de cerato-hialina
e granulos lamelares?’. Por meio do contetdo lipidico extravasado dos granulos lamelares no
espaco intercelular, é formada uma barreira na pele contra substancias estranhas e
desidratacdo®. Este estrato estd ausente ou delgado nas regides mandibular e temporal, dorso
da cabeca, ouvido externo e plano nasal, e se apresenta bem denso nos coxins?®’.

Presente apenas em areas mais espessas da pele, como coxins e plano nasal, o
estrato lucido é formado por vérias camadas de células pavimentosas, translicidas e
anucleadas?’.

O estrato corneo é a Gltima e mais superficial camada da epiderme. E composta
por varias camadas de cornedcitos, que sdo células compactadas, queratinizadas e anucleadas
e que sofrem descamacdo gradual. No cdo, a espessura desta camada varia entre cinco a
1500pum e no gato de trés a 35um*?’.

A derme é assinalada como uma camada composta por tecido conjuntivo,
localizada entre a epiderme e a hipoderme, e integrada por feixes de musculo esquelético na

derme da face e do escroto; musculo liso (musculo eretor do pelo); apéndices dérmicos, como



foliculos pilosos e glandulas anexas; vasos sanguineos e linfaticos; nervos e elementos

celulares, como fibroblastos, macréfagos, mastdcitos, linfocitos, plasmdcitos, adipdcitost?’.

2.2. Ferida

A pele, quando submetida aos danos de natureza quimica, fisica ou bioldgica
desenvolve uma solugdo de continuidade denominada ferida, que € classificada, apds exame
fisico e histdrico clinico, em ferida aguda ou cronica conforme a sua duracdo e em limpa,
limpa-contaminada, contaminada e infeccionada, de acordo com o grau de contaminagéo?®.

As injdrias agudas sdo resultantes de cirurgias ou traumas e, geralmente,
cicatrizam em tempo habil e sem complicacdes®®?°. As lesdes classificadas como cronicas sdo
caracterizadas por atraso no processo de reparacdo superior a seis semanas e apresentam
elevado nivel de exsudato devido a inflamacdo prolongada, destruicdo dos tecidos adjacentes
e maior propensdo as infecgdes?®3L,

As feridas limpas sdo as que ndo apresentam sinais de infeccdo, geradas em
condicdes assépticas e que ndo envolvem os sistemas respiratorio, digestivo, genito-urinario.
Nestas lesdes, a probabilidade de infeccdo é baixa, em torno de 1 a 5 %. As lesdes limpa-
contaminadas sdo as que apresentam certo grau de contaminacdo e que compreendem,
normalmente, intervenc@es cirlrgicas dos sistemas respiratorio, digestivo e genito-urinario. O
risco de infeccdo é cerca de 10%. As lesbes com mais de seis horas de injuria, acidentais,
confeccionadas perto ou sobre éareas inflamadas e contaminadas, ou em que a técnica
asséptica nao foi devidamente respeitada, sdo consideradas contaminadas. Nestas, 0s niveis de
infeccdo podem atingir entre 20 e 30%. As lesdes que apresentam sinais compativeis de
infeccdo, como a presenca de pus, perfuracdo de visceras ou contagem bacteriana superior a

100.000 organismos por grama de tecido, sdo classificadas como infeccionadas?®.

2.3. Cicatrizacéo

O processo cicatricial € um evento fisiolégico complexo, caracterizado por trés
fases distintas, sobrepostas e assim denominadas: inflamacdo, proliferacdo e
maturacdo/remodelacdo. Nestas etapas, observa-se a adequada interacdo entre citocinas,
fatores de crescimento, mediadores, MEC e varios tipos celulares®*.

A fase inflamatoria inicia imediatamente apds a lesdo e se prolonga, geralmente,

por 24 a 72 horas. E considerada uma importante resposta do organismo a injdria, e visa a



reparacdo tecidual e a restauracdo da funcionalidade. Esta etapa é constituida por respostas
vasculares, como a hemostasia, e celulares, formadas pelos leucécitos*32.

Como resultado do trauma, ocorre a ruptura dos vasos sanguineos, com
consequente extravasamento de sangue no leito da ferida. Simultaneamente, por meio das
descargas adrenérgicas e mediadores originados da degranulagdo de mastdcitos, ocorre a
vasoconstricdo reflexa, com duracdo de cinco a 10 minutos para a formacdo do coédgulo
plaquetario®®2. As plaquetas presentes na lesdo sdo aderidas, por meio dos receptores de
glicoproteinas I1b/11la, & matriz subendotelial dos vasos lesionados e agregadas entre si. Apds
serem ativadas pelas substancias agonistas, como a trombina e o colageno, presentes na
circulacdo e matriz subendotelial, as plaquetas liberam mediadores e proteinas adesivas que
intensificam a adesdo e agregacdo plaquetaria e originam, posteriormente, o coagulo
plaquetario. Em seguida, este coagulo é infiltrado por fibrina, formando uma rede, que
juntamente com os eritrdcitos, serd responsavel pela oclusdo dos vasos sanguineos, protecao
contra microrganismos e organizacdo da matriz celular provisoria, necessaria para a migracao
celular®%,

Os mediadores liberados das plaquetas, como o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador p (TGF-B), tromboxanos, fator de
ativacdo plaquetéria (PAF), fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento um
tipo insulina (IGF-1), também participam nos demais eventos da cicatrizacdo, pois atuam na
guimiotaxia das células inflamatdrias (neutrofilos e mondcitos) e na atracdo e proliferacdo
endotelial, epitelial e fibroblastica*3>%,

A vasoconstricdo produzida com o intuito de minimizar a hemorragia local,
provoca, em poucos minutos, acidose e hipoxia tecidual, as quais desencadeiam a producao de
oxido nitrico, adenosina e outros metabdlitos vasoativos. Estes, por sua vez, causam a
dilatacdo dos vasos proximos a ferida. Do mesmo modo, a histamina, oriunda dos mastdcitos,
estimula a vasodilatagdo, alem de permitir a permeabilidade celular. Estes acontecimentos
vasculares propiciam a entrada das células inflamatorias na MEC provisoria e 0 aparecimento
do sinais cardinais da inflamagcao: rubor, calor e edema?.

As primeiras células inflamatérias atraidas para a ferida sao os neutrdéfilos, que
atuam na eliminacdo de microrganismos, células mortas e corpos estranhos nas primeiras 48
horas. Assim como as plaquetas, as bactérias presentes na leséo liberam agentes quimiotaticos
a células polimorfonucleares e, portanto, intensificam o recrutamento celular. Os neutro6filos
apresentam trés diferentes mecanismos de destruicdo: o primeiro consiste na fagocitose dos

microrganismos e corpos estranhos; o segundo ocorre por meio da degranulagéo e liberacéo



de substancias toxicas, como a neutrofilo elastase, catepsina, protease e lactoferrina, aos
corpos estranhos e tecidos mortos; e o terceiro acontece pela producdo de radicais livres
derivados de oxigénio, que apresentam propriedade bactericida®.

Os mondcitos atraidos a lesdo pelos leucotrienos B4, PDGF, TGF-pB, fator
plaquetério IV e fragmentos de imunoglobulinas G, transformam-se nos macrofagos e, ao
término das obrigacfes neutrofilicas, substituem gradativamente os neutrofilos, que sofrem
apoptose ou sdo fagocitadas pelos seus substitutos. O papel dos macréfagos, na fase
inflamatdria, € concluir o debridamento e auxiliar a transi¢cdo para a fase proliferativa, por
meio da secrecdo de citocinas e fatores de crescimento, como TGF-f3 e PDGF. Estes, por sua
vez, que atrairdo células musculares lisas, endoteliais e fibroblastos para a lesdo. A deficiéncia
de mondcitos e macrofagos causa importantes alteragdes no processo cicatricial, pois torna
insuficiente o debridamento da lesdo, retarda a proliferacdo fibroblastica, torna inadequada a
angiogénese e diminui o processo de fibrose. Por esses motivos, 0s macrofagos sdo
considerados as células mais importantes da fase inflamatdria 32,

Esta primeira etapa da cicatrizacdo devera ser concluida em trés dias nas feridas
cirdrgicas ou agudas, cicatrizadas por primeira intencdo. No entanto, a presenca de bactérias
ou tecidos necrosados prolongario a inflamagéo e acarretardo o desgaste do paciente®®.

A fase proliferativa comeca por volta do terceiro dia e prolonga-se até o 21° dia
pos-injuria tecidual, sendo caracterizada pela angiogénese, fibroplasia e epitelizagdo. E nesta
fase que se inicia a formacdo da cicatriz. Os fibroblastos proximos a ferida sdo atraidos para o
centro da MEC, onde sintetizam o colageno responsavel pela sustentacdo e forca ténsil da
ferida®3¢. A medida que a producéo de colageno aumenta, ocorre a fibroplasia, ou seja, ha a
substituicdo da MEC por um tecido conjuntivo com maior resisténcia e elasticidade®. Um dia
apos a migracdo de fibroblastos, ocorre a entrada e proliferacdo de células endoteliais,
oriundas de vasos intactos ou lesionados na MEC, com o objetivo de promover o
desenvolvimento de novos capilares, os quais irdo permitir o aporte de células, como
macrofagos e fibroblastos, e nutricdo ao tecido, além das trocas gasosas. A angiogenina,
angiotropina, angiopectina 1, trombospondina, endotelina, fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), TGF-p, baixa tensdo de oxigénio, aumento no lactato e decréscimo no pH
local s&o os fatores estimulantes da angiogénese nesta fase®3%236:37,

Com a ocorréncia da fibroplasia, inicia-se a formacgdo de um tecido de granulacéo
edematoso e avermelhado, constituido por macrofagos, vasos recém-formados e fibroblastos,
depositados sobre um arcabougo frouxo de fibronectina, acido hialurdnico e colageno tipo | e

11133, Este tecido tem como fungdo preencher e proteger a ferida, servir de superficie para



reepitelizacdo e conter miofibroblastos responsaveis pela contragdo da lesdo. Quando a
deposicao de colageno na MEC atinge um nivel ideal, a producdo de colageno é reduzida e,
assim como as células endoteliais dos vasos neoformados, os fibroblastos sofrem apoptose,

tornando o tecido de granulagdo numa cicatriz acelular®,

Apo6s a injuria tecidual, as células epidérmicas do estrato basal entram em
processo mitotico e sofrem alteracdes fenotipicas, que permitem a sua movimentacdo em
direcdo ao centro da ferida. Conforme essas células transitam e recobrem toda a MEC, ¢
acionado o mecanismo de "inibicdo por contato”, revertendo a normalidade o fenétipo das
células epidérmicas localizadas no estrato basal®>. Em feridas que nio abrangem toda a
espessura da pele, esse processo de reepitelizacdo se inicia imediatamente apos a lesdo com a
migracdo de células epiteliais da borda da ferida e de anexos. Em lesdes profundas, a
reepitelizacdo s6 ocorre com as células epiteliais provenientes das margens da ferida e apés a
formacao do tecido de granulagao®.

A fase de remodelacédo ¢ a ultima e mais longa, com duracdo de meses ou anos.
Esta etapa tem inicio na terceira semana e se caracteriza pela lise do colageno tipo Il e pelos
processos sucessivos de producdo, destruicdo e orientacdo das fibras de colageno tipo |I.
Primeiramente, a deposicao de colégeno | é realizada aleatoriamente e obedece a orientagdo e
organizacdo das fibronectinas e a direcdo da natureza das forcas de tenséo aplicadas sobre o
tecido. Posteriormente, as metaloproteinases produzidas pelos macrofagos, neutréfilos,
fibroblastos e células epiteliais, digerem as fibras, que sdo ressintetizadas e organizadas
conforme o sentindo das fibras de tecido conjuntivo adjacente®233%. As repeticdes desse
processo resultam na formacéo de fibras de colageno maiores e numa cicatriz com aparéncia
mais uniforme®>#°, Quanto maior a organizacdo e o nimero de ligacBes covalentes
transversais entre as fibras, mais resistentes serdo as cicatrizes. Ao término desta fase,
observa-se uma regeneracdo limitada dos anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas,
e uma cicatriz de coloragio palida com até 80% da forca de tensio original®®®,

Em pacientes desnutridos, haverd deficiéncia na deposicdo de colédgeno e
consequente retardo na finalizagdo do processo cicatricial®>®. Caso haja deposicdo excessiva
de fibras de colageno, decorrente de um desequilibrio entre a sua producdo e destruicéo,

ocorreréa o desenvolvimento de cicatriz hipertrofica ou queldides®.

2.3.1. Tipos de cicatrizacdo
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Com base na classificacdo da ferida, o cirurgido poderd determinar qual melhor
tipo de cicatrizacdo a ser adotado®. Existem trés tipos de reparo tecidual: por primeira,
segunda e terceira inten¢do®>.

Detalhadamente, na cicatrizacdo por primeira intencao, realiza-se a coaptacdo por
meio de suturas, adesivos, colas ou grampos das bordas das feridas criadas com menos de 24
horas. Para adogdo dessa técnica, é necessario que o leito da lesdo se apresente limpo e que as
bordas estejam proximas ou haja tecido suficiente que permita essa abordagem3>%4l QO
reparo tecidual ocorre de forma rapida, apropriada e sem complicacdes, pois existe um
equilibrio adequado em todas as fases do processo cicatricial, com satisfatério metabolismo
de coléageno, proliferacdo celular e degradacdo da matriz extracelular. Como normalmente 0s
agentes lesivos produzem apenas uma reduzida ruptura da camada epidérmica e pequena
destruicdo de tecidos conjuntivo e epidérmico adjacentes, predomina, nesse tipo de
cicatrizacdo, a regeneracdo epitelial®2.

A cicatrizagcdo por segunda intengdo ocorre quando as bordas das feridas nédo
podem ser aproximadas devido a perda excessiva de tecido. As feridas serdo cicatrizadas
abertas e ocorrera a contracdo das margens e reepitelizacdo apds formacdo do tecido de
granulacdo. Como a angiogénese e a reepitelizacdo sdo mais prolongadas, tais feridas
apresentam um maior tempo de cicatrizacéo e, portanto, estdo mais propensas a infecgoes®*°.
Comumente, este tipo de reparacdo é adotado para o tratamento de Ulcera diabética, vascular
ou de pressdo, ou em pacientes com complicacdes, tais como infeccBes, deiscéncias,
inadequada perfusdo sanguinea ou imunossupressao, que impedem a correta cicatrizacdo por
primeira intencao®4L,

A cicatrizacdo por terceira intencdo, também nomeada de "primeira intencao
retardada”, é utilizada quando o leito da lesdo se apresenta infeccionado ou contaminado,
porém, com quantidade suficiente de tecidos que permita a aproximacdo das bordas. Neste

caso, a sutura sera realizada apos a reversdo do quadro infeccioso da les&o®.
2.4. Diabetes Mellitus
2.4.1. Historico
O DM ¢ uma das principais endocrinopatias relatadas na medicina e medicina

veterinaria. As primeiras descrigdes desta doenca, até entdo caracterizada pela polidria, datam

1500 a.C.”. A denominagc&o aceita até os dias atuais foi realizada pelo médico grego Arataeus
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(80-138 d.C.), que se baseou no sabor adocicado presente na urina*’. Entretanto, o
reconhecido do DM como uma afeccdo aconteceu em 1812, apds a fundacdo da revista
cientifica New England Journal of Medicine and Surgery. Apesar disto, devido ao
desconhecimento da prevaléncia, patogénese e tratamentos, os diabéticos, logo que
diagnosticados, apresentavam uma sobrevida de semanas a meses, decorrente da néo
reposicdo insulinica, visto que os primeiros estudos sobre o emprego da insulina foram
iniciados somente em 19214243,

Experimentalmente, o relato inicial em cées ocorreu em 1889, quando esta espécie
foi submetida a pancreatectomia e apresentou polidria, glicosuria e polidipsia. Neste estudo,
deduziu-se que o pancreas produzia um fator capaz de metabolizar a glicose presente no corpo
e prevenir a hiperglicemia®®. Edward Albert Sharpey-Schafer, em 1910, hipotetizou que a
deficiéncia de um produto originado no pancreas seria responsavel por essa endocrinopatia e 0
intitulou insulina. Em 1954 e 1965, a estrutura da insulina e da pré-insulina, seu precursor,

foram descritas, respectivamente®*.

2.4.2. Anatomia e fisiologia pancreatica

O pancreas, no cdo e no gato, € um 6rgdo situado na por¢do cranial do abdome,
constituido por um pequeno corpo central unido aos dois ramos, denominados de lobos
pancreaticos direito e esquerdo. O corpo central se situa na curvatura formada entre o piloro e
0 duodeno, ao passo que entre a curvatura maior do estdmago e o coldn transverso, localiza-se
o lobo esquerdo. A borda pancreética direita se encontra dentro do mesoduodeno, com intima
associacdo ao duodeno proximal®>®°.

Fisiologicamente, este 6rgdo é considerado uma glandula com func@es endocrinas
e exocrinas. Seu parénguima é constituido 90% por acinos exdcrinos e 10% por ilhotas de
Langerhans. O produto obtido do componente enddcrino, os hormonios, e drenado para a veia
porta hepatica, enquanto que as substancias produzidas na porg¢ao exocrinas séo secretadas no
duodeno proximal via ductos®#°46,

O péncreas endocrino € composto pelas ilhotas de Langerhans, que estdo dispostas
por todo Orgdo e sdo caracterizadas pela reduzida capacidade regenerativa. Estas ilhotas sdo
pequenos agrupamentos celulares, que secretam diferentes produtos, de acordo com a sua
constituicdo. Ha quatro tipos celulares de ilhotas: as células B, secretoras de insulina, que
estdo localizadas centralmente e correspondem a 80% do pancreas exdcrino; as células o,

secretoras de glucagon, distribuidas perifericamente e responsaveis por 20% da parte
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exdcrina; as células A, secretoras de somatostatina, situadas entre as o € B e presentes em

menor nimero; e as células PP, secretoras de polipeptideo pancreatico®®4’,

2.4.3. Definicao e classificagéo

O DM ¢é um distarbio metabdlico, cronico, singularizado pela presenca da
hiperglicemia persistente, decorrente de falhas na secrecdo da insulina e/ou resisténcia a
estimulacdo da mesma®!l. O grau e as consequéncias desse desequilibrio glicmico estéo
diretamente relacionados a severidade do processo metabolico subjacente e sdo evidenciados
por meio de lesdes, disfuncdes e faléncias em diversos 6rgéos, como olhos, vasos sanguineos
e cérebro. Acrescentam-se ainda as anormalidades no metabolismo de proteinas, carboidratos
e gorduras™®.

Os principais sinais clinicos observados em pequenos animais sdo a polifagia,
politria, polidipsia e 0 emagrecimento progressivo. Tais alteragdes sdo decorrentes da
deficiéncia insulinica que ocasiona a reducdo na utilizacdo tecidual da glicose, dos
aminoacidos e dos &cidos graxos, e estimula a glicogeneogénese e glicogendlise hepatica.
Ademais, perpetua a hiperglicemia que suscita a glicosuria secundaria a extrapolacdo da
capacidade renal de reabsorcdo da glicose. A presenca deste carboidrato na urina gera a
politria por meio da diurese osmotica e, de forma compensatoria, verifica-se a presenca da
polidipsia. Por fim, a polifagia é resultante da n&o inibicdo do centro da fome, localizado no
hipotalamo, em virtude da incapacidade da glicose penetrar nas células do centro da
saciedade®.

Na medicina, a classificacdo e os critérios de diagnostico desta afeccdo tém
acompanhado os resultados obtidos com pesquisas, principalmente no que concerne a
fisiopatologia e epidemiologia®. Na medicina veterinaria, embora ndo se compreenda
inteiramente 0s mecanismos etiopatogénicos, tradicionalmente, usa-se como guia para
identificacdo e classificagdo o esquema médico proposto pela American Diabetes Association
(ADA). Com base nisto, nota-se semelhanga entre 0 DM tipo | em humanos com 0 DM em

c30, a0 mesmo tempo em que se relaciona o tipo 11 com o DM em gatos’.

a) Diabetes mellitus tipo |
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O DM em caninos é caracterizado por uma perda expressiva de células p com
consequente reducdo na quantidade de células que comp&em as ilhotas enddcrinas. Essa perda
é o fator primordial para o desenvolvimento desta doenca, que se manifestacdo tardiamente,
em geral aos oito anos de idade, e que apresenta uma origem heterogénea*®*°. Em cées
jovens, a hipoplasia e aplasia de ilhotas pancreaticas com deficiéncia de células B podem
culminar no desenvolvimento de um tipo incomum e mais severo de DM tipo I. Nos adultos,
0 aparecimento da doenca esta ligado as mudancas nas ilhotas e nas células B de pacientes
com histérico de pancreatite e/ou contato com fatores ambientais, tais como medicacGes
hipoglicemiantes e doengas antagonistas da insulina’. Ha relatos de DM tipo | relacionada a
fase de diestro em cadelas intactas®.

No ser humano, essa endocrinopatia, que representa 5 a 10% dos casos de DM,
acomete diferentes faixas etarias, com maior incidéncia entre adultos jovens, adolescentes e
criancas. Nestas Ultimas, observa-se 0 aumento no numero de relatos, principalmente em
menores de cinco anos. Os sintomas comumente descritos sS40 0 emagrecimento progressivo e
inexplicavel, visdo turva, polidria, polidipsia e polifagia. Com base na fisiopatologia, 0 DM
tipo I humano pode ser idiopéatica, ainda pouco compreendido, ou autoimune quando
qualificado pela elimina¢do gradativa das células B e conseguinte auséncia absoluta de
insulina. Neste tipo, hd a ocorréncia da insulite autoimune secundaria, associadas aos de
fatores ambientais (infecciosos, dietéticos, toxicos) e com a predisposicdo genética, que
resulta em hiperglicemia persiste. Para a manutencdo da vida, é necessaria a adocdo da

insulinoterapia®.

b) Diabetes mellitus tipo 11

Este tipo de DM se origina a partir da resisténcia a acdo da insulina nos tecidos
alvos, como figado, tecido adiposo e musculos, atrelado a secrecdo insuficiente deste
hormonio secundaria a disfuncdo e faléncia das células p pancreaticas’. Acredita-se que a
obesidade, juntamente com a reducgdo na sensibilidade tecidual & insulina, exija um aumento
na secrecdo deste hormdnio para a manutencdo da normoglicemia. Entretanto, tal exigéncia,
quando perpetuada, culmina com o esgotamento e morte das células B e consequente DM
Diante disso, cogita-se que fatores ambientais e genéticos sejam responsaveis pelo
desenvolvimento desta endocrinopatia’.

Nos gatos, uma das possiveis explicagdes para a disfungdo das células B é a

deposicdo de amiloide nas ilhotas, o que ocasionaria a destruicdo das mesmas. Esta deposi¢édo
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seria gerada pelo horménio Polipeptideo Amiloide das llhotas (IAPP), que é co-secretado com
a insulina. A resisténcia tecidual a insulina estimularia cronicamente o aumento da secre¢do
deste horménio e, por conseguinte, a deposi¢cdo de amiloide no pancreas. Estudos recentes
tém questionado se o amiloide seria uma causa ou consequéncia do DM tipo 2, visto que esta
alteracdo foi observada em gatos diabéticos e normoglicémicos. No momento, sabe-se que,
quando presente, a deposicdo de amiloide causa o agravamento clinico do felino diabético’.

Sugere-se que o DM tipo 2 nos gatos seja uma doenca poligénica’. Embora nio
existam pesquisas que afirmem tal suposicdo, a semelhanca observada entre os fatores
ambientais e a fisiopatologia com DM em humanos propdem uma possivel similaridade entre
as causas genéticas humanas e felinas, como observado em um estudo realizado em gatos de
pelo curto, com excesso de peso, que depreendeu que o polimorfismo no gene do receptor 4
da melanocortina (MC4R) pode influenciar o desenvolvimento de DM em felinos, conforme o
observado em humanos®..,

O DM tipo 2 acomete 80% dos gatos diabéticos, geralmente do sexo masculino e
com idade média de 11 anos. As principais racas acometidas sdo o Azul Russo, Gato
Noruegués da floresta e 0 Abissinio. No entanto, dentre todas, a raca com maior predisposi¢éo
é o0 Birmanés, que, além da resisténcia a insulina e dos fatores genéticos, tem o provavel
envolvimento da dislipidemia como agravante. Ademais, diferentes de outros gatos, o fator
sexo nao tem influéncia na incidéncia da doenca e a menor propensdo a deposicdo de amiloide
e a pancreatite pode ser responsavel pelo desenvolvimento mais tardio desta, afeccdo sbretudo
guando comparado a outras racas. Ressalta-se que investigacdes cientificas adicionais sdo
necessarias para a compreensao de tais particularidades®®°2.

Os gatos das racas Bengal, Sagrado da Birmania, Persa, Ragdoll e British
Shorthair sd0 os menos acometidos®®. Essa diferenca na suscetibilidade racial reforca o
suposto carater genético do DM tipo 2 e o incentivo as pesquisas que busquem também
definir testes de risco genético para a identificagdo e manejo preventivo de individuos
susceptiveis, uma vez que é crescente o numero de felinos diabéticos, decorrente, dentre
outros motivos, do aperfeicoamento da medicina veterinaria no que tange ao diagndstico,
prognostico e tratamento, somado ao interesse dos proprietarios e ao aumento na expectativa
de vida dos felinos domésticos®!°2.

Relatos dessa endocrinopatia em caninos e equinos sdo raros’3, Nos cavalos, um
dos motivos para a escassez de informagéo € o tempo de vida relativamente curto do animal.
No entanto, quando diagnosticado, o paciente geralmente é idoso e apresenta este quadro

clinico secundario a resisténcia a insulina e a Sindrome Metabdlica Equina™.
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Em humanos, o DM tipo 2 ¢é secundério a falha na acdo e secre¢do da insulina,
sem a presencga de destruicdo auto-imune das células B pancreaticas. Atinge 90 a 95% dos
diabéticos em qualquer faixa etaria, mas, principalmente, ap6s os 40 anos. Relata-se 0
acometimento de mulheres com historico de diabetes gestacional e determinados subgrupos
étnicos, mas a grande parte dos portadores apresentam sobrepeso, obesidade ou acimulo de
gordura abdominal associado ao peso normal. Condigdes como excesso de peso,
envelhecimento e sedentarismo representam fatores de risco. Frequentemente, a hipertensédo
arterial e a dislipidemia sdo diagnosticadas associadas a esta endocrinopatia. Todavia, quadros
de cetoacidose s@o incomuns. Os sintomas classicos do DM tipo 2 tardam a serem percebidos
devido a progressao gradativa da hiperglicemia. Entretanto, pacientes nesta situacdo tendem

um grande perigo em manifestar complicacdes micro e macrovasculares®2°,

2.4.4. Cicatrizacdo em pacientes diabéticos

O processo de cicatrizacdo obtém por meio da participacdo coordenada das
citocinas, MEC, fatores de crescimento e diferentes tipos celulares, a restauracdo da
integridade tecidual. Este evento perpassa, em tem habil, as fases da inflamacdo, proliferacdo
e remodelagio®. No DM, observa-se o prejuizo e o retardo em todos estagios da reparagao,
secundarios a varios mecanismos, dentre eles a hiperglicemia, disfungdes macro e
microcirculatdrias, hipdxia, inflamag&o cronica e neuropatia sensorial e autondmica®®.

O paciente diabético com inteireza dérmica se apresenta num estado proé-
inflamatério crénico de baixo grau, caracterizado pelo aumento no ndmero de células
inflamatérias e incremento na expressdo extracelular de metaloproteinases de matriz-9
(MMP-9) e intracelular de proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B). Inicialmente, esta alteracao
se limita & pele para posteriormente tornasse sistémica®*>°.

Apos a injaria, observa-se a incapacidade do organismo em desenvolver uma
resposta inflamatoria apropriada, uma vez que ha o estabelecimento de um processo
inflamatdrio crénico no sitio da lesdo, evidenciado pelo acréscimo no infiltrado leucocitario
decorrente do aumento de macrofagos e neutrofilos, que somado & ativagdo celular imune de
forma irregular ou insuficiente e a expressdo continua de citocinas pro-inflamtdrias, tais como
Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-a), interleucinas-1(IL-1), interleucinas-6 (IL-6),
interleucinas-8 (1L-8)>°%7.

Outra importante alteragdo € o decréscimo na proliferacdo e migracdo dos

fibroblastos, unido a instalacdo de um microambiente pro-apoptético, que, juntos, diminuem a
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quantidade destas células na ferida e, consequentemente, limitam a formacdo do tecido
conjuntivo e o avanco da cicatrizacdo®®. Semelhantemente, verifica-se o detrimento na
capacidade proliferativa e migratoria dos queratincitos4,

Sabe-se que para a conclusao do reparo tecidual é essencial haver um balango na
acdo das proteases e seus inibidores. No entanto, como nos demais mecanismos do processo
cicatricial, hd um prejuizo neste balango, comprovado pelos altos niveis de metaloproteinases
de matriz-1 (MMP-1), metaloproteinases de matriz-2 (MMP-2), metaloproteinases de matriz-
8 (MMP-8) e MMP-9 e reducéo nos inibidores de metaloproteinases de matriz-1 (TIMP-1) e
inibidores de metaloproteinases de matriz-2 (TIMP-2), encontrados principalmente nos
fluidos de UGlceras cronicas® 8, Esta producéo acentuada de metaloproteinasese, acompanhada
da presenca expressiva de PTP1B e da glicacdo dos fatores de crescimento, sdo responsaveis
pela inativacdo e resisténcia local a acdo dos fatores de crescimento participantes da
cicatrizacdo®*.

O aumento da glicemia é responsavel pela formacdo enddgena e dificuldade de
degradacéo e eliminacdo dos produtos de glicacdo avancada (AGES) nos diabéticos, que estdo
diretamente relacionados as complicacBes vasculares, uma vez que exercem seus efeitos
deletérios sobre o sistema circulatdrio. A deficiéncia na macro e microcirculagéo local resulta
em danos celulares e teciduais, e intensificam o retardado cicatricial pelo decréscimo da
oxigenacdo e nutricdo nos tecidos feridos. O dano celular ocorre por meio de alteracbes na
transcricdo génica, na sinalizacdo entre a matriz extracelular e as células, e pelas mudancas
nas proteinas ou lipideos plasmaticos. Portanto, o acréscimo persistente na glicose sanguinea
€ o principal desencadeador de complicacbes macrovasculares, microvasculares e dos
disturbios metabdlicos no diabético. Neste caso, uma das principais formas de prevencéo € o
controle glicémico®>®°. QOutras vias relacionadas a hiperglicemia, as quais resultam em
disfuncdes endoteliais descritas em diabéticos sdo a formacdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROSs), via do poliol, via da hexosamina e a ativagio da Proteina Quinase C%2.

Também, como consequéncia do descontrolo glicémico, ocorre a neuropatia
diabética que é singularizada pelas lesdes progressivas das fibras somaticas (sensitivas e
motoras) e autonémicas. Este quadro € derivado dos danos microvascular endoneural, que
estdo associados as modificacdes na atividade celular neuronal e endotelial, devido a entrada
excessiva de glicose nestas células. A patogénese da neuropatia diabética envolve a ativacao
da via do poliol, a sintese de AGEs e a reducdo do fluxo sanguineo neural, com consequente
isquemia ou hipoxia, e aumento da producdo de radicais livres de oxigénio®. Em pacientes

humanos, relata-se a insensibilidade tatil, térmica e dolorosa, que resulta no desenvolvimento
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de Ulceras e deformidades, responsaveis pela amputagdo, principalmente, nos pés. Em cées,

as neuropatias raramente ocorrem®?,

2.5. Quitosana

A quitina é um polissacarideo de ocorréncia natural, que é sintetizado na forma de
miofibrilas cristalinas, ordenadas, presentes estruturalmente no exoesqueleto de artropodes e
na parede celular de fungos e leveduras. Sua principal finalidade é proporcionar rigidez e
forca a esses microrganismos. Devido a sua expressiva producdo, a quitina é considerada o
segundo biopolimero mais abundante no mundo. Contudo, apesar de estar presente em VAarios
seres Vvivos pertencentes aos reinos animal e vegetal, a fonte de extracdo mais relevante e
barata é o refugo da industria pesqueira®®.

Esse polissacarideo, por se tratar de um produto natural, cuja sintese ndo é
submetida a um rigoroso controle genético, atrelado ao fato do objeto final ndo ser
inteiramente puro e da extracdo de substancias indesejaveis ser um processo laborioso, exibe
uma uniformidade inferior e incompativel com as exigéncias para determinadas aplicacdes.
Ademais, devido a sua insolubilidade, o seu processamento, a caracterizacdo e o emprego sao
lesados?t. Com base nisto, encontra-se maior aplicabilidade & quitina quando esta é convertida
para forma de quitosana, por meio da desacetilacdo parcial sob condic¢des alcalinas ou por
hidrélise enzimatica®®%,

A quitosana é um polimero que contém ao longo da sua cadeia aminas primarias,
que possibilitam a sua interacdo com proteinas, células e organismos vivos e Ihe conferem
importantes  propriedades  fisico-quimicas, tais como viscosidade, solubilidade,
mucoadesividade, comportamento polieletrolitico e capacidade para formar peliculas, que sao
dependentes do peso molecular e do grau de desacetilacio da quitosana 26-5,

Por conta a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e atoxicidade, esse
polimero é considerada um novo tipo de material funcional com aplicagdes nas areas
alimenticia, biotecnolégica, farmacéutica, agricola, ambiental, ciéncia de materiais e terapia
génica??. Na medicina e medicina veterinaria, a quitosana encontra ampla empregabilidade
devido as suas propriedades antioxidante, antimicrobiana, angiogénica, hemostatica e
adjuvante na cicatrizagio®*?,

Diante destas relevantes especificidades e dos possiveis materiais obtidos,
reconhece-se a quitosana como biomaterial bastante promissor, principalmente no que tange

aos produtos relacionados com a cicatrizagido®®. Dentre eles estdo as fibras, peliculas,
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esponjas, granulos, solugdo, membranas, hidrogéis, adesivos e veiculos de liberacdo
controlada de drogas®.

No processo de cicatrizacdo, verifica-se a colaboragdo em todos as fases, como
observado no estudo que utilizou o gel esterilizado a base de quitosana em queimaduras de
ratos. Neste experimento evidenciou o decréscimo no tempo de cicatrizagdo pela participacéo
na neovascularizacdo, na proliferacdo tecidual e na reducdo do numero de infiltrados de
neutréfilos e TNF-0®. Ademais, relatou-se que o gel de quitosana a 2% em feridas cutaneas
de ratas diabéticas otimizou a reepitelizacio e contracdo da ferida®’. No entanto, ressalta-se
que a capacidade da quitosana em auxiliar este evento, seja por interferir na inflamagéo ou na
acdo de bactérias no leito da lesdo, esta diretamente relacionada ao seu grau de desacetilagéo,
peso molecular, forca idnica, pH do meio de dissolucio e estado fisico final®. Portanto,
acredita-se que o desenvolvimento de mais estudos acerca dos mecanismo de acdo desse

biopolimero auxiliara os interesses médicos e farmacéuticos?.
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CAPITULO 2 - Spray de quitosana na cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratas

diabéticas.

O segundo capitulo foi escrito em forma de artigo cientifico e estd formatado

conforme as normas da revista Ciéncia Animal Brasileira (Anexo A).



SPRAY QUITOSANA NA CICATRIZAQAO DE FERIDAS CUTANEAS
EM RATAS DIABETICAS

Resumo

A cicatrizagdo € um evento complexo e dindmico que visa a restauracdo da integridade
tecidual. No entanto, alguns fatores, como o diabetes, podem prejudicar este evento
fisioldgico. A quitosana, um derivado da quitina, tem sido cogitada como uma opcao versatil
e eficaz para o tratamento de feridas. O presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar
o efeito do gel de quitosana a 2% e spray a base de quitosana na cicatrizacdo por segunda
intencdo de feridas cutdneas em ratas diabéticas. Foram utilizadas 54 ratas divididas,
aleatoriamente, em trés grupos: grupo controle (GC) grupo gel de quitosana a 2% (GG) e
grupo spray de quitosan (GS) com 18 animais, cada. As analises macroscpicas mostraram
que ao 14° dia, o gel de quitosana 2% e o spray de quitosana proporcionaram uma taxa de
contracdo de 100% e 99%, respectivamente. A nivel histoldgico, observou-se o recrutamento
antecipado de células mononucleares, fibroblasia e deposicao de tecido fibrovascular denso
acentuados e fibrose nas feridas dos GG e GS, enfatizando a capacidade deste biopolimero em
otimizar a cicatrizacdo de diabéticos. Podendo, portanto, ser uma opgao terapéutica como
também a base para o desenvolvimento de outras formula¢Ges que proporcionem a reparagdo
de feridas em pacientes diabéticos.

Palavras-chave: Curativo, Diabetes, Hidrogel, Polissacarideo, Quitina

CHITOSAN SPRAY ON THE HEALING OF SKIN WOUND IN DIABETIC RATS

Abstract

The healing is a complex and dynamic event aimed at the restoration of tissue integrity.
However, some factors, such as diabetes, can harm this physiological event. Chitosan, a
derivative of chitin, has been considered as a versatile and effective option for the treatment
of wounds. This study aimed to evaluate and compare the effect of chitosan 2% gel and
chitosan spray based on secondary intention healing of skin wounds in diabetic rats. 54 rats
were used divided randomly into three groups: control group (CG) chitosan 2% gel group
(GG) and chitosan spray group (GS) with 18 animals each. Macroscopic analysis showed that
after 14 days, the chitosan 2% gel of and chitosan spray gave a contraction rate of 100% and
99%, respectively. At the histological level, there was the anticipated recruitment of
mononuclear cells, fibroblasia and deposition of dense fibrovascular tissue marked and
fibrosis in the wounds of GG and GS, emphasizing the ability of this biopolymer to optimize
the healing of diabetic. It can therefore be a therapeutic option for the development of other
formulations that provide wound repair in diabetic patients.

Keywords: Curative, Diabetes, Hydrogel, Polysaccharide, Chitin



Introducgéo
O processo cicatricial € um fendmeno complexo e dindmico que visa a restauracao tecidual
em tempo habil, envolvendo as fases de inflamago, proliferagio e maturagio/remodelacgdo’?.
No entanto, condicdes locais, extrinsecas e intrinsecas, como a presenca de sujidades,
infeccdo, radioterapia, quimioterapia, desnutricdo e diabetes mellitus, podem prejudicar o
reestabelecimento da normalidade, constituindo um desafio médico a ser superado®*.
O Diabetes Mellitus (DM) é uma das principais endocrinopatias relatada na Medicina e
Medicina Veterinaria, evidenciado por um incremento expressivo no namero de portadores
dessa doenca®®. Na Medicina, esta doenca é considerada um problema de satide piblica, visto
que € alarmante o crescimento mundial no ndmero de diabéticos, desencadeado
principalmente, pelo sedentarismo e obesidade. Estima-se que, com um aumento anual médio
de 2,7%, até 2030 existam mais de 500 milhGes de pessoas com DM. Aspectos como
urbanizagéo, desenvolvimento econémico e envelhecimento estdo cada vez mais relacionados
ao DM, principalmente em paises de baixa e média renda, onde os recursos destinados a saude
sd0 mais escassos®. Estima-se que a taxa de prevaléncia do DM em cies e gatos é de 0,4-
1,2%".
Conceitualmente, essa afeccdo € definida como uma associacdo de distirbios metabdlicos
cronicos, devido a presenca da hiperglicemia persistente’®, As consequéncias desse
desequilibrio glicémico sdo evidenciadas por meio de lesdes, disfuncbes e faléncias em
diversos 6rgaos como olhos, vasos sanguineos e cérebro, que sdo desencadeadas pela macro e
microangiopatia e/ou neuropatia, 0 que resulta em processos como feridas complexas e
cronicas, especialmente nas extremidades inferiores®°. O DM representa um dos principais
elementos responsaveis pelo atraso em todos 0s estagios da cicatrizacao, visto que é referido
pela reducdo da angiogénese e da formacdo e migracao de fibroblastos, aumento e formacao
continua de citocinas, além da diminuicdo na forca de tensdo da ferida!*3, A deficiéncia na
macro e microcirculagdo local intensifica o retardado cicatricial, por meio do decréscimo da
oxigenac&o e nutri¢do nos tecidos feridos®.
Apesar dos recentes avangos das terapias complementares, como a otimizagdo da nutrigéo,
tratamentos a base de fatores de crescimento, curativos para feridas cronicas e substitutos
sintéticos de pele, as condigdes de cicatrizacdo anormal permanecem como um problema
clinico significativo, causador de morbidade e mortalidade*!®. Diante disso, é indispensavel
0 desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas, uma vez que 0s curativos atualmente
disponiveis, como géis, ataduras, cremes e gazes sdo, na maioria das vezes, bastante

onerosos?®.



As trés categorias de curativos empregadas rotineiramente na pratica clinica sdo a bioldgica, a
sintética e a bioldgica-sintética, as quais ainda ndo podem ser consideradas ideais, ja que ndo
retinem todas as caracteristicas necessarias para tanto®’.

A quitosana, um derivado da quitina, tem sido cogitada como uma opc¢éo valida, versatil e
eficaz para o tratamento de feridas!’. A quitina é um polissacarideo de ocorréncia natural,
presente estruturalmente no exoesqueleto de artropodes e na parede celular de fungos e
leveduras. Sua insolubilidade € um importante obstaculo no seu processamento, uso e
caracterizacdo. Portanto, a quitina apresenta maior aplicabilidade quando convertida a
quitosana, por meio do processo de desacetilizacéo parcial®,

Devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e atoxicidade, a quitosana é considerada
um novo tipo de material funcional com aplicacdes nas areas biotecnoldgica, farmacéutica,
ciéncia de materiais e terapia génica'®. Este polissacarideo tem sido investigado devido as
suas propriedades antimicrobiana, angiogénica, hemostatica e adjuvante na cicatrizacao, além
de sua ampla versatilidade para a construcio de biomateriais?®?. Diante destas
especificidades, busca-se na quitosana um promissor aliado para o tratamento de feridas.
Assim, objetivou-se, neste trabalho, avaliar e comparar o spray de quitosana e o gel de

quitosana a 2% na cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratas diabéticas.

Material e Métodos

A execucado de todas as etapas do projeto foi realizada conforme as recomendacdes éticas da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), apds aprovacdo no
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Goias-UFG, sob
protocolo n° 123/14.

O experimento foi realizado na Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goiads (EVZ-UFG). Foram utilizadas 54 ratas Wistar, adultas, pesando entre 180-200g, as
quais foram alojadas em gaiolas, contendo no méaximo dois individuos, acomodadas numa
sala do biotério da UFG. Fatores como temperatura ambiente, umidade relativa do ar,
iluminacdo e presenca de ruido foram mantidos em condi¢des ideais. A &gua e racdo foram
oferecidas ad libitum. Apos o periodo de adaptagéo de sete dias, os animais foram submetidos
a inducéo experimental do DM. Para isso, inicialmente, realizou-se um jejum alimentar de 12
horas e, posteriormente, procedeu-se a aplicagdo intraperitoneal de aloxana (Sigma Aldrich®,
EUA) na dose de 120mg/kg. Com 72 horas pos-procedimento, realizou-se a dosagem
glicémica de todas as ratas por meio do Kit comercial Contour TS (Bayer®). Foi considerado

diabético todo animal com glicemia acima de 200 mg/dL. A fim de acompanhar o estado de



diabetes, a glicemia de cada animal foi aferida semanalmente. As amostras de sangue para a
realizacdo deste exame foram colhidas na veia lateral da cauda.

Apbs a confirmacdo do DM, os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos
composto por 18 animais, cada, de acordo com o tratamento recebido: GC (grupo controle),
GG (grupo gel de quitosana 2%) e GS (grupo spray de quitosana). Os grupos foram
subdividos em trés subgrupos com seis individuos, conforme os tempos experimentais pre-
determinados para analise histologica da ferida (terceiro, sétimo e 14° dia). As ratas dos
grupos GC, GG e GS tiveram suas feridas tratadas diariamente com 1ml de solucéo
fisiologica 0,9%, 1ml gel de quitosana a 2% e 1ml de spray a base de quitosana (Quractiv®
Derm spray), respectivamente. O gel de quitosana a 2% com grau de desacetilagéo de 85% foi
manipulado pelo Laboratério de Biofarméacia e Farmacocinética (BiopK) da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Goias (FF/UFG) e o spray a base de quitosana utilizado
foi desenvolvido pela empresa Medovent GmbH® (Mainz, Alemanha).

Para a confeccdo das feridas, as ratas receberam como protocolo anestésico Cetamina (80
mg/kg), Midazolam (3 mg/kg) e Cloridrato de Tramadol (2 mg/kg) via intraperitoneal como
inducdo e isoflurano para manutencdo do plano anestésico. Em seguida, com o animal em
dectbito ventral, realizaram-se a tricotomia e antissepsia da regido dorsal as vértebras
toracicas. As feridas cutaneas foram feitas com o auxilio de punch para bidpsia de 9,0 mm,
retirando-se um fragmento da pele e tecido subcutaneo, deixando exposta a fascia muscular
dorsal. Apds a hemostasia local com gazes esterilizadas, as areas lesadas receberam o
tratamento conforme o grupo e periodo estabelecidos. Como protocolo analgésico,
administrou-se Cloridrato de Tramadol (2mg/kg/VVO) diariamente, durante os trés primeiros
dias pos cirdrgicos.

A administracdo dos tratamentos ocorreu ap0s o procedimento cirurgico e a cada 24 horas. As
lesGes foram fotografadas apos a cirurgia e a cada 48 horas, com uma camera digital mantida
a 15 cm de distancia. As areas das imagens obtidas foram mensuradas em cm? por meio do
software Image J®.

Ao final do periodo de tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia por overdose de
isoflurano. Os fragmentos constituidos pelas areas das lesdes cutaneas foram coletados
obedecendo uma margem de seguranca de 1cm e fixados em solucdo de formol tamponado a
10%. Laminas histologicas foram preparadas e coradas pela técnica de hematoxilina eosina
(HE) para analise histolégica dos tecidos.

Em relacdo a epiderme, foram avaliados os pardmetros crosta e reepitelizacdo. Para a crosta

foi atribuida a classificacdo presente ou ausente, enquanto que para a reepitelizacdo, os



escores ausente, parcial e total. Células mononucleares, polimorfonucleares, fibroplasia,
tecido fibrovascular frouxo e denso, fibrose e neovascularizagdo foram examinados na derme.
Para a neovascularizacdo, utilizou-se a média do numero de vasos em cada grupo, ao passo
que nos demais parametros foram concedidos os escores 0 (ausente), 1 (discreto, 1 a 25% do
campo), 2 (moderado, 26 a 50% do campo) e 3 (acentuado, 51 a 100% do campo).

Os dados quantitativos referentes a reducdo da area das feridas foram analisados por Anélise
de Variancia (ANOVA). Sendo a ANOVA significativa, procedeu-se o teste Scott-Knott para
duas médias. Na avaliacdo microscopica, empregou-se o teste Kruskal-Wallis. Para a
realizacdo das andlises estatisticas, utilizou-se o software Assistat e em todas as analises um
nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi considerado.

Resultados
A andlise macroscopica das feridas mostrou que nos animais dos grupos GG e GS ocorreram,
nos quatro primeiros dias, as melhores taxas de contracdo, com valores préximos aos 51%.
(Figura 1). No 14° dia pds-operatorio, os grupos GG e o GS tiveram uma reducéo significativa
na area da lesdo (Figura 2), diferindo estatisticamente do GC (Tabela 1). Diferenga estatistica
entre os grupos GG e GS nao foi observada.
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FIGURA 1 - Gréfico representativo da evolucdo da reducdo de feridas cutaneas em
ratas Wistar diabéticas tratadas com solucdo salina 0,9% (GC), gel de
quitosana a 2% (GG) e spray de quitosana (GS).
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FIGURA 2 - Evolugdo macroscopica da contragdo de feridas em ratas
diabéticas ao segundo, sexto e 14° dia p6s-cirdrgico no
GC (controle), GG (gel de quitosana a 2%) e GS (spray
de quitosana).

TABELA 1 - Porcentagem de contracdo média das feridas cutdneas de ratas Wistar diabéticas
tratadas com solucdo salina 0,9% (GC), gel de quitosana a 2% (GG), e spray de
quitosana (GS) ao 14° dia p6s-operatorio.

GRUPO MEDIA + DESVIO PADRAO
GC 94,29 + 4,85°
GG 100+0a
GS 99,95+ 0,102

a e b indicam diferenca estatistica entre os grupos. Nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Na epiderme de todos os grupos, observou-se, ao terceiro dia pds-operatoério, a presenca de
crosta e a auséncia de reepitelizacdo, enquanto que ao sétimo dia, foi possivel evidenciar
reepitelizacdo parcial associada a persisténcia de crostas. Ao 14° dia, notou-se a ocorréncia da
reepitelizacdo total (Figura 3). Nao houve diferenca estatistica nestes parametros.



14° dia

FIGURA 3 - Fotomicrografias da epiderme de feridas cutaneas de ratas diabéticas (HE, 20X).
Reepitelizagdo ausente (seta preta) ao terceiro dia pos-operatério nos animais
GC (grupo controle), GG (gel de quitosana a 2%) e GS (spray de quitosana).
Reepitelizacdo parcial (seta preta) nos animais GC, GG e GS no sétimo dia pos-
operatorio. Reepitelizacdo total (seta preta) ao 14° dia pds-operatorio nos
animais GC, GG e GS.

Ao terceiro dia pos-operatorio, constatou-se de forma acentuada a presenca de
polimorfonucleares na derme superficial e de forma discreta na derme profunda, em todos 0s
grupos. As células mononucleares, na derme superior, estiveram ausentes nos GC e GG e no
GS estas se apresentaram discretas. De forma moderada, evidenciou-se a presenga destas
células na camada profunda do GG e GS, enquanto que no GC este critério se mostrou
discreto. Tal achado resultou em diferenca estatistica entre 0 GS e GC. Neste tempo
experimental, a ocorréncia de fibroplasia e tecido fibrovascular frouxo foi constatada somente
na derme profunda e com escore discreto nos trés tratamentos. No parametro
neovascularizagdo, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 2).



TABELA 2 - Pardmetros microscépicas avaliados na derme superficial e profunda de ratas Wistar
diabéticas tratados com solucdo salina 0,9% (GC), gel de quitosana a 2% (GG) e
spray de quitosana (GS) no terceiro dia pos-operatorio

GRUPO REGIAO PMN MN FIBROP TFVF TFVD FIBROSE NV
ici 3 b 0 0 0 0

GC Superficial 0OI 9,63
Profunda 1 1 1 1 0 0

. b

g Superficial 3 0 0 0 0 0 10,9
Profunda 1 2 1 1 0 0
ici 3 a 0 0 0 0

GS Superficial 1C 6.2
Profunda 1 2 1 1 0 0

GC: grupo controle; GG: grupo gel de quitosana a 2%; GS: grupo spray de quitosana; PMN: células
polimorfonucleares; MN: células mononucleares; FIBROSE: fibroplasia; TFVF: tecido fibrovascular
frouxo; TFVD: tecido fibrovascular denso; NV: neovascularizacdo (média de vasos presentes).
Escores: O=ausente; 1= discreto; 2=moderado; 3= acentuado. NUmeros seguidos por letras diferentes
na mesma coluna séo estatisticamente diferentes (p<0,05).

As células polimorfonucleares e mononucleares na camada superficial da derme, aos sete
dias, nos grupos GC e GS estavam acentuadas, enquanto que no GG se apresentaram
moderadas. Na derme profunda, em todos os tratamentos, a presenca das células
polimorfonucleares obteve escore discreto. Constatou-se diferenga estatistica entre o GS e 0s
demais com relacdo aos mononucleares, uma vez que no GC e GG, estas celulas se
mantiveram de forma moderada e no GS intensa. A ocorréncia de fibroplasia e tecido
fibrovascular frouxo na camada superficial da derme foi classificada como moderada no GC e
intensa no GG e GS. Diante disso, notou-se em ambos os parametros diferenca estatistica
entre 0 GC e os outros dois grupos. Na derme profunda, tal resultado foi observado em
relagdo a fibroplasia. O tecido fibrovascular frouxo esteve moderado no GC e GG e intenso
no GS nesta camada. Ndo foi constatada diferenca estatistica entre 0s grupos no item
neovascularizagcdo. Apesar disso, o grupo GS obteve média de vasos maior (17,96) que a dos
demais tratamentos (Tabela 3).

No 14° dia poOs-operatorio, notou-se, em todos os tratamentos, a inexisténcia de células
polimorfonucleares e tecido fibrovascular frouxo. Constatou-se também a presenca discreta de
mononucleares na derme superficial dos trés grupos e na profunda do GC e GG. A presenca
moderada de mononucleares na camada profunda do GS resultou em diferencga estatistica
entre este e os grupos GC e GG. O tecido fibrovascular denso esteve intenso nas duas
camadas da derme nos grupos GC e GS e discreta no GG. A fibrose foi observada na derme
superficial dos GG e GS de forma discreta e ausente no GC. Na neovascularizagdo nao

ocorreu diferenca estatistica (Tabela 4).



TABELA 3 - Pardmetros microscépicas avaliados na derme superficial e profunda de ratas Wistar
diabéticas tratados com solugdo salina 0,9% (GC), gel de quitosana a 2% (GG) e spray
de quitosana (GS) no sétimo dia p6s-operatorio

GRUPO REGIAO PMN MN FIBROP TFVF TFVD FIBROSE NV

Superficial 3 3 28 22 0

0

GC 14,4
Profunda 1 22 2¢ 2¢ 0 0
Superficial 2 2 3P 3P 0 0

GG 12,63
Profunda 1 22 3d 2 0 0
Superficial 3 3 3P 3P 0 0

GS 17,96
Profunda 1 3° 3d 3¢ 0 0

GC: grupo controle; GG: grupo gel de quitosana a 2%; GS: grupo spray de quitosana; PMN: células
polimorfonucleares; MN: células mononucleares; FIBROSE: fibroplasia; TFVF: tecido fibrovascular
frouxo; TFVD: tecido fibrovascular denso; NV: neovascularizacdo (média de vasos presentes).
Escores: O=ausente; 1= discreto; 2=moderado; 3= acentuado. NUmeros seguidos por letras diferentes
na mesma coluna séo estatisticamente diferentes (p<0,05).

TABELA 4 - Pardmetros microscépicas avaliados na derme superficial e profunda de ratas Wistar
diabéticas tratados com solucéo salina 0,9% (GC), gel de quitosana a 2% (GG) e spray
de quitosana (GS) no 14° dia pds-operatorio

GRUPO REGIAO PMN MN FIBROP TFVF TFVD FIBROSE NV

Superficial 0 1 2 0 3° 0?

GC 13
Profunda 0 12 2 0 3 0
Superficial 0 1 3 0 12 1

GG 9,83
Profunda 0 12 3 0 12 0 ’
Superficial 0 1 3 0 3 1°

GS 15,12
Profunda 0 2° 3 0 3b 0

GC: grupo controle; GG: grupo gel de quitosana a 2%; GS: grupo spray de quitosana; PMN: células
polimorfonucleares. MN: células mononucleares; FIBROSE: fibroplasia; TFVF: tecido fibrovascular
frouxo; TFVD: tecido fibrovascular denso; NV: neovascularizacdo (média de vasos presentes).
Escores: O=ausente; 1= discreto; 2=moderado; 3= acentuado. NUmeros seguidos por letras diferentes
na mesma coluna séo estatisticamente diferentes (p<0,05).

Discusséo

Devido ao expressivo crescimento mundial no nimero de diabéticos, é esperado o
desenvolvimento de condutas que visem a melhoria na qualidade de vidas destes pacientes,
seja por meio de acbes que proporcionem o controle glicémico, quanto pelo manejo das
consequéncias produzidas pela hiperglicemia. Sabe-se que quando presente, 0 DM acarreta a
manifestacéo de sinais clinicos sugestivos?®%’. Nos animais deste experimento, apds a inducio
do DM, observou-se polidria, polidpsia, polifagia seguidas pelo emagrecimento progressivo.
Achados semelhantes foram relatados por Dias et al.?,

Para a correta inducdo do diabetes e ndo perda de unidades experimentais, foi adotado como

farmaco de eleicdo a aloxana. Esta escolha se baseou em estudos prévios com bons
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resultados?®2°. Entretanto, verificou-se um 6bito durante o procedimento anestésico e um caso
de resisténcia a inducdo diabética. Nestas duas situacBes, ndo foi possivel a substituicdo das
unidades experimentais pertencentes ao grupo spray do subgrupo no terceiro dia.

A aloxana € um agente citotoxico especifico as células beta, que culmina em insuficiéncia
insulinica primaria com consequente condigdo diabética permanente. Dentre as suas
vantagens, estdo a facil manipulacdo e acdo restrita ao pancreas endocrino. No entanto, seus
principais inconvenientes sdo a possibilidade de ocasionar o 6bito e a influéncia de fatores na
sua acdo e na sensibilidade no hospedeiro. Aspectos como peso do animal, tempo de jejum,
via de administragdo, administragdo de substancias antagonistas e dieta podem exercer
influéncia sobre a aloxana e resultar no ndo estabelecimento da hiperglicemia perduravel?.
Citac&o de resisténcia e reverso € situada na literatura®®.

Com base nas avaliacBes macroscopicas das feridas, notou-se a superioridade dos tratamentos
a base de quitosana sobre o uso de solucdo fisioldgica ao 14° dia p6s-operatorio, uma vez que
tais opcdes terapéuticas proporcionaram as feridas do GG e GS uma taxa de contracdo de
100% e 99%, respectivamente, enquanto que no GC esta foi de 94%. Na analise do gréafico
representativo da reducdo das areas da ferida em funcdo do tempo, nota-se que a quitosana
teve maior efetividade nos quatro primeiros dias pos-operatorio. Achados equivalentes foram
anteriormente relatados?1-22242830  DescrigOes favoraveis também ocorreram com o uso do
spray em queimaduras e na cicatrizacdo por segunda intencdo de feridas extensas em
equideos®%. Conforme Jakumar et al.}’, o hidrogel de quitosana tem a capacidade de
otimizar a contracdo e cicatrizacdo da ferida por atuar como um curativo oclusivo que
possibilita a permeabilidade de exsudatos. Nessa pesquisa, a taxa de contracéo foi adotada por
representar um importante marcador de acompanhamento e avaliacdo da restauracao
tecidual®.

Na avaliacdo microscépica, 0 parametro neovascularizacdo permaneceu estatisticamente
semelhante entre os trés grupos, embora 0 GS e GG tenha apresentado maior quantidade de
neovasos. A auséncia de resultados expressivos se deve, provavelmente, as alteracdes micro e
macrovasculares e angiogénicas, inerentes ao DM313:28,

Nas feridas do terceiro dia pos-operatério, constatou-se em todos 0s grupos uma fase
inflamatdria caracterizada pela presenca intensa de celulas polimorfonucleares. Esta primeira
etapa da cicatrizagdo se inicia imediatamente apos a leséo e é constituida, principalmente, por
respostas celulares formadas pelos leucocitos®**. As primeiras células inflamatorias e
polimorfonucleares atraidas a ferida sdo os neutrdfilos, que atuam na eliminagdo de

microrganismos, células mortas e corpos estranhos nas primeiras 48 horas*®.
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Diferindo do GC, o GG e GS apresentaram uma presenca moderada de células
mononucleares, demonstrando seu adiantamento no processo cicatricial. Os pardmetros
fibroplasia e tecido fibrovascular frouxo se mantiveram discretos em todos os tratamentos.
Em todos os animais, a epitelizacdo permaneceu ausente. Resultado semelhante a estes, no
terceiro dia, foi relatado por Gopal et. al.! que observaram abundante infiltrado inflamatério
e escassa existéncia de fibroblastos. Segundo estes autores, a quitosana tem uma caracteristica
pré-inflamatoria, o que leva a entender a razdo dessa intensa resposta inflamatoria.

Na analise histoldgica do sétimo dia, nota-se a sobreposicdo da fase inflamatdria com a fase
proliferativa, uma vez que h& importante quantidade de células polimorfonucleares e
mononucleares atreladas a ocorréncia de fibroplasia e tecido fibrovascular frouxo.
Novamente, percebe-se que os tratamentos com o gel de quitosana a 2% e spray de quitosana
propiciaram 0 avanco da reparacdo tecidual, pois é possivel constatar intensa fibroplasia e
vigorosa existéncia de tecido fibrovascular frouxo, ao contrario do GC. Neste tempo
experimental, a reepitelizacdo se mostrou parcial em todos grupos. A quitosana em diferentes
preparacdes, testada em feridas excisionais e queimaduras, permitiu a formacdo de um tecido
de granulacdo com infiltrados inflamatorios, tecido fibroso imaturo, neovasos e proliferacdo
de fibroblastos no sétimo dia pds-operatorio®-243¢, Entende-se que este biopolimero, por meio
da despolimerizacdo gradativa, libera N-acetil-B-D-glucosamina, que estimula a proliferagdo
de fibroblastos e a sintese de &cido hialurénico, além de contribuir na ordenacéo das fibras de
coladgeno. Ademais, evidencia-se o estimulo & producdo do fator de necrose tumoral a (TNF-
a), que ¢ um importante regulador da matriz extracelular, pois inibe a sintese de proteases,
estimula a producdo de seus inibidores e, reforca a fibroplasia e a deposicdo de colageno.
Portanto, de maneira direta e indireta, a quitosana otimiza a cicatrizagdo e promove a
formacao de uma cicatriz esteticamente aceitavel*"3%%7,

A reepitelizacdo observada no sétimo dia pds-operatorio se justifica pela profundidade das
lesBes. Para que ocorra este processo, é necessario haver um tecido de granulagio®,

Ao 14° dia pos-operatdrio, notou-se uma completa reepitelizacdo e a inexisténcia de células
mononucleares e de tecido fibrovascular frouxo em todos os tratamentos. Percebeu-se que o
GG e GS tiveram um processo de cicatrizagdo mais evoluido quando comparado ao GC, pois
se observou fibroblastos fusiformes e fibrose. No entanto, de todos os tratamentos, o que
melhor auxiliou neste evento de reparacdo foi o gel de quitosana a 2%, em razdo da
ocorréncia de fibrose em todas as camadas da derme. Resultados que reforcam estas
propriedades adjuvantes da quitosana foram encontrados por Gopalet. al.?* e Archana et al.?*

na cicatrizacdo por segunda intencao de feridas excisionais.
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Concluséao

A quitosana, na forma de gel ou spray, é capaz de otimizar o processo cicatricial por meio do

recrutamento antecipado de células mononucleares na fase inicial da cicatrizacdo, na inducédo

acentuada de fibroplasia e tecido fibrovascular denso e fibrose. Podendo, portanto, ser uma

opcéo terapéutica como também a base para o desenvolvimento de outras formulagdes que

proporcionem a reparacdo de feridas agudas ou crbénicas em pacientes normoglicémicos e

diabéticos.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de existir no mercado inumeros itens destinados a auxiliar o processo
cicatricial, estes ainda detém algumas desvantagens, dentre elas o alto custo e a necessidade
de trocas diarias. Neste contexto, a quitosana surge como um biopolimero bastante promissor,
visto que apresenta caracteristicas desejaveis para a composicdo de matérias destinadas a
substituicdo temporaria do tecido tegumentar. Pode-se elencar entre os principais atrativos
deste biopolimero, a biocompatibilidade, a atoxicidade e, principalmente, o custo relativo
baixo, uma vez que é oriunda de refugo pesqueiro.

Ainda que diferentes formulacdes a base de quitosana tenham sido testadas, pela
primeira vez foi realizado um estudo para avaliar a compatibilidade do spray de quitosana
com a cicatrizacdo de diabéticos. Os resultados obtidos reafirmaram a capacidade deste
biopolimero em otimizar este processo de reparacdo. De forma semelhante, o gel de quitosana
a 2% mostrou-se uma alternativa valida e eficaz. Acredita-se que seu alto grau de
desacetilacdo seja, também, responsavel por este efeito benéfico.

A realizacdo de novos estudos é imprescindivel para o melhor entendimento das
respostas obtidas com o uso de tais formulagdes, como também para o desenvolvimento de
outros produtos confeccionados a partir do gel e spray de quitosana, e que tenham como
finalidade a reparagdo de feridas em pacientes normoglicémicos e diabéticos.
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ANEXO A — Normas da Revista Ciéncia Animal Brasileira

DIRETRIZES PARA AUTORES

Os trabalhos podem ser redigidos em portugués ou inglés. Os nomes dos autores, bem como a
filiacdo institucional de cada um dos mesmos, devem ser inseridos nos campos adequados a
serem preenchidos durante a submissédo e ndo devem aparecer no arquivo. Ciéncia Animal
Brasileira sugere que o nimero maximo de autores por artigo seja 6 (seis). Artigos com
namero superior a 6 (seis) serdo considerados excecdes e avaliados pelo Conselho Editorial e,
se necessario, solicitada a correcdo como condi¢cdo para publicacdo. Sugere-se um ndmero
méaximo de 20 paginas e as figuras, graficos e tabelas devem ser colocados no corpo do texto
onde forem citados. E importante ressaltar que pesquisas feitas com animais devem citar a
aprovacdo da pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisas com Animais da instituicio onde o
trabalho foi realizado. A falta dessa aprovacéo impede a publicacéo do artigo.

Atualmente a revista ndo solicita nenhum pagamento financeiro pela submisséo ou publicacéo
do artigo, mas se reserva o direito de alterar essa politica em circunstancias futuras, mediante

aviso prévio a todos 0s usuarios.

Os textos devem ser organizados da seguinte forma:

Para submissdes em portugués:

Titulo em portugués: Fonte Times New Roman 14, caixa alta, centrado, negrito;

Resumo: Fonte Times New Roman 12, espaco 1, justificado, com um maximo de 200
palavras;

Palavras-chave: idem, e no maximo 5 palavras chave;

Titulo em inglés (obrigatério): Fonte Times New Roman 12, caixa alta, centrado;

Abstract (obrigatdrio): Fonte Times New Roman 12, espaco 1, justificado;

Keywords: idem

Introducéo: Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento 1,5;

Material e Métodos: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;

Resultados: Fonte Times new Roman 12, justificado, espagcamento 1,5;
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Discussao: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5 (Os topicos Resultados
e Discussao podem ser apresentados juntos dependendo das especificidades da area);

Conclus6es: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;

Agradecimentos: (opcional) Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento 1,5;

Referéncias (e ndo bibliografia): Usar fonte Times New Roman 11, espaco 1 entre linhas e
colocar espago 6 pontos acima e abaixo do paragrafo. As referéncias devem ser numeradas na
ordem em que aparecem no texto. A lista completa de referéncias, no final do artigo, devem
estar de acordo com 0 estilo Vancouver (norma completa
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/; norma resumida

http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

Para as submissdes em lingua inglesa, a tipografia e espacamentos sdo 0s mesmos, na

seguinte sequéncia:

Titulo em inglés (Title);

Abstract;

Keywords;

Titulo em portugués (obrigatério);
Resumo em portugués (obrigatorio);
Palavras-chave;

Introduction;

Material and Methods;

Results and Discussion;
Conclusions;

Acknowledgments (opcional),

References

Artigos do tipo Nota Cientifica, Relato de Caso e similares ndo estdo sendo aceitos para
submissdo. Artigos de Revisdo de Literatura somente serdo publicados quando solicitados

por convite do Conselho Editorial.
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As referéncias a partir de resumos simples ou expandidos e trabalhos completos em anais de
eventos sdo, em muitas ocasifes, de dificil recuperacdo. Por essa razédo, solicitamos que esse
tipo de fonte ndo seja utilizado como referéncia.

Com relacdo as teses, dissertacbes e monografias, solicitamos que sejam utilizados apenas
documentos dos ultimos trés anos e quando ndo houver o respectivo artigo cientifico
publicado em periddico. Esse tipo de referéncia deve, obrigatoriamente, apresentar o link
que remeta ao cadastro nacional de teses da CAPES e os bancos locais das universidades que
publicam esses documentos no formato .pdf.

Solicita-se, também, priorizar referéncias de periodicos e ndo de livros-texto.

O editor cientifico pode solicitar mais informac6es em relacdo as referéncias no momento de
editoracdo do artigo. Seu pronto atendimento agilizara a sua publicacdo. O processo de
resgate facil das informaces é o ponto principal de uma referenciacdo bibliografica, técnica

ou eletrénica.

Exemplos de referéncias

Trabalho em Periddicos:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7282/#A32362)

Kalavathy R, Abdullah N, Jalaludin S, Ho YW. Effects of Lactobacillus cultures on growth
performance, abdominal fat deposition, serum lipids and weight of organs of broiler chickens.
British Poultry Science. 2003;44(1):139-144.

Trabalho em Periddicos Online:
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK7281/#A55587)

Gueiros VA, Borges APB, Silva JCP, Duarte TS, Franco KL. Utilizagdo do adesivo Metil-2-
Cianoacrilato e fio de nailon na reparagdo de feridas cutaneas de cées e gatos [Utilization of
the methyl-2-cyanoacrylate adhesive and the nylon suture in surgical skin wounds of dogs and
cats]. Ciéncia Rural [Internet]. 2001 Apr [cited 2008 Oct 10];31(2):285-289. Available from:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782001000200015.

Portuguese.

Livro Inteiro:
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7271/#A34171)

Reis JC. Estatistica aplicada a pesquisa em ciéncia veterinaria. 1st ed. Olinda: Luci Artes
Gréficas; 2003. 651p. Portuguese.

Capitulo de Livro:
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK7271/#A34915)

Pascoe PJ. Cuidados pos-operatorios do paciente. In: Slatter D. Manual de cirurgia de
pequenos animais. 2nd ed. S&o Paulo: Manole; 1998. p. 287-299. Portuguese.

Legislacdo:

Os modelos aqui foram adaptados porque a normalizagdo proposta no Estilo Vancouver ndo

corresponde a realidade brasileira.

Brasil. Constituicdo 1988. Constituicdo da Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DF:
Senado; 1988. Portuguese.

Brasil. Ministério da Educacdo e Ministério da Saude. Portaria interministerial no. 1000 de 15
de abril de 2004. Resolvem certificar como Hospital de Ensino das InstituicGes Hospitalares
que servirem de campo para a pratica de atividades curriculares na area da salde, sejam
Hospitais Gerais e, ou Especializados. Diario Oficial da Unido. 2004 Abr 16; Secdo 1.

Portuguese.

Programas de Computador:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7244/)

SAS Institute. Statistical Analysis System: user guide [CD-ROM]. Version 8. Cary (NC):
SAS Insitute Inc., 2002.

Websites:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7274/#A59404)
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Silva MET, Flemming S, Martinez JL, Thomazini PL. Rendimento de carcaca de bufalos
(bubalus bubalis I.) confinados em terminagdo, com dietas contendo diferentes relacGes de
volumoso e concentrado. 2 - Caracteristicas Quantitativas [Internet]. Brasilia: Associacdo
Brasileira de Zootecnia; 2010 Oct 8 [cited 2013 Jun 27]. Available from:
http://www.abz.org.br/publicacoes-tecnicas/anais-zootec/artigos-cientificos/reproducao-
melhoramento-animal/23861-Rendimento-carcaa-bfalos-bubalus-bubalis-confinados-
terminao-com-dietas-contendo-diferentes-relaes-volumoso-concentrado---Caractersticas-

Quantitativas.html. Portuguese.

Solicita-se que o nimero DOI, ou o link correspondente, dos artigos assim identificados seja

acrescentado ao final da referéncia.

Ribeiro Carina Teixeira, De Souza Diogo Benchimol, Medeiros Jr. Jorge Luiz, Costa
Waldemar Silva, Pereira-Sampaio Marco Aurélio, Sampaio Francisco José Barcellos.
Pneumoperitoneum induces morphological alterations in the rat testicle. Acta Cir. Bras.
[periddico na Internet]. 2013 Jun [citado 2013 Jun 27]; 28(6): 419-422. Disponivel
em:http://dx.doi.org/10.1590/S0102-86502013000600003.

Exemplo de citacdo

Reports of L. similis lesion are scarce in the literature. Histopathological studies with three
Loxosceles species of clinical importance, L. intermedia, L. laeta and L. recluse, showed that
the venom induces vasodilation, edema, inflammatory infiltrate (mainly neutrophilic),
hemorrhage, cutaneous muscle necrosis, thrombosis and arteriolar walls degeneration(6, 13-
15). It is necessary to elucidate whether the histological lesion induced by the Loxosceles
similis venom is similar to that observed in other species of medical importance. Furthermore,

it is important to determine the pathogenesis of the loxoscelic dermonecrotic lesion(...)

According to Zanetti et al.(17) and Nowatzki et al.(18) who studied the action of the L.
intermedia venom in vitro on endothelial cells, it was observed that 18 hours after the venom

action, cells showed plasmatic membrane convolutions and chromatin condensation.

6. Futrell J. Loxoscelism. Am J Med Sci. 1992;304(4):261-7.
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13. Smith WC, Micks WD. The role of polimorphonuclear leukocytes in the lesion caused by
the venom of the brown spider (Loxosceles reclusa). Lab Invest. 1970;22:90-3.

14. Strain GM, Snider TG, Tedford BL, Cohn GH. Hyperbaric oxygen effects on brown
recluse spider (Loxosceles reclusa) envenomation in rabbits. Toxicon. 1991;29(8):989-96.

15. Ospedal KZ, Appel MH, Neto JF, Mangili OC, Sanches Veiga S, Gremski W.
Histopathological findings in rabbits after experimental acute exposure to the Loxosceles
intermedia (Brown spider) venom. Int J Exp Pathol. 2002;83(6):287-94.

17. Zanetti VC, da Silveira RB, Dreyfuss JL, Haoach J, Mangili OC, Veiga SS, et al.
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CONDICOES PARA SUBMISSAO

Como parte do processo de submissdo, 0s autores sdo obrigados a verificar a conformidade da
submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de

acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

1. A contribuicéo é original, e ndo esta sendo avaliada para publicacéo por outra revista.

2. Os autores devem estar cientes de que sdo 0s responsaveis diretos por todo o contetdo
de seu artigo.

3. Os arquivos para submissdo estdo em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF
(desde que ndo ultrapasse os 2MB). No arquivo da submissdo, excluir apenas o0s
nomes e identificacdo dos autores, todos os outros elementos (titulo em portugués e

em inglés, resumo, palavras chave, abstract e key words) devem permanecer no
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arquivo. O preenchimento do cadastro inclui todos os autores envolvidos (méaximo de
6 autores), selecionando o contato principal. Atentar para o item 6 destas normas.

4. Todos os enderecos de URLs no texto (EX.:http://www.ibict.br) estdo ativos e prontos
para clicar.

5. O texto estd em espaco 1,5 com linhas numeradas; usa uma fonte de 12-pontos Times
New Roman; emprega italico ao invés de sublinhar (exceto em enderecos URL); com
figuras e tabelas inseridas no texto, e ndo em seu final.

6. O texto segue os padrBes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes
para Autores, na se¢do Sobre a Revista.

7. A identificacdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo e da opgéo
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso
submetido para avaliacdo por pares (ex.: artigos). Os nomes de TODOS os autores,
com sua respectiva identificagdo institucional, foi cadastrada nos metadados da
submisséo, usando a opcdo incluir autor.

8. Nos casos de artigos que envolvam pesquisa com animais, € obrigatoria a insercao da
aprovacdo pelo Comité de Etica da instituicdo de origem do trabalho. Caso a pesquisa
tenha envolvido questionario aplicado a pessoas, serd necessario a aprovacao pelo
Comité de Etica Humano da instituicio, também.

9. Incluir em documentos suplementares a declaracdo de anuéncia com a assinatura de
todos os autores do artigo, conforme explicado em noticia da pagina principal. Veja o

modelo da declaragéo:

Modelo da carta

DECLARACAO DE ANUENCIA

Os autores abaixo-assinados declaram, para fins de submissdo a Revista Ciéncia Animal
Brasileira, publicada pela Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goiés, que o artigo "Titulo" é original, inédito e nao foi submetido a outro periddico.

Os autores expressam sua anuéncia acerca da submissao, assim como da Politica Editorial,
das Diretrizes para Publicacdo e da Declaracdo de Direito Autoral, que se aplicardo em caso
de aceite e posterior publicacdo do artigo. Ao lado de cada nome e assinatura, consta uma

descricdo breve de como o autor e participou da referida pesquisa.
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Cidade, data.

Autores

Nome, descricdo breve da participacdo, Assinatura.

Nome, descricdo breve da participacdo, Assinatura.

Nome, descricdo breve da participacdo, Assinatura.

Nome, descricdo breve da participacdo, Assinatura.

Nome, descricdo breve da participacdo, Assinatura.

Nome, descricdo breve da participacdo, Assinatura.

DECLARACAO DE DIREITO AUTORAL

Autores que publicam nesta revista concordam com os seguintes termos:

a.

b.

C.

Autores mantém os direitos autorais e concedem a revista o direito de primeira
publicacdo, com o trabalho simultaneamente licenciado sob a Licenca Creative
Commons Attribution que permite o compartilhamento do trabalho com
reconhecimento da autoria e publicacdo inicial nesta revista.

Autores tém autorizacdo para assumir contratos adicionais separadamente, para
distribuicdo ndo-exclusiva da verséo do trabalho publicada nesta revista (ex.: publicar
em repositério institucional ou como capitulo de livro), com reconhecimento de
autoria e publicacéo inicial nesta revista.

Autores tém permissdo e sdo estimulados a publicar e distribuir seu trabalho online
(ex.: em repositorios institucionais ou na sua pagina pessoal) a qualquer ponto antes
ou durante o processo editorial, ja que isso pode gerar alteracGes produtivas, bem
como aumentar o impacto e a citacdo do trabalho publicado (Veja O Efeito do Acesso

Livre).

POLITICA DE PRIVACIDADE

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0s servigos

prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a

terceiros.



