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RESUMO

Introducdo: O barbatiméo é um fitoterdpico tradicionalmente usado para a cicatriza¢do
de feridas, especialmente nas regides do cerrado brasileiro, embora as suas propriedades
ainda ndo tenham sido estudadas detalhadamente. Por outro lado, a partir da quitosana,
um aminopolissacarideo obtido por meio da desacetilacdo alcalina da quitina, pode ser
preparada uma cobertura tecidual promissora para acelerar a cicatrizagdo cutanea. Nesse
contexto, as propriedades anti-inflamatorias e antimicrobianas do barbatiméo, associados
a estabilidade, a biocompatibilidade e a flexibilidade do filme de quitosana poderiam
aumentar o afluxo celular e o gradiente de interleucinas, otimizando a cicatrizagdo de
feridas. Objetivo: Avaliar a cicatrizagdo de feridas cutaneas complexas de ratos, com o
uso de filme de quitosana associado ao extrato hidroalcodlico de barbatimdo. Método:
Trinta e duas ratas Wistar foram submetidas a confec¢édo de defeitos cutaneos dorsais com
punch de dois centimetros de didmetro. Posteriormente, foram distribuidas em quatro
grupos, conforme o tipo de tratamento que foi aplicado: 1) Grupo Q: uso do filme de
quitosana; 2) Grupo QB: uso do filme de quitosana associado ao extrato hidroalcodlico
de barbatimdo; 3) Grupo L: uso de tiras de latex, 4) Grupo H: uso de placas de
hidrocol6ide. Trés dias ap0s a intervencdo cirlrgica, as bordas das feridas foram
representadas graficamente, foram feitas biopsias de pele e novas coberturas foram
aplicadas, de acordo com o grupo ao qual pertencia cada individuo. Esses procedimentos
foram repetidos no oitavo dia pos-operatorio. Foi feito o calculo das areas das feridas
imediatamente apés a sua confeccdo, no terceiro e no oitavo dias de avaliagdo. As taxas
de cicatrizagdo foram calculadas e comparadas entre os grupos. Também foi realizada a
avaliacdo histologica, observando-se os seguintes critérios: inflamagdo, infiltrado

inflamatdrio, granulacdo, angiogénese, deposito de coladgeno e reacdo gigantoceluar.
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Resultados: O grupo QB apresentou maiores taxas de cicatrizagdo precoce e tardia do
que o grupo H (p=0,002 e p=0,015 respectivamente), do que o grupo Q (p=0,025 e
p=0,000 respectivamente) e do que o grupo L (p=0,000). Em relacdo a avaliacdo
histolégica no terceiro dia pds-operatdrio, o grupo H apresentou mais Inflamacgéo Leve
que o grupo Q (p=0,007) e do que o grupo QB (p=0,041); o grupo QB apresentou mais
Inflamacdo Moderada do que o grupo L (p=0,007) e os grupos Q e L apresentaram mais
Inflamacdo Acentuada que o grupo H (p=0,026). O grupo QB apresentou mais granulagédo
que os grupos Q e H (p=0,007). O grupo QB apresentou mais angiogénese que 0s grupos
Q e L (p=0,026 e p=0,001 respectivamente); o grupo QB apresentou Angiogénese
Moderada que os grupos Q, H e L (p=0,026). No oitavo dia pos-operatério, o grupo QB
apresentou mais Angiogénese Moderada que o grupo Q (p=0,026). O grupo QB
apresentou mais Depdsito de Colageno Jovem que o grupo Q (0,026) e que o grupo L
(p=0,000), e o grupo H apresentou mais Depdsito de Colageno Jovem que o grupo L
(p=0,026). Conclusdo: A associacdo do extrato hidroalcodlico do barbatimdo com a
quitosana promoveu maiores taxas de cicatrizagdo das feridas cutaneas complexas de

ratos, tanto no terceiro quanto no oitavo dias de observagéo.

Unitermos: Cicatrizacdo de feridas, Quitosana, Stryphnodendron, Ratos Wistar
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ABSTRACT:

Introduction: A small tree called “barbatimdo” has been traditionally used as an herbal
medicine to heal wounds, especially in central region of Brazil, although their properties
have not been studied in detail. Moreover, chitosan, a polysaccharide obtained by alcalin
deacetylation of chitin may be used in preparation of one of the most promising wound
dressings, which can stimulate wound-healing. In this context, anti-inflammatory and
antimicrobial properties presents in the bark of “barbatimdo”, associated with stability,
biocompatibility and flexibility of the film of chitosan could increase the flow of healing
cells and the gradient of interleukins, optimizing the healing of wounds. Purposes: To
evaluate the healing of complex wounds in rats with the use of chitosan film associated
with hydroalcoholic extract of “barbatimao”. Methods: Thirty- two Wistar female rats
were submitted to a confection of dorsal skin defects with a punch of two centimeters in
diameter. Subsequently, they were divided into four groups according to the type of
treatment that was applied: 1) Group Q: use of chitosan film ; 2) Group QB: use of
chitosan film associated with hydroalcoholic extract of barbatimao ; 3) Group L: use of
latex strips, 4) group H: use of plates of hydrocolloid. Three days after surgery, the edges
of the wounds were graphically represented, samples were collected for histological
analyses and new wound dresses were applied, according to the group to which each
animal belonged. These procedures were made again on the eighth postoperative day. The
areas of the wounds were calculated immediately after their confection, at the third and
at the eighth postoperative day. Healing rates were calculated and compared among the
gorups. The histological analysis were made, observing the following criteria:
inflammation, inflammatory infiltrate, granulation, angiogeneses, collagen deposition

and gigantocelullar reaction. Results: Both at early and the late periods, group QB
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showed higher rates of healing than group H (p=0.002 and p=0.015 respectively), than
group Q (p=0.025 and p=0.000 respectively), and group L (p=0.000). Regarding to the
histological evaluation in the third postoperative day, group H showed more Tenous
Inflammatory response than group Q (p=0.007) and group QB (p=0.041); group QB had
more Moderate Inflammation than group L (p=0.007) and groups L and Q showed more
Severe Inflammation than group H (p=0.026). Besides of that, group QB had more
granulation than group Q and group H (p=0.007). Angiogenesis were mainly present in
group QB than in Q and L (p=0.026 and p=0.001 respectively). Also, group QB showed
more Moderate Angiogenesis than the group H and the group L (p=0.026). On the eighth
postoperative day, the group QB had more Moderate Angiogenesis that the group Q
(p=0.026). The group QB had more Deposit of Young Collagen than group Q (p=0.026)
and the group L (p=0.000), and the group H showed more deposit for Young Collagen
than group L (=0.026). Conclusion: The association of the hydroalcoholic extract of
“barbatimao” with chitosan promoted higher rates of healing of rats complex wounds,

both on the eighth day as the third observation.

Keywords: Wound healing, Chitosan, Stryphnodendron, Wistar rats.
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1. INTRODUCAO:

As primeiras referéncias acerca do processo de cicatrizacdo datam do século XVII
a. C. com as descri¢cdes do Papiro de Smith. E compreensivel que o tratamento de feridas
n&o seja uma preocupacao recente, acompanhando a evolucdo da humanidade desde seus
primérdios. Com o advento da pélvora entre os séculos XIII e XIV e o surgimento de
outros tipos de armamentos nos anos subsequentes, a necessidade de se tratar ferimentos
cada vez mais complexos permitiu a compreensdo de mecanismos celulares de reparo
tecidual e a proposicao de praticas clinicas mais racionais 2.

O processo de reparo tecidual engloba uma série de reacdes celulares e
bioguimicas, que resulta em um mecanismo complexo e caracterizado pela sobreposi¢do
de fases: a inflamagcéo, a proliferagdo celular e a remodelagéo 34,

A fase inflamatoria é a primeira fase da cicatrizagdo. E nessa etapa que ocorre
uma vasoconstricdo imediata seguida de vasodilatagdo, em resposta aos efeitos da cascata
de coagulacédo e das vias do complemento. Para que essa resposta seja desencadeada
ocorre, de uma maneira geral, uma prévia exposicdo do subendotélio, seguida de
agregacdo plaquetaria. A formacdo de um trombo rico em plaquetas tampona a leséo
endotelial. Posteriormente, esse trombo € infiltrado pela fibrina (formada pela conversao
da trombina, sob acdo do fibrinogénio) e por eritrécitos, constituindo ndo somente uma
barreira fisica para limitar a perda de células circulatorias, mas principalmente uma matriz
provisoria, que provém base para a iniciacdo do processo de deposicao celular. Em fungéo
da ativagdo de C3 e de C5, ha um recrutamento de neutréfilos e de monacitos para o local
de reparo, os quais estimulam a liberagdo de histamina e de leucotrienos derivados dos
mastocitos. Inicialmente, o infiltrado inflamatorio € predominantemente as custas de
neutrofilos, que constituem cerca de 50% das células, ap6s 24 horas de ocorrido a lesdo

tecidual. Apos dois até trés dias decorridos da fase inflamatoria, ha o predominio do
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infiltrado mononuclear, os quais se diferenciam em macréfagos e atuam ndo somente na
fagocitose, mas principalmente em secretar citocinas responsaveis por perpetuar as
demais fases da cicatrizacdo. A deplecdo de mondcitos e de macréfagos pode ser, em
maior ou menor proporc¢do, responsavel por um atraso no processo de reparo, resultando
em uma proliferacdo de fibroblastos e em uma angiogénese pouco exuberantes?,

A fibroplasia, a granulagéo, a contracdo tecidual e a epitelizacdo fazem parte do
processo de proliferacdo celular. Durante a fibroplasia, ocorre a sintese e a deposicdo da
matriz extracelular. Essa sintese € estimulada pelos fatores de crescimento liberados pelos
macrdfagos e pela propria matriz extracelular. Nas feridas limpas e ndo infectadas, sdo o0s
fibroblastos que constituem a célula predominante na ferida, entre o terceiro e o quinto
dias de cicatrizagdo. Além disso, sdo os proprios fibroblastos os responsaveis pela sintese
da matriz extracelular, regendo um complexo mecanismo de retroalimentacéo positiva.
Inicialmente, a matriz extracelular é rica em fibronectina, glicosaminoglicana e acido
hialurénico que constituem um microambiente favoravel para a migracao celular. Apés o
afluxo de fibroblastos ocorre a sintese de hialuronidase, que atua na digestdo da matriz
provisoria. Concomitantemente, o colageno jovem é depositado sobre a rede de
fibronectina e de glicosaminoglicana sulfatada, de uma maneira desorganizada,
resultando na formacéo da cicatriz inicial. No minimo 19 tipos de colageno sdo descritos,
sendo a maioria sintetizada pelos fibroblastos e uma pequena quantidade secretada pelos
queratinocitos. A formacdo das fibras coldgenas esta intimamente relacionada ao
amadurecimento fenotipico dos fibroblastos e € influenciada por alteragbes no
microambiente de oxigénio. Se no inicio do processo a baixa tensao de oxigénio estimula
a migracdo celular, a sintese de fatores de crescimento e a angiogénese, na fibroplasia,
altas tensdes sdo necessarias para a hidroxilacdo da prolina e da lisina do colageno.

Posteriormente, em funcdo do seu amadurecimento fenotipico, os fibroblastos passam a
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apresentar caracteristicas funcionais semelhantes aos musculos lisos, participando do
mecanismo de contracéo das feridas .

A fase de granulagdo é caracterizada pela formagdo de tecido rico em vasos
neoformados, macrdfagos e fibroblastos. S&o esses vasos neoformados que se tornam
responsaveis pelo afluxo celular e de citocinas, além de prover o tecido de tensdes
adequadas de oxigénio 3°.

A contracdo tecidual é caracteristica das feridas de pele abertas, das secundérias a
queimaduras profundas, das que sofreram deiscéncia ou daquelas tratadas com enxertia
cuténea. Esse fendbmeno é capaz de promover o fechamento da ferida, sem que haja a
formacdo de novo tecido. Em funcdo da presenca de um paniculo carnoso, alguns
mamiferos tém maior capacidade de realizar contracdo tecidual, tais como roedores,
gatos, cachorros e coelhos. Esse plano, situado entre o tecido celular subcuténeo e a
camada muscular do animal, é tipicamente miofascial, permitindo maior mobilidade da
pele e sua consequente contracdo. O mecanismo celular responsavel pela contracdo
tecidual ndo é bem compreendido, mas parece estar relacionado com a presenga de
miofibroblastos ricos em a-actina e microfilamentos “.

Finalmente, ocorre a epitelizacdo, por meio da migracao de queratindcitos sobre
a matriz extracelular e da mitose de células epidérmicas a partir da camada basal. Esse
processo de migracdo € estimulado pela presenca de uma superficie Umida e

oxigenada .

O processo de remodelacdo da ferida se caracteriza por etapas sucessivas de
sintese, degradacdo e orientacdo das fibras colagenas. Se, inicialmente, as fibras de
colageno sdo dispostas de maneira aleatdria, apos a agdo da colagenase, sua disposi¢édo
obedece ao sentido do tecido conjuntivo adjacente, tornando-se mais resistentes em

funcdo do estabelecimento de ligacOes covalentes transversais. A partir dai, em condigdes
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fisioldgicas, essas fibras colagenas sofrem repetidos processos de sintese, lise,
redirecionamento e de restabelecimento das ligacOes covalentes, resultando na formacao

de uma cicatriz cada vez mais regular 5.

Classifica-se como complexa uma ferida de dificil resolugdo, aguda ou crénica, e
que esta associada a uma ou a mais das seguintes situacOes: perdas cuténeas extensas,
comprometimento da viabilidade tecidual (isquemia ou necrose), infec¢des, associagdo
com doencas sistémicas que dificultem a cicatrizagdo, como o diabetes, as vasculopatias,
a radiodermite, dentre outras. Essas feridas apresentam as mesmas fases de cicatrizagéo
que as feridas ndo complexas. Entretanto, se diferenciam das demais por apresentarem
maior duracdo de cada fase, especialmente na formacédo de tecido de granulacéo e na
contracdo. No caso especifico das grandes perdas cutaneas, o processo de reparo tecidual
fica mais complexo, ja que pelo fato de as bordas da ferida serem mais distantes, a
migracdo celular, bem como o aporte de oxigénio e o afluxo de mediadores da
cicatrizacdo apresenta deficiéncia. Além disso, pode haver uma variavel quantidade de
bactéria, de tecido desvitalizado e de exsudato que podem transformar essa area de perda
tecidual em uma ferida que ndo cicatriza espontaneamente. Uma alternativa para o
tratamento desse tipo de ferida é enxertia cutdnea ou a rotagdo de retalhos *’. SO que
existem condicdes para que 0s enxertos de pele sejam utilizados: a presenca de um leito
vascular adequado, capaz de lhes prover nutrientes por meio de embebicdo plasmatica,
até que uma nova rede vascular seja estabelecida, e a presenca de areas doadoras de pele
8.9 Se a primeira condicdo encontra entrave nos casos de feridas complexas com mau
aporte vascular e/ou com infeccédo, a segunda condigédo é ainda mais grave no caso das
grandes perdas teciduais decorrentes de queimaduras extensas. Assim, ha que se propor
alternativas ndo somente para se otimizar o aspecto do leito de granulacdo, que podera

receber um enxerto cutdneo, mas principalmente, para promover o fechamento
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espontaneo de feridas complexas, quando a rotacdo de retalhos ndo estiver indicada, seja
pela dificuldade técnica ou por comorbidade relacionada a presencga de alguma doenca
sistémica ou de radiodermite.

Com a perspectiva de se otimizar o processo cicatricial, varios recursos
terapéuticos ja foram estudados e uma variedade de coberturas teciduais esta disponivel
comercialmente, sendo que nenhum demonstrou superioridade em acelerar a cicatrizagdo
(Tab 01) #1°. Além disso, os resultados obtidos ainda ndo sdo conclusivos ao se responder
areal face do problema: a necessidade de uma substancia eficaz, cujo custo-beneficio seja

superior as alternativas encontradas no mercado farmacéutico.
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Quadro 01 - Classes de coberturas teciduais e de substitutos de pele disponiveis no mercado.

CLASSE

COMPOSICAO

CARACTERISTICA E FUNCAO

Gaze estéril

Cobertura de Rayon

Alginato de célcio

Terapia por pressdo negativa

Silicone

Filme transparente

Hidrocoléide

Hidrogel

Carvao ativado

Espuma

Matriz de colageno

Matriz de celulose

Pele alégena

Fibras de algodéo

Tela de acetato de celulose com
vaselina ou solucdo salina a
0,9%

Polimero derivado de algas
marinhas impregnado com
calcio.

Bomba a vécuo, esponja e
filme plastico.

Placas de silicone

Polimero de poliuretano
semipermeavel

Poliuretano semi-permeavel
(camada externa), celulose,
gelatina e pectinas (camada
interna)

Alcool de polivinil,
poliacrilamidas e polivinil.

Fibras de carvao ativado,
podendo ser impregnadas com
prata.

Poliuretano ou silicone
entremeados com bolhas de ar
(fase hidrofilica e fase
hidrofébica).

Colégeno bovino ou suino com
celulose oxidada.

Membrana de celulose
produzida por Acinetobacter
xylinum desidratada, acrescida
de poros artificialmente.

Lamina de pele humana
acelular.

Permeavel, retirada dolorosa, remocéo das
células neoformadas.

Queimaduras de profundidade parcial,
areas doadoras e receptoras de enxerto

Absorcdo de exsudato, ndo aderente,
requer cobertura secundaria, o calcio induz
hemostasia, promove desbridamento
autolitico.

A esponja adquire o formato da ferida e o
vacuo remove o exsudato e diminui a
colonizacédo bacteriana, promove
granulacéo e proliferagdo celular.
Promove aumento da temperatura da pele
e cria um campo eletromagnético.
Adesivo, permite certo grau de
manutengdo do vapor.

Absorcdo o exsudato, faz autdlise do
tecido necrético, alivia a dor, promove a
formac&o de tecido de granulacéo.

Promove autolise do tecido necrdtico,
requer cobertura secundéria, ndo aderente,
ndo recomendavel em caso de infeccéo.
Adsorcdo de exsudato, diminuicdo de
odor, a prata é bacteriostarica.

Feridas necréticas e exsudativas.

Agrega sinalizadores, que coordenam a
ativacdo de fatores de crescimento
enddgenos. Feridas cronicas e anérgicas
(ex: diabéticos, Ulceras venosas).

Manutencdo da umidade da ferida e
ativacio de fatores de crescimento. Area
doadora de enxerto e feridas superficiais.

Substituto temporério da pele humana.
Grandes superficies de queimadura
cutdnea, feridas complexas com perdas
teciduais extensas.

Fontes: 1-Lorenz HP, Longaker MT. Wound Healing: Repair Biology and Wound and Scar
Treatment. In: Mathes, SJ. Plastic Surgery (Vol. 1) General Principles. 2" ed. Philadelphia:
Saunders-Elsevier, 2006: 209-234. 2-Smaniotto PHS, Galli R, Carvalho VF, Ferreira MC.
Tratamento clinico das feridas - curativos. Rev Med. 2010; 89(3/4):137-141.
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Nesse contexto, a pesquisa de extratos vegetais, popularmente conhecidos como
ervas medicinais, torna-se necessaria, Visto que tais recursos terapéuticos Ssao
frequentemente utilizados na pratica popular e seus efeitos sdo pobremente conhecidos
pela comunidade cientifica. Além disso, se por um lado, observa-se uma variedade de
recursos fitoterapicos mal explorados, por outro pesquisas acerca de insumos naturais de
origem animal também deveriam ser conduzidas. Assim, esse estudo tem por objetivo
avaliar as propriedades cicatrizantes de dois recursos naturais diferentes: o barbatimao,
obtido de uma espécie vegetal, e a quitosana, elaborada a partir de derivados do
exoesqueleto de crustaceos.

O barbatimdo, Stryphnodendron adstringens, € um arbusto comum no bioma do
Cerrado brasileiro, apresentando tronco e ramos tortuosos, casca rugosa e descamante em
arvores mais velhas. Seus ramos mais jovens sdo espessos, com folhas alternas e flores
avermelhadas ou quase brancas.  Possui metabdlitos de grande importancia
farmacoldgica, como os taninos, os alcaloides, o &cido tanico estrifno, amidos, matérias

resinosas e mucilaginosas, flavanoides e flabofenos 12 (Figs 01 e 02).
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Fiura 01 - Fotografi da arvore de S. dsrine em
seu  bioma natural. Fonte: Wikipedia. Disponivel em
http://pt.wikipedia.org/wiki/Barbatim%C3%A30.
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Barbatim%C3%A3o

Figura 02 - Fotgraa do caule do arbusto de S. dstringns
com casca rugosa e descamante. Fonte: Wikipedia. Disponivel
em http://pt.wikipedia.org/wiki/Barbatim%C3%A3o0.

Sob a forma de cha e de infusdo, preparados a partir do caule ou das folhas da
arvore, o barbatimédo tem sido popularmente utilizado para o tratamento de feridas, de
diarreia, de afecgdes ginecoldgicas e infecgdes do trato urinério. Devido & riqueza de
taninos e flabofenos, parece apresentar propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas e
antiulcerogénicas, além de acelerar a cicatrizagio de feridas 14,

Por sua vez, a quitosana, um aminopolissacarideo obtido a partir da desacetilagéo
acida da quitina, parece ser uma alternativa promissora para acelerar a proliferagéo celular
tanto in vitro, como in vivo. Além disso, varias pesquisas tém avaliado a associagdo da

quitosana, sob a forma de nanoparticulas, de hidrogéis ou de filmes, com diversas
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substancias e até mesmo com fatores de crescimento, para estimular o processo de reparo
tecidual 2L,

Nesse contexto, as propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas do
barbatimao poderiam ser associadas as comprovadas estabilidade, biocompatibilidade e
flexibilidade do filme de quitosana, com o objetivo de se promover a cicatrizacdo de
feridas cutdneas. O filme de quitosana, além de manter o extrato hidroalcodlico do
barbatimao no leito cicatricial por mais tempo, poderia aumentar o gradiente de migragéo
celular, a concentracdo de eicosandides, de citocinas, de fatores de crescimento e de
proteinas de adesdo, estimulando a formacéo da matriz extracelular.

Para o uso topico do barbatiméo associado ao filme de quitosana, seria esperada
uma manutencdo do extrato hidroalcodlico por um periodo de tempo maior no leito
cicatricial, ndo requerendo a troca diaria da cobertura, alem de reduzir e até mesmo anular
seus possiveis efeitos colaterais sistémicos, tais como hepatotoxicidade e risco de
desenvolvimento de cancer esofagico 2224,

Dessa forma, parece ser provavel que o extrato hidroalcodlico barbatimao
incorporado ao filme de quitosana possa acelerar a cicatrizacdo de feridas complexas de

ratos.
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2. OBJETIVO:
Avaliar a cicatrizagéo de feridas cutaneas complexas de ratos, com o uso de filme

de quitosana associado ao extrato hidroalcodlico de barbatimé&o.
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3. MATERIAL E METODO:

3.1 - Animais utilizados e cuidados dispensados:

Esse estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) — Protocolo nimero 337/2012.

Foram utilizados 32 ratos Wistar fémeas, adultos, com peso entre 220 e 280 g,
fornecidos pelo Biotério do Instituto de Ciéncia Bioldgicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

Todos os animais passaram por um periodo de observacdo de sete dias, sob

temperatura, umidade e ciclo de luz controlados.

3.2 - Método:
Apobs a admissao no Laboratdrio de Cirurgia Experimental da Faculdade de
Medicina da UFMG, os animais foram avaliados clinicamente, pesados, distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos e mantidos em gaiolas coletivas. A dieta oferecida foi a

racdo comercial padrdo para ratos (Labina®, Purina, Contagem, MG) e 4gua a vontade.
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3.2.1 - Delineamento experimental:

Em todos os animais foi confeccionado um defeito cutaneo dorsal, por meio da
ressecgdo de pele com uso de punch metélico de dois centimetros de didmetro, seguida
da aplicacdo da cobertura primaria, que variou conforme o grupo a que pertencia cada
animal. As coberturas utilizadas foram: o filme de quitosana, o filme de quitosana
associado ao extrato hidroalcodlico de barbatimdo, o hidrocoldide, ou uma tira de luva

cirargica de latex.

1) Grupo Q, (n=08): uso do filme de quitosana;

2) Grupo QB, (n=08): uso do filme de quitosana associado ao extrato de
barbatimao;

3) Grupo H, (n=08): uso de cobertura de hidrocoldide;

4) Grupo L, (n=08): uso de tira de luva cirurgica de latex.
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3.2.2 - Coberturas utilizadas:

A) Grupo Q:

Foram utilizados filmes de quitosana monocamada (BRA 1C) confeccionados no
Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica (Faculdade de Farmacia, Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte), medindo 3,8 cm X 4,4 cm. Os filmes foram elaborados
a partir da quitosana de média massa molar (Sigma-Aldrich, Sdo Carlos, SP).

Os filmes brancos monocamada (BRA 1C) foram preparados pela adicdo de 2%
p/v de quitosana a uma solucdo contendo &cido acético 1,5% p/v em &gua purificada. A
dispersdo foi agitada por 24 horas para a obtencdo de um gel espesso, que foi espalhado
sobre uma placa siliconada perfurada, passando por um periodo de secagem durante 24

horas, a temperatura ambiente, para a obtengdo dos dispositivos.

B) Grupo QB:

Foram utilizados filmes de quitosana monocamada (BRA 1C) confeccionados no
Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica (Faculdade de Farmécia, Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte), medindo 3,8 cm X 4,4 cm. Os filmes foram elaborados
a partir da quitosana de média massa molar (Sigma-Aldrich, Sdo Carlos, SP).

Os filmes brancos monocamada (BRA 1C) foram preparados pela adicdo de 2%
p/v de quitosana a uma solugéo contendo acido acético 1,5% p/v em agua purificada. A
essa mistura, foi adicionado extrato hidroalcoolico de barbatimdo na concentracdo de
0,05% p/p, fornecido pelo Laboratério de Fitoquimica e Farmacognosia (Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte), sob a coordenacdo da

Prof* Dra. Rachel Oliveira Castilho. A dispersdo foi agitada por 24 horas para a obtencao
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de um gel espesso, que foi espalhado sobre uma placa siliconada perfurada, passando por
um periodo de secagem durante 24 horas, a temperatura ambiente, para a obtengdo dos
dispositivos.

Os filmes de quitosana, associados ou ndo ao barbatiméo, foram esterilizados em

oxido de etileno.

C) Grupo H:

Foram utilizadas coberturas de hidrocol6ide (Duoderm, BDM/Convatec,
Marshfhield, MA, EUA), medindo 3,8 cm X 4,4 cm. Esses dispositivos foram aplicados
conforme a orientag&o do laboratorio, retirando-se a superficie adesiva e o fixando sobre

a ferida.

D) Grupo L:

Foram utilizadas tiras de luvas cirdrgicas estéreis (Lemgruber, Rio de Janeiro, RJ)
medindo 3,8 X 4,4 cm. Essas medidas foram padronizadas em todos os grupos, em funcao
da apresentacdo comercial das coberturas de hidrocoloide utilizadas. As tiras de luvas
foram previamente lavadas com solucdo salina (SF 0,9%, Isofarma Industrial
Farmacéutica, Fortaleza, CE), para a retirada do talco de amido de milho (de acordo com
as informacgdes do fabricante). Optou-se pela utilizacao de luvas como cobertura tecidual
primaria nesse grupo controle em fungdo de sua textura semelhante ao curativo de

hidrocolodide.
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3.2.3 - Obtencéo do Extrato Hidroalcodlico de Barbatim&o:

A fracdo orgénica de Barbatimdo utilizada na producdo das nanoparticulas foi
obtida por meio da purificacdo de amostras de extrato etanolico seco da planta utilizando-
se duas técnicas: extracdo em fase sélida (EFS) e particdo liquido-liquido (PLL).

As folhas foram desidratadas a uma temperatura de 30° C e pulverizadas. O extrato
aquoso foi obtido por meio de decoccdo de 250,0 g de extrato seco em 250 ml de &gua
deionizada, em uma temperatura de 90° C, durante 10 minutos, e submetido a decantacao.
A partir dai, obtiveram-se duas fases: uma fase aquosa (extrato aquoso) e a outra, organica
(extrato organico). Recolheram-se as fases aquosa (inferior) e orgénica (superior) em
diferentes béqueres. Posteriormente, a fase aquosa foi vertida para o funil de separacao,
adicionando-se etanol a 50% (Neogen, Indaiatuba, SP). Novamente, duas fases foram
separadas: uma aquosa, separada em um béquer, e outra organica, que foi reunida aquela
que j& havia sido separada. Secaram-se as fases em Rotavapor (Modelo 801, Fisatom
Equipamentos Cientificos Ltda, Sdo Paulo, SP), ndo ultrapassando a temperatura de 40°

C, para a obtencéo do extrato liofilizado.

3.2.4 - Obtencéo da Fracgéo Purificada de Barbatiméo:

A fracéo enriquecida foi obtida mediante fracionamento e purificagio do extrato
seco do barbatim&o. Esse procedimento envolveu dissolugédo do extrato seco seguido de
purificacdo em coluna de silica e cromatografia de parti¢do liquido-liquido, realizado no
Laboratorio de Fitoquimica da Faculdade de Farmacia (Universidade Federal de Minas
Gerais), sob a coordenac¢do da Prof* Dra. Rachel Oliveira Castilho. A fracdo purificada
foi cedida ao Prof. Dr. André Augusto Gomes Faraco (Laboratério de Tecnologia

Farmacéutica, Faculdade de Farmécia, UFMG), quem a incorporou ao dispositivo
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polimérico (filme de quitosana), mediante solubilizacdo em alcool etilico P.A. (Merck,
Rio de Janeiro, RJ), seguida de dispersdo na solugdo polimérica. Apos realizacdo de
secagem da dispersdo, os filmes foram obtidos e cortados no dimensionamento adequado

para aplicagéo nos animais testados.

3.2.5 - Confecc¢éo do defeito cuténeo dorsal:

Os animais foram anestesiados com a solucdo de 80mg/Kg de quetamina
(Ketamina Agener® 10%, Agener Unido, Embu-Guacu, SP) associada a 8mg/Kg de
xilazina, (Xilasina 2%, Calmium®, Agener Unido, Embu-Guacu, SP) pela via
intramuscular no quarto traseiro esquerdo. Apds antissepsia com digluconato de
clorexidina 2,0% (Handex Degermante®, Laborat6rio Famacéutico Ltda, Brasilia, DF) e
alcool etilico a 70% (Miyako do Brasil Ind. Com. Ldta, Guarulhos, SP), foi realizada
depilagdo com Ilamina de barbear. Os defeitos cutdneos dorsais circulares foram

confeccionados, utilizando-se punch de dois centimetros de didmetro (Fig 03).

Figura 03 - Fotografia do punch
metalico de dois centimetros de
didmetro utilizado para a
confeccdo das feridas.
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Os perimetros de circunferéncia dos defeitos criados foram tangenciais aos
angulos inferiores das escapulas (Fig 04). O procedimento foi realizado utilizando-se
técnica asséptica, com autoclavagem do instrumental cirdrgico. Ao término da operagéo,
foi administrado acetominofenol em solucdo oral (Tylenol®, Johnson & Johnson, Sao

José dos Campos, SP) na dose de 2 mg/ml na 4gua do bebedouro, durante 48 horas.

Figura 04 - Esquema gréafico representando a ferida cutanea posicionada no
dorso do rato, de modo que o perimetro da circunferéncia tangenciasse 0s
angulos inferiores das escapulas do animal.
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3.2.6 - Aplicacéo da cobertura primaria e da cobertura secundaria:

A cobertura primaria (filme de quitosana, filme de quitosana associado ao
barbatimao, hidrocol6ide ou tiras de luvas cirdrgicas) foi colocada sobre o ferimento do
dorso do animal, imediatamente apds a sua confeccdo (Fig 05). Previamente a sua
colocagdo sobre o leito da ferida, a cobertura primaria foi hidratada em solucéo salina
estéril (SF, 0,9% Isofarma Industrial Farmacéutica, Fortaleza, CE), durante 15 minutos.
Sobre ela, foi sobreposta uma cobertura secundéria de gaze estéril (América Medical
LTDA, Curvelo, MG), que foi fixada a pele do animal por meio de curativo de Brown ou
tie over modificado °, utilizando-se sutura continua do tipo chuleio com nailon
monofilamentar 4.0 (Ethicon®, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos, SP, Brasil),
com uma distancia minima de 0,5 cm dos pontos as bordas da ferida (Fig 06). Tanto a
cobertura priméria quanto a secundéaria permaneceram no leito da ferida até o terceiro dia
pos-operatdrio, quando foram substituidas (Fig 07). No terceiro dia pds-operatdrio, foram
coletadas amostras teciduais para analise microscépica, no hemisfério inferior da ferida,
e uma nova cobertura primaria foi colocada sobre 0 leito cicatricial de acordo com o grupo
a que pertencia cada animal (Figs 08 e 09). A cobertura secundaria (gaze estéril) foi fixada
da mesma maneira como descrita anteriormente, utilizando-se o curativo de Brown. No
oitavo dia pds-operatério, outra biopsia da ferida foi feita, dessa vez no hemisfério
superior, e 0s animais foram posteriormente submetidos a eutanasia. Para a troca de
curativo e coleta das biopsias de pele, os animais foram sedados com solucdo de
guetamina na dose de 80 mg/Kg (Ketamina Agener®10%, Agener Unido, Embu-Guacu,
SP), associada a xilazina na dose de 8 mg/Kg (Xilasina 2%, Calmium®, Agener Unido,

Embu-Guagu, SP), através da via intramuscular no quarto traseiro direito.
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Figura 05 - Fotografia de rato em decubito ventral, com as
patas em extensdo. Observar a cobertura de hidrocoldide
(setas) posicionada sobre a ferida cutanea, imediatamente ap6s
a sua confeccao.

Figura 06 - Fotografia de rato em decubito ventral, com as
patas em extensdo. Observar a cobertura secundaria (gaze
estéril) posicionada sobre o dorso do animal e fixada com
curativo de Brown ou “tie-over” modificado (setas).
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Figura 07 - Fotografia de rato em decubito
ventral, com as patas em extensdo. Observar a
cobertura de tira de luvas cirtrgica
posicionada ao lado do animal (setas), no
momento da sua retirada, terceiro dia pos-
operatorio.
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Figura 08 - Fotografia de rato em decubito ventral, com as
patas em extensdo. Observar a cobertura de filme de
quitosana/barbatimdo posicionada sobre a ferida cutanea
(setas), no terceiro dia pds-operatorio (troca da cobertura).

Figura 09 - Fotografia de rato em decubito ventral, com as
patas em extensdo. Observar a cobertura de filme de
quitosana posicionada sobre a ferida cutanea (setas), no
terceiro dia pds-operatorio (troca da cobertura).
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3.2.7 - Coleta das amostras:

Em cada animal, foi tracada uma linha imaginaria dividindo a ferida
simetricamente em dois hemisférios: superior e inferior, utilizando-se o maior didmetro

cefalocaudal como referéncia (Fig 10).

Figura 10 - Esquema grafico representado a divisdo da ferida cutanea em dois

hemisférios: superior e inferior, a partir de uma linha imaginaria. Como referéncia,

tomou-se 0 maior diametro cefalocaudal.

No terceiro dia pos-operatério, foi coletada uma amostra de 0,5 cm X 0,5 cm,
localizada na extremidade caudal do hemisfério inferior, margeando a borda da ferida,
tomando como referéncia o maior didametro céfalo-caudal. No oitavo dia pds-operatorio

a amostra tecidual de 0,5 cm X 0,5 cm foi coletada margeando a borda superior da ferida,

tambem com referéncia no maior didmetro cefalo-caudal (Fig. 11).



Figura 11 - Esquema grafico representado a ferida cutanea no dorso do rato no momento
da biopsia. Uma linha imaginéria tracada no maior diametro cefalocaudal determinou o
local de retirada das biopsias. Em vermelho esta representado o fragmento tecidual
ressecado no terceiro dia pds-operatdrio e em azul, aquele retirado no oitavo dia p6s-
operatorio.

A biopsia do leito da ferida foi realizada utilizando-se técnica asséptica, com
autoclavagem do instrumental cirdrgico. Ao término da operagdo, foi administrado
acetominofenol em solucéo oral (Tylenol®, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos,
SP) na dose de 2 mg/ml na &gua do bebedouro, durante 48 horas.

As amostras de tecido foram embebidas em formol tamponado neutro a 10%
(Amphora, Belo Horizonte, MG), submetidas a desidratacdo com alcool, diafanizagcdo em
xilol e inclusdo em parafina. Os blocos de parafina foram cortados em micr6tomos com
espessura variando de 4 a 6 micrdmetros e as laminas foram coradas com hematoxilina e

eosina.
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3.2.8 - Eutanasia:

No oitavo dia de observacdo, os animais foram submetidos a eutanasia, por
superdosagem anestésica de pentobarbital sodico na dose de 150mg/Kg, administrado
pela via intraperitoneal (Thiopentax, Cristalia, Itapira, SP), seguindo as recomendacdes

da Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFMG?.

3.2.9 - Documentacao fotografica:

As feridas foram fotografadas no terceiro e no oitavo dia pos-operatério. Os
animais foram colocados individualmente em decubito ventral sobre um suporte de cor
verde. Foi utilizada camera digital com resolucdo de 14,1 Mega Pixels (Cyber-shot®
DSC-W350, Sony Brasil Ltda, Manaus, AM) posicionada por meio de tripé sobre cada
animal, a uma distancia de 17 cm do suporte. A camera foi posicionada de maneira a
capturar as imagens dos animais a partir do tronco, excluindo-se a regido dos olhos dos
animais. O modo de ajuste automatico sem iluminador foi utilizado associado com a

funcdo Macro em todos os animais.

3.2.10 - Representacéo grafica:

Imediatamente apds a confeccdo do defeito de pele, no terceiro e no oitavo dia
poOs-operatodrio, as bordas dos leitos das feridas cutaneas foram delineadas, utilizando-se
laminas transparentes de acetato e caneta marcadora permanente. Os desenhos foram

feitos por avaliador que desconhecia a que grupo pertencia cada animal.
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3.2.11 - Avaliagdo macroscopica:

As figuras foram colocadas sobre papel milimetrado e digitalizadas
(Multifuncional Hewlett-Packard Brasil, Deskjet F4180, Séo Paulo, SP), com a resolucao
de 600 ppi. O documento digital foi analisado com o auxilio do programa AutoCAD
Release (Versdo 18.0, 2009) de maneira a se plotar os perimetros das imagens obtidas e,
a partir dai, se calcular as respectivas areas, com até quatro casas decimais de

aproximacdo (Fig 12).

1)

16D

Figura 12 — (A) Imagem digitalizada da lamina de
retroprojetor: em azul, as bordas das feridas delineadas
com caneta marcadora permanente. (B) Imagem
reproduzida do programa AutoCAD Release: em preto,
a plotagem dos perimetros; em alaranjado, as areas
preenchidas para o célculo com até quatro casas
decimais de aproximacao.
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Para o célculo das éareas, figuras planas foram delineadas a partir do tracado de
segmentos de reta suficientemente curtos para se acompanhar a irregularidade dos
contornos das feridas. Dessa forma, a figura irregular foi convertida em um poligono
fechado e determinado o seu perimetro, desprezando-se a espessura do seu contorno.
Ademais, cada um de seus Vértices foi determinado por coordenadas precisas. A area
entdo foi precisada por meio do célculo de matrizes, utilizando-se tais coordenadas.

Essa etapa do estudo foi conduzida por pesquisador que desconhecia a que grupo

pertencia as representagdes graficas das feridas cutaneas.

3.2.12 - Calculo das taxas de cicatrizacao:
As taxas de cicatrizacdo foram calculadas utilizando-se o indice de cicatrizagdo,

representado na formula a seguir:

TC =100 X (Ai-Af)
Al

Na qual TC € a taxa de cicatrizacdo, Af é a area final da ferida e Ai é a area
inicial da ferida. Considerou-se como Al, a area inicial da ferida imediatamente ap6s a
sua confeccdo e como Af, a area final da ferida, calculada no terceiro ou no oitavo dia
poOs-operatorio.

Essa equacdo infere que quanto maior a diferenca entre da area inicial e a area
final da ferida, maior ¢ a cicatrizagdo obtida. A divisdo dessa diferenca pelo valor da area
inicial da ferida e a sua multiplicagdo por 100 foi utilizada para se obter um dado

percentual.
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Foram denominadas Taxas de Cicatrizagdo Precoces (TCP) aquelas observadas
no terceiro dia pos-operatério e Taxas de Cicatrizacdo Tardia (TCT) aquelas
correspondentes ao oitavo dia pds-operatorio.

Calcularam-se também as diferencas entre as taxas de cicatrizacao tardias e as

taxas de cicatrizagdo precoces.

3.2.13 - Avaliacao microscopica morfoldgica:
As laminas foram avaliadas por meio de microscopia dptica com um amento de
200 X, por um médico patologista que desconhecia a que grupo pertencia cada amostra.
Foram avaliados dez campos consecutivos por lamina. As amostras foram classificadas
de maneira semelhante aquela utilizada por Vizzotto e cols?, nos seguintes critérios (Figs
13- 25):
1) Inflamagéo:
1- Ausente;
2- Leve;
3- Moderada;

4- Acentuada.

1) Infiltrado Inflamatorio:
1- Ausente;
2- Mononuclear,;
3- Polimorfonuclear;

4- Misto.
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1)  Granulagdo:
1- Ausente;
2- Leve;

3

Moderada;

4- Acentuada.

IV)  Angiogénese:
1- Ausente;
2- Leve;

3

Moderada;

4- Acentuada.

V) Deposicdo de Colageno Jovem:
1- Ausente;
2- Leve;

3

Moderada;

4- Acentuada.

VI)  Reacdo Gigantocelular:
1- Ausente;
2- Leve;

3

Moderada;

4- Acentuada.
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Figura 13 - Fotomicrografia de corte histologico da bord
cuténea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia oOptica no aumento de 200X. Observar
infiltrado inflamatdrio classificado como Leve (setas).
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Figura 14 - Fotomicrografia de corte histolégico da borda
cuténea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia éptica no aumento de 200X. Observar

infiltrado inflamatorio classificado como Moderado (setas).
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Figura 15 - Fotomicrografia de corte histolégico da bord
cutdnea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia Optica no aumento de 200X. Observar
infiltrado inflamatorio classificado como Acentuado (setas).

cuténea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia Optica no aumento de 400X. Observar
infiltrado inflamatorio do tipo misto, com a presenca de celula
polimorfonuclear (seta) e de célula mononuclear (circulo).
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Figura 17 - Fotomicrografia de corte histolégico da borda
cutdnea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia 6ptica no aumento de 200X. Observar 0
tecido de granulag&o classificado como Leve, com a presenca
de fibroblastos (seta) e de vasos neoformados (circulos).
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Figura 18 - Fotomicrografia de corte histolégico da borda
cutdnea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia Optica no aumento de 200X. Observar o
tecido de granulacdo classificado como Moderado, com a
presenca de vasos neoformados (circulos).
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Figura 19 - Fotomicrografia de corte histolégico da borda
cutanea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia 6ptica no aumento de 200X. Observar o tecido
de granulacéo classificado como Acentuado, com a presenga de
varios vasos neoformados (circulos).
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Figura 20 - Fotomicrografia de corte histolégico da borda
cutdnea de rato, corado com hematoxilina e eosina,
analisado com microscopia Optica no aumento de 200X e
classificado como Angiogénese do tipo Leve, com a
presenca de poucos vasos por campo (circulos).
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Figura 21 - Fotomicrografia de corte histoldgico da borda
cutanea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia Optica no aumento de 200X e classificado
como Angiogénese do tipo Moderada, com a presenca de
alguns vasos por campo (circulos).
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Figura 22 - Fotomicrografia de corte histolégico da borda
cuténea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia Optica no aumento de 200X e classificado
como Angiogénese do tipo Acentuada, com a presenca de
muitos vasos por campo (circulos).
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Figura 23 - Fotomicrografi
cutanea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia optica no aumento de 200X e classificado
como Deposicao de Colageno do tipo Leve, com a presenca
de poucas fibras colagenas por campo (setas).
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Figura 24 - Fotomicrografia de corte histoldgico da borda
cuténea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia Optica no aumento de 200X e classificado
como Deposi¢do de Colageno do tipo Moderada, com a
presenca de algumas fibras colagenas por campo (setas).
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Figura 25 - Fotomicrografia de corte histolégico da borda
cutdnea de rato, corado com hematoxilina e eosina, analisado
com microscopia dptica no aumento de 200X e classificado
como Deposicdo de Colageno do tipo Acentuada, com a
presenca de varias fibras coldgenas por campo (setas).

64



3.2.14 - Analise Estatistica:
A andlise estatistica foi feita com o auxilio do Nucleo de Apoio a Estatistica da

Faculdade de Medicina (UFMG), utilizando-se o programa SPSS, versdo 13.0.

A) Anélise das taxas de cicatrizagdo e das diferencas entre as taxas de cicatrizacdo
tardia e precoce:

Os testes de normalidade, Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk foram utilizados
para se verificar 0 modo de distribuicdo das amostras. Para avaliar as taxas de
Cicatrizacdo Precoce, foi utilizada a Anéalise de Varidncia Simples (ANOVA), e
posteriormente o Teste T de Student, comparando-se os grupos dois a dois. Considerou-
se como significativo o valor de p<0,05.

Para a avaliacdo da Taxa de Cicatrizacdo Tardia foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis, e o agrupamento dois a dois, com o teste de Mann-Whitney, considerando como
significativo o valor de p<0,05.

Para a avaliacdo da diferenca entre a Taxa de Cicatrizacdo Tardia e a Taxa de
Cicatrizacdo Precoce, foi utilizada a Analise de Variancia Simples (ANOVA), e
posteriormente o Teste T de Student, comparando-se 0s grupos dois a dois. Considerou-

se como significativo o valor de p<0,05.

B) Analise dos dados coletados a partir da avaliagdo microscépica morfoldgica:

Os critérios Inflamacdo, Infiltrado Inflamatdrio, Granulacdo, Angiogénese,
Deposic¢éo de Colageno Jovem, e Reacdo Gigantocelular foram analisados para cada uma
das gradacdes (ausente, leve, moderado, acentuado) ou para as especificagdes: ausente,
mononuclear, polimorfonuclear ou misto quando o infiltrado inflamatdrio foi avaliado.

Foi utilizado o teste do Qui-quadrado, considerando significativo p<0,05.
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4, RESULTADOS:
4.1 — Avaliacdo macroscopica:

As médias, medianas e desvios-padrdo das porcentagens de cicatrizacdo precoce
e tardia de cada grupo estdo descritos na Tabela 01 (Apéndice). Os valores negativos

indicam que houve aumento das areas das feridas.

4.1.1- Avaliacdo das Taxas de Cicatriza¢édo Precoce:

O grupo QB apresentou maiores taxas de cicatrizagcdo precoce do que o grupo H
(p=0,002), do que o grupo Q (p=0,025) e do que o grupo L (p=0,000).

Ao se comparar 0s grupos Q e L, observou-se que o grupo Q apresentou maiores
taxas de cicatrizagdo precoce do que o grupo L (p=0,008).

Né&o foi observada diferenga significativa ao se comparar 0s grupos H com o grupo

Q, nem o grupo H com o grupo L (Graf 01 e Tab 01).
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Grafico 01 - Comparacdo das Taxas de Cicatrizagdo Precoce (em valores
percentuais) entre os grupos Q, QB, L e H.
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4.1.2- Avaliagéo das Taxas de Cicatrizagdo Tardia:

O grupo QB apresentou maiores taxas de cicatrizacdo tardia do que o grupo H
(p=0,015), do que o grupo Q (p=0,000) e do que o grupo L (p=0,000).

Comparando-se as taxas de cicatrizacéo tardia entre 0s grupos H e Q observou-se
que houve maior fechamento da ferida no grupo H (p=0,010). O grupo H também
apresentou maiores taxas de cicatrizagéo tardia do que o grupo L (p=0,000).

Por outro lado, ao se comparar os grupos Q e L, observaram-se maiores taxas de

cicatrizacdo tardia no grupo Q (p=0,002), Graf 02 e Tab 02.

75,0000

50,0000

25,0000

,0oo0—

Taxa de cicatrizagdo tardia %

25,0000

26

Gréfico 02 - Comparacdo das Taxas de Cicatrizacdo Tardia (em valores
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percentuais) entre os grupos Q, QB, L e H.
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4.1.3- Avaliacdo da diferenca entre a taxa de cicatrizacdo tardia e a taxa de
cicatrizacao precoce:

As médias, medianas, valores minimos, valores maximos e desvios-padrdo das
diferencas entre a taxas de cicatrizacao tardia e precoce, para cada grupo, estdo descritos
na Tabela 02 (Apéndice).

O grupo H apresentou maior diferenca entre a taxa de cicatrizacdo tardia e a
precoce, quando comparado ao grupo Q, ao grupo QB e ao grupo L, separadamente

(p=0,000; p=0,002 e p=0,000 respectivamente), Graf 03.
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Grafico 03 - Comparacdo das Médias e das Medianas das diferencas entre as
Taxas de Cicatrizagdo Tardia (TCT) e Taxas de Cicatrizagéo Precoce (TCP), em
valores percentuais, entre os grupos Q, QB, L e H.
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4.2- Avaliagdo histoldgica:
4.2.1- Avaliagéo da Cicatrizagio Precoce:

No terceiro dia pos-operatorio, ao se comparar os critérios Inflamacéo, Infiltrado
Inflamatorio, Granulagdo, Angiogénese, Deposicdo de Colédgeno Jovem e Reacdo
Gigantocelular entre os grupos, observou-se que eles apresentaram diferenca significativa
para os quesitos: Inflamacdo, Infiltrado Inflamatério, Granulacdo e Angiogénese,

conforme os graficos 04, 05, 06, 07.

Numero de Amostras

QB Q H L

Ausente Leve Moderada Acentuada

Gréfico 04 - Presenca de inflamagdo e sua classificacdo em leve, moderada ou
acentuada, para os grupos QB, Q, H e L (p=0,001) no terceiro dia pds-operatorio.
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Gréfico 05 - Tipo predominante de infiltrado inflamatorio ou a sua auséncia, para
0s grupos QB, Q, H e L (p=0,031) no terceiro dia pds-operatorio.
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Gréfico 06 - Presenca de tecido de granulacdo e sua classificagdo em ausente,
leve, moderada ou acentuada para os grupos QB, Q, H e L (p=0,002) no terceiro
dia pds-operatorio.

70



(€]

w

Numero de Amostras
N I

[

QB Q H L

mAusente mLeve m Moderada Acentuada

Grafico 07 - Presenca de angiogénese e sua classificacdo em ausente, leve,
moderada ou acentuada para os grupos QB, Q, H e L (p=0,001) no terceiro dia p6s-
operatorio
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A) Inflamacéo:

No terceiro dia pos-operatério, todas as amostras dos grupos Q, QB e L
apresentaram algum grau de inflamacdo, diferentemente do grupo H, que apresentou uma
amostra com inflamacdo ausente.

O grupo H apresentou mais Inflamacao Leve que o grupo Q (p=0,007) e do que o

grupo QB (p=0,041) quando agrupados dois a dois (Graf 08).

Numero de Amostras

QB Q H L

Grafico 08 - Presenca de Inflamacdo Leve no terceiro dia pds-operatorio,
comparando-se os grupos QB, Q, H e L dois a dois; p=0,007 quando comparados
0s grupos H e Q, p=0,041 quando comparados os grupos H e QB.
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Quando avaliado o critério Inflamacéo Moderada, observou-se diferenca somente

entre os grupos QB e L (p=0,026), Graf 09.
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Grafico 09 - Presenca de Inflamacdo Moderada no terceiro dia pds-operatorio,
comparando-se os grupos QB, Q, H e L dois a dois. O grupo QB apresentou mais
Inflamacdo Moderada que o grupo L (p=0,007).
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Quando comparados separadamente com o grupo H, os grupos Q e L apresentaram

mais Inflamacéo Acentuada (p=0,026), Graf 10.
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Grafico 10 - Presenca de Inflamacdo Acentuada no terceiro dia pds-operatorio,
comparando-se 0s grupos QB, Q, H e L dois a dois. Os grupos Q e L apresentaram
mais Inflamacdo Acentuada que o grupo H (P=0,026).
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B) Infiltrado Inflamatério:

Ao terceiro dia pos-operatorio, as amostras de pele dos grupos Q, QB e L
apresentaram predominio do infiltrado inflamatério do tipo misto (mononuclear e
polimorfonuclear), quando comparado dois a dois com o grupo H, p=0,026. Nao foi
observada diferenca significativa quando os grupos Q, QB e L foram comparados entre

si (Graf 11).
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Grafico 11 - Tipo de infiltrado inflamatdrio observado nas amostras teciduais dos
grupos QB, Q, H e L, no terceiro dia po6s-operatorio. Os grupos QB, Q e L
apresentaram predominio do tipo misto quando comparadas individualmente com o
grupo H (p=0,026).
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C) Granulagio:
Os grupos Q e H nédo apresentaram granulacdo no terceiro dia de pos-operatorio.
O grupo QB apresentou mais granulacdo do que os grupos Q e H, separadamente

(p=0,007). Né&o existiu diferenca significativa entre os grupos QB e L (Graf 12).

Numero de Amostras

QB Q H L

Grafico 12 - Presenca de granulacdo observada no terceiro dia pos-operatoério,
comparando-se os grupos QB, Q, H e L dois a dois, p=0,007 quando comparados 0s
grupos QB e Q ou quando comparados os grupos QB e H.
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D) Angiogénese:

No terceiro dia pds-operatdrio, a angiogénese esteve presente em 8 amostras do
grupo QB, em 3 amostras do grupo Q, em 4 amostras do grupo H e em 1 amostra do grupo
L (p=0,001), Graf 13.

Comparando-se 0s grupos dois a dois, observou-se que a angiogénese esteve
presente em mais amostras do grupo QB, quando comparado aos grupos Q e L (p=0,026

e p=0,001 respectivamente).
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Grafico 13 - Presenca de angiogénese observada no terceiro dia pos-operatorio,
comparando-se os grupos QB, Q, H e L dois a dois; p=0,026 quando comparados
0s grupos QB e Q e p=0,001 quando comparados o0s grupos QB e L.
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Além disso, o grupo QB apresentou mais Angiogénese Moderada que o grupo Q

(p=0,026), do que o grupo H (p=0,026) e do que o grupo L (p=0,026), Graf 14.

Numero de Amostras
w
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Gréfico 14 - Presenca de Angiogénese Moderada observada no terceiro dia pés-
operatorio, comparando-se o0s grupos QB, Q, H e L dois a dois, p=0,026.
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4.2.2- Avaliacéo da Cicatrizacao Tardia:
Ao se avaliar histologicamente a cicatrizacdo no oitavo dia pés-operatorio,
observou-se que os grupos QB, Q, H e L apresentaram diferencas quanto a Angiogénese

(p=0,004) e quanto a Deposicao de Colageno Jovem (p=0,000), Graf 15 e 16.
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Gréfico 15 - Presenga de angiogénese e sua classificagdo em ausente, leve,
moderada ou acentuada para os grupos QB, Q, H e L (p=0,004) no oitavo dia pds-
operatorio.
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Grafico 16 - Avaliacdo da presenca de Deposicdo de Colageno Jovem e sua
classificacdo em ausente, leve, moderada ou acentuada para os grupos QB, Q, H e
L (p=0,000) no oitavo dia pos-operatdrio.
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A) Angiogénese:
O grupo QB apresentou mais Angiogénese Moderada que o grupo Q, p=0,026.
N&o houve diferenca entre os demais grupos, quando avaliados os demais critérios (Graf

17).
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Grafico 17 - Presenca de Angiogénese Moderada observada no oitavo dia pds-
operatério; p=0,026 comparando os grupos QB e Q.
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B) Deposicao de Colageno:

No oitavo dia pos-operatorio, ndo foi observada deposicdo de coldgeno em
nenhuma das amostras do grupo L. No grupo QB ela esteve presente em todos o0s
individuos, em variados graus (Graf 18).

Comparando-se os grupos dois a dois, observou-se que a presenca de colageno
jovem foi mais frequente nas amostras do grupo QB quando comparado separadamente
com os grupos Q e L (p=0,026 e p=0,000 respectivamente). O grupo H apresentou mais

Deposicdo de Colageno Jovem que o grupo L (p=0,026), Graf 18.
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Grafico 18 - Presenca de Colageno Jovem observada no oitavo dia pos-operatorio;
p=0,026 comparando os grupos QB e Q, p=0,000 comparando QB e L e p=0,026
comparando He L.
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O Grupo QB apresentou mais amostras com deposicdo de coldgeno jovem
classificada como Leve do que o Grupo L (p=0,001) e do que o Grupo H (p=0,041), ndo

ocorrendo diferenca entre os demais grupos (Graf 19).
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Grafico 19 - Deposicdo de Colageno Jovem classificada como Leve observada
no oitavo dia pos-operatorio; p=0,001 comparando os grupos QB e L e p=0,041
comparando QB e H.
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5. DISCUSSAO:

Os mecanismos envolvidos no reparo tecidual, bem como a utilizagio de insumos
terapéuticos que promovam cicatrizagdo de feridas sdo temas que ainda despertam
discussdes. Varios recursos vém sendo testados, incluindo os farmacos, os medicamentos
naturais ou fitoterapicos, os fatores de crescimento e a cola de fibrina, as coberturas
teciduais, além de mais recentemente, as células mesenquimais 272,

As pesquisas acerca do uso de substancias que estimulem a cicatrizacdo cutanea
devem ser inicialmente realizadas em modelos experimentais, ndo somente para se
demonstrar a sua aplicabilidade, como também para se avaliar uma provavel toxicidade
do tratamento proposto, bem como a dosagem necessaria para se promover o efeito
desejado. Em linhas gerais, 0 modelo experimental deve apresentar precisdo adequada,
comprovada por meio de estudos prévios, além de demonstrar suas reais limitagdes em
relacéo a realidade que representam 3337 Isso porque, apesar da sua aparente simplicidade
estrutural, quando inspecionada sem o uso de instrumentos, a pele humana é um complexo
6rgdo, dotado de grande imunogenicidade e de uma riqueza estrutural. Dada essa
complexidade anatdmica e funcional, nem todas as suas caracteristicas podem ser
totalmente reprodutiveis por meio de modelos experimentais 8.

Apesar de a pele suina apresentar semelhanca estrutural com a pele humana, além
de ter uma resposta a penetracdo de farmacos e um metabolismo bastante similares,
tratam-se de animais ndo adaptados a espacos fisicos pequenos, com grande consumo de
alimentos e nos quais certamente seria necessario confeccionar feridas de maiores
extensdes para serem representativas em relacao a sua superficie corporal. Por outro lado,

0s mini-porcos, embora apresentem pigmentacdo, morfologia e fisiologia cutanea

84



semelhantes aos humanos, sdo animais de elevado custo e também exigem espagos fisicos
maiores, quando comparados aos modelos murinos 3% 4,

Para o presente estudo, néo foi utilizado como modelo experimental o coelho New
Zeland, uma vez que seriam necessérias feridas de dimensfes maiores, para serem
representativas em relagéo a superficie corporal do animal. Além disso, esse modelo néo
apresenta atributos superiores ao murino no que tange ao estudo da cicatrizagdo cutanea
e exige espacos fisicos maiores.

Nesse contexto, optou-se pelo uso do modelo de cicatrizagdo cutanea em ratos
Wistar, que foram utilizados em funcdo da facilidade de manuseio, da sua adaptagédo a
espacos fisicos menores e dos baixos custos. Além disso, trata-se de um modelo
experimental cujas precisdo e limitacdes ja foram comprovadas em estudos anteriores -
43.

O uso de fitoterapicos para a cicatrizacdo ndo é uma préatica recente, esta atrelada
ao desenvolvimento da humanidade e é popularmente comum. De acordo com dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), grande parte da populacdo dos paises em
desenvolvimento depende da medicina alternativa para sua atencdo primaria, sendo que
80% utilizam praticas populares nos seus cuidados basicos de salde e 85% desses
individuos recorrem aos fitoterapicos. Nesse contexto, a partir de 1991, uma das diretrizes
da OMS foi de promover, entre os Estados-Membros, uma politica de valorizagdo dos
remédios ditos “naturais” com eficicia cientifica demonstrada. Assim, em ambito
nacional, um dos objetivos da Politica Nacional de Plantas Medicinais e de Fitoterapicos
é estimular praticas populares com o uso de plantas medicinais e de remédios caseiros
46.

Por outro lado, apesar de popularmente aceito, 0 uso de varios fitoterapicos ainda

néo apresenta eficacia e reprodutibilidade comprovadamente aceitas. Ademais, os efeitos
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adversos sistémicos podem suplantar as suas propriedades terapéuticas, dependendo da
dosagem e da via de administracdo. Nesse sentido, é perceptivel a necessidade de estudos
que verifiqguem a eficiéncia de tais insumos naturais, e mais, que estabelecam critérios
cientificamente aceitos para o0 seu emprego, além de definir vias de administracdo que
anulem seus efeitos sistémicos indesejados 4.

O barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) é uma planta rotineiramente
empregada na pratica popular para o tratamento de afec¢gdes do trato génito-urinério,
diarreias, amigdalites, feridas e até mesmo conjutivites. Habitualmente, esse fitoterapico
é empregado na pratica popular sob a forma de chas e de infusdes, sendo também
conhecido como abaramotemo, barba-de-timéo, casca-da-virgindade e chardozinho-roxo,
dependendo da regido do Brasil. E rico em taninos e flavandides, aos quais s&o atribuidas
as suas propriedades cicatrizantes, anti-ulcerantes e antimicrobianas 111447,

Foi observado em estudo com ratos que a solucao de barbatiméo a 1% apresentou
uma acdo antiedematosa superior a clorexidina a 0,12% 8. Além disso, um trabalho
acerca da atividade tripanocida da planta demonstrou uma reducédo significativa da
parasitemia por Trypanosoma cruzi em camundongos infectados *°. Varios trabalhos ja
foram conduzidos, para se avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de barbatiméo,
demonstrando a sensibilidade do Staphylococcus aureus, da Candida albicans, da
Escherichia coli, do Enterococcus faecalis, do Streptococcus mitis e do Lactobacillus
casei a essa substancia, sendo os dois Ultimos os principais agentes causadores da cérie
dental. Uma explicagéo provavel para o efeito antimicrobiano € que o alto teor de taninos
presentes no extrato de barbatiméo tenha a capacidade de inibir as adesinas e enzimas

bacterianas, além de formar complexos com polissacarideos e proteinas >°->3,
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Dado ao seu alto teor de substancias prd-cicatrizantes e a sua comprovada
atividade contra bactérias, protozoarios e fungos, esse estudo avaliou associagdo do
barbatimdo com o filme de quitosana na cicatrizacdo de feridas induzidas em ratos.

Outros estudos ja& haviam relatado a atividade cicatrizante induzida pelo
barbatimao. Minatel e cols (2010) realizaram um estudo clinico com a pomada contendo
barbatimao, relatando a cicatrizacdo completa de todas as feridas nas quais esse farmaco
foi utilizado. Entretanto, eles ndo delinearam grupos controles, além de avaliarem feridas
em diferentes sitios e com tamanhos diversos, ndo sendo possiveis maiores inferéncias a

respeito do assunto >4,

Coelho e cols (2010) avaliaram o uso de extrato de barbatimé&o na cicatrizagdo de
feridas cutdneas de ratos em um periodo de sete, quatorze e trinta dias. Para tal,
confeccionaram feridas cutaneas nas patas traseiras dos animais, apos ligadura da veia
femoral, utilizando um punch de 1,5 cm de didmetro. Apesar de terem constatado
superioridade do barbatimao em relagéo ao controle (solucéo salina 0,9%), esses autores
ndo fizeram aferi¢cdes nas feridas operatérias imediatamente ap6s a sua confec¢do, ndo
tomando o cuidado para o fato de que o rato, em funcdo da presenca de uma camada da
pele denominada paniculo carnoso, apresenta um elevada taxa de contracdo cutanea
inicial e uma grande mobilidade cutdnea em relagdo as camadas musculares, 0 que
dificulta a padronizacdo dos tamanhos iniciais das feridas confeccionadas. Além disso,
sO obtiveram diferencas significativas das taxas de cicatrizacdao entre 0s grupos a partir
de 14 dias. Isso leva a acreditar que a associa¢do com a quitosana possa ter otimizado o
efeito do extrato hidroalcodlico do barbatimao, ja que o presente estudo observou maiores
taxas de cicatrizacdo ja a partir do terceiro dia pos-operatdrio. Uma contribuicéo
significativa do estudo de Coelho e cols (2010) foi demonstrar que o barbatimao esteve

associado a maiores taxas de neoformacao vascular a partir do sétimo dia pés-operatorio,
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0 que o presente estudo observou ja no terceiro dia pds-operatdrio. Além disso, o estudo
prévio ndo avaliou a formacgdo de coldgeno, que desempenha um papel essencial no

fechamento de feridas 3.

A importancia da quitosana para o presente estudo esta associada ndo somente ao
fato de que ndo foi necesséria a troca dos curativos diariamente, mas principalmente ao
seu papel como armazenador da substancia ativa no leito cicatricial. Além disso, esse
dispositivo também parece ter atuado como carreador de células e de mediadores
intervenientes no processo de reparo tecidual, sendo coadjuvante a funcdo da matriz
extracelular. N&o obstante, a quitosana apresenta propriedades hemostéticas, assim como
alguns insumos farmacéuticos a base de gelatina, o cianoacrilato e a cola de fibrina, sendo
superior aos demais por ndo apresentar risco de contaminagdo bioldgica como os
derivados do sangue, citotoxicidade e nem mesmo irritagcdo local aos tecidos, como o
cianoacrilato >’ Além de apresentar atividades antimicrobianas, estabilidade durante
um grande periodo de tempo, ser biodegradavel e se incorporar ao leito tecidual, a
quitosana € relativamente barata. Ela também apresenta bioestabilidade comprovada por
meio de estudos prévios, permitindo a difuséo celular em estudos in vitro e ndo causando
imunogenicidade em estudos in vivo 1> 1820 O presente estudo contribui para demonstrar
que ela pode ser aplicada também sob a forma de filme, como um “carreador” para o
extrato hidroalcodlico do barbatimdo, apresentando biocompatibilidade com o
fitoterapico e promovendo, dessa forma, maior fechamento das feridas nas quais essa
associacéo foi utilizada.

Hernandes e cols (2010) ndo demonstraram diferenca na taxa de cicatrizacdo entre
as feridas tratadas com pomada de barbatiméo a 1% e aquelas nas quais foi utilizado
somente o veiculo (controle), embora tenham observado maiores indices de proliferacdo

das células epidérmicas e mais células em metafase nas feridas tratadas com o extrato do
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barbatimao. Esses autores concluiram que o uso do barbatimdo esteve associado a maior
indice mitético no quarto, sétimo e décimo dias pds-operatérios, embora ndo tenha
promovido migracgao celular a ponto de determinar melhor fechamento das feridas nas
quais foi utilizado®.

E definido que o fendmeno de migracdo celular estd atrelado inicialmente a
formacdo de uma matriz extracelular rica em fibronectina, cuja funcéo é a fixagdo dos
fibroblastos, e em &cido hialurénico, que aumenta a resisténcia do tecido a compressao,
em funcdo de sua forte ligacdo com a &gua. Entretanto, & medida que a maturacdo
cicatricial ocorre, ha diminuicdo na sintese de &cido hialurbnico e aumento da
concentracdo de &cido hialurénico e de glicosaminoglicanas sulfatadas, constituindo um
microambiente favoravel para a fixacao celular e, consequentemente, a sua diferenciacdo
para fenotipos mais maduros. Associadamente, ocorre aumento da sintese de colageno,
que substitui a proteoglicana e a fibronectina, até se tornar o principal componente da
matriz extracelular 5 %8, De fato, 0 que observamos é que nos cortes histolégicos do
oitavo dia pds-operatdrio, 0 extrato hidroalcodlico do barbatimédo associado ao filme de
quitosana foi capaz de estimular formacdo de colageno jovem em todos os individuos,
mesmo que em diferentes proporcées, o que ndo foi observado nos grupos-controle. Esse
estimulo pode ter sido auxiliado pelo uso do dispositivo de quitosana, que poderia
funcionar como uma rede para a migracdo de células e de susbstancias pré-cicatrizantes,
atraidas em funcéo da riqueza de taninos do barbatim&o. O fato é que, ao se comparar a
presenca de coldgeno jovem entre as amostras, observou que a Deposi¢cdo de Colageno
Jovem esteve presente em mais amostras do grupo QB quando comparado separadamente
com os grupos Q e L. Isso poderia ser atribuido as propriedades anti-oxidantes do
barbatimdo, que estimulariam a sintese de colageno. Também ha de inferir sobre a

importancia do filme de quitosana, que pode ter atuado sinergicamente com o extrato de
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barbatimdo, de maneira semelhante a matriz extracelular, permitindo a migracdo de

fibroblastos e a deposicéo de colageno.

No terceiro dia pds-operatorio, ndo houve diferenca das amostras quanto a
formacéo de colageno. De fato, essa observacdo ndo era esperada, ja que se trata de um
evento mais tardio no processo de reparo tecidual # % °8 %9, No entanto, ele s6 foi incluido
para estudo, uma vez que o rato apresenta aparentemente uma cicatrizacdo mais rapida
do que a espécie humana, dada a presenca do paniculo carnoso, que comprovadamente
promove maior contracao tecidual, ndo se sabe se as custas de fibras colagenas residentes

ou neoformadas.

E claro que o processo de cicatrizagio constitui uma intersecio de fases que no
sdo estanques, mas se sobrepdem dinamicamente no decurso do reparo tecidual 3 °.
Assim, seria muito limitante se avaliar a eficacia de um determinado insumo terapéutico,
tomando-se por base somente a sua capacidade ou ndo de se promover a formacgéo de
fibras colagenas. Dessa forma, outros aspectos histoldgicos da cicatrizagdo foram
avaliados. Ao se considerar a presenca de vasos neoformados, no terceiro dia de
observacao, percebeu-se que o grupo QB apresentou um grau variado de angiogénese em
todos os individuos, o que foi significativo, quando se comparou aquele grupo com 0s
grupos Q e L separadamente. Isso talvez possa sinalizar o porqué que o grupo QB tenha
apresentado maior taxa de cicatrizacdo da ferida do que os grupos Q e L, tanto no terceiro
dia pds-operatdrio, quanto no oitavo dia pds-operatério. Embora o grupo QB néo tenha
apresentado diferenga com o grupo H, quanto a presenca ou ndo de angiogénese, 0 grupo
QB apresentou significativamente mais Angiogénese Moderada que o grupo H, que o
grupo Q e que o grupo L, no terceiro dia pos-operatdrio, o que pode justificar a sua maior
taxa de cicatrizacdo. Esse processo de neoformacdo vascular, no entanto, perpetuou de

maneira desigual entre os grupos, de modo que no oitavo dia pos-operatério, sO foi
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possivel se constatar diferenca significativa quando foram comparados os grupos QB e
Q, observando-se que o grupo QB manteve propor¢des mais regulares de neoformagéo
vascular, apresentando mais Angiogénese Moderada. Provavelmente, essa dificuldade em
se estabelecer outras correlagGes entre os resultados obtidos pela analise macroscépica e
aqueles observados microscopicamente poderia estar associada ao nimero de animais por
grupo (n=8) e/ou a quantidade de gradagdes por varidvel histoldgica analisada (Ausente,
Leve, Moderada, Acentuada). Mesmo assim esse critério foi utilizado uma vez que,
quando presentes, as diferencas observadas auxiliaram na compreensdo dos mecanismos

que resultaram nas diferentes taxas de cicatrizag&o entre 0s grupos.

No terceiro dia apds inducdo de feridas cutdneas, observou-se a sinalizacdo do
inicio da fase proliferativa da cicatrizacdo, com predominio da angiogénese e da formacao
de tecido de granulacéo. Esse tecido esteve significativamente mais presente, em variados
graus, no grupo QB, quando comparado ao grupo Q e H, separadamente. Além disso,
houve uma tendéncia do grupo QB em apresentar mais Granulacdo Moderada do que os
Grupos Q e H, separadamente. Esses dados também poderiam ajudar a explicar as maiores

taxas de cicatrizagdo encontradas no grupo QB, ja a partir do terceiro dia pos-operatério.

Quando a variavel Inflamacdo foi comparada entre os grupos, observou-se no
terceiro dia apds a inducdo das feridas, que o filme de quitosana associado ao extrato
hidroalcodlico de barbatimé&o, induziu significativamente mais Inflamacdo Moderada que
o controle com luvas cirdrgicas. Por outro lado, o hidrocol6ide esteve mais associado a
um infiltrado inflamatorio leve, quando comparado ao grupo QB ou ao grupo Q. As
amostras do grupo L e aquelas do grupo Q apresentaram significativamente mais um
infiltrado inflamatorio acentuado, quando comparadas as do grupo H. Talvez um padrao
inflamatdrio do tipo leve ou moderado possa ter sido o gatilho responsavel para o

desencadeamento da cascata de reparo tecidual, que culminou com maiores taxas de
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cicatrizagdo do grupo QB, preponderantemente, e do grupo H, quando comparado ao
grupo Q, no oitavo dia ap6s inducdo da ferida. Isso porque um excessivo estimulo
inflamatorio pode dificultar a cicatrizagdo, em fungdo da elevada producao de proteases
e de substancias oxido-redutoras * 7%, Assim, seria essa mais uma caracteristica positiva
do extrato hidroalcodlico do barbatimdo: a sua riqueza em antioxidantes e a sua
capacidade de formar ligacdes estaveis com proteases, que sdo responsaveis pelas suas

propriedades anti-inflamatdria 12 51,

Finalmente, o tipo de infiltrado inflamatdrio parece ndo ter influenciado na
resposta cicatricial. O que foi observado de fato, é que o tipo de infiltrado teve significado
mais ao se considerar que essa diferenca foi observada nas etapas iniciais da cicatrizacao.
O predominio de infiltrado inflamatorio significativamente do tipo misto nas amostras
dos grupos Q, QB e L, em detrimento a tendéncia de o grupo H ter sido mais associado
ao infiltrado do tipo mononuclear pode ter sido em funcdo da populacdo de células

mononucleares ja existentes na ferida operatoria.

H& de se ressaltar também uma possivel relagdo entre as caracteristicas
histoldgicas observadas inicialmente no grupo H com o fato de essas feridas terem
apresentado uma maior diferenca entre as taxas de cicatrizagdo tardia e as taxas de
cicatrizacdo precoce. De fato, 0 que se pdde observar é que o grupo QB apresentou mais
angiogénese moderada e mais granulacdo em variados graus, no terceiro dia pds-
operatério, que o grupo H e essa diferenca ndo perpetuou com o evoluir da cicatrizacao.
Nesse aspecto, o que talvez possa ter ocorrido é que o hidrocol6ide ndo tenha sido capaz
de ativar o gatilho para promover a neoformacao vascular e granulacédo téo precocemente
quanto a associagdo do barbatimdo com a quitosana e que esse novo dispositivo testado
tenha sido capaz de manter mecanismos de reparo mais uniformes, promovendo maiores

taxas de cicatrizagdo precoce e tardia que o hidrocoloide.
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Nesse contexto, apesar de a avaliagdo microscopica ndo ter respondido
conclusivamente o porqué que o0s grupos apresentaram diferencas nas taxas de
cicatrizacdo, ela norteou um raciocinio indutivo capaz de apontar diferencas entre os
grupos. O grupo QB apresentou maiores taxas de fechamento tardio que os grupo Q e H.
Por outro lado, por meio da andlise histoldgica ao oitavo dia, observou-se que 0 mesmo
grupo apresentou maior deposito de coldgeno jovem que o grupo Q, mas ndo que 0 grupo
H. Esse aspecto poderia sinalizar que o fechamento da ferida obtido no grupo QB teria
sido feito ndo somente as custas de contracao tecidual, promovida pelas fibras colagenas,
mas também por epitelizacdo, o que podera ser verificado por estudos futuros. O que se
sabe é que o processo de cicatrizacdo é dinamico e a resposta a determinados estimulos
ndo é feita exclusivamente pelo seu somatério, podendo ocorrer amplificacdo do gatilho
inicial. Além disso, 0 mecanismo de reparo tecidual envolve a participacdo de elementos
ndo puramente mecéanicos ou celulares, mas principalmente bioquimicos. Dessa forma,
ha que se considerar que apesar de a supremacia da associacao quitosana-barbatimédo em
relagdo aos controles ser inconteste, novos estudos serdo necessarios para avaliar a sua
reprodutibilidade clinica na cicatrizacdo de pele humana. Além disso, ja se iniciou o
processo de aperfeicoamento do dispositivo desenvolvido no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Faculdade de Farméacia (Universidade Federal de Minas Gerais), para
facilitar a sua aplicacdo sobre o leito cicatricial, sem que haja a necessidade de fixacéo

por meio de sutura.
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6. CONCLUSAO:
A associacdo do extrato hidroalcodlico do barbatimdo com a quitosana promoveu
maiores taxas de cicatrizagdo das feridas cutaneas complexas de ratos, tanto no terceiro

quanto no oitavo dias de observagéo.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS:

A utilizagdo de uma estrutura capaz de manter um medicamento em um
determinado sitio de acdo por um periodo prolongado néo é recente. Ainda mais, se for
considerada a relevancia que se tem a angiogénese terapéutica, ndo somente para o
tratamento de feridas, como também, para o resgate de &reas de isquemia miocérdica e
para a reperfusdo de retalhos isquémicos. Além disso, o uso local de farmacos
quimioterapicos tem seu beneficio reconhecido, ndo somente por atuar diretamente no
local do tumor, potencializando a sua a¢do, mas principalmente por diminuir as chances
de efeitos sistémicos indesejaveis. Nesse contexto, o filme de quitosana pode se tornar
uma alternativa economicamente viavel e bastante eficaz, podendo-se estender a sua

aplicagéo para outras finalidades.

Os resultados desse estudo também podem ser Uteis para novas pesquisas clinicas
a respeito do uso do extrato do barbatiméo, com a finalidade de estimular a cicatrizagéo
tecidual. Em funcdo de suas propriedades antimicrobianas, o barbatimdo poderia ser
utilizado para o tratamento de feridas infectadas, como as Ulceras de decubito e as fasciites
necrotizantes. Além disso, seu uso associado ao filme de quitosana, nessas feridas, podera

ser promissor, em funcéo da sua grande capacidade de adsorcéo.

O aperfeicoamento do dispositivo de quitosana-barbatimdo podera cobrir uma
lacuna que existe para o tratamento das feridas cutaneas simples e também das complexas,
como as Ulceras de pressdo, as Ulceras vasculares, as feridas infectadas e até mesmo servir
para o tratamento de grandes superficies de queimadura. O que se tem hoje € que a maioria
das coberturas teciduais disponiveis no mercado (hidrocoldides, hidrogéis e alginatos)
atua mais por mecanismos de adsorcdo do excesso de exsudato, mantendo as trocas

gasosas no sitio da ferida. Nenhum deles, no entanto, é capaz de estimular diretamente a

95



replicacdo celular. Por sua vez, os substitutos de pele disponiveis para as grandes perdas
teciduais, sdo obtidos a partir de derivados de animais, como o colageno, ou de
membranas acelulares também de origem animal ou humana, além das culturas celulares,
que podem ou ndo ser enriquecidas com fatores de crescimento. O problema é que esses
recursos apresentam um potencial de imunogenicidade e de contaminacgéo bacteriana ou

por virus, que apesar de controlados, ndo podem ser eliminados por completo.

Dessa forma, parece promissora a formulacdo de uma cobertura biologicamente
estavel, capaz de se integrar ao leito cicatricial e mais: contendo uma gama de taninos
cujas propriedade antioxidantes, antimicrobianas e cicatrizantes podem representar uma
alternativa ndo somente para o tratamento de feridas, mas também para intervir em

quaisquer condicdes que demandem um estimulo para a angiogénese local.
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9. APENDICE:

Tabela 01 - Médias, medianas, valores minimos, valores maximos e desvios-padréo das
taxas de cicatrizacdo precoce e tardia em valores percentuais, para os grupos Q, QB, H e
L:

GRUPO MEDIA + dp MEDIANA P

(MIN/MAX)
Q TCP 11,34 + 17,17 8,58 p = 0,008 (a)
(-10,50 /30,09) p =0,025 (e)
TCT 33,36 £ 12,20 33,51 p = 0,002 (b)
(15,43 /50,05) p = 0,000 (h)
p =0,010 (c)
QB TCP 35,32 £ 8,16 36,48 p = 0,002 (d)
(17,52 143,97) p =0,025 (e)
p = 0,000 (f)
TCT 64,19 £ 6,24 64,98 p =0,015 (g)
(52,48 /71,95) p = 0,000 (h)
p = 0,000 (i)
H TCP 4,13 £ 17,27 8,53 p = 0,002 (d)
(-19,15/31,02)
TCT 52,32 +12,74 55,26 p =0,010 (c)
(23,08 /63,84) p =0,015 (g)
p =0,000 (j)
L TCP -16,01 + 16,78 -17,59 p = 0,008 (a)
(-38, 14 /15,98) p = 0,000 (f)
TCT 1,86 + 17,64 1,43 p = 0,002 (b)
(-20,15 / 24,17) p = 0,000 (i)
p =0,000 (j)

dp: desvio padrdo; MIN-MAX: valores minimos e maximos; TCP: Taxa de Cicatrizacdo
Precoce; TCT: Taxa de Cicatrizacdo Tardia; (a) Comparacdo da TCP entre 0os grupos Q e
L; (b) Comparacdo da TCT entre os grupos Q e L; (c) Comparacdo da TCT entre 0s grupos
Q e H; (d) Comparacéo da TCP entre os grupos QB e H; (e)Comparacao da TCP entre 0s
grupos QB e Q; (f) Comparacéo da TCP entre os grupos QB e L; (g) Comparacdo da TCT
entre os grupos QB e H; (h) Comparacdo da TCT entre os grupos QB e Q; (i) Comparagéo
da TCT entre os grupos QB e L; (j) Comparacdo da TCT entre H e L.
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Tabela 02 - Médias, medianas e desvios-padrdo das diferencas entre as taxas de
cicatrizacdo tardia e precoce, em valores percentuais, para 0s grupos Q, QB, He L:

GRUPO MEDIA = dp MEDIANA P
Q 22,02 £ 5,89 24,36 (a) 0,000
(9,96 / 28,47)
QB 28,86 + 7,17 29,73 (b) 0,002
(20,27 / 40,40)
H 48,19 + 14,70 48,84 (a) 0,000
(3,54 / 25,05) (b) 0,002
(c) 0,000
L 17,87 £7,37 19,37 (c) 0,000
(17,50 / 64,70)

dp: desvio padrdo; MIN-MAX: valores minimos e maximos; (a) valor de p quando
comparados o0s grupos Q e H; (b) valor de p quando comparados os grupos QB e H;
(c) valor de p quando comparados os grupos H e L.
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10. ANEXO:
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