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RESUMO

SARANDY, Mariaurea Matias. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2007. Avaliacdo do efeito cicatrizante do extrato de repolho
(Brassica oleracea var. capitata) em ratos Wistar Orientador: José
Mario da Silveira Mezéncio. Co-orientadores: Marcelo Barreto da Silva,
Sérgio Luis Pinto da Matta e Sérgio Oliveira de Paula.

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos cicatrizantes do
extrato de Brassica oleracea var. capitata a 10% nas formulagdes pomada e
balsamo, analisando histolégicamente as feridas induzidas em modelo
animal. Foram feitas cinco feridas cirdrgicas por animal com o auxilio de um
bisturi em local demarcado com a boca de um tubo de ensaio de 10 mm
umedecida em fucsina. Os animais foram agrupados aleatoriamente. Foram
avaliados quatro tratamentos com seis repeticdes: pomada a base de
brassica sp. 10%, balsamo a base de brassica sp. a 10%, Dersani® e salina
0,9%; A cada 4 dias os animais foram pesados, as feridas foram medidas, e
os fragmentos retirados para andlise histolégica. Os dados de fechamento
da ferida foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey (p>0,05); os
fragmentos foram incluidos em parafina e as laminas analisada em
microscopio de polarizacdo. Os resultados demonstraram que 0 uso do
balsamo promoveu melhor taxa de cicatrizacdo, seguido pela pomada,
Dersani® e salina 0,9%, obteve uma maior quantidade de fibras colagenas

tipo | e melhor organizacao dessas fibras.



ABSTRACT

SARANDY, Maridurea Matias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July
of 2007. Evaluation of the healing effect of the extract of cabbage
(Brassica oleracea var captata) in Wistar rats. Adviser: José Mario da
Silveira Mezéncio. Co-advisers: Marcelo Barreto da Silva, Sérgio Luis
Pinto da Matta and Sérgio Oliveira de Paula.

The objective of this work was to investigate the healing effects of the
extract of Brassica oleracea var. capitata to 10% in the formulations ointment
and balsam, analyzing histologically the wounds induced in animal model.
They were made five surgical wounds by animal, with the aid of a bistoury, in
place demarcated through the opening of a test tube of 10 mm humidified in
fucsina. The animals were aleatorily separate. They were appraised four
treatments with six repetitions: ointment to the base of brassica sp. to 10%,
balsam to the base of brassica sp. to 10%, Dersani® and saline 0,9%. Of 4 in
4 days the animals were heavy, the wounds were measured and the
fragments retired for histological analysis. The data of closing of the wound
were analyzed statistically by the Tukey test (p>0,05). The fragments were
included in paraffin and the glass slides analyzed in polarization microscope.
The results demonstrated that the balsam presented better cicatrization rate,
followed for the ointment, Dersani® and saline 0,9%, and it obtained a larger

amount of type | collagen fibers and better organization of those fibers.



1. INTRODUCAO

A capacidade auto-regenerativa € um fendmeno universal dos
organismos vivos. Nos organismos unicelulares, a capacidade auto-
regenerativa esta restrita a presenca de enzimas responsaveis pela
recuperacdo de elementos estruturais como 0s constituintes do
citoesqueleto, membranas e paredes celulares, e de moléculas de alta
complexidade como RNAs e o DNA (BALBINO et al., 2005).

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano. Nos adultos, sua area varia
de 1,5 a 2,0 m? e seu peso de 8 a 10 Kg, sendo composta de trés camadas
distintas: derme e epiderme e o tecido subcutaneo (hipoderme), (SOUTO,
2006). Outros autores nao reconhecem a hipoderme como camada da pele,
apenas |lhe serve de unido com os 6rgdos subjacentes (JUNQUEIRA et al.,
2004). A pele constitui importante barreira que dificulta a invasdo do
organismo por patdégenos, sendo a manutencdo de sua integridade de
fundamental importancia. Nosso organismo € freqientemente agredido, e
sendo a pele a regido mais periférica e superficial, € freqientemente lesada
necessitando entdo de um processo de cicatrizagdo, este processo inclui
eventos pelos quais 0 organismo tende a reparar uma area lesada e ocorre
de forma sistémica e dindmica buscando restaurar a continuidade dos
tecidos (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

O processo de cicatrizacdo envolve migracao de células inflamatorias,
sintese de tecido de granulacdo, deposicdo de coldgeno e de
proteoglicanos, e a maturacdo da cicatriz, estando associado a intensa
remodelacdo (SANTOS, 2000). Considerando-se que 0 processo de
cicatrizacdo € um fendmeno local do qual participam elementos comuns a
varios setores do organismo, € facil imaginar que fatores ambientais e
fisioldgicos exercam grande impacto na evolugcéo da cicatrizacdo, podendo
influénciar na qualidade da cicatriz, no tempo de cicatrizacdo e na presenca
ou ndo de complicacdes (BIONDO-SIMOES et al, 2006). Além disso, como
decorréncia do préprio trauma ou da ativacdo celular, o microambiente tem

sua composicao fisico-quimica alterada, havendo baixa tensdo de oxigénio,



diminuicdo de pH, presenca de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio
(COTRAN et al., 2000).

No processo de reparo de feridas sdo considerados, prioritariamente
0S aspectos macroscopicos e histologicos predominantes em cada uma das
etapas. As principais etapas deste processo sdo: fase inflamatéria, onde
ocorrem 0s eventos iniciais do processo de reparo voltados para o
tamponamento de vasos sanguineos e acdo de mediadores oriundos do
processo da desgranulacdo de mastécitos (BRANDT et al., 2000); fase
fibroblastica na qual inicia-se a formacdo de tecido de granulacao
(GUIDUGLI-NETO, 1992); fase de remodelacdo caracterizada pela
deposicao de fibras coldgenas para formagdo da cicatriz (BALBINO, et al.,
2005).

Depois de quase meio século de predominio da medicina alopatica e
dos remédios sintéticos, as pessoas voltam sua atencdo para o0s
medicamentos naturais. E uma nova consciéncia ecolégica que surge,
buscando o equilibrio do homem com o meio, diminuindo os efeitos téxicos
dos remédios, substituindo-os pela fitoterapia; garantida e testada pelos
chas, atraves dos séculos (BALBACH et al., 1993).

O repolho (Brassica oleracea var. capitata) foi utilizado na Roma
antiga, em forma de cataplasma no tratamento das feridas de seus
legionarios (BALBACH et al., 1993). Em Governador Valadares, um grupo de
enfermeiras utilizava curativos feitos com a folha do repolho em forma de
cataplasma e procuraram o farmacéutico responsavel pela farméacia de
manipulacdo Doctor Pharma® para que fizesse um produto com essa
Brassica e que fosse de facil manuzeio e aplicacdo. Apds tomar
conhecimento do fato e realizar alguns ensaios, o farmacéutico responsavel
pela Doctor Pharma®, resolveu elaborar uma pomada e um balsamo com a
folha da Brassica sp e disponibiliza-la as enfermeiras que fizeram uso da
mesma e registraram informalmente alguns resultados bastante satisfatorios
do produto.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito cicatrizante da
pomada e do balsamo contendo brassica sp. (repolho) avaliando-se

aspectos histologicos do processo de cicatrizagdo, a regressao da ferida e



dados hematolégicos em ratos Wistar submetidos a lesBes cutaneas

induzidas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo, podendo atingir 16% do peso
corporal. Possui multiplas funcdes, tais como protecdo do organismo contra
perda de agua, armazenamento de gorduras, carboidratos e proteinas,
protecdo contra atritos, termorregulacdo corporal, producdo de vitamina,
recepcdo sensorial além de fazer parte do sistema imunoldgico, tanto na
imunidade inata como na adaptativa, sendo rica em células
imunocompetentes. Constitui uma barreira resistente e impermeavel de
epitélio protegido por camadas de células queratinizadas (SCOTT, 1996),
sendo a primeira barreira de defesa do corpo humano contra a infecgao.
Essa barreira pode ser rompida por dano fisico, como ferimentos,
gueimaduras ou procedimentos cirargicos, que expdem os tecidos moles,
tornam-os vulneraveis a infeccao (LIMA et al., 2005).

A pele por ser a regido mais periférica e superficial do corpo é a mais
freqientemente lesada. As células epiteliais apresentam uma intensa
adesdo mutua, e sdo especialmente desenvolvidas nos epitélios sujeitos a
fortes tracdes e pressdes. Como envoltério de estruturas e érgaos situados
internamente, a pele apresenta uma resisténcia maior que 0s 0Orgaos
envolvidos, com excecdo dos ossos (CHEM et al., 2001). O conjunto
formado pelas zbnulas de oclusdo e de adesdo no epitélio constitui o
complexo unitivo e é responsavel por uma estrutura a muito conhecida como
rede terminal, visivel ao microscopio de luz, em preparados adequadamente

corados.



Na superficie de contato entre as células epiteliais e o tecido
conjuntivo ha uma estrutura chamada lamina basal que é composta
principalmente por colageno tipo IV, glicoproteinas laminina e entactina e
proteoglicanas. A membrana basal é geralmente formada pela fusdo de duas
laminas basais ou por uma lamina basal e uma lamina reticular (produzidas
pelo conjuntivo). A membrana basal é uma fina camada de matriz
extracelular especializada, sintetizada pelas células epiteliais e fibroblastos
da lamina proépria. Faz partte do epitélio e representa a transicdo para a
camada superficial da lamina propria. (NEVES et al., 2004).

O epitélio de revestimento é estratificado, ou seja, possui varias
camadas de células e estdo sempre apoiadas numa camada de tecido
conjuntivo que contém vasos sanguineos cujo sangue nutre o epitélio

(JUNQUEIRA et al., 2004).

2.1.1. Epiderme

A epiderme é a camada mais externa, composta por trés diferentes
linhagens celulares: os queratinécitos, os melanécitos e as células de
Langerhans. E constituida por epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, de origem ectodérmica. A espessura e a estrutura da
epiderme variam com o local (REHDER et al., 2004). A epiderme possui
células que sao organizadas em camadas das quais as mais superficiais sdo
eliminadas por descamacdo enquanto nas camadas mais profundas ocorre
divisdo celular. Essa organizacdo da origem a cinco camadas: germinativa,
espinhosa, granulosa, licida e cornea. A camada germinativa € a mais
profunda, e faz limite com a derme, e a camada cornea é a mais superficial.
A camada cdrnea, constituida por células escamosas, repletas de queratina,
proporciona protecdo contra traumas fisicos e quimicos. As varias camadas
de queratindcitos intimamente unidos uns aos outros, fornecem barreira
contra a invasao de microorganismos e agua. O pigmento melanina presente
na epiderme protege os tecidos subjacentes dos efeitos nocivos da luz solar
especialmente dos raios ultravioleta (ARNOLD et al., 1994).

Na pele a populagdo celular € mantida constante pela multiplicagédo

das células da camada basal ou germinativa. A partir desta camada, as



células migram para a superficie em um processo de maturacdo, que
culmina com a morte celular (AMANCIO, 2003).

2.1.2. Derme

A derme é a camada espessa, mais profunda, formada de tecido
conjuntivo que se estende da epiderme até o tecido subcutaneo. Nesta
camada situam-se o0s anexos da pele, muitos vasos sangliineos, vasos
linfaticos e nervos. Pode ser dividida em camada papilar, mais externa, e
camada reticular, mais interna. A derme contém muitos tipos diferentes de
células, incluindo fibroblastos e fibrocitos, macréfagos, mastécitos e
leucocitos sangiineos, particularmente neutréfilos, eosinofilos, linfocitos e
monocitos (ARNOLD et al., 1994; SOUTO, 2006). Esta camada fornece um
suporte fisico firme para a epiderme e para 0os anexos cutaneos. As fibras
coldgenas proporcionam grande forca de tenséo e as fibras elasticas dao
flexibilidade a pele. Existem diversos tipos de coldgeno, mas 80 a 90% do
colageno existente na pele € do tipo | (COUTO et al., 2003; SOUTO, 2006).
Os plexos vasculares fornecem sangue para a epiderme, sem penetra-la. O
controle realizado pelo hipotalamo e pelas fibras nervosas simpaticas sobre
o fluxo sangiiineo na derme proporciona um mecanismo de termorregulagao.

VIEIRA et al., (2002) consideram uma terceira camada da pele
conhecida como hipoderme que € a camada mais profunda da pele, também
chamada de tecido celular subcutdaneo. Tem como fungédo principal o
depdsito nutritivo de reserva, funcionando como isolante térmico, protecao
mecanica, contra pressdes e traumatismos externos, facilitando a mobilidade
da pele em relacéo as estruturas subjacentes.

NORMAN & BOCK (2003), relatam que 10% dos pacientes
hospitalizados e 20% de pacientes tratados em casa sofrem de ulceracgdes.
Calculam que nos Estados Unidos, cerca de 1 bilhdo de dolares séo gasto
por ano com feridas cronicas e em todo o mundo, cerca de 7 bilhdes de
dblares séo investidos no sistema de saude no tratamento de feridas. O
custo de apenas uma pessoa com ulceracfes pode variar de 400 dolares a
40.000 dolares. Segundo BERNARDES (2006), gastos com 0s pacientes

portadores de Ulceras foram calculado em 90 milhdes de ddlares por més
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pela previdéncia dos Estados Unidos, e no Brasil devemos ter cifras
semelhantes, embora ndo tenhamos dados financeiros no momento sobre o

assunto em estudo.

2.2. Cicatrizagao

A variabilidade e a complexidade clinica da cicatrizacdo tém,
historicamente, limitados avancos tecnoldgicos no sentido de aperfeicoar o
reparo celular. Entretanto, ainda prevalece a busca pela identificacdo de
fatores determinantes e facilitadores deste evento. Apesar do grande
incentivo, as investigagdes a respeito da modulagéo clinica e farmacoldgica
do reparo tecidual ainda apresentam dados inconclusivos referentes as
melhores alternativas de tratamento e cuidados com feridas (JOEGE &
DANTAS, 2003).

As tentativas de restaurar a lesédo induzida por uma agressao local
comecam muito cedo no processo da inflamacéo, e ao final resulta em
reparo e substituicdo das células mortas por células saudaveis (CARVALHO,
2002). Para COTRAN et al. (2000), a resposta inflamatéria esta
estreitamente interligada ao processo de reparagao, visto que, a inflamacéo
é fundamentalmente uma resposta protetora com funcdo de livrar o
organismo da causa inicial da lesdo celular e das conseqiéncias dessa
lesdo. Sem a inflamacéo, as infec¢cdes prosseguiriam e as feridas néo
cicatrizariam, pois € nela que ocorre principalmente a ativacdo de
macrofagos que irdo fagocitar os elementos estranhos presentes na lesdo e
direciona a reepitelizacdo através da fagocitose. A inflamacédo leva as
conhecidas manifestacdes clinicas de calor, dor, edema e perda da funcéo,
sinais que podem ser minimos, transitorios ou duradouros. A infeccéo
intensifica e prolonga a inflamacgéao (VIEIRA et al., 2002).

Segundo BLANES (2004), a remog¢ao ndo somente da necrose como
também de corpos estranhos do leito da ferida constitui um dos primeiros e
mais importantes componentes a serem considerados no tratamento da
ferida. De acordo com YAMADA (1999), enquanto limpeza de ferida refere-
se ao uso de fluidos para, suavemente, remover bactérias, fragmentos,

exsudato, residuos de agentes topicos, o desbridamento consiste na



remocao de tecidos necrosados aderidos ou de corpos estranhos do leito da
ferida, usando procedimento mecéanicos ou lavagem com solugdes contendo
substancias quimicas. Esses tecidos necrosados interferem no processo
normal de cura da ferida, por prolongar a fase inflamatoria, inibir a
fagocitose, promover 0  crescimento  bacteriano,  aumentando
consequentemente o risco de infecgdo, e, por atuarem como barreiras fisicas
para a recuperacdo do tecido, ao inibirem a granulacdo e epitelizagcéo
(VIEIRA et al., 2002). WADA et al., (2006) defendem o desbridamento
cirdrgico para a remocao do tecido necroético permitindo assim o melhor
controle sobre a infeccao local, preparando para conduzir a formacéo de um
tecido de granulacéo saudavel alcangando consequentemente o fechamento
da ferida. A restauracéo da pele ocorre por meio de um processo dinamico,
continuo, complexo e interdependente, composto por uma série de fases
sobrepostas, denominadas de cicatrizacdo e para melhor entender esse
processo, VIEIRA et al., (2002) distribui nas seguintes fases: reacéo

imediata, proliferacdo e maturagcédo e remodelagem (Figura 1).

Processo de Cicatrizagio

|

Reacio imediata

R eacao vascular | Reacio inflamatdria
Pm"&ra‘;iﬂ — Granulacao
Epitelizacio

Maturacio ¢ remodelagem |———— Contragio

Figura 1 - Esquema mostrando as fases do processo de cicatrizagao
segundo VIEIRA et al., (2002).
2.2.1 - Fase inflamatéria



A resposta inflamatéria é estreitamente relacionada com a reparagao
ou remodelacdo tecidual. Na inflamacao ocorre a fase fibroblastica, com a
ativacdo de macréfagos na ferida e producdo de fatores de crescimento
especificos tais como fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento epitelial
(EGF). A matriz extracelular pode iniciar sua distribuicdo por um tecido
conjuntivo mais forte e elastico. Estes fatores de crescimento sdo uma
subclasse de citocinas (GREENBALGH, 1996), envolvidos no processo de
cicatrizacdo, sendo que o seu principal papel € estimular a proliferacédo
celular. Os fatores de crescimento induzem a proliferacdo e migracao de
fibroblastos, neoformacao de capilares sanguineos, sintese de componentes
da matriz extracelular como fibronectina, colageno e proteoglicanos (CALICH
& VAZ, 2000).

Os eventos iniciais do processo de reparo estdo, nos primeiros
momentos, voltados para o tamponamento de vasos sanguineos que se
rompem na ferida. Quase concomitante a lesdo, e devido a influéncia
nervosa, descargas adrenérgicas, e acdo de mediadores oriundos da
desgranulacdo de mastocitos, ocorre vasoconstricio como primeira
resposta. A injuria do endotélio, ruptura, fissura ou erosdo, dispara uma
sequéncia de eventos, iniciando-se com a deposicdo das plaquetas,
prosseguindo com sua ativacdo e posterior recrutamento de novas
plaguetas. O resultado dessa sequéncia de eventos € a formacdo de um
trombo rico em plaquetas, que provisoriamente tampona a lesao endotelial
(LEFKOVITS et al.,, 1995). Esse trombo branco, rico em plaquetas, é
rapidamente infiltrado pela fibrina, transformando-se em um trombo fibrinoso.
Logo apos, os eritrocitos sdo capturados por essa rede fibrinosa formando-
se entdo, através da adesdo dos eritrécitos, o trombo vermelho, principal
responsavel pela oclusdo do vaso sangiineo rompido (DAVIES, 1990). Este
trombo, além de limitar a perpetuacao da perda de constituintes circulatérios
para os intersticios celulares, fornece uma matriz preliminar, que alicercara a
migracdo das células responsaveis pelo desencadeamento do processo de
reparo (CANDIDO, 2001).



Outras células tais como fibroblastos, mastdcitos e linfocitos também
participam desse processo e 0 macrofago, que é a célula inflamatdria mais
importante, permanece do terceiro ao décimo dia na ferida, fagocitando
bactérias, eliminando corpos estranhos e direcionando o desenvolvimento de
tecido de granulacédo (DIEGELMANN et al., 1981). Os linfécitos aparecem na
ferida em aproximadamente uma semana apos o0 processo de lesdo. Seu
papel ndo é bem definido, porém sabe-se que suas linfocinas, tem
importante influéncia sobre os macréfagos. Além das células inflamatorias e
dos mediadores quimicos, a fase inflamatoria conta com o importante papel
da fibronectina (CLARK, 1998), sintetizada por uma variedade de células
como fibroblastos, queratinécitos e células endoteliais. Ela adere,
simultaneamente a fibrina, ao colageno e a outros tipos de células,
funcionando assim como “adesivo” para consolidar o coagulo de fibrina, as
células e os componentes de matriz. Além de formar essa base para a
matriz extracelular, tem propriedades quimiostaticas e promove a
opsonizacdo e fagocitose de corpos estranhos e bactérias (MOSHER &
URCHT,1981).

2.2.2 - Fase fibroblastica e de deposicao de matriz extracelular

Nesta fase ocorre a reparacao do tecido conjuntivo e do epitélio. Na
reparacao do tecido conjuntivo ocorre a formacéo do tecido de granulacao,
com proliferacdo endotelial e de fibroblastos. Os fibroblastos surgem no
segundo ou terceiro dia apds o trauma, sendo uma célula fusiforme, com
ndcleo oval (BLANES, 2004). O fibrinogénio do exsudato inflamatorio
transforma-se em fibrina, formando uma rede, onde os fibroblastos
depositam-se e passam a multiplicar-se e a secretar 0s componentes
protéicos do tecido cicatricial. Junto a esta fibroplasia, ocorre intensa
proliferagdo vascular. Este tecido formado por fibroblastos, substancias
produzidas por eles e vasos sanglineos € denominado tecido de
granulacdo, clinicamente apresentando-se com aspecto granuloso e
avermelhado. O miofibroblasto é uma célula que esta presente no tecido de
granulacao e confere capacidade contrétil, reduzindo a 4rea de sangramento

e facilitando a epitelizacdo. Esta célula exibe caracteristicas de fibroblastos e
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de células musculares lisa possuindo a maioria das caracteristicas dos
fibroblastos, mas contendo uma quantidade elevada de filamentos de actina
e de miosina, que sdo abundantes nas células musculares lisas. Sua
atividade contratil € responsavel pelo fechamento das feridas apds as
lesBes, processo conhecido como contracdo da ferida (RAMALHO et al.,
2003). A atividade mitotica do fibroblasto praticamente desaparece em torno
do 15° dia. Estes passam a secretar as proteinas presentes no tecido de
granulagdo, produzindo os componentes da substancia fundamental e
colageno. A substancia fundamental é formada por agua, eletrélitos e
glicosaminoglicanos tém aspecto semelhante a um gel e esta distribuido
entre fibras do tecido conjuntivo (BALBINO et al., 2005). Durante a fixag&o
dos fibroblastos e seu amadurecimento fenotipico para células produtoras de
colageno, o processo de contracdo da ferida alcanca a sua eficiéncia
maxima. Apesar de seu mecanismo contratil ainda ndo ser esclarecido,
estas células sdo encontradas alinhadas ao redor de depdsitos da nova
matriz extracelular, fazendo unido célula a célula e gerando forca de tensao.
Auxilia também no processo de contracao da ferida, o ressecamento da sua
crosta superficial que durante a desidratacdo diminui de tamanho e arrasta o
tecido a ela aderido. Ao final desta fase de fibroplasia, ocorre a epitelizacao,
etapa que levara ao fechamento das superficies da Ulcera. Esta epitelizacao
faz-se pelo aumento de tamanho, da divisdo e da migracédo das células da
camada basal da epiderme por sobre a area de reparacdo do tecido
conjuntivo subjacente. Nas feridas, com perda total da derme, a epitelizacéo
se faz apenas nas margens da mesma, pois ndo ha anexos cutaneos
remanescentes (ABLA & ISHIZUKA, 1995; VIEIRA et al., 2002). Fatores de
crescimento, tais como o FGE, FGF e PDGF, séo os provaveis responsaveis
pelos aumentos das mitoses e hiperplasia do epitélio. Pesquisadores em
véarias partes do mundo tém estudado esses efeitos, e sabe-se também que
a utilizacdo de colageno e citoquinas sdo promessas para uma cicatrizacao
mais rapida e eficaz (GENTILHOMME et al., 1999). Sabe-se que o plano de
movimento dos queratindcitos migrantes € determinado também pelo
conteudo de agua no leito da ferida. Feridas superficiais abertas e
ressecadas reepitelizam mais lentamente do que as ocluidas
(MANDELBAUM et al., 2003).
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2.2.3 - Fase de remodelamento

E a terceira etapa do processo de cicatrizagdo. Trata-se de um
processo lento, que inicia com a formacgdo do tecido de granulagédo e da
reorganizacao das fibras de colageno proliferado, estendendo-se por meses
apos a reepitelizacdo. E responsavel pelo aumento da forca de tracéo.
Durante a remodelagem ocorre a diminuicdo da atividade celular e do
namero de vasos sanglineos, perda do nucleo dos fibroblastos, levando a
maturacdo da cicatriz (VIEIRA et al., 2002). Nesta fase ocorre a
reorganizacdo do processo de reparacdo da lesdo, com depdsito de
colageno.

Por volta do décimo dia, o leito da ferida esta totalmente preenchido
pelo tecido de granulacdo, sendo enriquecido com mais fibras de colageno,
adquirindo a aparéncia de massa fibrética caracteristica da cicatriz. Nesta
etapa, surgem as primeiras fibras de colageno tipo I. Com a evolucédo do
processo, acentua-se a deposicdo de colageno e a maioria das células
desaparecem, observando-se a apoptose de fibroblastos e células
endoteliais, formando finalmente a cicatriz (BALBINO et al., 2005).

Os eosinofilos aparecem nas ultimas fases da reparacdo e presume-
se que podem estar relacionados a producdo de fatores de crescimento
(TODD et al., 1991). Nas fases em que a lesdo completa o seu fechamento e
0S microorganismos eliminados, os linfocitos constituem os leucécitos mais
abundantes em feridas humanas (ENGELHARD et al., 1998). Os linfocitos
nao somente sdo efetores imunes, mas também, produtores de fatores de
crescimento (BLOTNIK et al., 1994). De forma notavel, nesta etapa, eles sao
atraidos para a regido da ferida em igual niumero que os mondcitos e, a
partir do décimo quarto dia, sdo os linfécitos que predominam na regido
(BLOTNIK et al., 1994). A resisténcia de uma cicatriz é dada pela quantidade
de colageno depositada e pela forma com que as fibras estdo organizadas.
Quanto maior o numero de ligacbes covalentes transversais, maior a
resisténcia da cicatriz. Quando secretado na forma de tropocolageno, as
ligacOes transversais das fibras se dao por pontes de hidrogénio. No
processo de amadurecimento da fibra, as lisinas, hidroxilisinas e lisinas

glicosiladas, constituintes da molécula de tropocolageno, séo oxidadas até
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aldeidos pela enzima lisiloxidase. Estes, apds a oxidacdo, se ligam
covalentemente com outros grupos aldeidos ou com lisinas ndo oxidadas,
aumentando a resisténcia da fibra (BALBINO et al., 2005).

A neovascularizagdo diminui e tardiamente a cicatriz é considerada
avascular. Uma cicatrizacdo normal tem aproximadamente 80% da forca de
tensdo da pele normal, ndo volumosa. Inicialmente, a cicatrizagdo tem
aspecto plano e posteriormente enrijece-se e se eleva. Ap6s um
determinado tempo, a cicatriz se torna mais clara, menos rigida e mais
plana, ocorrendo sua reducdo (MANDELBAUM et al., 2003).

Baixa tensédo de oxigénio na ferida € um estimulo para a sintese de
fatores de crescimento pelos macréfagos. No entanto a hipoxia é prejudicial
a vérios processos fisiolégicos normais, em particular para a sintese de
colageno pelos fibroblastos. O oxigénio é necessario para hidroxilacdo dos
residuos de prolina e lisina nas cadeias polipeptidicas. Sem oxigénio
suficiente, a molécula helicoidal de procolageno ndo se forma e nem é
liberada no espaco extracelular. Além do oxigénio, outro componente
também importante nesse processo € a vitamina C cuja funcéo principal € a
hidroxilacdo do colageno (DANTAS & SIQUEIRA JUNIOR, 2000, BIONDO-
SIMOES et al, 2006).

A atividade dos fibroblastos depende do suprimento local de oxigénio
sendo que em tecidos mal vascularizados a ferida ndo apresentara completa
cicatrizacdo. A superficie da ferida tem baixo teor de oxigénio, levando os
macréfagos a produzir Fator de Crescimento Transformante-beta (TGF-B) e
FGF, estimulando o processo de angiogénese. Capilares ndo danificados
proliferam em direcdo a superficie, formando rede de capilares dentro da
ferida, promovendo suprimento de oxigénio e nutrientes (DEALEY, 2001).

A cicatrizacdo pode ocorrer por primeira ou segunda intencdo. A de
primeira intencéo ocorre quando ndo ha grande perda de tecido, as margens
da ferida ficam proximas uma da outra e ndo héa infeccdo. Na cicatrizacao
por segunda intencdo h& perda de tecido, as margens ficam distantes uma
da outra e ha formacdo de tecido de granulacdo até que haja completa
formacdo da cicatriz (REZENDE, 2004).
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Apoés a lesédo, o tecido frequentemente é curado formando a cicatriz
caracterizada pela superproducdo desorganizada de matriz colagena. A
cicatriz passa apresentar a forma de massa fibrosa acrescida de fibras
colagenas. Observa-se apoptose de fibroblastos e células endoteliais, e os
eosinofilos aparecem nas Ultimas fases do processo de reparacdo. Neste
processo presume-se que varios fatores de crescimento possam estar
envolvidos. A contracdo celular define a eficacia com que as células exibem
a matriz extracelular, mostrando o significante papel na cura da ferida. Altas
concentracbes celulares podem levar a formacdo de cicatriz, e baixas
concentrac6es podem impedir a cura da ferida (CAMPBELL et al., 2003). O
principal componente de uma cicatriz de tecido conjuntivo maduro é o
colageno. Nas feridas em processo de cura, fibroblastos sdo recrutados e
induzidos a sintetizar coladgeno, num processo coletivo conhecido como
fibroplasia, que é iniciada pela formacao de tecido de granulacdo no espaco
do ferimento. Esse tecido consiste de matriz frouxa de colageno, fibronectina
e acido hialurénico, e contem macrofago, fibroblastos, neovascularizacéo e
exsudatos (RYAN & MAJNO, 1997).

De acordo com DANTAS & SIQUEIRA JUNIOR (2000), os neutrdfilos
e macréfagos sao as primeiras células a chegar ao sitio da lesdo. O papel
principal dessas células é prevenir a infeccdo através de fagocitose de
corpos estranhos do tecido agredido, bem como eliminar detritos da matriz
extracelular. Dentre essas células, os macrofagos se destacam por
comandarem as demais células durante os eventos que determinam o
reparo tecidual devido a capacidade de produzirem numerosas citocinas,
como PDGF, TGF-B, EGF, Fator de Necrose Tumoral (TNF), Fator de
Crescimento Fibroblastico Beta (FGF-B), e outras. As citocinas produzidas
por macréfagos e linfocitos provocam influxo de neutréfilos, bem como
migracdo e proliferacdo de células indiferenciadas, que iniciam a repopular
do sitio da lesdo. PDGF e TGF-f, liberados pela degranulacéo nos locais de
injuria, provém de sinais precoces de ativacao e infiltracdo de macrofagos e
neutréfilos, na fase inflamatéria (COLLINS, 2000; ZHANG, 2003; CHEON et
al., 2004).
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A maturacdo e a remodelacdo constituem a fase final da cura de uma
ferida, sendo que os macrofagos desempenham papel importante nessa
fase da cicatrizacdo, produzindo FGF-f, o0s quais apresentam
quimiotaquitismo positivo para fibroblastos, atraindo-os para a ferida e
estimulando-os a se dividir, seguido da producdo de fibras de colageno.
Durante essa fase, a cicatriz da ferida adquire sua maxima resisténcia. A
resisténcia da matriz conjuntiva fibrosa pode ser atribuida a deposicédo de
colageno e remodelagem das fibras de colageno, de modo que sejam
formados feixes maiores dessa proteina, com maior numero de ligacdes

covalentes transversais entre as fibrinas (CARVALHO, 2002).

2.3 - Fatores de crescimento

2.3.1 - Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)

As plaquetas sdo consideradas a principal fonte de atividade
mitogénica sendo o fator responsavel por essa atividade o PDGF
(TAKEHARA, 2000), sintetizado pelas plaquetas e armazenado nos granulos
a, sendo liberado quando h& ativacdo plaguetaria. Sdo também sintetizadas
por macréfagos, células endoteliais, células musculares lisas, queratindcitos
e células tumorais. Provoca tanto a migracdo como a proliferacdo de
monaocitos (COLLINS, 2000).

Alguns estudos tém demonstrado que o PDGF pode alterar o fenétipo
de células estromais e modular a hematopoiese, mas essa possivel funcao
foi investigada em pequenos estudos incluindo 5 pacientes, sugerindo
também o efeito do PDGF sobre leucemias (FOSS & ULVESTAD, 2001).

2.3.2 - Fator de Crescimento dos Fibroblastos (FGF)

Trata-se de uma familia de fatores de crescimento, que se liga aos
glicosaminoglicanos e esta fortemente concentrado na matriz extracelular.
Os principais membros dessa familia tais como FGF 1, 2, 3, 4 e 5 como
também FGF acido (aFGF) ou FGF basico (bFGF) (MEDEIROS et al. ,
2003), regulam a proliferacédo, diferenciacdo, migracdo e, ou, a sobrevivéncia

de uma variedade de células alvo (BEYER et al., 2003). Esses fatores
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liberados no local da ferida por macrofagos e por células endoteliais que
sofrem danos (MARTIN, 1997).

O FGF-B é o mais potente estimulador de crescimento dentre todos
os outros fatores. Ele estimula a divisdo e migracdo de fibroblastos, células
endoteliais e células epiteliais (TAKEHARA, 2000), além de induzir todas as
etapas necessarias para a formacdo de novos vasos sanguineos e de
promover a formacdo do tecido de granulagdo (COLLINS, 2000;
TAKEHARA, 2000).

2.3.3 - Fator de crescimento epitelial (EGF)

O EGF é mitogénico para fibroblastos in vitro e causa divisdo dos
hepatdcitos in vivo, além de estimular a divisédo de outros tipos celulares. Foi
descoberto em palpebras de rato (KUMAR, 1992). Distribui-se amplamente
nas secrecdes e liquidos teciduais, como suor, saliva e contetdo intestinal
(COLLINS, 2000).

Por muito tempo, o FGF, o TGF-B e o EGF, associados a heparina,
eram considerados como a chave para proliferagdo dos queratindcitos nas
margens da ferida. Atualmente eles dividem essa posicdo com o fator de
crescimento fibroblastico-7 (FGF-7) (MARTIN, 1997). Em estudo realizado
por ONO (1995), o EGF e o FGF-B foram encontrados em baixa
concentracdo. Estes autores relataram que a existéncia do EGF no exsudato

ocorre em nivel relativamente baixo.

2.4 - Fatores que interferem no processo de cicatrizacéo

A observacéo clinica e microscopica do processo de cicatrizacdo de
lesbes tem demonstrado que varias influéncias conhecidas e outras
desconhecidas prejudicam a qualidade e adequacdo do reparo tecidual
(ROBBINS et al, 1996; RODRIGUES DA SILVA, 2002). Muitos fatores locais
e do hospedeiro influenciam a adequacdo da resposta inflamatéria
reparadora, dentre os quais podemos destacar os fatores psico-emocionais,

sistémicos, locais e mecanicos.
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2.4.1- Fatores psico-emocionais

A idade é um fator importante, pois a velocidade metabdlica da célula
fica mais lenta com o passar dos anos. Ha diminuicdo da sintese de
colageno e a pele fica fina e pouco elastica reduzindo a tenséo tecidual
(BALBINO et al., 2005).

O desgaste emocional é um fator que esta principalmente ligado a
idade, j& que a depressdo € muito comum nos pacientes acima de 65 anos.
No caso das Ulceras neuropaticas e diabéticas, ndo apenas a idade tem
tanta influéncia, mas também o isolamento social que acontece com muita
freqUiéncia, todos somados ao estresse do cotidiano (RODRIGUES DA
SILVA, 2002).

2.4.2- Fatores sistémicos

A irrigacdo sanguinea inadequada, normalmente causadas por
arteriosclerose ou anormalidades venosas que retardam a drenagem, reduz
a percussao tecidual aumentando a hipdxia, interferindo no metabolismo e
na velocidade gerais do crescimento celular, prejudicando a cicatrizacao,
enquanto a nutricdo tem efeitos profundos sobre a cicatrizagdo, quando a
deficiéncia protéica, por exemplo, e em especial a deficiéncia em vitamina C
inibe a sintese de colageno retardando a cicatrizacdo (BIONDO-SIMOES et
al., 2006).

O tabagismo causa obliteracdo de vasos sanguineos com diminui¢ao
da forca de carregamento de O, pelos eritrocitos, ja que a baixa tensdo de
O, prejudica a angiogénese, a sintese de colageno e reepetelizacédo, além
de ser depressor do apetite (MANDELBAUM et al., 2003).

Outro fator sdo as patologias. As principais patologias e suas
associacfes que podem interferir no processo de reparo sao: Diabetes
mellitus; doencas  auto-imunes  (ldpus  eritomatoso); doencas

cardiovasculares; doencas vasculares (BIONDO- SIMOES et al, 2006).
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2.4.3- Fatores locais

Dentre os fatores, locais a infeccdo é isoladamente a causa mais
importante do retardo da cicatrizacdo. Deve-se partir do ponto que toda
ferida estd colonizada, jA& que as bactérias existentes na pele podem
colonizar a lesdo, mas isso néo significa que esteja infectada. Suturas
desnecessarias ou fragmentos de gaze, vidro, ou até mesmo 0sso, podem
se constituir como impedimento a cicatrizagdo, pois particulas estranhas
renovam ou prolongam a reacédo inflamatdria podendo ocorrer granulomas,

ocasionando resisténcia a cicatrizacdo (CANDIDO, 2001).

2.4.4- Fatores mecanicos

Fatores mecanicos como o aumento da pressdo abdominal podem
gerar a ruptura de feridas abdominais, denominada de deiscéncia da ferida
(WADA et al., 2006).

2.5 - Fitoterapia

Fitoterapicos sdo definidos como produtos derivados de plantas
usados com propdésitos medicinais para promover a salude. O consumo de
fitoterapicos ocorre ha aproximadamente 60.000 anos. Pesquisa recente
demonstrou que cerca de 37% da populacdo adulta dos Estados Unidos da
América estdo utilizando estes produtos. Nesse pais sdo considerados
“suplementos dietéticos”, enquanto que no Brasil sdo tidos como
medicamentos pela Portaria n°22/1967 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria e pela Resolucdo-RDC n°17/ 2005 (DESTRO et al., 2006).

Fitoterapicos sdo medicamentos obtidos exclusivamente de material
botanico integral ou seus extratos usados com o propésito de tratamento
médico (BALBACH & BOARIM, 1993). Como mencionado por SANDES & DI
BIASI (2000), as plantas sdo importante fonte de substancias que
apresentam algum tipo de interferéncia no metabolismo animal e podem ser
utilizados na forma de emplasto, exudato, infuséo, xarope, e in natura.

O termo planta medicinal foi oficialmente utilizado durante o 312

Assembléia da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), quando foi proposto
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que “planta medicinal é aquela que, administrada ao homem ou animais, por
qualguer via ou sob qualquer forma, exerce alguma espécie de acao
farmacolégica” (SILVA, 2002).

O conhecimento sobre as plantas medicinais simboliza muitas vezes o
anico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. As
observacfes populares sobre o uso e a eficacia das plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgagao das atividades terapéuticas
dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que
produzem, apesar de nao terem seus constituintes quimicos conhecidos,
bem como seus mecanismos de acao (MAIA et al., 2005).

Segundo a OMS, cerca de 80% da populagdo mundial utiliza a
medicina tradicional para suprir as necessidades de assisténcia meédica
primaria (FARNSWORTH, 1985). Esse conhecimento etnofarmacologico tem
sido usado como ponto de partida para a experimentacdo visando a
descoberta de novos principios ativos com potencial farmacoldgico
(ELIZABETSKY, 1987).

Grande parte dos medicamentos disponiveis no mercado como 0
Dersani®, origina-se de produtos naturais, em especial de plantas. Entre as
vinte drogas mais vendidas nos Estados Unidos em 1998, apenas sete nao
se originam diretamente de produtos naturais, mas tiveram em algum
momento, a participacao de produtos naturais na sua formulacédo (MIGUEL &
MIGUEL, 2000). Segundo EDLICH & REDDY (2001), a missdo dos
laboratoérios tem sido desenvolver métodos que permitam elaborar drogas
envolvidas na cicatrizagdo da ferida sem infeccéo, adesao e hipertrofia com

formacdao de cicatriz.

O Brasil possui a maior biodiversidade de plantas do planeta,
oferecendo recursos farmacoldgicos para a solugdo de muitas doencas.
Doencas consideradas incuraveis, como o cancer e a AIDS, por exemplo,
acredita-se que poderéo ser erradicadas a partir dos recursos disponiveis na
biodiversidade. Esses fatos justiicam a necessidade de cuidados e

conservagao de nossos recursos naturais (MOUCO et al., 2003).

De acordo com CUZZELL & KRASNER (2003), existem hoje no

mercado aproximadamente 2.500 itens que se destinam ao tratamento de
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feridas agudas e crbnicas, desde formas mais simples como o uso de
emplastos, pomadas, solu¢des para higienizacao e anti-sepsia, bem como o
uso de procedimentos complexos, chamados “curativos inteligentes” ou
“bioativos”, que interferem de forma ativa nas diversas fases do processo
cicatricial, em diferentes tipos de feridas.

BALBACH & BOARIM (1993) mencionam diversos autores e suas
experiéncias no uso medicinal de Brassica oleraceae var. captata (repolho).
Estes autores citam que “0os romanos empregavam a Brassica oleracea na
forma de cataplasmas no tratamento de feridas”. De acordo com esses
autores, a Brassica oleracea var. capitata teria finalidade em tratamentos
como de cicatrizacdo de abscessos, afecgbes reuméticas, tumores,
prevencao de tuberculose, auxilio em casos de afonia, desnutricdo, anemia,
enfermidades gastrointestinais (Ulceras), hemorrdidas, alcoolismo, gota,
entre outros.

Uma resolucdo do Ministério da Saude (BRASIL, 2000) dispds sobre o
registro de produtos fitoterdpicos, e recomendou a preparacdo de
medicamentos a base de algumas plantas medicinais, mostrando a
necessidade de produtos fitoterapicos (MOREIRA et al., 2001).

O consumo de fitoterapicos vem crescendo notavelmente nestes
ultimos anos, e atualmente o mercado mundial de fitoterapicos gira em torno
de aproximadamente 22 bilhdes de dolares (YUNES et al., 2001). O
crescimento do mercado de plantas medicinais se deve, principalmente, a
grande tendéncia da busca por remédios fitoterapicos, vinculada
especialmente a fatores socioecondmicos, pois 0S custos sdo menores, de
manutencao das tradi¢cdes culturais, a faléncia do sistema oficial da saude e
a busca de um medicamento com o menor efeito colateral por ser um
produto natural.

Na regido de Governador Valadares-MG, tem sido empregado
emplasto manufaturado com folhas de Brassica oleracea, por enfermeiros de
alguns hospitais no tratamento de feridas de pele em pacientes queimados,
portadores de Ulceras, feridas cirdrgicas e outras afeccdes, obtendo efeito
cicatrizante significativo. Porém tal procedimento apresenta desconforto e
aparéncia desagradavel (FERRADEIRA et al, 2003).
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Independentemente da origem do farmaco, a avaliacdo do perfil
farmacoldgico envolve a realizacdo de uma série de experimentos. Inimeros
ensaios usando substancias especificas, microorganismos, células, 6rgaos
ou animais, sdo utilizados para avaliar a atividade e a seletividade do
farmaco. Estes procedimentos permitem definir mecanismos de acdo de
drogas através do uso de ensaios farmacoldgicos, toxicoldgicos, pré-clinicos
e clinicos (GOMES, 2000). Alguns experimentos como ensaios pré-clinicos
utilizando coelhos diabéticos (ANTUNES, 2004), Cobaias (Cavia cobaya)
sem diabetes (SILVA et al, 2004), ensaios toxicoldégicos com Arthemia salina
(ANTUNES et al., 2003) j& foram realizados com a Brassica oleraceae para
avaliar e comprovar seu efeito cicatrizante.

Dentre as substancias naturais mais amplamente utilizadas para a
cicatrizacdo de feridas cutaneas destacam-se o mel (ORYAN & ZAKER,
1998), a prépolis (SILVEIRA & RAISER, 1995), a babosa (CHITAHRA et al.,
1995), sendo também utilizado o alecrim (Rosmarinus officinalis L.), o
barbatimdo (Strynodendron barbatimao Mart), a caléndula (Calendula
officinalis L.), o cardo-santo (Carduus Benedictus), o confrei (Symphytum
officinale), a espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Martius), a guacatonga
(Caesaria sylvestris), a mil-folhas (Achileea millefolium), a parietaria
(Parietaria officinalis), o rubim (Leonorus sibiricus), e a tanchagem (Plantago
media L). O repolho (Brassica oleraceae var. capitata) € uma hortalica rica
em vitamina C, aumenta a resisténcia as infeccdes e ajuda na cicatrizacéo
(BALBACH & BOARIN, 1993). Essa brassica vem sendo utilizada como
produto cicatrizante (FERRADEIRA et al, 2003), ressaltando o seu uso em
diabéticos.

A utilizacdo do repolho no tratamento de feridas tem sido estudada
com o objetivo de determinar cientificamente seus efeitos, e mecanismos de
acdo. Uma vantagem da pomada de Brassica sp. deve-se ao fato que sua
formulacdo contém apenas extrato de repolho e conservantes, enquanto
outros medicamentos cicatrizantes encontrados no mercado sdo compostos
de coquetéis de vitaminas e outros aditivos. Um levantamento sobre o uso
da pomada foi realizado na Universidade Vale do Rio Doce (UNIVALE)
localizada na cidade de Governador Valadares-MG, bem como alguns

experimentos como o teste de toxicidade, microbiologicos, cultura de células,
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dosagem de proteinas do extrato, ensaios clinicos com cobaias e
apresentando resultados promissores (FERRADEIRA et al.,, 2003). Os
estudos preliminares descritos na literatura sobre Brassica oleraceae
(repolho), sugerem fortemente a presenca de principios ativos no processo
de cicatrizacdo, o que justifica nossa proposta de avaliar a cicatrizacdo de
lesbes experimentais tratadas com extrato de Brassica com énfase nos

aspectos histologicos.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Imunologia e
Virologia e no Laboratério de Biologia e Estrutural do Departamento de

Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

3.1 - Preparo da pomada e do balsamo com extrato de brassica

A pomada e o balsamo feitas com o extrato de brassica foram
manipulados pela Doctor Pharma®. Foi realizado a extracdo glicélica e
maceracdo de 20 dias. O extrato obtido foi incorporado em concentracéo
especifica em base auto-emulcionante preparada pela farmacia. O mesmo
extrato foi também adicionado em base liquida com triglicerideos (balsamo
cicatrizante). Ap0s a manipulacdo, foram enviados ao Laboratério de
Imunologia e Virologia do departamento de Biologia Geral da Universidade

Federal de Vicosa, para realizacao dos testes pré-clinicos.

3.2 - Animais

Foram utilizados 24 ratos wistar (Rattus norvegicus), machos, com
dez semanas de vida, clinicamente sadios, obtidos do biotério central do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de
Vicosa, com peso médio em gramas +/- desvio padrao (%) de cada grupo
sendo: pomada — 325 +/- 49,09; balsamo — 328 +/- 47,3; Dersani® - 319+/-

32,3 e salina 09% 338 +/- 20,35. Estes animais foram mantidos
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individualmente, em gaiolas higienizadas diariamente. Os animais foram
mantidos por sete dias no local do experimento para ambientagédo (ONO,
2002). Ao longo do experimento os animais foram alimentados uma vez por
dia com racdo para ratos Labcil®, &gua ad libitum e capim (Panicum
maximum), vegetal rico em fibras e vitamina C, sendo mantidos no
laboratério de utricdo experimental do Departamento de Nutricgdo da

Universidade Federal de Vigosa.
3.3 - Inciséo cirargica e tratamentos.

Os animais foram mantidos em ambiente controlado: fotoperiodo
12/12, temperatura termoneutra 22°C. Apds a ambientacdo, 0s animais
foram depilados na regido lateral do dorso a 10 mm de didametro da area
cervical, utilizando-se aparelho da marca Wahl Clipper Corporation®, e
anestesiados. As feridas cirargicas foram feitas com bisturi sendo o tamanho
de 10 mm de didmetro, marcado com a boca de um tubo de ensaio do
mesmo diametro e com o corante cristal violeta. A profundidade da ferida
atingiu apenas derme e epiderme, com o espacamento entre as lesbes de
40 mm (ONO, 2002). Foram realizados quatro tratamentos com seis
repeticdes conforme a descrigdo a seguir:

A) Animais tratados com brassica 10%:

a) Tratamento com pomada (Brassica oleracea var. captata —
extrato glicélico a 10%), é&lcool cetoestearilico, monooleato
sorbitano etoxilado, vaselina, &cido graxo com poliol éster
(Cetiol HE), lanolina anidra, carbamida, metilparabeno,
propilparabeno e agua desmineralizada). Nestes animais foram
aplicados aproximadamente 0,1g de pomada por ferida, duas
vezes ao dia.

b) Tratamento com balsamo (Simeticone® emulséo. Brassica
oleracea var. captata — extrato glicolico a 10%), pro-vitamina
B5 (d pantenol). Oleo de girassol (Helianthus annus I). Oleo de
copaiba (Copaifera officinalis |.) Metilparabeno. Propilparabeno.
Butilhidroxitolueno. Oleo de ricino hidrogenado etoxilado.
Triglicéride de acido e caprico caprilico). Nestes animais foram
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aplicados aproximadamente 0,1g de balsamo por ferida, duas
vezes ao dia.

B) Controle positivo - Tratamento com Dersani® (acido caprilico, acido
caprico, acido laurico, lecitina de soja, vitamina A e vitamina E,
acido caproico e 6leo de girassol - acido linoleico): nestes animais
foram aplicados aproximadamente 0,1ml de Dersani® por ferida,
duas vezes ao dia.

C) Controle negativo - Animais nao tratados: nestes animais foram
aplicados na ferida solucdo salina (NaCl) 0,9% (grupo controle)

duas vezes ao dia.

Foram coletadas amostras das feridas nos dias 4, 8, 12, 16 e 20. No
primeiro dia, foram realizadas cinco feridas cirdrgicas no dorso de cada
animal (Figura 2).

No quarto dia foram coletados fragmentos da ferida n°l (f1). Estes
fragmentos continham a borda e o centro da ferida, sendo feito assim
também nos demais dias (ferida n® 3 3, ferida n°4 f4, ferida n°5 f5 e ferida
n°6 f6) como demonstrado na tabela 1. O fragmento coletado no primeiro dia
(f0), era de tecido ileso.

Tabela 1 — Representacdo dos fragmentos retirados nos 20 dias de

tratamento

Dia N° ferida / fragmento

1° Pele integra = Fragmento 0 — FO
40 Ferida 1 = Fragmento 1 — F1
8° Ferida 2 = Fragmento 2 — F2
12° Ferida 3 = Fragmento 3 — F3
12° Ferida 4 = Fragmento 4 — F4
200 Ferida 5 = Fragmento 5 — F5

A ordem de localizacdo das lesdes esta apresentada na figura 2. A
ferida n° cinco foi medida de quatro em quatro dias com o auxilio de um
paquimetro. Os animais foram pesados a cada dia da coleta de fragmentos e

0 peso anotado em uma planilha. Os tratamentos iniciaram-se
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imediatamente apos a leséo e as feridas foram higienizadas e a aplicacéo
dos medicamentos e da salina feita duas vezes por dia durante todo o

experimento.

Figura 2 — Representacdo esquematica da localizacdo das feridas na regiao

dorso-lateral de rato wistar.

3.4 — Coleta e processamento do material

As analises histolégicas foram realizadas no Laboratério de Biologia
Estrutural do Departamento de Biologia Geral/Universidade Federal de
Vigosa. Em intervalos regulares de quatro dias, os animais foram sedados
com éter e fragmentos de tecidos foram coletados das feridas, contendo
uma pequena margem de pele integra (CONINCK, 1996).

Foi utilizado, para encontrar a taxa de cicatrizagdo, o modelo linear
y=bx+a; VNDERPLANK (1963) aplicou este modelo em estudos bioldgicos
associando o valor de “b” a taxa de progresso de uma epidemia podendo
assim, comparar matematicamente as dierencas epidemioldgicas. No caso
exposto, o valor de “b” representa a taxa de fechamento da leséo ou taxa de
cicatrizagdo por dia. Optou-se pelo modelo linear pela sua facilidade de
explicacédo biologica bem como pelo fato de 0 mesmo ter se ajustado aos
dados obtidos.

Os fragmentos de tecidos foram fixados isoladamente em solugao
contendo formaldeido 10% em tampé&o fosfato de sodio 0,1M, pH 7,4 por 24
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horas. Em seguida foram utilizados os procedimentos rotineiros para
inclusdo em parafina seguindo as seguintes etapas:

Desidratacdo em etanol (70%, 80%, 90%,100%, sendo neste ultimo
trés vezes), diafanizacao (xilol I, II, 1), infiltracdo (parafina histologica I, I, III)
e emblocamento. Foram obtidos cortes de 4um em micrétomo rotativo
(Reichert-Jung 2045 Multicut®, Germany) os quais foram corados com
picrosirius e hematoxilina e eosina. O picrosirius baseia-se na utilizacdo do
sirius-red que é um corante vermelho-escuro, fortemente acido. Quando os
tecidos sdo corados com sirius-red seus grupamentos sulfénicos reagem
com 0s grupamentos aminicos das moléculas de lisina do colageno,
aumentando a birrefringéncia apresentada na polarizacdo. Apés a
desparafinizagéo e hidratacdo, as preparagdes foram coradas pelo sirius-red
durante 1 hora, lavadas em agua destilada, contracoradas com hematoxilina
por 6 minutos, lavadas em agua corrente, desidratadas, diafanizadas e
montadas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Foram obtidas imagens em
microscépio de polarizacdo e avaliadas a quantidade de fibras coldgenas
dos tipos | e lll presentes antes e apos o tratamento. A documentacdo da
imagem foi realizada no mesmo aparelho onde foram feitas as analises
(Fotomicroscépio Olympus AX-70®). A partir de cada amostra foram
capturadas quatro imagens de diferentes regibes do campo histolégico. A
andlise foi feita usando o programa QuantPoro que diferencia as fibras pelas
cores vermelho, verde e azul. Os intervalos que definiram a identificacéo das
cores vermelho, amarelo, verde e preto foram previamente padronizados e
depois utilizados em todas as imagens obtidas. A cor vermelha e amarela
representaram as fibras colagenas do tipo |, o verde representou as fibras
coldgenas do tipo Ill, e o preto representou regides onde ndo foram
encontradas nenhum tipo de fibra. O programa fornecia a porcentagem de

cada cor, os dados eram anotados em planilha.

3.5 - Hemograma

O hemograma foi realizado no sangue coletado com EDTA (Acido
Etilenodiamino tetra-acético) de todos os animais antes da incisdo cirurgica
(dia 1) e ao final do tratamento (dia 20) através de um corte no plexo venoso

da cauda. Em seguida foi realizado o hematocrito utilizando centrifuga
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capilar da marca Sigma®. A contagem global de leucécitos foi feita em
camera de Neubauer e o esfregaco analisado em microscopio Olympus CX
40®, ap6s a coloracdo com Giemsa.

3.6 - Anédlise estatistica

Os dados de peso dos animais, medidas da area das feridas e dados
hematolégicos foram analisados por meio de andlise de variancia para
medidas repetidas (ANOVA) e teste de TUKEY. Para verificar qual
tratamento se diferenciou dos demais procedeu-se a construgdo de um
intervalo de confianca de 95% ao redor da média sendo efetuada a
comparacdo em modo gréfico. Todas as varidveis foram analisadas em
relacdo a sua homocedasticidade e normalidade antes de aplicarmos a
ANOVA. As analises foram efetuadas utilizando o programa Statistica 6.0
(STATOSOFT, 2001).
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

A média do peso corporal dos animais utilizados durante todo
experimento variou de 3199 a 342 g (Tabela 2), apresentando um coeficiente
de variacao de 3,82 sendo que valores semelhantes foram encontrados por
FUNG et al., (2003) que trabalharam com a mesma linhagem de animais. Foi
observada diferenca estatistica do peso dos animais em relacdo aos
diferentes tratamentos. Verificou-se também que os animais do grupo que
receberam tratamento com balsamo e com pomada de brassica e Dersani®
nao apresentaram diferenca estatistica entre si. Os animais dos grupos
controle que recebereu tratamento com Dersani® e salina 0,9%

apresentaram diferencas estatisticas em relacdo a variavel peso.

Tabela 2 - Peso corporal dos animais (gramas) em funcéo dos tratamentos
nos diferentes dias

Tratamentos Média +/- DP
Salina 0,9% 338 +/- 20,35 a
Dersani® 319 +/- 32,13 ab
Balsamo 328 +/- 47,30 ab
Pomada 325 +/- 49,09 b
DMS 20,22

e Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05). Média +/- desvio padrdo (%); DMS - Diferenca

Minima Estatistica.
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Os animais tratados com a pomada tiveram uma oscilacao
consideravel do peso, enquanto os animais tratados com balsamo tiveram
uma queda do peso, porém com menor oscilagdo do mesmo. Nos tratados
com salina observamos um ganho de peso e com Dersani® os animais apés
0S cinco primeiros dias comecaram a ganhar peso, entretanto perderam no
final do experimento (Figura 3). Tal fato sugere que os medicamentos que
deixam a ferida Umida, ou seja, o balsamo, a pomada e o Dersani® induzem
a um processo inflamatdrio, essencial a cicatrizacdo (MANDELBAUM, 2003),
podendo levar a um quadro clinico de febre e falta de apetite levando a
perda de peso, porém, para que fossem confirmados esses dados clinicos
seriam necessario os valores da temperatura corporal dos animais e essa

variavel nao foi medida.

—4— balsamo
—e— pomada
—A—salina

—m— Dersani

Peso (g9)

290 I T T T 1
0 5 10 15 20

Dias

Figura 3 — Valores médios do peso dos animais nos diferentes tratamentos

em funcéo do tempo.

A solugdo salina 0,9% € considerada um agente de limpeza
completamente seguro, sendo recomendado pelos fabricantes seu uso em
conjunto com diversos produtos modernos para o tratamento de feridas
(DEALEY, 2001). No presente trabalho observa-se que tanto os
medicamentos & base de brassica como o Dersani® sdo Umidos, nao

favorecendo assim a formacao de crostas e facilitando o contato e absorcao
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do principio ativo dos medicamentos com o tecido. Os animais cujas lesdes
foram tratadas com salina 0,9% apresentaram uma ferida mais seca, no
entanto nao havia crosta. Segundo MANDELBAUM (2003), feridas
superficiais abertas e ressecadas reepitelizam mais lentamente e iniUmeros
curativos sdo utilizados para produzir umidade local, melhorando de 35% a
45% a taxa de reepiltelizagéo dessas feridas.

A medida das feridas € um aspecto importante no processo de
avaliacdo de uma ferida e é essencial fazer medicdes em intervalos
regulares. Observou-se neste experimento que houve aumento na area da
ferida dos animais tratados com a pomada de brassica sp a 10% ou com o
Dersani® (Figura 4). Segundo DEALEY (2001), o tamanho e o formato de
uma ferida se alteram durante o processo de cicatrizagdo, onde nos estagios
iniciais, a medida que se renovam os tecidos necréticos, a ferida parece
aumentar de tamanho. Isto ocorre porque a real extensdo da ferida estava
mascarada pelo tecido necrotico. Ha consideravel exudacdo na fase

inflamatoria e pouquissima na epitelizagéo.
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Figura 4 - Evolucdo do diametro das feridas cutaneas submetidas a 20

dias de tratamento.
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A comparacdao estatistica entre as médias da taxa de cicatriza¢do dos
diferentes tratamentos € mostrada na Tabela 3. Observa-se que a taxa de
cicatrizacdo nos animais tratados com balsamo a base de brassica sp a 10%
foi significativamente maior (p<0,05) do que o0s demais tratamentos.
Analisando a taxa média de contracdo da ferida encontrada na equacdo
(Y=bx+a), sendo representada pela letra “b”. A melhor taxa de cicatrizagéo
encontrada foi a do grupo de animais tratados com balsamo sendo de 15,64
mm/dia (Tabela 3). Foram analisados os coeficientes de determinacdo da
regressdo (R?), que variou de 0,88 para Dersani® a 0,95 para salina 0,9%.
Acredita-se que o balsamo, por conter em sua composi¢cao além do extrato
de brassica sp. alguns aditivos, demonstrou-se melhor do que os demais
tratamentos, tanto esteticamente como em rapidez e eficacia na cicatrizacédo

da ferida.

Tabela 3 — Evolucédo da cicatrizagdo (mm de diametro), comparando as
médias da area da ferida e taxa de cicatrizacdo obtidas a

partir da equacéo, Y=bx+a

Tratamentos Evolucédo da cicatrizacdo (mm de Média da area Taxa de
diametro) nos dias da ferida cicatrizacéo
(mm/dia)

1° 40 8° 12° 16°  20°

Pomada 114 121 68 29 5 0 56,61 6,84 b
Salina0,9% 133 103 56 27 5 0 54,44 7,06 b
Dersani® 130 160 90 56 20 4 77,00 7,11 b
Balsamo 265 212 78 54 12 0 103,84 15,64 a

Em ratos, os valores normais da contagem global de leucécitos
variam entre 3.000 a 17.000 células/mm?, portanto os animais mantiveram
os valores normais dentro da espécie. Nao foi observada variacédo
significativa (Tabela 4), entre os quatro tratamentos na contagem global de
leucocitos. Da mesma forma nédo foi observado diferenca estatistica no
hematdécrito nos quatro tipos de tratamentos, o que nos leva a concluir que
esses dois dados ndo podem ser utilizados como referéncia para avaliacédo

da atividade cicatrizante neste experimento.
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Tabela 4 - Comparacao entre a contagem global de leucécitos nos diferentes
tratamentos. CV - Coeiciente de Variacdo. DP - Desvio Padréo.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Tratamento Média
Bélsamo 5.950 a
Salina 9.933 a
Pomada 10.600 a
Dersani® 12.660 a
CcVv 60,92
DP (%) 59,62

Quando submetidas a luz polarizada as fibras colagenas mais
espessas e fortemente birrefringentes apresentam-se coradas de tons
amarelo a vermelho e representam o colageno |, enquanto as fibras mais
finas e dispersas, fracamente birrefringentes apresentam-se coradas de
verde e representam o colageno lll, como visto nos experimentos realizados
por BIONDO-SIMOES, (2005).

Os valores encontrados nas andlises feita através do programa
QuantPoro (que diferencia as fibras do tipo | e Il pelas cores), néo
demostraram diferenca significativa quando submetidos ao teste de Tukey
(P>0,05). Apesar disso, as imagens de fragmentos de pele sob polarizacéo,
mostraram maior nimero de fibras coldgenas tipo Il (Figura 5), nos tecidos
dos animais que receberam tratamento com o balsamo, porém nos ultimos
cinco dias apresentou-se um declineo indicando a acdo das colagenases
neste tipo de colageno o qual sera substituido pelo colageno tipo | (DANTAS
& SIQUEIRA JUNIOR, 2000) que é mais espesso sendo também o tipo de
colageno mais abundante em nosso organismo (JUNQUEIRA et al., 2004;
BIONDO-SIMOES et al, 2006). O colageno tipo Il é o colageno que surge
precocemente e, portanto, o tipo mais comum nas cicatrizes imaturas
(TENIUS, 2007). O colageno tipo | também foi encontrado em maior
quantidade nos tecido dos animais tratados com balsamo que nos demais

tratamentos apresentando uma curva crescente (Figura 6), enquanto 0s
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animais tratados com Dersani® e pomada de brassica sp apresentaram uma
curva estavel nos Ultimos cinco dias. Os tecidos cujos animais foram
tratados com solucdo salina 0,9% apresentaram uma curva em declineo

quando analisado o colageno tipo | (Figura 6).
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Figura 5 - Valores meédios da contagem de fibras colagenas tipo Ill dos

animais em funcéo do tempo e dos diferentes tratamentos.

N&o existem relatos a respeito do efeito da brassica sp sobre o
colageno, no entanto alguns experimentos foram realizados analisando
fatores como hipotireoidismo e idade, observando-se menor concentracao
de colageno tipo | nas cicatrizes dos animais hipotireoideanos, tanto jovens
quanto velhos no 7.° dia de experimento, sendo a baixa concentracdo de
colageno tipo Ill, mais importante, encontrada nas cicatrizes dos animais
velhos analisadas com 14 dias (BIONDO-SIMOES et al., 2005). Outra
varidvel analisada foi a presencga de carcinomas no qual o coldgeno do tipo |
foi observado presenga mais intensa nos tumores menos agressivos
(MARTINS et al.,2003), e a influencia da irradiagdo onde o maior nimero de
fibras colagenas tipo Il foi observado nos tecidos obtidos de animais que
receberam irradiacdo com laser GaAsAl 30J/cm? e as fibras colagenas tipo |
foi igual nos diferentes tratamentos (GONCALVES, 2006).
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Figura 6 - Valores médios da contagem de fibras colagenas tipo | dos

animais em funcéo do tempo e dos diferentes tratamentos.

Os animais tratados com Dersani® apresentaram inicialmente um
perfil de producéo de fibras colagenas tipo | e lll semelhante ao dos animais
tratados com salina, mas esse perfil mudou a partir do 12° dia onde o grupo
Dersani® apresentou uma queda e o da salina um aumento dessas fibras. J&
a pomada de Bréssica, tanto para o colageno tipo | como para o tipo Il
manteve uma curva com ligeiro crescimento.

Outro fator importante além da quantidade de colageno é a
organizacdo dessas fibras, o que podemos observar na Figura 7. Nesta
figura sdo observadas fotomicrografias de secc¢des histologicas de pele de
ratos Wistar obtidas no 20° dia do experimento. Observa-se a presenca de
fibras colagenas tipo | e fibras colagenas tipo Il e sua distribuicdo. As fibras
em vermelho e amarelo séo fibras colagenas do tipo | e as fibras em verde
representam as fibras de colageno tipo Ill. As regifes que aparecem escuras
representam &rea onde ndo foram evidenciadas fibras de colageno. Na
figura 7.1, obtida dos animais tratados com o balsamo, observa-se fibras

colagenas mais organizadas e espessas.
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De acordo com BIONDO-SIMOES (2005), a resisténcia da cicatriz
seria dependente tanto da quantidade de colageno como da organizacdo do
mesmo. Observa-se também maior quantidade de fibras colagenas do tipo I;
Na Figura 7.2, representando seccdes de pele de animais que receberam
tratamento com pomada, pode-se observar predominédncia de fibras
coladgenas do tipo lll, enquanto as fibras coldgenas do tipo | sdo observadas
em menor quantidade. Quando comparado ao grupo tratado com salina, 0s
animais tratados com Dersani® ndo apresentaram diferencas em relacdo as
fiboras de colageno tipo | e Ill, mas quanto a organizacdo das fibras, o

Dersani® apresenta melhor disposicdo das mesmas (Figura 7.3 e 7.4).

Figura 7 - Secc¢des histologicas de pele de ratos Wistar no 20° dia

do experimento (PSP), barra: 10um. 1 - Bélsamo; 2 -
Pomada; 3 - Dersani®; 4 - Salina.
Comparando-se as diferentes formulacdes de brassica observa-se
que o balsamo induziu a maior quantidade de colageno | e lll. Quando
comparado aos controles encontramos no tratamento com balsamo além de

maior quantidade de fibras colagenas, melhor organizacéo das fibras.
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5. CONCLUSOES

O reparo de feridas € um processo complexo, que envolve interacdes
celulares, fatores externos e organicos que devem ser considerados.
Algumas alternativas bem como medicamentos e radiacao tem sido testadas
com o objetivo de otimizar esse processo. O presente trabalho avaliou o
efeito cicatrizante do extrato de Brassica oleracea observando taxa de
cicatrizacdo e aspectos histologicos.

O balsamo de brassica a 10% destacou-se por apresentar uma
melhor taxa de cicatrizacéo, de 15,64 mm/dia.

Os dados hematolégicos ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas nos diferentes tratamentos. Em funcdo disso, ndo foram
utilizados como referéncia para avaliacdo da atividade cicatrizante.

As feridas dos animais tratadas com béalsamo apresentaram maior
quantidade e melhor organizacdo das fibras colagenas. Esses dados
suportam nossa hipotese de que o balsamo promove maior eficiéncia na
cicatrizacdo, aumentando a proliferacdo de fibras colagenas tipo I,
acelerando assim a deposi¢éo do colageno I.
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