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RESUMO

SOUZA, Anna Paula Guimaraes Faria. D.Sc. , Universidade Federal de Vigosa, margo
de 2010.Efeitos da Guacatonga e do Laser In Ga P nas diferentes fases do processo
de cicatrizacao de feridas dérmicas.Orientadora: Tania Toledo de Oliveira.
Coorientadores: Marcia Rogéria Lamégo e Tanus Jorge Nagem.

O processo de reparo tecidual envolve eventos cellulares, tissulares e
bioquimicos afim de restaurar a continuidade do tecido.O objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos da Guagatonga e do laser In Ga P nas diferentes fases do processo de
cicatrizacdo de feridas. Foram utilizadas 150 ratas Wistar com 60 dias de idade pesando,
em média, 200g e medindo 15 cm da orelha ao inicio da cauda.Os animais foram
anestesiados por Xilazina (2%)10mg/Kg associada a Quetamina (10%) 100mg/Kg via
intramuscular no membro inferior.Procedeu-se a exerese com lamina de bisturi 21 e
pinga criando uma ferida cirdrgica de 2cm? no dorso do animal.Os animais foram
divididos em 10 grupos de 15 animais de acordo com o tratamento e foram realizadas 5
eutanasias: 12h, 3dias, 7dias, 15dias e 20dias ap6s a inducdo cirargica. Foi coletado
material para as analises: clinica, hematoldgica, bioquimica e histoldgica. Para
determinar as médias e desvios-padrfes, foi utilizada analise estatistica descritiva e
para verificar se houve diferenca entre os tratamentos aplicados nos tempos
determinados, pré e p6s a inducdo das feridas , a analise de variancia. Precedendo a
analise de variancia, utilizou-se o teste de Levene, para verificar a homogeneidade de
variancia e covariancia, e, para determinar as diferencas estatisticas, utilizou-se o teste
post hoc de Tukey , a 5% de significancia .Os resultados demonstraram a eficiéncia da
Guacatonga para contencdo hemorragica, resolucdo do edema, sintese e depdsito de
coldgeno e estimulagdo da angiogénese,bem como a eficiéncia do laser In Ga P para
resolucdo do edema, proliferacdo fibroblastica,sintese e depésito de colageno e

estimulacdo da angiogénese.



ABSTRACT

SOUZA, Anna Paula Guimarées Faria.D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2010. Effects of the Guacatonga and the Laser In Ga P on the different phases of
wounds healing.Advisor: Tania Toledo de Oliveira. Co-advisors: Marcia Rogéria
Lamégo e Tanus Jorge Nagem.

The aim of this study was to evaluate the effects of Guacatonga and the laser In Ga P on
the different phases of the process of wounds healing. Sixty female mice of the race
Wistar with the age of 60 days and weighing an average of 200g and measuring 15cm
from the ear to the beginning of the tail were used. The animals were anesthetized with
Xilazin (2%) 10mg/Kg associated to Quetamin (10%) 100mg/Kg via intramuscular in
the lower limb. The exeresis took place using scalpel blade 21 and caliper producing a
surgical wound of 2cm? on the back of the animal. The animals were divided into 10
groups of 15 animals according to the treatment and 5 euthanasia were carried out; 12h,
3 days, 7 days, 15 days and 20 days after the surgical induction. Clinical,
hematological, biochemical and histological material for the analysis were collected.
The descriptive statistics was used to determine the averages and the standard deviation
as well as the variance analysis in order to verify whether there was difference among
the treatments that were applied in the determined time, pre and post-induction of the
wounds. After the variance analysis, the Levene test was used to verify the variance
and co-variance homogeneity and to determine the statistical differences the Tukey post
hoc test was used, showing the significance level of 0.05. The results have shown the
efficiency of the Guacatonga for hemorrhage contention, edema resolution, and collagen
synthesis and deposit as well as angiogenesis stimulation. It has also shown the laser In
Ga P efficiency for the edema resolution, fibroblast proliferation, and collagen
synthesis and deposit as well as angiogenesis stimulation.



| - INTRODUCAO

A habilidade do corpo em substituir células lesionadas ou mortas e reparar tecidos
apos a inflamacéo é critica a sobrevivéncia. Quando agentes lesivos danificam as
células e os tecidos , 0 hospedeiro responde estabelecendo em movimento uma série de
eventos que servem para eliminar esses agentes, conter o dano e preparar as células
sobreviventes a replicagdo(ROBBINS,2008).

A cicatrizacdo de ferida é um processo bioldgico por meio do qual é restaurada a
continuidade do tecido, morfologia e funcdo dos 6rgdos destruidos, envolvendo eventos
celulares, tissulares e bioguimicos (COTRAN, 1990). Esta dividida em trés fases: fase
inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelamento e maturag&o.

Atualmente, tem-se intensificado a pesquisa de produtos naturais e terapéuticos
auxiliares de baixo custo e pouco invasivos para o tratamento de feridas, mesmo com
todos os recentes avangos da farmacologia e da biotecnologia no desenvolvimento de
novos farmacos e curativos .

Seguindo esta perspectiva e considerando os relatos cientificos e de uso popular
da Casearia sylvestris Swartz com a finalidade de cicatrizacdo, optou-se por essa planta
medicinal, conhecida popularmente como Guacatonga, café-do-diabo, pau-de-largato,
erva-de-bugre de uso tradicional, com grande ocorréncia em todo o territério brasileiro.
Estudos farmacol6gicos tém comprovado as atividades cicatrizante, antiulcerogénica,
antiofidica, citotoxica em células tumorais, dentre outras, apresentadas por extratos de
suas folhas, raizes e cascas. (CARVALHO,2004).

E os lasers de baixa intensidade, como o hélio-nebnio, indio-galio-fosforo,
arseneto-galio e arseneto-galio-aluminio, utilizados pelos fisioterapeutas e
dermatologistas no tratamento de feridas, j& que apresentam efeito fotobioldgico que
promove o processo de cicatrizacdo (ERDLEY BJ, 2008).

O presente estudo avaliou os efeitos cicatrizantes da espécie vegetal (Casearia
sylvestris Swartz), uso tdpico e oral em 3 doses distintas e do laser indio-galio-fésforo
(670nm), como terapéutica isolada e associada nas diferentes fases do processo de
cicatrizacdo de feridas, induzidas cirurgicamente em ratas fémeas (Rattus navegicus

albinos, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar.



I - OBJETIVOS
11.1- OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos cicatrizantes da espécie
vegetal (Casearia sylvestris Swartz) uso topico e oral em 3 doses distintas e do laser In
Ga P, como terapéutica isolada e associada nas diferentes fases do processo de
cicatrizacdo de feridas, induzidas cirurgicamente em ratas fémeas (Rattus novergicus

albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar.

11.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar a acdo cicatrizante da Guacatonga (Casearia sylvestris Swartz), uso
topico nas doses 5,10 e 20% nas diferentes fases do processo de cicatrizagdo em
modelos animais.

-Avaliar a acdo cicatrizante da Guacatonga (Casearia sylvestris Swartz), uso oral
nas doses 0, 20 e 30% nas diferentes fases do processo de cicatrizagdo em modelos
animais.

-Avaliar a acdo cicatrizante do laser In Ga P na dose de 4j/cm?2 nas diferentes
fases do processo de cicatrizagdo, em modelos animais.

-Avaliar a acdo cicatrizante da Guacatonga (Casearia sylvestris Swartz),
associada ao uso do laser In Ga P, nas diferentes fases do processo de cicatrizagdo em

modelos animais.



111 - REVISAO DE LITERATURA
111.1 - ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PELE

A pele, também conhecida como o sistema tegumentar, € o maior 6rgao de
absorcdo do corpo, correspondendo a, aproximadamente, 16% do peso corporal e a uma
area total de 2m?; sua espessura, elasticidade e distensibilidade variam de acordo com
varios fatores, como: a idade, grau de nutricdo e hidratagdo, riscos externos a que esta
exposta, dentre outros. Desempenha multiplas funcBGes , tais como: protecdo do
organismo contra perda de agua e lesdes ocasionadas pelo atrito, funcdo homeostatica,
constituindo importante barreira fisica contra a invasdo do nosso organismo por
patdgenos, funcionando como barreira imunolégica (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

Apresenta trés camadas distintas: epiderme, derme e tecido conjuntivo
subcutaneo, que se encontram firmemente unidas entre si. A epiderme, camada mais
externa da pele, tem uma espessura que varia de 0,04mm nas palpebras a 1,6 mm nas
regides palmares e plantares. E avascular, estratificada, constituida basicamente de 80%
de células denominadas queratindcitos e composta de 5 subcamadas a saber: o estrato
cérneo, mais externa, o estrato lGcido, o estrato granuloso, o estrato espinhoso e o
estrato basal, que é a mais interna e liga a epiderme & derme. Nas camadas inferiores da
epiderme, estdo os melandcitos , células que produzem melaninas, pigmento que
determina a coloracgéo da pele (ROBBINS, 2008).

A derme é a camada mais profunda e espessa da pele; é composta de
fibroblastos, fibras elasticas e de colageno, os quais totalizam cerca de 95% deste
tecido.Esta camada contém vasos sanguineos, foliculos pilosos, vasos linfaticos,
terminacGes nervosas, 6rgdos sensoriais, glandulas sebaceas e sudoriparas , e estd
dividida em duas subcamadas: a papilar e a reticular (ROBBINS, 2008).

A derme estd sobre a hipoderme ou tecido subcutdneo, que € um tecido
conjuntivo frouxo constituido de tecido adiposo, unindo os tecidos vizinhos a
subcamada reticular da derme (ROBBINS & COTRAN, 2005).

O tecido subcutaneo contribui para impedir a perda de calor e constitui reserva
de material nutritivo, além de conferir protecdo contra traumas mecanicos; subjacente a
pele encontram-se outras estruturas, como fascia muscular, musculos, articulacdes,
cartilagens, tenddes e 0ssos.

Os receptores nervosos presentes na pele sdo responsaveis por sua sensibilidade,

recebendo informacdes do meio ambiente que sdo enviadas para 0 sistema nervoso



central, e colaboram na termorregulacdo tornando-a um érgdo sensorial extremamente
sofisticado e especializado, sdo eles; corpusculo de Meissner (responsavel pelo tato),
corpusculo de Ruffini (responsavel pela sensacdo de calor), corpusculo de Krauser
(responsavel pela sensacdo de frio), corpusculo de Pacini (responsavel pela pressao),
discos de Merkel (tato e pressdo), e as terminagdes livres (responsaveis pela sensagao
dolorosa) (ROBBINS, 2008).

Figura 1-Estrutura da pele (ROBBINS & COTRAN, 2005).

Cada 1 cm? de pele contém 6 milhdes de células, 2 mil melandcitos, 5 foliculos pilosos,
5 m de nervos, 2 pontos termossensiveis, 15 glandulas sebéceas, 12 pontos
criossensiveis, 200 pontos algeosensiveis, 1 m de vasos sanguineos , 100 glandulas
sudoriparas (ROBBINS & COTRAN, 2005).

Contudo, a morfologia da pele contribui para a restauracdo de sua estrutura
comprometida, como no caso de feridas em que suas estruturas desempenham papel
fisiologico no processo de cicatrizacdo.Para isto, € necesséria a instalacdo de um
processo inflamatorio imediatamente apds a lesdo, acarretando uma cascata de
processos bioldgicos com a funcdo de protecdo e restauracdo do tecido
(KIERSZENBAUM, 2004).



Se uma porcdo da epiderme sofre lesdo ou é destruida, as células basais ao redor
migram e proliferam para revestir a area exposta. Este processo de reparo ocorre sob a
influéncia da membrana basal, da matriz extracelular do tecido conjuntivo da derme e
de uma variedade de hormonios e fatores de crescimento (KIERSZENBAUM, 2004).

111.2- FERIDA

O termo ferida € utilizado como sinénimo de lesdo tecidual , deformidade ou
solucdo de continuidade , que pode atingir desde a epiderme até estruturas profundas,
como fascias, musculos, aponeuroses, articulag@es, cartilagens, tenddes e qualquer outra
estrutura do corpo.Desenvolve-se como consequéncia de uma agressao ao tecido vivo
por agentes fisicos, quimicos , térmicos ou bioldgicos, podendo também ocorrer por
disturbios quimicos ou fisioldgicos(ROBBINS & COTRAN, 2005).

As feridas podem ser causadas por fatores extrinsecos;,como a incisdo cirurgica
e lesdes acidentais cortes ou traumas, ou por fatores intrinsecos, como feridas
produzidas por infeccdo, Ulceras cronicas e vasculares , defeitos metabdlicos ou
neoplasias(MANDELBAUM,2003).

As feridas podem ser classificadas quanto a espessura, etiologia, evolucéo,

presenca de infec¢do, comprometimento tecidual.
A classificacdo quanto a espessura; ferida superficial € aquela que atinge apenas a
epiderme e a derme, ferida profunda superficial é aquela que destroi a epiderme , a
derme e o tecido subcutaneo, e a ferida profunda total aquela que atinge o tecido
muscular e as estruturas adjacentes como o musculo, tenddes, cartilagens e outras
estruturas(ROBBINS,2008).

A classificacdo quanto a etiologia: acidental ou traumatica, quando ocorre de
maneira imprevista, sendo provocada por objetos cortantes, perfurantes , mordeduras ,
queimaduras; intencional ou cirdrgica, quando é realizada de acordo com um fim
terapéutico proposto; patologicas sdo secundarias a uma doenca de base; latrogénicas
sdo feridas resultantes de procedimentos ou tratamentos; e fatores causais externos sdo
feridas resultantes de pressdo continua exercida pelo peso do corpo, fricgéo,
cissalhamento e umidade (ROBBINS,2008).

A classificagdo quanto a presenca de infeccdo: feridas limpas ou assépticas séo
feridas ndo infectadas, livres de micro-organismos patogénicos; feridas limpas
contaminadas ocorrem em tecido de baixa colonizagdo sem contaminagdo prévia ou

durante o ato cirdrgico; feridas contaminadas séo feridas acidentais , recentes e abertas,



colonizadas por flora bacteriana consideravel; feridas infectadas ou sépticas apresentam
evidéncias de processo infeccioso, como tecido desvitalizado , exsudacdo purulenta e
odor caracteristico (ROBBINS & COTRAN, 2005).

A classificagdo quanto ao comprometimento tecidual é subdividida em estadios,
a saber: estadio |, pele integra com sinais de hiperemia, descolora¢do ou endurecimento;
estadio Il, perda parcial de tecido envolvendo a epiderme ou derme, ulceragédo
superficial com presenca de bolhas ou cratera rasa; estadio Ill, perda total do tecido
cuténeo, necrose do tecido subcutdneo até a fascia muscular; estagio IV, grande
destruicdo tecidual, com necrose atingindo musculos, tendbes e  0Ss0S
(MANDELBAUM, 2003).

As feridas apresentam caracteristicas clinicas importantes, ja que estdo
diretamente relacionadas com a resolucdo da cicatriza¢do:o exsudato, o tecido necrético,
a crosta, o tecido fibroso, o tecido de granulagdo e a epitelizagéo.

O exsudato possui caracteristicas que sdo indicadores para 0 monitoramento da
ferida, segundo STASHAK (1991) os fluidos serosos e sanguinolentos sdo considerados
normais nas primeiras 42 a 72 horas. O exsudato purulento é indicativo de um processo
infeccioso.

As células do exsudato inflamatério sdo fonte importante de mediadores que
amplificam e matam os fendmenos vasculares e exsudativos e que iniciam 0sS
fendmenos reparativos e produtivos (BOGLIOLO, 2004).

O tecido necrético varia de coloracdo desde a cor preta até a esverdeada,
corresponde ao tecido morto, desidratado, podendo estar presentes o pus e o material
fibriloso, que favorecem a multiplicacdo de micro-organismo que desencadeia a
liberacdo de enzimas que interferem no processo de cicatrizacdo (GOMES, 2005). A
crosta que envolve a ferida é constituida de material proteico do tecido desvitalizado
composto por colageno, fibrina, elastina e retos celulares, de cor preta e marrom
podendo estar relacionada com o término do estadio inflamatorio no processo de
cicatrizacdo (DEALEY,2001).

NOVATO (2000) relatou que, antigamente, a crosta era considerada como uma
cobertura natural para proteger as feridas de bactérias e auxiliar na regeneracéo epitelial;
entretanto, nota-se que feridas sem crosta cicatrizam mais rapidamente, além de que
fluidos podem-se juntar embaixo da crosta e favorecer a infeccdo, evitando a contracao

da ferida.



O tecido fibroso apresenta cor amarelada de consisténcia cremosa decorrente da
quantidade de degradacdo celular. A fibrina pode recobrir toda a extensdo da ferida ou
parte dela (STASHAK,1991).

A retirada do exsudato, do tecido necrotico, da crosta e do tecido fibroso através
do debridamento faz-se necessdria para que ocorra 0 processo de cicatrizacao,
enguanto a presenca do tecido de granulacdo e a epitelizacdo sdo necessarias para a
cicatrizacdo da ferida.

STASHAK (1991) descreve que o tecido de granulacdo apresenta aspecto
vermelho, brilhante e imido, enquanto o tecido doente mostra aspecto palido — escuro,
0 topo dos arcos capilares faz com que a superficie tenha aparéncia granular, dai o seu
nome. A medida que o epitélio, nas margens da ferida comeca a dividir-se rapidamente
e espalhar-se pela superficie da ferida, a margem fica plana e o tecido epitelial formado
caracteriza-se pela coloracdo branco-rosada caracterizando a epitelizagao.

I11.3- CICATRIZACAO

A cicatrizacdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra o reparo do tecido.Tal
evento é um processo dindmico que envolve fendmenos bioquimicos e fisioldgicos que
se comportem de forma harmoniosa a fim de garantir a restauragéo tissular (ROBBINS
& COTRAN, 2005).

O reparo do tecido danificado pode ser dividido em dois processos: regeneragéo
e cicatrizacdo. A regeneracdo resulta na restituicdo dos tecidos perdidos enquanto a
cicatrizacdo, alem de restaurar as estruturas originais pode envolver a deposicdo de
colageno e a formacéo de cicatriz(ROBBINS & COTRAN, 2005).

SCOTT (1995) descreve que a cicatrizacdo divide-se em trés séries de eventos que
podem sobrepor-se a inflamacdo (eventos vasculares e celulares), proliferacéo

(neovascularizacdo, contracdo e epitelizacdo) e remodelacao.

111.3.1 - FASE INFLAMATORIA

O processo de cicatrizagdo tem inicio no momento da lesdo , com a resposta
inflamatdria que é inespecifica e pode ser induzida por qualquer tipo de trauma, exceto
aqueles que sejam imediatamente mortais, esta fase € de curta duracdo estendendo-se
por até seis dias (STASHAK,1991).



Estdo envolvidas respostas vasculares, tais como: vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular, igualmente respostas celulares, com predominio de neutrofilos
e macrdfagos, destinados a proteger o organismo contra excessiva perda de sangue e
invasdo de agentes estranhos (PROBST, 1993). Apds a lesdo tissular e ruptura de vasos
sanguineos e linfaticos, ocorrem eventos que procuram conter a hemorragia: ativacao da
cascata de coagulacéo, vasoconstricdo e agregacao plaquetaria para formar um trombo e
uma cadeia fibrilar produzida pelos enlaces cruzados de fibrina, formando uma matriz
provisoria que ira facilitar o movimento das células envolvidas no processo inflamatorio
até o local da lesdo, direcionadas por iniumeras substancias quimiotaticas resultantes da
degradacéo de proteinas autdlogas ou de agentes estranhos (DAVIDSON, 1992).

A referida matriz € estabilizada pela formacao de enlaces cruzados covalentes,
catalisados pelo fator Xiia. Alguns dos constituintes desta matriz proviséria incluem as
proteinas de adesdo, fibronectina, inicialmente derivada do plasma, e trombospondina,
derivada dos granulos —a das plaquetas.Estas moléculas de adesdo ligam-se a fibrina,
criando o substrato para movimentacgéo celular( DAVIDSON, 1992).

As mudangas vasculares ocorrem precocemente ap0s a agressdo e Sao
desenvolvidas com velocidades variaveis. Inicialmente, ocorre a vasoconstricao
transitoria das arteriolas tendendo a controlar a hemorragia, esta resposta prolonga-se
por até 10 minutos apos a lesdo, sendo seguida por uma vasodilatacdo envolvendo todos
os elementos vasculares iniciados pelas arteriolas e depois a abertura de novos leitos
microvasculares, aumentando o fluxo vascular. O incremento do volume sanguineo
aumenta a pressdo hidrostéatica local o suficiente para produzir a transudacao de liquido
pobre em proteinas .Esta resposta é provocada pela histamina e pela maioria dos
mediadores inflamatorios Os mediadores liberados pelas plaquetas ativadas, como o
TGF-b(fator de crescimento transformador), PDGF (fator de crescimento derivados de
plaquetas), tromboxanos e PAF difudem-se pela matriz proviséria formando uma
gradiente quimiotatica que orienta a migracédo das células (tanto da circulagcdo como das
regibes adjacentes) envolvidas com a instalacdo da resposta inflamatoria(COTRAN,
1990).

Uma vez que os neutrofilos séo as células mais abundantes no sangue um numero
significativo deles é passivamente coletado pelo trombo provisorio durante o
rompimento dos vasos. Apos este extravasamento passivo, 0s neutréfilos migram para a

superficie da ferida para formar uma barreira contra a invasdo de micro-organismos e



promover 0 recrutamento ativo de mais neutréfilos a partir dos vasos adjacentes ndo
lesados, ao final de um dia apds a lesdo estes constituirdo 50% das células migradas
para o local( ENGELHARD, 1998).

A principal funcdo dos neutréfilos é a fagocitose de agentes invasores, assim
como de material estranho no local da lesdo, embora sejam as primeiras células a
aparecerem no local da ferida, os neutrofilos ndo sdo essenciais para a reparacdo da
ferida, pois, se foram deficientes ou ndo existir infeccdo, suas funcdes podem ser
supridas pelos macréfagos e o processo de cicatrizagdo ocorreria normalmente
(CHANG, 2000).

As proximas células que surgem na regido sdo os macrofagos derivados de
monacitos (segundo ao quinto dia) que , ao contrario do papel desempenhado pelos
neutréfilos, é o elemento mais critico na inducdo do processo de reparo. Além de
auxiliar os neutrdfilos na eliminagdo de micro-organismos pela fagocitose , apos
fagocita-los e processé-los nos fagossomas , apresenta seus peptideos pelo complexo
maior de histocompatibilidade (MHC) as células T auxiliares.Desta forma, a fagocitose
destas células constitui elo entre o sistema imune inato e o adaptativo .Os macréfagos
sdo mais eficientes na eliminagdo de fragmentos teciduais, removendo pela fagocitose
os neutrdfilos que perderam a funcdo(NEWMAN, 1992).

Ainda por influéncia de ligantes, os seus receptores de membrana, 0s
macrofagos produzem e exportam mediadores lipidicos (eicosandides), mediadores
peptidicos (citocinas e fatores de crescimento), outras proteinas (tais como fraces do
complemento e fatores de coagulagéo) e enzimas relacionadas com o reparo (tais como
colagenase, matriz de metaloproteases), importantes para o recrutamento e ativacao de
fibroblastos e outras células inflamatorias. Além da ativacao por ligantes, os macréfagos
podem ser também ativados por alteracbes fisico-quimicas do microambiente. Nas
regibes distais onde 0s vasos se romperam, o aporte de oxigénio fica comprometido
dada a formacdo do trombo.O influxo de neutréfilos e macréfagos ativados para esta
regido aumenta a demanda por oxigénio com consequente elevacdo das concentracdes
de &cido latico e queda do ph.Esta combinag&o hipdxia , ph baixo e alta concentracéo de
acido latico, ativa o macrofago para a producdo de fatores de crescimento(NEWMAN,
1992).

Os linfocitos também podem ser encontrados em reacdes inflamatdrias crénicas.

Sua importancia é mais relevante em processos inflamatdrios causados por bactérias que



quando causados por traumas. A presenca destas células em reac@es inflamatérias pode

indicar resposta imunoldgica a agentes estranhos(PROBST, 1993).

111.3.2 - FASE PROLIFERATIVA

A fase proliferativa é a segunda etapa do processo de cicatrizagdo, torna-se mais
evidente trés a cinco dias apds a lesdo tissular. E caracterizada por proliferacdo de
fibroblastos, neoformacéo vascular e epitelizacdo da ferida , dando origem a um tecido
especializado, chamado de tecido de granulagdo , devido seu aspecto roseo, granular e
frouxo (PROBST, 1993).

Proliferacéo fibrobléastica

Com a presenca local de macrofagos derivados de mondcitos e a producdo e
liberacdo de mediadores quimicos produzidos por eles, intensificam a migracdo e
ativacdo de fibroblastos. Os fibroblastos formam o elemento celular mais importante
pois sdo responsaveis pela elaboracdo de muitos componentes da matriz extracelular,
incluindo colégeno fibrilar (tipos 1111, V,VI,VII) e ndo fibrilar ( tipos IV, VIII, XII),
fibronectina, elastina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos.Os fibroblastos sdo também
células efetoras, produzem mediadores sollveis , incluindo fator de crescimento dos
fibroblastos basicos (b FGF), fator de crescimento de queratindcitos, fator de
crescimento derivado de plaquetas(PDGF) e IL-1.Desta forma ,coordenam atividades de
outras ceélulas, tais como macrofagos, células do endotélio capilar e 0os mesmos
fibroblastos. Existem evidéncias de que os fibroblastos como células efetoras , podem
ser influenciados por outros fatores externos que contribuem para manter o balancgo
entre a producéo e a lise do tecido (ECKES,2000).

Com o aumento do nimero de fibroblastos ativados para a producdo de colageno
no local, a matriz extracelular comeca a ser substituida por um tecido conjuntivo mais
forte e mais elastico. Este processo é denominado fibroplasia e para a sua eficiéncia, é
preciso que ocorra em paralelo da formacdo de novos vasos sanguineos, ou seja, €
necessario a neovascularizacdo da regido. Com a fibroplasia, inicia-se a formacdo do
tecido de granulacdo( por volta do quarto dia),composto por macréfago, fibroblasto e
vasos neoformados que sdo suportados por uma matriz frouxa de fibronectina, acido
hialurdnico e colagenos tipo I e 11 (GUIDUGLI- NETO, 1992). Este tecido € edematoso
e caracterizado pela presenca de muitos espacos vazios, em virtude da imaturidade dos

vasos, 0s quais sdo extremamente exudativos e sangram com facilidade.



GOMES (2005), testando o efeito cicatrizante da Casearia em camundongos,
realizou sacrificios no 1° 4°, 7° e 10° dia de pos-operatorio.Os resultados
demonstraram que nas 48 horas iniciais do tratamento as feridas apresentavam sinais
caracteristicos da resposta inflamatéria aguda com a presenca de células
polimorfonucleares, congestdo vascular e edema. Observou-se que 0 grupo tratado
com Casearia apresentou crostas fibrinoleucocitaria aderidas a pele, ndo exsudativas e
sem evidéncia de tecido de granulaco. Houve uma migracdo significativa de
neutréfilos no grupo tratado com Casearia entre 0 1° e 4° dia de poOs-operatorio,
sugerindo que a pomada tenha promovido estimulacdo para a migracdo dos neutréfilos.
A evolucdo da ferida da fase inflamatdria para a fase proliferativa foi verificada nas
analises do 4° dia de po6s-operatério com a presenca de macréfagos, fibroblastos, vasos
neoformados, formacdo de feixes de fibras colagenas, caracterizando a fase
proliferativa. No 7° dia de pds-operatério, foi constatada uma intensa proliferacéo
fibroblastica estes estavam mais compactos e formavam um arranjo de feixes de fibras
colagenas mais densas, no grupo tratado com Casearia. Verificou-se uma intensa
producdo de colageno entre o 7° e 0 10° dia de pds-operatorio. A re-epitelizacdofoi
observada apo6s 8°dia de pds-operatério com maior formacdo e organizagdo das fibras

de coléageno.

111.3.3 - ANGIOGENESE

A angiogénese é um processo biolégico complexo, caracterizado pelo
desenvolvimento de novos vasos sanguineos, essencial para a reparacdo das feridas, ja
que permite a troca de gases e a nutri¢cao das células metabolicamente ativas (DUDLEY,
1988).

Alem da acdo direta de fatores de crescimento sobre as células da vasculatura, a
inducdo da angiogénese €, em parte, creditada a baixa tensdo de oxigénio, caracteristica
que ocorre no centro da ferida (KNIGHTON, 1981).

A neoformacdo vascular inicia-se de dois a trés dias apds a lesdo, com corddes
solidos de células endoteliais crescendo como brotos para formar capilares nas bordas
da ferida.Sob estimulo de fatores de crescimento e de outros mediadores , as células
endoteliais do interior de capilares intactos nas margens da ferida passam a secretar
colagenase e ativador do plasmogénio. Essas substancias promovem aberturas na
membrana basal e permite a migracdo das células endoteliais que, atravessando a parede

do vaso e utilizando como substrato a matriz extracelular provisoriamente produzida,



seguem em direcdo & regido da lesdo. Uma vez na regido externa do vaso, elas passam
pelo processo de diferenciacdo para a aquisicdo da capacidade de formacdo de novos
tubos capilares. As células endoteliais migratorias formam no exterior do vaso um broto
capilar que, em seguida, une-se ao capilar de onde eram originarias para 0
restabelecimento do fluxo sanguineo (RUDOLPH & BALLANTYNE, 1990).

Figuras 2 e 3-Animal do grupo3 no tempo 15 dias- Neoformag&o capilar

111.3.4 - EPITELIZACAO

O processo de re-epitalizacdo da ferida inicia-se imediatamente apés a leséo pelo
mecanismo de “efeitos de vizinhaca livre” e pelo fator de crescimento epidérmico
(EGF). Células primitivas da camada basal do tecido epidermal possuem potencial
mitotico latente. Em tecidos normais, este se encontra inibido pelo contato existente
pelas células pela “inibicdo de contato”. Com a ocorréncia de uma lesdo, este
mecanismo inibitério desaparece e as células entram imediatamente em processo
mitotico. A ineficiéncia e a dificuldade de constatacdo do processo mitdtico destas
células nas etapas iniciais sdo devidas a inexisténcia de um substrato adequado na
regido da ferida, fornecido quando o tecido de granulagdo alcanca o nivel da epiderme
(GUIDUGLI-NETO,1992).

Quando ativadas as células epidermais retraem os tonofilamentos intracelulares,
ocorre a dissolucdo dos desmossomos intercelulares e, na periferia do interior da célula,
formam-se filamentos de actina. Tais alteragdes liberam-nas da membrana basal e das
células epiteliais adjacentes, permitindo, assim, sua movimentacao em direcdo ao centro
da ferida. As células migram sobre a matriz celular provisoria e durante sua trajetoria,
seguem depositando quantidades apreciaveis de fibronectina, sendo a superficie da
ferida umedecida e oxigenada um fator que acelera o processo de migracéo
(GUIDUGLI-NETO, 1992). Ao final desta etapa, o leito da ferida esta totalmente



preenchido pelo tecido de granulacdo, a circulacdo € restabelecida pela
neovascularizacdo e a rede linfatica estd passando por regeneracdo. Lentamente, 0
tecido de granulacdo é enriquecido com mais fibras colagenas, dando a regido lesada a
aparéncia de cicatriz pelo o acimulo de massa fibrosa (GUIDUGLI-NETO,1992).
NETO (2006) realizou um estudo para avaliar o efeito cicatrizante da Aroeira
em feridas abertas na regido dorsocostal em ratos, realizou eutanasias no 7°, 14° e
21°dia apo6s a lesdo, amostras foram coletadas para a analise histologica. No 7° dia de
poOs-operatorio, a crosta fibrinoleucocitaria representou a maior extensdo das feridas em
ambos os grupos. A proliferacdo vascular em ambos os grupos, durante os trés dias de
estudo, apresentou maiores valores no 7° dia e uma diminuicao progressiva no 14° e 21°
dia. Avaliacbes semelhantes foram citadas por outros autores , como (BRITO,1996)
que observou dentro da massa de granulagdo vasos sanguineos dispostos
perpendicularmente ao epitélio e que, com o evoluir do processo de reparacdo, iam-se
dispondo paralelamente e diminuiam de quantidade. O exsudato inflamatério esteve
intensificado no 14° dia de pds-operatorio em ambos os grupos. Em relacédo ss células
polimorfonucleares, a analise demonstrou para ambos 0s grupos que os valores sofrem
decréscimo significante, sendo progressivamente menores nos dias 14° e 21°em
comparacao ao 7°dia de pds-operatério. No 14° dia de pds-operatorio, o grupo tratado
com extrato de aroeira apresentou as feridas completamente re-epitelizadas, e o grupo-
controle ndo apresentava re-epitelizacdocompleta, sendo esta completa no 21° dia.
SANTOS (2004), avaliando o efeito cicatrizante de Jatropha gossypiifolia L. na
cicatrizacdo de feridas cutdneas em ratos, nas eutanasias no 7°, 14°, 21°dia de pds-
operatorio, constatou que a ferida cutdnea em ambos 0s grupo houve exsudagédo
plasmatica com formacdo de crostas superficiais até o 7° dia.  Apdés o 14°, dia
observou-se tecido de granulacdo e epitelizacdo completa no 21° dia com surgimento de
novos pelos ao redor da lesdo em todos os animais. A fase inflamatdria apresentou
exsudato, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, extravasamento de
plasma, hemacias, leucécitos, neutrofilos, mondcitos seguida da presenca de
macrofagos que foi identificada entre o 7° e 0 14° dia de pds-operatério. Observou-se,
também nesta fase, intensa proliferacdo endotelial, formando o tecido de granulagdo
presente no 14° dia de pos-operatério. No 21° dia de pds-operatorio, as lesdes estavam

totalmente epitelizadas.



111.3.5- FASE DE REMODELAMENTO E MATURACAO

Por volta do décimo dia, o leito da ferida estava totalmente preenchido pelo
tecido de granulagdo, com uma rede capilar atravessando-o, e a rede linfatica em franca
regeneracdo. O tecido de granulacdo vai sendo enriquecido com mais fibras de colageno
e comeca a adquirir a aparéncia de massa fibrotica caracteristica da cicatriz, surgem as
primeiras fibras de coldgeno tipo I; com a evolugdo do processo acentua-se a deposicao
de colageno e a maioria das células desaparece por apoptose(CLARK,1999).

O processo de remodelamento da cicatriz envolve etapas sucessivas de
producdo, digestdo e orientacdo das fibrilas de colageno. Inicialmente, a deposicdo de
coldgeno ¢ feita de maneira aleatdria,orientando-se pela organizacdo de fibronectina e
dependente da natureza e pela direcdo das tensbes aplicadas ao
tecido.Subsequentemente sdo digeridas pela colagenase e ressintetizadas, rearranjadas
de acordo com a organizacdo das fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente
ligadas por ligacbes covalentes.RepeticGes sucessivas da lise , ressintese
redirecionamento e religacdo formam fibras maiores de coldgeno e resultam numa
configuracdo mais regular da cicatriz ( CLARK, 1999).

A contracdo da ferida envolve o movimento centripeto das bordas da ferida
produzindo uma forca de tensdo pelas bordas geradas pelos miofibroblastos, ja que estas
células contém miofilamentos no citoplasma, que sdo potencialmente contrateis, como
também modificagdes na membrana que permitem interconectar e transmitir contracao
para outras células. E é esta forca que tornam alinhadas paralelamente as fibras de
colageno a superficie da pele. Apesar de ocorrer um aumento progressivo da resisténcia
da cicatriz, ela permanece em 15 a 20% mais fraca do que o tecido vizinho (AUER,
1992).

Ao final desta etapa, os anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas
sofrem regeneracdo limitada e a coloracdo da cicatriz permanece pélida, pois a
regeneracdo dos melandcitos é deficiente, as cicatrizes sdo hipovascularizadas em

decorréncia do desaparecimento dos neocapilares (JOHNSTON, 1990).

Figura 4- Tecido cicatricial



1114 - MEDIADORES QUIMICOS ENVOLVIDOS NA CICATRIZACAO
111.4.1 - FATORES DE CRESCIMENTO

A proliferacdo celular pode ser provocada por muitos mediadores quimicos tais
como fatores de crescimento, horménios e citosinas. A maioria dos fatores de
crescimento apresenta efeitos pleiotroficos, ou seja, além de estimularem a proliferacéo
celular, estimulam a migracéo, a diferenciacéo e contratilidade, e intensificam a sintese
de proteinas especializadas( tais como colageno pelos fibroblastos).O fator de
crescimento pode agir em um tipo especifico de célula ou em madltiplos tipos
celulares,sendo sua principal atividade estimular a proliferacdo celular e a inibigéo de
ciclo de outras células(ROBBINS,2008).

111.4.2-FATOR DE CRESCIMENTO TRANSFORMANTE (TGF)

Trata-se de dois fatores distintos, denominados TGFo e TGFBR. O TGFa é
produzido por diferentes células embrionarias ou da placenta,revelando grande
semelhanca com o fator de crescimento epidérmico (EGF), liga-se ao esmo receptor
deste fator de crescimento. Além disto, estimula a proliferacdo de fibroblastos e células
epiteliais (BRASILEIRO FILHO, 1996).

O TGFR constitui um grupo de fatores de crescimento que atuam como potentes
reguladores do crescimento e diferenciacdo celular para mondcitos, macrofagos,
linfocitos, neutréfilos e fibroblastos, para a angiogénese, a deposicdo de matriz
extracelular e formacgéo de tecido de granulagdo, ou seja, eventos importantes no
processo de cicatrizacdo tecidual.

Segundo CHANG (2000), o TGFR estimula a producdo de colageno por
aumentar nos fibroblastos a expressdo de Rnam para o coladgeno tipo | e Il
Diferentemente do PDGF( fator de crescimento derivado de plaquetas), o TGFR
aumenta o tecido de granulagéo por provocar seletivamente a maturacdo de pacotes de

colageno.
111.4.3 FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO (EGF)

O EGF é mitogénico para células epiteliais e mesenquimais, atua como fator de
progressao, estimulando a divisdo celular por ligar-se a um receptor especifico uma

glicoproteina de membrana. O EGF e o TGFa desempenham papel importante no



processo de cicatrizacdo de feridas gracas a sua capacidade em aumentar a migracdo de
queratinécitos (UCHI,2000).
Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)

O PDGF ¢ encontrado mais abundatemente nos granulos a das plaquetas, como
também é sintetizado pelos macrdfagos, células endoteliais e musculares. O PDGF
estimula a proliferacdo de fibroblastos e células musculares lisas e atua como um
potente quimioatraente para neutrofilos, mondcitos, fibroblastos e células musculares
lisas, promovendo a formacéo de tecido de granulacdo durante a reparacdo de feridas
(BRASILEIRO FILHO, 1996).

Entretanto, parece que o PDGF néo estimula diretamente a sintese de colageno
pelos fibroblastos e ndo aumenta a deposicdo de glicosaminoglicanos e fibronectina,
provavelmente, exerce indiretamente estes efeitos de duas formas: incrementando a
celularidade da ferida e levando os macréfagos e fibroblastos a produzirem quantidades
maiores de TGFR, o que estimula a mitogénese dos fibroblastos e aumenta a sintese de
colageno (CHANG, 2000).

111.4.4- FATOR DE CRESCIMENTO DO FIBROBLASTOS (FGFs)

O FGF pertence a uma familia de fatores de crescimento com mais de dez
membros. O FGFs liberados associa-se ao sulfato de heparan na MEC, que pode servir
de reservatorio ao armazenamento de fatores inativos, apresenta grande numero de
funcdes, incluindo formacédo de novos vasos, reparacdo de ferimentos, pois participa da
migracdo de macrdfago, fibroblasto e célula endotelial em tecidos lesados e migracado
do epitélio para formar nova epiderme (ROBBINS & COTRAN, 2005).

111.4.4- INTERLEUCINA | E FATOR DE NECROSE TUMORAL (IL-1 e TNF)

S&o duas citosinas que atuam sinergicamente, como importantes mediadores da
inflamagdo. Compartilham propriedades biol6gicas , particularmente provocando o
mesmo espectro de efeitos na fase aguda da inflamacé&o.Os efeitos da IL-1 e TNF sobre
0 endotélio sdo:inducdo da sintese de moléculas de adesdo, inducdo da sintese e
secrecdo de PGI , estimulagdo da sintese de fator de plaquetas(PAF) e aumento das
propriedades pré-coagulantes e anticoagulantes das células endoteliais(COTRAN,1990).



I1.5 - TIPOS DE CICATRIZACAO

Segundo ROBBINS (2008), baseando-se na natureza da ferida, a cicatrizagdo

das feridas cutaneas pode ocorrer por primeira ou segunda intencao.
Cicatrizacdo por primeira intencdo ocorre quando a incisdo causa somente uma ruptura
da continuidade da membrana basal epitelial e morte de poucas células epiteliais e
tecido conjuntivo e, como resultado, a regeneracdo epitelial predomina sobre a fibrose
formando uma pequena cicatriz, existindo uma contragdo minima da cicatriz
(ROBBINS, 2008).

A cicatrizacdo por segunda intencdo ocorre quando ha uma perda celular ou
tecidual mais extensa, a reacdo inflamatéria é mais intensa, existe um tecido de
granulacdo abundante e a cicatriz se contrai pela acdo dos miofibroblastos, isto €
seguido pelo acumulo de MEC e pela formacdo de uma cicatriz grande (ROBBINS,
2008).

Figura 5- Tipos de cicatrizacdo (ROBBINS, 2008).

111.6 - DEFICIENCIA DE CICATRIZACAO

A cicatrizacdo é influenciada por fatores locais e sistémicos que podem reduzir

retardar ou impedir o processo, dentre estes fatores podem ser citados mais comuns a



infeccdo e 0s corpos estranhos que retardam o processo cicatricial porque mantém a
reacao inflamatoria em atividade (MANDELBAUM, 2003).

A desnutricdo decorrente principalmente da deficiéncia de proteinas, de
vitaminas C ou de zinco, retarda a cicatrizagao por interferir diretamente nos processos
de sintese do coldgeno; o zinco € um componente importante de muitas enzimas
(metaloenzimas), inclusive das que participam da sintese de DNA (ROBBINS, 2008).

A baixa perfusdo tecidual decorrente de lesbes vasculares ou perturbacdes
hemodinamicas retarda ou impede a cicatrizagdo porque reduz o fornecimento de
nutrientes e oxigénio (ROBBINS, 2008).

A diabetes acompanha-se de cicatrizacdo deficiente em virtude das lesdes
vasculares (hipoxia) e das alteracdes nas células fagocitarias que favorecem a instalacao
de infeccBes; nos idosos, ocorre a reducdo na capacidade proliferativa das células
(ROBBINS, 2008).

Torna-se indispensavel considerar estes fatores ao avaliar e propor um

tratamento para a cicatrizacdo de feridas dérmicas.

I11.7- PRINCIPAIS RECURSOS DISPONIVEIS PARA AUXILIAR NA
CICATRIZACAO

Existem muitas pesquisas em andamento e ha perspectivas de desenvolvimento
de novas tecnologias que visam ndo so a reduzir as complica¢des oriundas da ferida mas
também acelerar o processo cicatricial.

No Brasil, as principais formas de tratamento estdo agrupadas em recursos
destinados a protecdo da pele contra agressdes mecanicas ou quimicas e prevencdo de
infeccBes, produtos para higienizacao e antissepsia, produto para debridamento quimico,
enzimatico, autolitico ou mecanico, coberturas primarias ou secundarias, produtos para
fixacdo de coberturas e complementos e agentes topicos (MANDELBAUM, 2003).

Um produto para ser eficaz no tratamento de feridas deve incluir as seguintes
caracteristicas: facilidade de remocao, conforto, ndo exigéncia de trocas frequentes, boa
relagdo custo beneficio, manterem o leito da ferida com umidade ideal e as éareas
periféricas secas e protegidas, facilidade de aplicacdo, adaptabilidade (GEOVANINI,
2007).



111.8 - LASER

A palavra laser em inglés é “light application by the stimulated emission of
radiation” que significa amplificagdo de luz por emisséo estimulada de radiagéo, sendo
este o0 principio basico desde a sua criacdo. Esta designacdo compreende uma vasta série
de dispositivos com emissdo de radiacdo eletromagnética, com diversas faixas
espectrais desde os raios-X, passando pelo ultravioleta, visivel, infravermelho e micro-
ondas ( TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996,
COLLS, 1985).

Os trabalhos iniciais da terapia laser de baixa poténcia ocorreram entre a
década de 60 e 70 na Europa Oriental, baseados nos estudos do Prof. Endre Mester
Budapeste, em que foram observados os efeitos da radiacdo laser de baixa poténcia na
modulacdo dos processos bioldgicos (KITCHEN & BAZIN, 1996; BAXTER ET AL,
1991, BASFORD, 1989), sendo uma das descobertas mais significativas do século XX
no campo da ciéncia médica. Isto envolveu novas perspectivas nas areas de biologia e
aplicacdo na &rea medica, uma vez que, em sua concepcdo, os lasers encontraram
aplicacdo imediata na medicina, mas, at¢ o momento, quase todas as aplicacdes
tomavam por base os efeitos fototérmicos ou fotodestrutivos, sendo utilizados para
cortar, coagular e destruir os tecidos, sendo esta modalidade conhecida como hight
reactive-level laser treatment ou LLT (terapia laser de alta poténcia) (KARU, 2000;
KLOTH, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996; OHSHIRO & FUJINO, 1993).

Todavia os lasers de baixa poténcia,apresentam uma variagdo no comprimento
de onda de 530nm a 1300nm, utilizados em terapéuticas denominadas Laserterapia ou
Terapia Laser de Baixa Poténcia (LLLT), promovem um efeito fotobiolégico que
acelera os eventos do processo de cicatrizacao tecidual.

Desde que foram considerados bioestimuladores, os lasers passaram a ser
utilizados experimentalmente e clinicamente para estimular a cicatrizacdo de feridas
abertas e cirdrgicas (SEITZ & KLEINKORT, 1986; CALDEIRA, 1997; MIKAIL,
1997), na cicatrizagdo Ossea (SEITZ E KLEINKORT, 1986; MIKAIL, 1997), nos
processos inflamatdrios (MIKAIL, 1997) e nas compressdes nervosas (SCHIMITT et.
al., 1993).

Inicia-se, entdo, a aplicagdo do laser de baixa poténcia “low reactive-level
laser” ou LLLT, nome dado por OHSHIRO & CALDERHEAD (1998), para o



tratamento em diversos tipos de lesdo e modelos experimentais obtendo mais
conhecimentos sobre efeitos fisioldgicos, mecanismos de agdo, dosimetrias.

Dependendo da absor¢édo do tecido, este, quando submetido a radiacéo laser de
alta poténcia, podera sofrer carbonizacdo, vaporizacdo, coagulacdo, ter suas proteinas
constituintes degradadas ou desnaturadas pelo efeito fototérmico, ou, ainda, por outros
efeitos ndo dependentes de calor, mas igualmente irreversiveis, como os efeitos foto-
osmoticos, foto-ibnicos, fotoenzimaticos, foto-imunologicos dentre outros. (FULLER,
1983; OHSHIRO & CALDERHEAD, 1998).

Apesar da destruicédo celular causada pelas cirurgias em que foi utilizado laser
de alta poténcia, 0s pacientes submetidos a este procedimento relatam menor
desconforto pos-operatério, pouco edema e melhor cicatrizacdo tecidual, quando
comparado ao método convencional (OHSHIRO & CALDERHEAD, 1998).

Buscando elucidar os efeitos adicionais que a cirurgia laser proporcionava,
OHSHIRO & CALDERHEAD (1998) propuseram que a explicacdo para este efeito
seria a distribuicdo espacial de energia gaussiana (Figura 1) que a maioria dos lasers

apresenta.

Curva Gaussiana
Tipica

Q Carbonizagio ¢ queimadura Alta Poténcia

Vaponzagio Foto-destruigio
Tecido Coagulagio
Alvo Desnaturagdo Proteica
Ativagdo Foto-térmica Baixa Poténcia
Ativagdo ndo Foto-térmica Foto-ativagio

' Figura 6 - Perfil espacial gaussiano de um feixe laser e sua interagédo '
com o tecido, proposto por OHSHIRO & CALDERHEAD em 1988.

No perfil gaussiano de um feixe laser, o pico de energia concentra-se na regido
central do feixe, decrescendo gradualmente a medida que se aproxima da periferia,
representando os efeitos tipicos da interacdo laser-tecido bioldgico, evidenciando estes

efeitos de acordo com a variacdo da densidade de energia. A regido da desnaturacédo



proteica ndo ultrapassa a temperatura de 40°C; na regido correspondente a ativacdo
foto-térmica, haverd um aumento da temperatura, porém ndo suficiente para causar
mudanca estrutural macroscopica no tecido, devendo somente ativa-lo; na zona mais
afastada regido ndo fototérmica os tecidos ainda s&o ativados pela irradiagdo, estes
efeitos sdo conhecidos como “Terapia Laser de Baixa Poténcia ou Laserterapia e podem
ocorrer simultaneamente as reacOes foto destrutivas do laser cirdrgico (OHSHIRO &
CALDERHEAD, 1998).

Os lasers de baixa intensidade passam a ser utilizados em diferentes meios
ativos, comprimento de onda, poténcias, frequéncias e densidades de energia. Os meios
solidos, liquidos e gases tém sido utilizados para produzir lasers com comprimento de
onda especifico; no entanto, o principio basico para a producdo de um feixe laser é o
mesmo para todos os meios. (BAXTER, 1997; KLOTH, 1997; LAAKSO et al, 1993 a ;
KITCHEN & PARTRIDGE; 1991).

Apo0s a descoberta do laser hélio-nednio (He-Ne) com o comprimento de onda
de 632,8nm, surgiram varios interesses em produzir um laser com emissdo na faixa
infravermelha, porém estes aparelhos s6 apareceram no final da década de 70 com o
surgimento dos lasers de arseneto de galio (Ga-As) e de arseneto de galio aluminio (Ga-
Al-As) (TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997; OHSHIRO, 1991).

Classificaram-se entdo os lasers de baixa poténcia em equipamentos de
emissdo infravermelha que emitem comprimentos de onda a partir de 770nm até
1300nm. Esses lasers estdo constituidos fundamentalmente pelo cristal de arseneto de
galio (Ga-As) e pelo arseneto de galio aluminio (Ga-Al-As), e por lasers invisiveis que
emitem comprimento de onda até 770nm (KLOTH, 1997; HERCH & TERESI, 1987;
COLLS, 1985).

Os raios lasers produzem luz monocromatica, a luz emitida é de mesmo
comprimento de onda e de freqiiéncia, apresentam uma s6 cor que difere em cada
categoria de laser, observando-se variagdo no comportamento de fdétons que néo
divergem. Ao contrario da luz doméstica que se espalha depois de sair da fonte, a luz
monocromética produz intensidade capaz de criar uma forga de radiacéo por cm? muito
grande, uma vez que os fotons chegam ao ponto final com igual carga de energia
luminosa (COLLS, 1985).

Os parametros que descrevem a luz laser sdo o comprimento da onda, a poténcia
util, a densidade de poténcia ou irradiancia, a densidade de energia ou fluéncia, modo e
tipo do feixe e a frequéncia de tratamento ( TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997;



KITCHEN & BAZIN, 1996; LAAKSO et al, 1993 a; 1993 b; KITCHEN &
PARTRIDGE, 1991).

Alguns autores consideram que o comprimento de onda é o fator determinante
para os efeitos fisioldgicos produzidos pela terapia laser. A especificidade de absor¢do
para determinado comprimento de onda determina quais o0s tipos de tecido que iréo
absorver preferencialmente a radiagdo incidente e por sua vez, a profundidade de
penetracdo da mesma (BAXTER, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996; LAAKSOL ET al.
1993 a).

Segundo LAAKSOL et al.(1993 b), é consenso que o comprimento de onda
mais curto dentro da faixa visivel € mais indicados para o tratamento de lesOes
superficiais, enquanto o comprimento mais longo na faixa do infravermelho proximo é
eficaz para o tratamento de lesdes mais profundas.

Quanto maior o comprimento de onda, maior a penetracdo do laser nos tecidos
(HARRIS, 1991). A penetragdo do laser He-Ne é de 10 a 15mm (SEITZ &
KEINKORT, 1986), enquanto o laser AsGa estd em torno de 50mm (SEITZ &
KLEINKORT, 1986; CALDEIRA, 1997). O laser de AsGa produz luz que nao é
absorvida pelos pigmentos celulares, com penetracéo tissular entre 10 e 50mm.

O parametro poténcia atil normalmente € fixo e invariavel, embora alguns
aparelhos permitam que o operador selecione a percentagem, alem de oferecer a opgéo
de pulsacdo da poténcia util (KITCHEN & BAZIN, 1996).

OHSHIRO (1991) observou que poténcias inferiores a 60mW em
comprimentos de onda entre 790nm e 904nm diminuiram a dor de maneira efetiva.
Porém foram observados efeitos quase termais como exacerbacdo do quadro algico,
espasmo muscular involuntario e sincope nervosa.

A densidade de poténcia ou irradiancia é a poténcia de saida da luz por area de
irradiacdo € dada em mW/cm2 ou w/cm2. Normalmente, na pratica clinica e
laboratorial, a densidade de poténcia ndo ultrapassa a 50nw/cm2(BAXTER, 1997,
KLOTH, 1997; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

TRELLES et al.; citados por LAAKSOL et al. (1993 b), afirmam que altas
densidades de poténcia com tempos curtos de irradiacdo podem ser mais eficazes na
promocdo dos efeitos da LLLT.

A densidade de energia, fluéncia ou dose é a energia total transmitida por um
feixe laser por unidade de area e é dada em J/m? (sistema MKS) ou J/cm?, no caso da
fisioterapia ou nas aplicaces biomédicas. A energia fornecida em joules(J) é calculada



através da multiplicacdo da poténcia de saida em watts (W), pelo tempo de irradiagéo ou
aplicacdo em segundos(s) (TUNER & HODE, 1999; BAXTER, 1997; KITCHEN &
BAZIN, 1996; KITCHEN & PARTRIDGE, 1991).

A dose ideal de radiacdo depende da distancia entre a pele e o aparelho laser,
do tamanho da area irradiada, do sistema éptico do aparelho (sistemas de lentes ou
espelhos), do tipo de fonte utilizada da saida de poténcia, do tempo de irradiacdo, da
divergéncia do feixe, assim como da reflexdo, transmissdo, dispersdo, absorcdo e
profundidade do tecido tratado (BAXTER, 1997; BECKERMAN et al, 1992).

Segundo COOMBE (2001) nao existem determinacfes especificas de
dosimetria e mecanismo de acdo para diferentes tipos celulares, assunto que requer
estudos.

A absorcdo de fotons por parte da célula, seja diretamente por captacdo em
nivel de croméforos mitocondriais ,seja por agdo em sua membrana celular, produz
estimulagcdo ou inibicdo de atividades enzimaticas e de reacdes fotoquimicas. Estas
acOes determinam alteracdes fotodindmicas em cascatas de reacGes e em processos
fisioldégicos com conotacgdes terapéuticas (FUNK et al., 1992).

Esses processos podem manifestar-se clinicamente de trés modos.
Primeiramente, vao agir diretamente na célula, produzindo um efeito primario ou
imediato, aumentando o metabolismo celular (KARU et al., 1989; ROCHKIND, et al.,
1989; BOLTON et al. 1995), aumentando a sintese de endorfinas e diminuindo a
liberagdo de transmissores nociceptivos, como a bradicinina e a serotonina, e, ainda
acao na estabilizacdo da membrana celular (ATAKA et al., 1989, PALMGREN, 1992;
IIJIMA et al., 1991). O efeito secundario ou indireto, aumentando o fluxo sanguineo
(KUBOTA e OHSHIRO, 1989) e a drenagem linfatica (LIEVENS, 1986; 1988; 1990;
2001). E o terceiro consiste na observacdo clinica da agdo estimulativa, analgésica,e
anti-inflamatoria e da ativacdo do sistema imunolégico. (MESTER et al., 1977;
TRELLES, 1983; SKOBELKIN et al, 1991; VELEZ-GONZALEZ et al., 1994;
TUNER e HODE, 1996).

SKOBELKIN et al.(1991) apresentaram um estudo clinico de pacientes
oncoldgicos, que visava a ativacdo do seu sistema autoimune no periodo pré-operatério.
Os autores propuseram que essa terapia poderia ser utilizada como coadjuvante em
pacientes portadores de imunodeficiéncias. Utilizaram-se 60 pacientes divididos em
quatro grupos e irradiados no pré-operatério imediato. Um grupo foi controle, outro
irradiado transcutaneamente (sobre linfonodos) com o laser 890 nm, outro irradiado



internamente com laser He-Ne, e outro com uma associacdo de ambos 0s métodos de
irradiacdo. Os estudos avaliaram componentes de células brancas do sangue, ensaios de
atividade imunoglobulinica (IgA, IgM e IgG), além de determinacdo do comportamento
de fracdes de linfocitos T. Essa avaliacdo foi feita antes e depois das irradiages. Os
autores observaram que a resposta imunologica dos pacientes irradiados foi
significativamente aumentada em relacdo ao grupo-controle.

Os efeitos fisiologicos da bioestimulacdo incluem aceleracdo na sintese de
coldgeno (HARRIS, 1991; TAYLOR et al., 1998) e diminui¢do local do nimero de
micro-organismos, aumento da formacao vascular, de fibroblastos e de tecido epitelial
(SEITZ & KLEINKORT, 1986).

Dependendo da dosagem empregada cada laser pode estimular ou inibir as
véarias fases de cicatrizacdo. E considerado uma “janela terapéutica” para uma
fotoestimulacdo efetiva, acima de um limiar, porém abaixo de um nivel que cause
inibicdo, resultante do efeito de dose dependente representado por uma curva dose
versus resposta. Segundo esse conceito, descrito como lei de Arndt-Schulz, os
estimulos fracos excitam a atividade fisioldégica, moderadamente fortes a favorecem,
fortes a retardam, e os muito fortes a interrompem. Também é chamada de lei de
Arndt, foi proposta por Rudolph Arndt (1835-1900), um psiquiatra alemao, e tem sido
utilizada para tentar explicar os resultados conflitantes dos estudos sobre LLLT(
BAXTER, 1997; KLOTH, 1997; KITCHEN & BAZIN, 1996).

HAWKINS (2006) buscou estabelecer o comportamento dos fibroblastos de
pele humana ferida submetida a irradiacdo a laser He-Ne 632,8nm com 1, 2 e 3
exposicoes didrias com doses de 2,5 j/cmz?, 5 j/lcm?2 e 16 j/lcm? por dois dias consecutivos.
A terapia laser de baixa poténcia (LLLT) promove o processo de cicatrizacdo em
diferentes casos clinicos, porém o comprimento de onda, intensidade e dose podem
acelerar o processo. Os efeitos de multiplas irradiagdes nas respostas celulares ainda
devem ser esclarecidos. As respostas celulares mediante a irradiacdo He Ne foram
avaliadas através da morfologia celular, viabilidade celular, proliferacdo celular e danos
causados pela irradiacdo. Os resultados demonstraram que uma exposi¢do de 5 j/cm?,
duas e trés exposicOes de 2,5 j/lcm? apresentaram efeito positivo para os fibroblastos,
aumentando a migracdo e proliferacdo celular, mantendo a viabilidade celular sem
causar tensdo adicional a células.A reducdo da migracdo celular, viabilidade celular,

atividade de ATP e inibicdo de proliferagdo celular foram os resultados dos efeitos



cumulativos de multiplas aplicacdes de doses elevadas(16 j/cm?) causando efeito
inibitorio com danos.

HOURELD (2007) avaliou a irradiacdo laser 632,8 nm em intervalos de
tempos crescentes, em células fibroblasticas diabéticos induzidas (WS1) in vitro,
realizando uma analise morfoldgica, celular e molecular. Foram utilizadas células WS1
em modelo diabético in vidro, o efeito da frequéncia da irradiacdo 632,8 nm, com
fluéncia de 5 j/cm? foi determinado por analise morfoldgica celular, viabilidade celular,
citotoxicidade e dano celular. Utilizaram-se trés protocolos distintos de intervalo, uma
irradiacdo 30min ap0ds a indugdo, uma irradiacdo 30 min e outra 24 horas apds a
inducdo, e 30min e outra 72 horas ap6s a inducdo. Os resultados demonstraram que
uma unica exposi¢cdo aumentou o dano celular enquanto, duas exposic¢des, com intervalo
de 24 horas, diminuiam a viabilidade celular. J& o fechamento completo da ferida, o
aumento da viabilidade celular e a diminuicdo da citotoxicidade e dano celular
ocorreram quando o intervalo entre duas aplicagdes foi de 72 horas. Contudo, o
intervalo de irradiacdo revelou-se importante na cicatrizacéo.

KANA (1981) analisou os efeitos do laser hélio-nednio (poténcia de 25mw e
comprimento de onda de 632,8nm) em feridas no dorso de ratos. O laser foi aplicado em
ondas continuas, com doses de 4, 10 e 20 j/cm? diariamente, durante 17 dias. Observou
que feridas irradiadas com doses de 4j/cm? apresentaram cicatrizacdo mais réapida e
maior producdo de colageno. Uma ligeira reducdo da velocidade de cicatrizacdo foi
observada com doses de 20 j/lcm?.

Desde os anos 60, o grupo do Prof. Mester estabeleceu a dose de 1 j/cm? como
parametro 6timo para cicatrizacdo de feridas. Dez anos mais tarde, surgiram pesquisas
relatando que a dose de 4j/cm2 seria o ideal para o processo de reparo, desde entdo,
varios pesquisadores tém utilizado estas doses como ideais para estimular o processo de
cicatrizacdo de diversos tecidos (TUNER & HODE, 1999).

Em 1989, o filho de Endre Mester, Andre MESTER, que ,apds a morte de pai,
manteve sua linha de pesquisa, publicou um seguimento clinico de 2167 pacientes
portadores de Ulceras cutaneas ou de mucosas, confirmando que a fluéncia ideal para a
terapia desse tipo de Ulceras era de 4 J/cm?, fluéncia essa que ja havia sido preconizada
anteriormente.

HUSENY DEMIR, M. D. et al.(2004) comparam a estimulacdo elétrica e o
laser no tratamento de feridas dérmicas de 6 cm induzidas no dorso de ratos. O estudo
utilizou 4 grupos .Grupo 1 utilizou 300 pA por 30 min , por dia(1° o polo negativo



sobre a ferida por 3 dias, seguido do polo positivo sobre a ferida por 7 dias), Grupo 3
Ga As 1 j/lcm2, 6 mW por 10min por dia, 0s Grupos 2 e 4 sdo 0s controles respectivos,
todos os grupos foram tratados por 10 dias consecutivos, foram realizados sacrificios no
4° e 10° dia de tratamento para as analises histoldgicas e biomecénicas.Os resultados
demonstraram que a proliferacéo e a maturacdo celular resultaram em efeitos benéficos
na fase inflamatoria dos Grupos 1 e 3 e mostraram-se, mais eficientes quando
comparados aosdos grupos-controles respectivos, portanto quando comparados entre
eles ndo houve diferenca estatistica significativa.

HAWKINS (2006) avaliou o laser com o comprimento de onda 632,8nm, dose
de 2,5j/cm?, 5j/cm?, 16j/cmz?, 1, 2 e 3 exposi¢cdes diarias, em fibroblastos humanos
divididos em 9 grupos (Grupo tratado com 2,5j/cm? frequéncia 1, 2 e 3, grupo tratado
com 5j/cm? frequéncia 1, 2 e 3, grupo tratado com 16j/cm? frequéncial, 2 e 3), Os
resultados demonstraram que uma exposi¢cdo de 5j/cm?, duas e trés exposicOes de
2,5j/cm? apresentaram efeito positivo para fibroblastos, aumentando a migracdo e
proliferacdo celular mantendo a viabilidade sem causar tensdo adicional a célula. A
reducdo da migracdo celular , viabilidade celular, atividade de ATP e inibicdo de
proliferacdo celular foram os resultados dos efeitos cumulativos de multiplas aplicagdes
de doses elevadas (16j/cm?) causando um efeito inibitério com danos.

MIRZAEI, M (2007) objetivou avaliar a proliferacdo celular quando aplicada a
terapia a laser de baixa poténcia (LLLT) em culturas celulares da pele de ratos
diabéticos. Retirada a pele para a cultura in vitro de 5 amostras de pele do grupo-
controle e 5 amostras de pele do grupo tratado com irradiacéo a laser He Ne, 4 j/cm?2 por
quatro aplicacBes consecutivas. Os resultados demonstraram que 4 j/cm?2 de irradiacéo
gerou um aumento significativo no numero de fibroblastos, quando comparados ao do
grupo-controle, concluindo que a irradiagdo de He-Ne 4j/cm? resultou em aumento
significativo na proliferacdo de fibroblasto de ratos STZ-D in vitro.

HAWKINS (2007), objetivando alcancar a proliferacdo celular por meio da
aceleragdo do processo cicatricial em ratos, utilizou a dose de 5 jlcm? laser hélio nednio
com comprimento de onda de 632,8nm que foi a mais eficiente, quando comparada a
mesma densidade com lasers de comprimento de onda 1064 e 830nm.

FAROUK (2006) realizou este estudo objetivando analisar o efeito do laser
com distintos comprimentos de ondas e dosimetrias no processo de cicatrizacdo de ratos
diabéticos Sprague-Dawley, sexo masculino . Foram utilizados os comprimentos de
onda de 532 nm, 633 nm, 810 nm, 980 nm com doses de 5, 10, 20 e 30 j/cm?, trés



aplicacBes por semana. A area da ferida dos ratos estava plotada em um quadro de
declive avaliando mm#/dia, considerando a percentagem e a velocidade da cicatrizacao.
Valores de declive (mm?2/dia) em ratos do grupo-controle ndo diabéticos era de 6.0871 e
3.636 em ratos diabéticos (p>0.005). As velocidades de cicatrizacdo foram de 15.23,
18.06, 19.54 e 20.39, para o grupo que tratou com532nm de 33.53, 38.44, 32.05 e 16.45
para o grupo que tratou com 633nm de 15.72, 14.94, 9.62 e 7.76 para 0 grupo que tratou
com 810nm de 12.80, 16.32, 13.79, 7.74, para 0 grupo que tratou com 980nm, usando
fluéncias de 5, 10, 20 e 30 j/cm?, respectivamente. Conclui-se, portanto, que a
cicatrizacdo em ratos diabéticos é mais lenta que em ratos do grupo-controle nao
diabéticos e que o comprimento de onda ideal é de 633nm com a fluéncia de 10 j/cm2.

RABELO (2006) utilizou o laser no comprimento de onda 632,8nm, poténcia
15mW, dose diéria de 10j/cmz2, em 50 ratos Wistar com Ulceras dérmicas divididos em
animais diabéticos e ndo diabéticos; 15 animais diabéticos controle e 10 tratados, 15
animais ndo diabéticos controle e 10 tratados. Os animais diabéticos e ndo diabéticos
tratados com laser He Ne, 10j/cm?2 apresentaram uma cicatrizacao eficiente, mas o grupo
ndo diabético apresentou cicatrizacdo mais rapida. Os grupos tratados com laser
revelaram  melhor qualidade tecidual de cicatrizacdo , a andalise microscopica
apresentou maior quantidade de células inflamatérias e maior nimero de fibroblastos
por area.

ERDLEY BL (2008) utilizou a irradiacao laser 670nm para tratamento de feridas
induzidas em ratos, comparando com o grupo-controle. A area das feridas tratadas com
laser diminuiu mais rapidamente quando comparadas a do grupo-controle, sugerindo a
utilidade do laser no pos-operatario.

MEDRADO (2003), avaliando a acdo do laser no comprimento de onda 904nm,
poténcia 9m/W, dose 4j/cm? 8j/cm?, frequéncia diaria em Ulceras dérmicas de 72 ratos
Wistar, divididos em 3 grupos de 24 animais (1 grupo-controle, 1 grupo tratado, 4j/cm?
e 1 grupo tratado, 8j/cm?), e constatou, apos o0 término do estudo, um paradoxo, o laser
havia provocado uma série de mudancas morfologicas favoraveis a resolucao da ferida,
mas ndo diminuira o tempo de cicatrizagdo.Estes efeitos podem ser importantes por
diminuir a exsudagdo mais cedo pela liberacdo de citosinas , a dor e a tumefacéo,
facilitando a contracéo da ferida embora ela ndo ocorra necessariamente mais rapida.

Segundo PARREAU-SCHEIDE et al. (1990), a irradiacdo com o laser He Ne
estimula as culturas de linfécitos, aumentando sua capacidade de fagocitose,

aumentando a eficiéncia das células apresentadoras de antigeno, promovendo, assim,



um aumento na afinidade dos linfocitos para detectar o patégeno invasor. O laser
promove melhor oxigenacdo e vascularizacdo do tecido porque atua no esfincter pré-
capilar, gerando a abertura constante e aumentando a capacidade de cicatrizacdo do
tecido (SERAFIM & TEODOROSKI, 2003).

HOPPINKINS (2004), avaliando o laser com o comprimento de onda 820nm,
dose 8j/cm2, em ulceras dérmicas de humanos, utilizou 22 pacientesdivididos em 2
grupos de 11(1 grupo-controle e 1 grupo tratado 8j/cm2), concluiu que a terapia laser de
baixa poténcia foi efetiva para acelerar a contracdo da ferida.Para ele novos estudos
controlados sdo necessarios para determinar a eficacia doLLT , com vistas em facilitar a
cicatrizacdo e reduzir a dor associada a desordens musculoesqueléticas.

Véarios sdo 0s mecanismos pelos quais o laser pode atuar na promogéo,
aceleragédo e melhoria da qualidade da cicatrizagéo tecidual.

O laser de baixa poténcia aumenta a oxigenagdo tecidual, promovendo a
expansdo da microcirculagdo e estimulando a capacidade adaptativa. O laser GaAlAs
904 nm, quando aplicado na microcirculagdo mesentérica de ratos vivos, promove
dilatacdo das arteriolas irradiadas, seguida de aumento no fluxo sangliineo arteriolar.
Segundo ENWEMEKA et al. (1990), as trés fases do reparo tecidual sdo positivamente
influenciadas pelo tratamento com o laser, o efeito positivo esta em aspectos conhecidos
da inflamacéo, tais como: proliferacéo celular, granulacdo e promocéo de atividades de
citosinas.

BENEDICENTI (1982) demonstrou que o fluxo de sangue em capilares
mesentéricos aumentou apds a irradiagdo com o laser 904 nm, fendmeno esse
confirmado por MIRO et al.(1984), que utilizaram como modelo de estudo o leito de
unha e irradiaram com o laser As-Ga, observando que a circulacdo da regido aumentou
apos a irradiacdo. O incremento do fluxo sanguineo continuou durante 20 minutos ap6s
cessar a irradiacdo com laser, inclusive quando a area alvo foi esfriada. TRELLES et
al.(1983) publicaram um experimento realizado em olho de coelho em que novamente
foi confirmado esse fendmeno.

LIEVENS trabalhou bastante no tema de efeitos do laser de baixa poténcia na
atividade do sistema linfatico, tendo publicado vérios trabalhos bastante elucidativos
nessa area (1986, 1988, 1990). Em 1991, o autor publicou um estudo com 50 ratos, nos
quais fez incisdes na regido abdominal e as irradiou com um laser He-Ne e laser de As-
Ga 904 nm. Avaliou a adesdo pos-cirargica, o edema local e a regeneragdo de veias e de

vasos linfaticos da regido mesentérica. Observou que, ao irradiar essa regido com laser,



o fluxo linfatico instalou-se rapidamente. A regeneracdo dos vasos linfaticos nos
animais tratados com laser foi mais rapida que no grupo-controle ndo irradiado. No
primeiro grupo, a regeneracdo estava completa aos 9 dias, enquanto o grupo-controle
apresentou regeneracdo incompleta ainda aos 55 dias da cirurgia. O autor também
observou uma neovascularizacdo formada significativamente mais rapida nos animais
tratados, que se deu em menos da metade do tempo que nos animais do grupo-controle.
A adesdo peritoneal foi escassa nos grupos tratados com laser, e comum nos grupos
controle.

CHEN, C. H. (2008) buscou determinar o mecanismo pelo qual a irradiagédo a
laser (LLLT) influencia a angiogénese pela Kinase/NOS, P13 que sinaliza o caminho
celular e provoca a migracdo de célula endotelial e neovascularizacdo, aspectos
importantes e necessarios para a cicatrizacdo de feridas. Utilizanndo a irradiagcdo do
laser 632,5 nm para a estimulagdo de células endoteliais de veia umbilical humana
(HUVEC), verificouna seu efeito na proliferacdo celular, secrecdo de 6xido nitrico e na
migracdo celular .Os resultados demonstraram aumento na sintese de 6xido nitrico
endotelial, aumento na expressao proteica, aumento na migracdo celular para a veia
umbilical humana com irradiagdo de 0,26 j/cm?, promovendo a angiogénese.

Os resultados dos estudos de REDDY (1998) indicaram que o laser GaAs é
efetivo na promocdo do reparo e na melhora da cicatrizacdo de feridas em ratos
diabéticos. Os resultados revelaram que o colageno total foi aumentado em 19% nas
feridas tratadas com o laser He-Ne e 14% nas feridas tratadas com o laser GaAs. Os
achados das analises biomecénicas e biogquimicas de feridas de ratos diabéticos
demonstraram que o laser He-Ne é superior ao laser GaAs na promogéo do reparo das
feridas. A radiacdo produzida pelo laser He-Ne foi a mais estudada entre as varias
intensidades de laser para promover a cicatrizacdo de feridas, ja o efeito do laser
GaAsAl no processo cicatricial permanece pouco entendido (MENDEZ et al., 2004).

Estudo realizado por PUGLIESES (2003) objetivou quantificar a interferéncia
do laser na producdo de fibras colagenas e elasticas, no processo de cicatrizacao,
utilizando o laser arseneto de gélio aluminio com densidade de 4 e 8 j/cm? Os animais
foram sacrificados 24, 48, 72 horas aos 5, 7 e 14 dias. Os grupos submetidos a terapia
laser apresentaram maior reducdo do edema e infiltrado inflamatorio e maior expressao
de fibras colagenas e elasticas tendo o tratamento que utilizou densidade de 4j/cm?

apresentado melhores resultados que o de densidade de 8j/cm?.



PETER GAL (2008) utilizou laser arseneto de gélio em associa¢do com o uso de
Metil Predisona, poténcia 1mw/cm?2, 5mw/cm?, 15mw/cm?, e dose diaria 5j/cm?, em
Ulceras dérmicas de 48 ratos Sprague-Dawley, divididos em (2grupos de 24, e 3
subgrupos de 8 animais cada). A concluséo deste estudo reforca a teoria dos efeitos
benéficos da LLLT na cicatrizacdo de feridas em condi¢des normais e com a utilizacéo
de corticoides. Além disto o estudo demonstra que a LLLT com poténcia de
15mW/cm?2 estimula a cicatrizagdo acelerando a migracdo e proliferacdo de
queratinocito, e o surgimento de novas fibras coldgenas.Sugere-se utilizar 15m/W de
densidade em estudos clinicos.

OZCELIK (2008) utilizou o laser com o comprimento de onda 588nm, poténcia
120m/W, dose diaria 4j/cm2 em 20 pacientes submetidos a gengivectomia divididos em
dois grupos de 10 pacientes, 1 grupo-controle e 1 grupo tratado. Dentro das limitagdes
deste estudo, os resultados demonstraram que LLLT melhora a cicatrizagdo aumentando
a epitelizacdo apds a gengivectomia e a gengivoplastia. Deve-se desenvolver estudos
que esclarecam melhor os parametros de LLLT para obter melhores resultados.

SILVEIRA (2009), utilizando o laser com o comprimento de onda 904nm,
poténcia 15 mW, 30mw, dose diaria 5j/cmz2, em lesdo traumatica no gastrocnémio de 18
ratos Wistar, divididos em 3 grupos de 6 animais, 1 grupo-controle, 1 grupo tratado com
a poténcia de 15mW, e 1 grupo tratado com a poténcia de 30mW. Os resultados
demonstraram que a LLLT aumentou a atividade mitocondrial levando ao aumento na
sintese de ATP acelerando a cicatrizagdo muscular. Embora este estudo tenha sido
realizado em modelo animal, é possivel extrapolar os resultados a préatica clinica com
humanos. Sugere-se o desenvolvimento de outros estudos.

PARIZOTTO, N. A. (2006) realizou um estudo utilizando os efeitos da
irradiacdo dos lasers 685 nm e 830 nm para o tratamento de ratos submetidos a
tenectomia, ja que outros autores demonstraram a utilizacdo de lasers de baixa poténcia
(LLLT) acelerando o processo de cicatrizacdo do tenddo de Aquiles decorrente da
proliferacdo fibroblastica e aumento na sintese de colageno, ndo esclarecendo
totalmente o processo. Utilizaram-se 48 ratos divididos em 6 grupos experimentais,
Grupo A animais tenectomizados tratados com 685 nm, dose 3 j/cm?; Grupo B, animais
tenectomizados tratados com 685nm, dose 10 j/cm?; Grupo C animais, tenectomizados
tratados com 830 nm, dose 3 j/cm?; Grupo D, animais tenectomizados tratados com 830
nm, dose 10 j/cm?; Grupo E controle recebendo tratamento placebo; Grupo F controle
standart ndo ferido. Os animais foram sacrificados 13 dias ap6s a tenectomia, foram



retirados os tenddes e foi realizada uma analise quantitativa com microscopia de
polarizacdo, mensurando a organizacdo das fibras de colageno. Todos 0s grupos
tratados apresentaram valores melhores que os do controle, observando-se melhor
organizacao e agregacOes das fibras de colageno dos animais do Grupo A (685 nm, 3
jlcm?), seguido dos Grupos C, B e D, indicando existir uma especificidade de tecido, de
comprimento de onda, e de dependéncia da dose,situacdo que requer estudos adicionais
para investigar os mecanismos fisioldgicos responsaveis pelo efeito do laser no reparo
tendineo.

Dentre as discussdes sobre o comprimento de onda e doses ideais para
promover, acelerar e melhorar a qualidade do tecido cicatricial, estudos recentes
demonstram eficiéncia para a dose de 4 j/cm? do laser hélio-nednio comprimento de
onda 632,8 nm. Portanto este esta sendo substituido pela industria pelo laser indio-
galio-fésforo comprimento de onda de 670 nm, por apresentar os mesmos efeitos
biol6gicos, mas com um custo muito menor, como corrobora ERDLEY BJ (2008) em
seu estudo, tendo os ratos tratados com laser comprimento de onda de 670 nm
apresentado aceleracdo no processo cicatricial quando comparados aos do grupo-
controle.

Recentemente, pesquisadores buscam comparar a eficiéncia da terapia laser de
baixa poténcia com o uso de anti-inflamatorios para o controle do processo
inflamatdrio e consequente cicatrizacdo tecidual. Estudos com modelos experimentais
utilizando a combinacédo terapéutica de laser com medicamentos anti-inflamatérios a
fim de determinar os beneficios e maleficios desta combinacdo também tem sido
realizados.

VIEGAS (2007) realizou um estudo para avaliar a modulacdo de reacdes
inflamatdrias de feridas em ratos Wistar, comparando o uso da terapia laser de baixa
poténcia (LLLT) e o uso de anti-inflamatério Meloxicam. Foram realizadas feridas
circulares no dorso de 64 ratos e estes divididos em 4 grupos; a saber: Grupo A
controle, Grupo B animais tratados com Meloxicam, Grupo C irradiacdo 685nm e
Grupo D irradiagéo de 830nm. Os animais foram sacrificados 12, 36, 72 horas e 7 dias
apos a inducdo de feridas. A analise microscdpica revelou ativacdo vascular significante
no tempo de 36 horas, tendo o Grupo B apresentado diminuicdo na intensidade de
infiltracdo polimorfonuclear e de edema, o Grupo D mostrou alta organizacdo e
maturacgdo de fibras de colageno, quando comparado aos outros grupos com o tempo de
72 horas. Os animais do Grupo C mostraram melhor padrdo curativo aos 7 dias. A agéo



anti-inflamatoria do Meloxicam foi confirmada neste estudo. Concluiu-se que a LLLT
melhora a qualidade do reparo histologico o que é importante durante o processo de
cicatrizacdo; portanto, com os métodos usados neste estudo, a irradiacdo laser nédo
minimizou as reacdes inflamatorias.

GONGCALVES (2007) objetivou determinar o efeito da irradiagédo do He Ne,
fluéncia 4 j/lcm? em feridas de ratos albinos masculinos, 28-32g associado ao tratamento
com remédios anti-inflamatérios . Foram utilizados 6 Grupos com 6 animais cada,
Grupo C controle, Grupo L laser, Grupo D animais tratados com dexametasona, Grupo
X animais tratados com Celecobix, e os Grupos D+L e X+L, tratados com
medicamentos e laser. Foram efetuados sacrificios no 1°, 2°, 3° dia ap0s a inducdo de
ferida,e, em seguida, o estudo histologico da pele. Foi observado aumento significativo
na sintese de coldgeno no Grupo L, quando comparado ao do controle. Grupo D e X
diminuiram as células inflamatdrias, quando comparados ao do controle. Concluiu-se
que a irradiacdo laser promove formacédo de colageno e restabelece a celularidade basal
depois da inibicdo farmacolodgica, indicando boas perspectivas na terapia laser associada
ao de drogas anti-inflamatorias.

SILVEIRA (2007) utilizou o laser com o comprimento de onda 607nm, dose
diéria 4j/cm2, em Ulceras dérmicas de 32 ratos Wistar, divididos em 4 grupos de 8
animais: 1 grupo-controle, 1 grupo tratado laser, 1 grupo tratado dexametasona, 1 grupo
laser + dexametasona. O uso clinico do dexametasona deveria ser limitado em
condicBes cirurgicas nas quais € necessario 0 seu uso, pois este reduz o edema e
infiltrado polimorfonuclear na fase inflamatéria. O LLLT apresentou resultado
semelhante ao do grupo que usou dexametasona reduzindo o edema e o infiltrado
polimorfonuclear, além de aumentar a producdo matriz, de fibra colagena e sua
organizagao.

LIEVENS (1991), pesquisando os mecanismos basicos da acéo de tipos de lasers
na cicatrizacdo de feridas, avaliou o nivel de adesdo a planos inferiores, o grau de
edema local a regeneracdo do sistema venoso e linfatico. Os resultados demonstraram
que a adesdo celular apds quatro dias do estabelecimento da ferida foi de 100% nos
grupos controle ndo irradiados, enquanto nos grupos irradiados nédo foi significativa.
Apdbs 8 dias, o edema havia desaparecido nos grupos-controle, persistindo no grupo
tratado. Seis meses depois, a permeabilidade dos vasos sanguineos e linfaticos foi de

50% a mais nos irradiados em relagdo ao controle. RIGAU (1996) sugeriu que a



explicacdo disso seria pela resposta diferenciada dos mastécitos presentes nos tecidos
irradiados com laser de baixa poténcia.

BOURGELAISE (1983) feriram o palato de cdes da raca beagle e tatuaram
pontos de ambos os lados das feridas para observar o grau de contracdo durante a
cicatrizacdo, usando laser infravermelho préximo com fluéncia de 1 J/cm?. Utilizaram a
irradiacdo trés vezes por semana, durante trés semanas, e ndo observaram alteracfes
significativas no processo de cicatrizacdo em relacdo ao grupo-controle ndo irradiado.

KAMEYA et al. (1995) avaliaram a cicatrizagdo de feridas em ratos
submetidos a laserterapia de diferentes comprimentos de onda (632,8; 680; 830 nm).
Observaram diferencas macroscopicas significativas nos grupos irradiados em relacédo
ao controle, embora ndo fossem estatisticamente significativas entre eles.
Histologicamente, observaram que 0s trés grupos irradiados apresentaram maior
proliferacdo de tecido conjuntivo e maior presenca de vasos sanguineos, quando
comparados aos do grupo-controle.

LOWE et al.(1998) estudaram a acdo do laser 890 nm sobre a cicatrizacdo de
feridas padronizadas em dorso de rato, utilizando fluéncias de 0,18, 0,54 e 1,45 j/lcm?.
As areas das feridas foram analisadas por sistema de imagem e 0s autores nao
observaram diferencas significativas nos animais irradiados, quando comparados aos do
grupo-controle.

Dentre as contraindicacbes do laser, estdo as aplicacbes em pacientes com
neoplasias, mulheres gestantes e em placas epifisarias abertas. A contraindicagdo
absoluta a aplicacdo da fototerapia pelos efeitos do laser no crescimento de bactérias
ainda permanece obscura. Dentre as precaucdes, evitar a incidéncia direta nos olhos do
aplicador e do paciente os quais devem estar protegidos por 6culos de seguranca
(SEITZ & KLEINKORT, 1986).

As publicagdes que correlacionam laser, virus e bactérias ainda causam
controvérsia e sdo pouco esclarecedoras. O laser de baixa poténcia atua como
tratamento efetivo na prevencdo dessas infecgdes in vivo como demonstrou TRELLES
(1986) com o tratamento de pacientes em surto de herpes genital que foram irradiados
com laser He-Ne isoladamente e laser associado com Acyclovir em herpes labial e
facial, como demonstraram VELEZ-GONZALEZ et al. (1994), em estudo clinico feito
com 60 pacientes, divididos em um grupo tratado com laser de He-Ne, outro com
associacdo de laser de He-Ne e Acyclovir e outro somente com Acyclovir. Os autores
obtiveram melhores resultados nos grupos tratados com a associacéo de laser de He-Ne



e Acyclovir. IIJIMA (1991) demonstrou a efetividade desse tratamento na prevencéo de
nevralgias pos-herpéticas em um estudo com 18 pacientes tratados com laser de He-Ne,
obtendo resultados favoraveis.

CARRILLO et al.(1987) fizeram um estudo in vitro sobre o crescimento de
uma cepa de Stafilococus aureus, onde utilizaram um laser de He-Ne com fluéncias de
0,3 J/cm? e 0,6 J/cm?. Os autores ndo observaram nenhum crescimento significativo.

A maioria dos autores revisados concorda em aspectos como a eficiéncia da
indicacdo da terapia laser de baixa poténcia na aceleragdo do processo de cicatrizagdo
estimulando a cultura de linfdcitos, a angiogénese, a microcirculagdo, a proliferacdo
celular, a producdo organizacdo e agregacao de fibras colagenas e elasticas sendo o
comprimento de onda mais indicado os que variam entre 600 nm e 700 nm, poténcia Util
que varia de mais 60 mw a menos 100 mw, densidade de poténcia de 50 nw/cm?,
densidade de energia de 4 j/cm?2 variando em até 10 j/cm2. Embora alguns estudos ndo
demonstrem o resultado satisfatorio da laserterapia como KOPERA( 2005) , estudando
o laser com o comprimento de onda 685nm, poténcia 200mW, dose diaria 4j/cm?, em
Ulceras venosas cronicas de humaos em 44 pacientes divididos em 2grupos de 22( 1
grupo-controle e 1 grupo tratado), em um modelo randomizado , placebo, duplo cego,
ndo demonstrou melhora na cura das Ulceras venosas cronicas, ou ainda pode ter
contribuido para a ndo melhora contrariando as expectativas.Sugerem-se estudos com o0
n amostral maior, diferentes critérios de inclusdo a fim de demonstrar a eficiéncia da
LLLT.

111.9 - GUACATONGA (Casearia sylvestris Swartz)

A utilizacdo de plantas medicinais teve seu inicio, provavelmente, na Pré-
Historia. Os homens primitivos iniciaram as praticas de saude, alimentando-se de
determinadas plantas pelo instinto de sobrevivéncia. Com isso foram observados
determinados efeitos para minimizar suas enfermidades, acumulando conhecimentos
empiricos que foram passados de geracdo em geracao.

Com o decorrer da evolucdo histérica, teorias e andlises de certas plantas
medicinais foram criadas com o objetivo de contribuir com a Ciéncia Médica Moderna.
Surge, entdo, a Fitoterapia, que, etimologicamente, vem da palavra grega Phyton
(plantas) e Terapia (tratamento), ou seja, tratamento por meio das plantas
(CARVALHO, 2004).



De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS,1996), ainda hoje 65 a
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento depende das plantas medicinais na
atencdo primaria a salude (CALIXTO, 2000). As plantas medicinais tornaram
importantes instrumentos na prevencéo, recuperacdo e promocao da salde nestes paises
ndo sé pela cultura medicinal dos seus povos, mas também pela caréncia no acesso aos
servigos de saude e medicamentos (BUSCCHIAZZO, 2000). Atualmente, as plantas
com fins terapéuticos sao utilizadas por grande parte da populacao, principalmente pela
de baixa renda com o intuito de aliviar seus males (DI STASI, 1996).

O Brasil esta incluido no grupo dos paises com altos niveis de diversidade
bioldgica ou megadiversidade, em decorréncia dos diferentes biomas e ecossistemas que
caracterizam o pais (SILVA, 2004). A biodiversidade das florestas tropicais e
subtropicais consiste em um dos maiores estoques de genes do planeta, armazenados em
milhares de espécies de plantas, animais e micro-organismos que nela vivem e
interagem dentro de sistemas altamente complexos.

Em virtude da necessidade de desenvolvimento de novos farmacos que
atendam a toda a populacdo, a Casearia sylvestris destaca-se, por estar presente em
varios estados brasileiros e ser relatada em diversos estudos as a¢@es anti-inflamatorias,
analgésicas, antiulcerogénicas, antiofidicas e cicatrizantes.

As plantas medicinais além do uso tradicional e empirico “in natura” ou
processada de maneira simples (chas, “garrafadas”, banhos, etc), elas sdo muito
importantes para a pesquisa farmacologica e para o desenvolvimento de novos
medicamentos, quando suas partes ou seus constituintes quimicos sdo utilizados
diretamente como agentes terapéuticos (fitoterapicos e medicamentos que contém
fitofarmacos), mas também como matéria-prima para a semissintese de farmacos ou
ainda como modelo para o desenvolvimento de compostos farmacologicamente ativos.
Dentre 520 medicamentos aprovados no periodo de 1983 a 1994 pela agéncia americana
Food and Drug Administration (FDA) e por outras similares em diversos paises, 30
medicamentos eram derivados diretamente de produtos naturais, plantas em sua maioria,
e 173 foram desenvolvidos a partir de farmacos semissintéticos de um produto natural
como modelo para a sua sintese (DE SMET, 1997).

Ha poucos exemplos de fitoterapicos a base de plantas nativas brasileiras. Uma
das razdes é que os estudos com plantas medicinais ainda ndo receberam a atencédo que
0 tema merece das agéncias financiadoras de ciéncia e tecnologia no Brasil, embora ja

exista uma massa crtica de pesquisadores qualificados nas areas de quimica e



farmacologia’, dentre outras. Até o momento, ndo houve um processo coordenado de
todos o0s pesquisadores, botanicos, farmacologistas, toxicologistas, fitoquimicos,
quimicos sintéticos, clinicos, indastria farmacéutica e farmoquimica, produtos de
plantas medicinais, visando ao desenvolvimento de farmacos e medicamentos a partir de
plantas (PINTO et al, 2002).

A Casearia sylvestris foi originalmente descrita por Swartz em 1979 na Flora
Indiae Occidentalis e incluida na familia Flacourtiaceae (ABSY; SCAVONE, 1973,
SLEUMER, 1980).

A espécie Casearia sylvestris Swartz pertence & familia Flacourtiaceace, tem
ampla distribuicdo em muitos estados brasileiros, como Amap4, Bahia, Distrito Federal,
Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Grande
do Sul, dentre outros, e em outros paises, como Guiana do México, Antilhas, Paraguai e
Argentina (ALMEIDA, 1998; CORREA, 1975).

TORRES & YAMAMOTO (1986) desenvolveram estudos taxondémicos por
meio da analise morfoldgica classica, baseada principalmente nas obras de Eichler
(1871) e Sleumer (1980) com espécies de Casearia, descrita no Quadrol.

Descricdo morfoldgica da Casearias sylvestris

Extremidade glabra a pubescente, lenticelas esparsas a numerosas. Folhas
geralmente maduras, as vezes jovens na floracdo; oblongas, elipticas ou ovado-
oblongas; base atenuada, simétrica a assimétrica; cerca de (4,0-) 5,0-12,0 (-14,0) x
(1,0-) 2,0-3,5 (-4,0) cm; membranaceas a papiraceas; totalmente glabras, exceto, as
vezes, a nervura central em uma ou ambas as faces; pontuagfes transparentes,
pequenas, numerosas, distribuidas por toda a lamina; margem levemente glandular-
serrulada a serrada; venagdo nunca subtriplinérvea, imersa, inconspicua a conspicua na
face superior, inconspicua a proeminente na face inferior; peciolo glabro a pubescente,
cerca de 0,5-0,6 cm de comprimento; estipulas caducas. Fasciculo séssil, cerca de 24-40
flores por inflorescéncia; bractéolas pequenas, escamiformes, na base dos pedicelos;
pedicelo com cerca de 2,0-6,0 mm de comprimento, articulado quase na metade de seu
comprimento, glabro a pubescente. Botdo floral globoide; sepalas 5, levemente unidas
na base, internamente glabras, externamente glabras a pubescentes, oblongas, com cerca
de 4,0x2,0 mm. Estames (8-9-)10(-11-14); filetes glabros a sericeos, alternadamente
cerca de 0,8 e 1,0 mm de comprimento; conectivo com glandula apical glabra. Lobos do
disco sericeos a tomentosos, com cerca de 0,5-1,0 mm de comprimento. Ovario ovoide,

glabro a sericeo na porcéo superior, estilete com (raramente 2-) 3 ramos na extremidade,



estigmas (raramente 2-) 3, capitados. Capsula ovoide, com cerca de 50 mm de
diametro, vermelha, calice persistente; sementes, glabras, testas foveolada, arilo
amarelo, pegajoso.

A Casearia sylvestris é encontrada em diferentes ambientes e apresenta grande
variagdo morfoldgica quanto ao tamanho, forma, textura e consisténcia das folhas, &
pilosidade dos ramos e das inflorescéncias, ao numero de flores por inflorescéncias, ao
comprimento do pelicelo, além do porte arbéreo ou arbustivo (YAMAMOTO, 1986).
Sleumer 1980 considera duas variedades para a especie: var. sylvestris e var. lingua,
sendo conectadas por formas intermediarias.

Estudos taxondmicos constataram a dificuldade em definir limites entre as

variedades. A seguir as fotos 1 e 2 revelam as caracteristicas da Casearia sylvestris.

Figura 7 - Arbusto Casearia Sylvestris Figura 8 - Folhas da Casearia sylvestris

Segundo SCHEFFER (1999), a espécie encontra-se listada entre aquelas com
aspecto comercial importante e consumida em grande escala, seja no mercado brasileiro
seja no exterior, por mostrar agdo contra diversas enfermidades. Popularmente, é mais
conhecida como Guagatonga, cha-de-bugre, erva-de lagarto, € usada como lenha, sendo
seu uso medicinal indicado para varias enfermidades. As folhas, a casca e a raiz
mostram acdo antisséptica e febrifuga, além da acdo cicatrizante, depurativa do sangue e
no tratamento de sifilis; o cha das folhas é usado no combate a bronquite asmatica e a
casca como antidiarréica, em moléstias hepaticas e contra picadas de cobras que tem a
explicacdo popular a observacdo de que os largatos picados por cobras curam-se
comendo folhas desta planta (SILVA, 2003).



A investigacdo antiofidica da C. sylvestris foi inicialmente realizada por
RUPPRLT, GONCALVES e PEREIRA (1990), que verificaram a acdo de extratos
aquosos (chas) de folhas e cascas, bloqueando a atividade na permeabilidade capilar,
diminuindo a letalidade produzida pelo veneno bruto de Bothrops jararacussu
(jararaca). As picadas de cobras produzem varias manifestacdes toxicas como dor,
edema, mionecrose local e sistémica, alteracdes na coagulacdo do sangue, paralisia
muscular e faléncia renal. Os venenos de cobras sdo misturas complexas de proteinas,
incluindo a fosfolipase A2 (PLA2s), miotoxinas, metaloproteases hemorragicas e outras
enzimas proteoliticas, componentes coagulantes, neurotoxinas, citotoxinas e
cardiotoxinas, dentre outras (MEIER E STOCKER, 1995). A inibicdo das atividades
enzimaticas e farmacoldgicas de venenos animais ou de suas toxinas purificadas
constitui um método para a avaliacdo da atividade o antiofidica in vitro ou in vivo.

As PLA2s sdo abundantes em venenos de cobras. Atuam na hidrdlise de
fosfolipideos eproduzem uma série de atividades toxicas, tais como neurotoxicidade,
miotoxicidade, cardiotoxicidade, formacdode edema, efeito anticoagulante, inibicao
da agregacdo plaquetaria e, finalmente, letalidade. O extrato aquoso de folhas de C.
sylvestris inibiu a atividade hemolitica, anticoagulante, miotoxica, a indugdo de edema
de pata, alem de diminuir a letalidade, produzidas por PLA2s isoladas ou pelo proprio
veneno bruto de cobras (géneros Bothrops, Crotalus e Lachesia) em ensaios
farmacologicos realizados in vitro e in vivo (BORGES et al., 2000; CAVALCANTE
et al., 2007; OSHIMA-FRANCO et al., 2005, RASLAN et al., 2002).
Adicionalmente, o extrato hidroalcoolico de folhas também inibiu a acdo miotdxica de
uma PLAZ2; foi também notado que altas doses dos extratos aquoso e hidroalcodlico
causaram bloqueio neuromuscular (OSHIMA- FRANCO et al., 2005).

As enzimas proteoliticas de venenos de espécies de Bothrops degradam
diversos tipos de substratos, como caseina, hemoglobina, colégeno, elastina,
fibrinogénio, fibronectina, dentre outros. Hemorragias provocadas por picadas de
cobras sdo atribuidas hemorragina, uma metaloprotease dependente de zinco, capaz de
romper a membrana de capilares, causando alteragfes nos vasos sanguineos. O
extrato aquoso de folhas de C.sylvestris inibiu a atividade hemorragica, proteolitica
(fibrigenolitica e caseinolitica) e coagulante de venenos de Bothrops e/ou de 3
metaloproteases isoladas de B. asper e B. neuwiedi. Os autores certificaram-se de que

as proteinas do veneno ndo degradaram, excluindo este mecanismo de agdo; outras



possibilidades seriam a quelacdo de metais, a ligagcdo com sitio ativo e, ainda,
mecanismos imunologicos. Proteases e seus inibidores estdo em delicado equilibrio
nas células de mamiferos. Quando este equilibrio é afetado, podem ocorrer distdrbios
como neoplasias e outras doengas, o que amplia a importancia do estudo de inibidores
de proteases (BORGES et al., 2001).

Atribuiu-se a acdo antiofidica a flavonoides e outros compostos fendlicos
que foram identificados no extrato aquoso de folhas e em suas fragbes. Esta hipdtese
foi reforgada ja que algumas destas fragdes também apresentaram atividade inibitdria
de PLA2 (OSHIMA-FRANCO et al., 2005; RASLAN et al., 2002). No entanto, até
0 momento, 0s metabolitos secundarios responsaveis pela atividade ndo foram
identificados.

A C.sylvestris tem uma rica historia nos sistemas de medicina tradicional no
Brasil. Atualmente, ainda é uma planta medicinal incluida no arsenal da Fitoterapia
popular. Seu uso envolve uma série de diferentes indicacdes, na medicina indigena da
regido amazonica, utilizavam-se suas folhas, cascas e raizes como antitérmico de uso
externo ou interno (JUNGES; SCHENKEL:; SIMOES, 1985). Farmacéuticos galichos
empregavam a C.sylvestris no preparo de elixires depurativos e antirreumaticos,
reconhecidos como eficazes no tratamento de moléstias de pele de origem sifilitica
(CORREA, 1975). Nesta época, a planta foi incluida na Pharmacopeia dos Estados
Unidos do Brasil (HERVA DE BRUGE), constando como parte utilizada suas folhas. O
emprego oficial citado € do extrato hidroalcodlico (EtOH/H20,1:2,v/v) obtido da
percolacao (1:1,m/v) (SILVA;1926).

A grande diversidade de usos populares da C.sylvestris no Brasil despertou
desde ha muitos anos, o interesse de grupos de pesquisadores,sobretudo de botanicos,
etnobotanicos, farmacologistas e fitoquimicos demonstrados pela grande producédo
cientifica acerca desta planta e pelas trés patentes depositadas referentes a ela .

Os diterpenos esculentina A e B, isolados de C.esculentina , apresentaram acao
citotoxica em células tumorais e anti-inflamatdria e a respectiva patente foi depositada
na Europa por uma empresa farmacéutica (AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND
Embh, 1999). C.sylvestris € uma das espécies mais investigadas e esta relacionada em 3
outras patentes. A primeira é a acdo citotoxica das casearinas, que foi patenteada no
Japdo (KIRIN BREWERY, 1987). A acdo antiulcerogénica apresentada por uma fracéo
rica em casearinas gerou a segunda patente, depositada pela FAPESP, UNESP e USP,

cujos pesquisadores pertencem ao Instituto de Ciéncias Biologicas da USP (FAPESP,



UNESP; USP, 2003). Recentemente pesquisadores da faculdade de Odontologia de
Piracicaba (UNICAMP) depositaram uma patente de fitoterapicos a base de extratos de
C. sylvestris para o tratamento de herpes (UNICAMP, 2005).

Pesquisas recentes classificaram a Casearia como um dos géneros mais
promissores na procura de drogas, inclusive contra o céncer. Estudos fotoquimicos
iniciais empenharam-se na identificacdo de metabolitos ou classes de metabdlitos, que
foram realizados com testes classicos (coloracdo, precipitacdo, etc.), comparacdo com
padrbes em cromatografia em camada delgada comparativa e espectrometria de
absorcdo no ultravioleta. Os resultados indicaram a presenca de saponinas, flavondides
e alcaloides em extratos de folhas (CARVALHO, 2007).

Vérios estudos fitoquimicos com espécies de Casearia demonstram o0
predominio de diterpenos do tipo clerodanico no género. Das 19 espécies de Casearia
investigadas sob o aspecto fotoquimico (base de dados SciFinder® CAPlus® e
Medline®®, 1907-dez. 2007), 13 apresentaram mais de 120 diterpenos clerodanicos
isolados de diferentes 6rgéos das plantas: folha, fruto, caule, raiz e semente.

Ha diversos artigos publicados na literatura tratando da avaliacdo farmacolé-
gica de extratos de Casearia sylvestris. A maior parte das pesquisas concentrou-se
nas atividades antiofidica, antiulcerogénica, anti-inflamatéria, analgésica e
cicatrizante, todas estas relacionadas com o uso medicinal popular.

Em trabalhos de triagem de extratos bioativos de plantas do Cerrado, C.
sylvestris var. lingua foi uma das que exibiu atividades bioldgicas mais significativas.
Os extratos hexanicos de folhas, madeira e casca das raizes e caules inibiram o
crescimento do Plasmodium falciparum, agente etioldgico da malaria; no entanto, foi
observada significativa atividade citotoxica em células de mamiferos para o extrato
de madeira do caule (MESQUITA et al., 2007). Extratos hexanicos e etandlicos de
diferentes partes da planta (folhas, caules, raizes e frutos) apresentaram atividades
leishmanicida (Leishmania donovani) e tripanossomicida (Trypanosma cruzi)
(MESQUITA et al., 2005). Outros extratos exerceram acdo larvicida em Aedes aegypti
(RODRIGUES et al., 2006) e, ainda, 0 extrato etanOlico das partes aéreas exibiu
acdo antifungica, quando testado em Candida albicans, C. papsitosis e C. krusei
(OLIVEIRA et al., 2007).

Os extratos hexanicos de folhas, madeira e casca das raizes e caules inibiram o
crescimento do Plasmodium falciparum, agente etioldgico da malaria; no entanto, foi

observada significativa atividade citotoxica em células de mamiferos para o extrato de



madeira do caule (MESQUITA et al.,2007). Mesquita et al.(2005), também utilizando
extratos hexanicos de diferentes partes da planta (folhas, caules, raizes e frutos)
encontrou atividade leishmanicida (Leishmania donovani) e tripanossomicida
(Trypanosma Cruzi). Outros extratos exerceram acdo larvicida em Aedes aegypti
(RODRIGUES ET AL., 2006) €, ainda, 0 extrato etandlico das partes aéreas exibiu a¢do
antifngica, quando testado em Candida albicans, C.papsitosis e C Krusei (OLIVEIRA
ET AL., 2007).

Ensaios farmacoldgicos para a avaliacdo de propriedades cicatrizantes das
folhas de Casearia sylvestris demonstraram que 0 processo cicatricial evoluiu mais
rapidamente nos animais tratados com o extrato etanoico (95%) ou com a pomada
(PEG) do extrato hidroalcoolico (GOMES et AL., 2005; Scavone et AL.,1979).

CAMARGO (1996) avaliaram a acdo do extrato hidroalcodlico (2:1,v/v) de
folhas em lesdo cutdnea de ratos, observando que animais tratados com extrato
apresentaram reducdo significativa da fase aguda do processo inflamatério seguia da
intensificacdo e prolongamento de eventos tipicos da fase regenerativa (proliferacdo de
fibroblastos, fibrocitos e vasos capilares neoformados).

H& evidéncias farmacoldgicas sobre o efeito anti-inflamatério de extratos de
folhas da Casearia sylvestris. Os extratos aquosos (chas) de folhas e de casca
produziram em camundongos significativos efeito analgésico, avaliado pelo nimero de
contorcdes, e anti-inflamatdrio, avaliado em modelos de difusdo do azul de Evans para a
cavidade peritoneal e de edema de pata (PEREIRA et AL.,1992;RUPPEL et AL.,1990).

O extrato hidroalcodlico de folhas também mostrou atividade inflamatdria em
modelo utilizando o método de difuséo e do modelo azul de Evans em ratos (SILVA,;
2004). SASASSIOTO (2004) concluiu que a utilizacdo da Casearia sylvestris promoveu
atraso na cronologia do processo de reparacdo Ossea em defeitos 6sseos preenchidos
com matriz 6ssea desvitalizada em ratos, os autores relacionaram este efeito com a
atividade anti-inflamatdria de metabolitos secundarios que promovendo a inibicdo da
sintese de prostaglandinas, produzem os efeitos analgésicos e anti-inflamatérios |,
causando diminuicdo do nimero de macrofagos, fibroblastos e fibras coldgenas, com
acdo inibitoria sobre a osteogénese.

Os flavonoides sdo encontrados em folhas, flores, galhos, raizes ou frutos, sdo
provenientes do metabolismo secundario das plantas e podem apresentar diferentes

concentracdes, dependendo do vegetal. Revelam propriedades importantes e atuam



como anticarcinogénicos, anti-inflamatorios , antialérgicos, antivirais, dentre outros
(SIMOES, 2003).

Os flavondides biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides e do
acetato, precursores de varios grupos de substancias, como aminoéacidos alifaticos,
terpendides, acidos graxos, dentre outros, constituem importante classe de polifendis,
presentes em relativa abundancia entre os metabolitos secundarios de vegetais. O termo
fenolico ou polifenol pode ser definido como sendo uma substancia que tem um ou mais
nacleos arométicos que contém substituintes hidroxilados e seus derivados funcionais,
como ésteres, metoxilas,glicosideos e outros.Sao conhecidos mais de 4200 flavondides;
os de origem natural apresentam-se frequentemente oxigenados e conjugados com
acucares, sendo denominados heterosideos.

Quando o metabolito encontra-se sem acgucar, é chamado de aglicona ou
genina, bem como de forma livre (SIMOES, 2003).

SILVA (2003) cita véarios efeitos bioldgicos atribuidos aos flavonoides, a
saber: servem para inibir a peroxidacdo de lipidios e a agregacdo de plaquetas e para
ativar sistemas de enzimas, incluindo cicloxigenase e lipoxigenase, tais efeitos sdo
atribuidos a sua capacidade de remover radicais livres e de quebrar cétions divalentes.

BORGES (2000) atribui 0 mecanismo de acdo anti-inflamatoria da Casearia
sylvestris a inibicdo da fosfolipase A2 Os diterpenos clerodanicos podem ser
responsaveis, pelo menos parcialmente, pela acdo anti-inflamatéria, como ja foi
verificado para as esculentinas A e B, isoladas de C. esculentina, além do extrato
aquoso, extratos hexanicos e hidroalcodlicos também foram ativos.

Os produtos da acdo das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase sobre o acido
aracdénico sdo prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, também denominados
eicosanoides. Tais compostos sdo agentes homeostaticos, envolvidos na manutengédo da
integridade do sistema inflamatorio, cardiovascular e renal. Varios pesquisadores tém
demonstrado que flavonoides apresentam inimeras propriedades farmacolégicas, dentre
elas o efeito na atividade anti-inflamatoria e hipocolesterolémica, sendo o principal
mecanismo proposto a inibicdo das enzimas envolvidas no metabolismo final do
araquidonato (SILVA, 2003).

O éacido aracdbnico € um constituinte do fosfolipidios de membrana e, por
isso, a sintese dos eicosanoides inicia-se com a liberacdo desse &cido graxo, através de

hidrélise, catalisada por fosfolipases especificas. Portanto, a inibicdo das enzimas



percussoras dos eicosandides causada pela acdo dos flavondides inibe o processo
inflamatério(GYTON,1997).

As saponinas sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos,
utilizados para a sintese de cortisona (anti-inflamatorio) e de horménios sexuais.
Aumentam a absorcdo de certos minerais (MARTINS, 1994). Tém a capacidade de
formar complexos com esteroides, proteinas e fosfolipidios de membranas
determinando propriedades bioldgicas importantes como alteraces da permeabilidade
da membrana celular (SIMOES, 2003).

Os alcalGides sdo compostos de carater basico e ocorrem naturalmente no
reino vegetal. Apresentam Biosintética a partir das vias do acido chiquimico ou
mevaldnico em combinacdo com diversos aminoacidos (DI STASI, 1996).

Os alcaldides sdo considerados os mais toxicos dos principios ativos. Alguns
sdo conhecidos e citados na terapéutica cientifica, como a morfina, a ergotamina e a
efredina (DI STASI, 1996). Na parede celular vegetal, encontram-se vacuolos em forma
de sais, os quais se localizam nas folhas, nas sementes e nos caules. Os alcaldides
atuam como reserva para a sintese de proteinas, estimulantes ou reguladores do
crescimento, do metabolismo interno ou da reprodugédo (MARTINS, 1994).

MATTOS (2007) avaliou acdo antinociceptiva do extrato hidroalcodlico 75%
em 3 modelos diferentes de camundongos, e os resultados indicaram que o seu efeito
antinociceptivo é mediado tanto por inibicao da producdo de mediadores da inflamacao,
quanto pela ativacdo de mecanismos envolvendo receptor opioide.

Os diferentes mecanismos de agdo anti-inflamatoria e cicatrizante que apresentam os
diterpenos, flavonoides, saponinas, alcaldides, seja como inibidores das enzimas
geradoras de eicosandides, seja como expressdo de agentes pré-inflamatorios,
favorecem ndo sé a formacdo de novas moléculas, obtidas de diferentes doses retiradas
das diversas partes da Casearia sylvestris (folha, casca, raiz), mas também uma margem
de seguranca maior e menor efeito adverso, comparados aos dos medicamentos

sintéticos existentes hoje no mercado, além de baixar o custo destas terapéuticas.



IV- MATERIAL E METODOS

Os ensaios bioldgicos , as dosagens hematoldgicas e bioquimicas foram
realizados no Laboratorio de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa — Minas Gerais, as analises
histoldgicas foram realizadas no Laboratorio de Histopatologia do Departamento de
Veterinaria da mesma instituicao.

Este estudo obedeceu aos principios éticos na experimentacdo animal exigidos
pelo Colegio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e foi aprovado pela
Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da Pro-reitoria de pesquisa
/Universidade Federal de Juiz de Fora, nimero do protocolo n°028/2008.

IV.1-ANIMAIS

Os animais foram provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias Biologicas e
da Saude da Universidade Federal de Vigosa.

Foram utilizadas 150 ratas fémeas (Rattus navegicus albinos, Rodentia
mammalia), da linhagem Wistar, com 60 dias de idade, pesando em média 200 gramas e
medindo em média 15 cm da orelha ao inicio da cauda, devidamente identificadas. Os
animais foram acondicionados em gaiolas individuais, ambiente climatizado
temperatura 22 + 2°, ciclo claro/escuro de 12 horas, permanecendo por um periodo de
adaptacdo de cinco dias e 20 dias de tratamento , recebendo racdo comercial (Labina -

Purina®) e 4gua “ad libitum”.

Figura 9 -Animais acondicionados no Laboratdrio Biofarmacos



IV.2-INDUCAO DE FERIDAS

Os animais foram anestesiados por Xilazina (2%), 10mg/Kg associada com
Quetamina (10%), 100mg/Kg, via intramuscular no membro inferior. Em seguida,
foram feitas a tricotomia da regido dorsal com lamina de barbear, a antissepsia e, em
sequida, foi marcada a area de 2 cm? utilizando caneta estereografica e paquimetro .
Procedeu-se, entdo, a exérese, utilizando lamina de bisturi 21 e pinca, criando a ferida

cirdrgica de 2cm? no dorso do animal.

Figura 10 - Animal anestesiado ap6s a indugéo de ferida

Apos a inducdo das feridas, os animais foram divididos em 10 grupos de acordo
com o tratamento: G1-normal ndo tratado, G2- doente ndo tratado G3- laser 4j/cm?, G4-
pomada dose 1, G5-pomada dose 2, G6- pomada dose 3, G7- pomada dose 1+tintura
dose 1, G8- pomada dose 2+tintura dose 2, G9- pomada dose 3+ tintura dose 3 e 0 G10
laser 4j/cm? + pomada dose 3 e colocados em gaiolas individuais onde foram
observados até retornarem da anestesia. Os animais permaneceram nestas gaiolas
durante todo o tratamento.

As feridas ndo foram limpas entre as aplicagdes terapéuticas.

Cada grupo foi constituido de 15 animais e estes foram divididos em 5

subgrupos de 3 animais cada de acordo com os tempos da eutanasia.



Tabela 3 - Distribuigio dos grupos e seus respectivos tratamentos.

GRUPOS NUMERO DE TRATAMENTOS
ANIMAIS
Grupo 1-Grupo normal 15 Racéo(R)
Grupo 2-Grupo doente ndo 15 Racéo (R)
tratado
Grupo 3 15 (R)+Laser-4j/cm?
Grupo 4 15 (R)+Pomada dose 1-5%
Grupo 5 15 (R)+Pomada dose 2-10%
Grupo 6 15 (R)+Pomada dose 3-20%
Grupo 7 15 (R)+Pomada dose 1-
5%-+Tintura dose 1-10%
Grupo 8 15 (R)+Pomada dose 2-
10%-+Tintura dose 2-20%
Grupo 9 15 (R)+Pomada dose 3-
20%+Tintura dose 3-30%
Grupo 10 15 (R)+Pomada dose 3-
20%+Laser 4j/cm?

Tabela 4-Distribuicdo dos subgrupos e os respectivos animais de cada grupo.

TEMPOS DA NUMERO DE ANIMAIS GRUPOS
EUTANASIA
12 horas ap6s a indugéo- 30 3 animais do grupo 1, 2, 3,
subgrupo 1 4,5,6,7,8,9,10.
3 dias apos a inducao- 30 3 animais do grupo 1, 2, 3,
subgrupo 2 4,5,6,7,8,9,10.
7 dias apo6s a inducédo- 30 3 animais do grupo 1, 2, 3,
subgrupo 3 4,5,6,7,8,9,10.
15 dias apos a indugéo- 30 3 animais do grupo 1, 2, 3,
subgrupo 4 4,5,6,7,8,9,10.
20 dias apo6s a inducao- 30 3 animais do grupo 1, 2, 3,
subgrupo 5 4,5,6,7,8,9,10.




IV.3-TRATAMENTO

O material vegetal, folhas e raizes da Casearia sylvestris Swartz, foi coletado
na horta medicinal do grupo Entre Folhas da Universidade Federal de Vicosa, Vigosa,
Minas Gerais. As plantas foram identificadas por comparacdo com as excicatas
presentes no Herbario do Centro de Ciéncias Bioldgicas, no Departamento de Biologia
Vegetal da Universidade Federal de Vicosa, e sob o n° de registro 32250, uma excicata

do material foi depositada no mesmao.

Figura 11-Excicata

ApoOs a coleta, as folhas e as raizes foram submetidas aos procedimentos

necessarios para a preparacao dos extratos.

IV.3.1- TRATAMENTO TOPICO
1V.3.2- PREPARACAO DO CREME

As folhas da Casearia sylvestris Swartz foram lavadas com &gua destilada,
colocadas sobre papel absorvente e secas com secador, permanecendo por 24h, a
temperatura de 20°C, umidade abaixo de 60%. Pesaram-se 30gramas de folhas que

foram maceradas e incorporadas a uma solucdo de glicerina, alcool cereais e agua



destilada para formar o extrato glicélico. A solucdo ficou em repouso , no escuro por 7
dias, sendo feita uma agitacdo manual diaria.O material foi peneirado e filtrado.
Aliquotas de 5, 10 e 20ml foram retiradas e incorporadas em creme lanette usual
(Ceras autoemulsionantes, Propilenoglical, Triglicérides do Acido Caprico,
Metilparabenos, Propilparabenos, Imidazolidinil Ureia, Dimeticome, BHT, EDTA

Dissodico e Agua Deionizada).

IV.3.3- APLICACAO DO CREME

O biofarmaco de uso tépico em forma de creme base lanette, da folha da
Casearia sylvestris Swartz nas concentracdes de 5%(dose 1), 10%(dose 2) e 20%(dose
3) foi administrado na dose de 2 gramas sobre a ferida, utilizando espéatula, no

intervalo de 24/24horas, por 20 dias consecutivos.

IV.3.4- APLICACAO DO LASER

Foi realizada a aplicacdo do laser, utilizando o aparelho laser modelo Phisiolux
Dual da marca Bioset , In Ga P (indio Galio Fdsforo): Laser diodo de emissdo continua
(CW), 30mw de poténcia, com comprimento de onda de 670nm(vermelho visivel), na
forma de varredura sobre a ferida na dose de 4j/cm?, no intervalo de 24/24horas por 20

dias consecutivos.

IV.3.5- TRATAMENTO ORAL
IV.3.6- PREPARACAO DA TINTURA

As raizes da Casearia sylvestris Swartz foram lavadas com &gua destilada,
colocadas, em seguida, sobre papel absorvente e secas com secador, permanecendo por
24h, a temperatura de 20°C, umidade abaixo de 60%. Pesaram-se 30 gramas de raizes
que foram trituradas e colocadas em contato com uma solucdo hidroélcoolica de alcool
cereais 40% para preparacdo do extrato. A solucdo ficou em repouso, no escuro, por 10
dias, sendo realizada uma agitacdo manual diaria. A solucdo foi peneirada e

filtrada.Aliquotas de 10, 20 e 30ml foram retiradas e administradas.

IV.3.7- APLICACAO DA TINTURA

O biofarmaco de uso oral na forma de tintura extrato glicélico da raiz da

Casearia sylvestris Swartz nas concentracdes de 10%(dose 1), 20%(dose 2) e 30%(dose



3) foi administrado por gavagem na dose de 0,2ml, no intervalo de 24/24horas por 20

dias consecutivos.

IV.4- EUTANASIA DOS ANIMAIS

Os animais foram anestesiados por Xilazina (2%), 10mg/Kg associada com
Quetamina (10%), 100mg/Kg, via intramuscular no membro inferior, seguida da
realizacdo da puncdo cardiaca. A eutanasia foi realizada 12 horas, 3,7,15 e 20 dias apds

a inducdo cirurgica da ferida.

IV.5-AVALIACAO DA CICATRIZACAO

Apls eutanasia realizada nos tempos programados, adotaram-se 0S
procedimentos:

. foi realizada a fotografia para a analise macroscépica da area da ferida;

. 0 sangue coletado pela puncéo cardiaca foi utilizado para analise bioquimica e
hematoldgica;

.0 tecido cicatricial formado foi retirado, utilizando lamina de bisturi 21 e pinga,

para as analises histoldgicas.

IV.5.1- ANALISE MACROSCOPICA

Foi retirada a fotografia da ferida, logo apds a eutandsia nos tempos
programados, utilizando a maquina fotogréafica digital, marca Samsung, modelo i70.
As fotografias foram utilizadas para a avaliacdo clinica dos ratos, para o calculo da area
das feridas utilizando software Quantiporo (FERNANDES FILHO, 2001) e para o

calculo do percentual de contracédo da ferida utilizou-se a formula:

Contracao da ferida = &rea inicial — &rea do dia da medida (AGREN et al, 1997)

area inicial x 100

IV.5.2 - ANALISE HEMATOLOGICA

Foi realizada a coleta sanguinea por puncdo cardiaca, 0 sangue colocado em tubo
heparinizado de 5ml, para a realizacdo da analise de parametros hematoldgicos;
leucdcitos global, linfécitos, granuldcitos, eritrocitos e plaquetas, mensurados no

contador automatico de células Humacount-Human®.



IV.5.3 - ANALISE BIOQUIMICA

O sangue armazenado no tubo heparinizado foi centrifugado na velocidade de
4000 rpm durante 15 minutos em um centrifugador excelsa 2, modelo 205N, marca
Fanem Ltda, retirou-se o soro e foi realizada analise bioquimica para a determinacdo da
Desidrogenase latica utilizando o Kit K014, linha Crystal, marca Bioclin, da Asparto
amino transferase(ASTou TGO) utilizando o Kit K048, linha Crystal, marca Bioclin, da
Glicose, utilizando Kit glicose monoreagente K082-2, marca Bioclin,no autoanalisador

mutiparamétrico Alize B.O, marca Lisabio.

IV.5.4- ANALISE HISTOLOGICA

Para a analise histoldgica, foi retirada a pele do processo cicatricial dos animais
nos tempos 12 horas, 3° 7° , 15° e 20°dia. A pele foi colocada em formol neutro
tamponado 10%, e, nas primeiras 6 horas de fixacdo, foi recortada em fragmentos
menores de aproximadamente 5mm de espessura e colocada novamente em formol por
24 horas. Decorrido esse tempo, os materiais foram desidratados em solugdes crescentes
de alcoois 70, 80, 90 e 100%, diafanizados em xilol, incluidos em parafina e cortados
em microtomo de rotacdo na espessura de 5um e estendidos em lamina de vidro com
polipep, sendo coradas 2 laminas de cada animal: uma pela hematoxilina/eosina (H &
E) e aoutra pelo Tricrdmico de Gomori nos tempos 7,15 e 20 dias; nos tempos 12horas
e 3 dias as laminas foram coradas apenas com hematoxilina/eosina (H & E).

As laminas foram fotografadas utilizando a camera Olympus Q color 3
acoplada ao microscépio Olympus Rx60, a objetiva utilizada foi de 10X,20X e 40X, e
0 programa para capturar as imagens foi o Programa Q capture.

Foram realizadas seis fotografias seqguidas de cada lamina(fotografias 1,2,3,4,5
e 6), porém foram utilizadas para a contagem celular apenas as fotografias 1,3 e 5 para
ndo haver contagem repetida de células. A contagem celular foi realizada utilizando as
gradiculas 100x100 no Programa Image Pro Plus.Foram contadas células que se

encontravam nos pontos de intercessdo na gradicula 100x100.

IV.6 - ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada a estatistica descritiva para determinar as médias e desvios-padrdes.

Para verificar se houve diferenca entre os tratamentos aplicados nos tempos



determinados, pré e p6s a inducdo das feridas para as variaveis areas da ferida inicial e
final,Anova 10x5x2 com medidas repetidas sendo o primeiro fator constituido dos
grupos (10grupos), o segundo fator dos tempos de eutanasia (12h, 3, 7,15 e 20 dias) e 0
terceiro fator da medida pré e pds.Para a contracdo da ferida, anélises hematoldgicas
(leucécitos globais, linfdcitos, granuldcitos, eritrécitos e plaquetas), analises
bioquimicas (glicose, LDH e TGO), andlises histoldgicas (neutrofilos, macrofagos e
fibroblastos) utilizou-se o teste AnovalOx5 com medidas repetidas sendo o primeiro
fator constituido dos grupos (10grupos), o segundo fator dos tempos de eutanéasia (12h,
3, 7,15 e 20 dias). Para a analise histoldgica ( neoformacéo capilar e colageno) utilizou-
se a ANOVA 10x4 com medidas repetidas sendo o primeiro fator constituido dos
grupos(10grupos), o segundo fator dos tempos de eutanasia (3,7,15 e 20 dias).Para a
andlise histolégica (hemorragia), utilizou-se a ANOVA one way e, para a anélise
histolégica (edema) utilizou-se a ANOVA 10x2 em que o primeiro fator foram os
grupos (10 grupos), o segundo fator , os tempos de eutanasia(12horas e 3 dias).
Precedendo a analise de variancia, foi utilizado o teste de Levene para verificar a
homogeneidade de variancia e covariancia. No caso de resultados significativos na
andlise de variéncia, foi utilizado o teste post hoc de Tukey para identificar as
diferencas encontradas. O nivel de significancia foi de 0,05. O programa utilizado para a
realizacdo da analise estatistica foi o Statistica 6.0, Stat Solft, Inc.1984-2001.

V- RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1l- AVALIAQAO CLINICA DOS ANIMAIS

As lesbes experimentais nos ratos foram avaliadas do ponto de vista clinico
durante o processo de cicatrizagao.
Apos a inducdo cirargica da ferida dérmica, todos os animais apresentaram uma
hemorragia leve localizada na area da ferida que, segundo Mandelbaum (2003), é
causada pela ruptura de vasos sanguineos e extravasamento de seus constituintes,
levando a uma imediata acdo de mediadores oriundos da desgranulacdo de mastocitos
causando uma vasoconstricdo como a primeira resposta a injuria, disparando uma
sequéncia de eventos como a deposicdo de plaquetas para a formacdo de um trombo,
que provisoriamente ,tampona a lesdo endotelial que contém a hemorragia(FIGURA
12).



No tempo 12 horas cessada a hemorragia e ja iniciado o processo de reparacao
tecidual: a fase inflamatoria foi observada nas bordas das feridas de todos os animais
hiperemia e edema, causados por eventos vasculares, como a vasodilatagéo, e pelo
aumento da permeabilidade vascular (MOLLINEDO, 1999)(FIGURAL3).

No tempo 3 dias, todos 0s nove grupos apresentaram uma crosta formada por

proteinas do tecido desvitalizado, composto por colageno, fibrina, elastina e restos
celulares(DEALEY, 2001), tendo apresentado os grupos 4, 5, 6, 7, 8,9 e 10 que
utilizaram pomada,crostas mais espessas. A crosta esta relacionada com o término do
processo inflamatorio na cicatrizacdo(DEALEY,2001).Nesta fase, a hiperemia e o
edema mantiveram-se nos grupos 3,4,5,8,9 e 10(FIGURAS 14,15 e 16).
No tempo 7 dias, 0 edema e a hiperemia desapareceram em todos 0s 9 grupos, tendo 0s
grupos 2 e 3 apresentado crostas pouco espessas e 0s grupos 4,5,6,7,8,9e 10
permanecido com crostas mais espessas.Entre o sétimo e décimo quinto dia, a crosta
presente em todos 0s grupos se despreendeu-se , apresentando a formacdo de um novo
tecido, que, segundo Simdes (1986),6é protegido pela formagdo da crosta evitando
contamina¢fes(FIGURAS 17 e 18).

Os grupos 2 e 10 apresentaram 2 animais com cicatrizagdo completa e o grupo 8

apresentou 1 animal com a cicatrizacdo completa no tempo 15 dias(FIGURAS 19 e 20).

O processo de cicatrizacdo completa ocorreu no vigésimo dia para 0s demais
grupos, a pele apresentou foliculos pilosos e a coloracdo manteve-se de palida a rosada,
ja que a regeneracdo dos melanocitos é deficiente na cicatriz(JOHNSTON,
1990)(FIGURAS 21 e 22).



Figura 12-Animal do grupo 2 ap6s a inducdo cirlrgica da ferida-hemorragia.

~

Figura 13- Animal grupo 2, no tempo 12horas- edema e hiperemia.

-

Figura 14-Animal do grupo5 no tempo 3 dias crosta espessa

~

Figura 15-Animal grupo 3 no tempo 3dias-crosta fina.
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Figura 16 - Animal do grupo 10 no tempo 3 dias-presenca da crosta(A) e infiltrado inflamatdrio(B).
Hematoxilina e Eosina,10X.

Figura 17-Animal do grupo6 no tempo 7 dias-crosta espessa.

Figura 18- Animal do grupo 6 no tempo 15 dias-novo tecido



Figura 19

—

Figura 20

Figura 19 e 20-Animal do grupo2 e 10 no tempo 15 dias-Cicatrizacdo completa

Figura 21

Figura 22

Figura 21 e 22-Animal do grupo 7 e 10 no tempo 20 dias-Cicatriz



V.2 - AREA DAS FERIDAS
Os resultados estatisticos referentes a area das feridas encontram-se na Tabela 3 e estdo

representados na Figura 23.

Tabela 3- Média e desvios-padrdes da area Inicial/Final das feridas.

Parametro area Inicial/Final das feridas

Grupos (cm?)

(n=15)

X+SD
12hs — Ohs 3dias — Ohs 7dias — Ohs 15 dias — Ohs 20dias — Ohs

Grupo 1
(controle 0+0 1+ 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
negativo)
Grupo 2 36:07 | 380 | 22104 | 39209 | 14205 | 36:06 | 0:0 | 33:06 | 020 3,240,6
(controle 7
positivo)

Grupo3 3,4+0,8 3’450‘ 2,7¢0,8 | 3,4%0,4 1,1+0,2 3,7¢0,4 | 0,1+0,1 | 4,1+0,3 0+0 3,4+0,4

(laser)

3,8+1,
Grupo4 4+1 5 3+1 3,6+0,5 1,7+0,7 3,3+0,8 0,1+0 3,8+0,3 0+0 4+0,1
(Pomada 5%)

Grupo 5 4,8+0,9 4'6910’ 4,3+0,5 4,4+0,4 1,8+0,9 3,1+0,5 0,4+0,3 3,9+0,1 0+0 3,111

( Pomada 10%)

Grupo 6 3,310,

(Pormata 3006) | 3:3t06 7 35:09 | 36:01 | 2,2¢0,3 | 39:01 | 010 | 38401 | 00 46512
(Pogg%ozﬂm ap:04 | 0 aoerg | 36203 | 21301 | 36:03 | 020 | 38:02 | 0101 | 48:0.1
5%)
(Pgﬁgggz . | 4107 4'151'0' 41403 | 41404 | 2,503 | 35404 | 01401 | 32405 | 00 3,240,5
Tint 10%)
(Psr::‘gggz . 4,112 3'411'0' 45+0,8 | 4,240,4 | 2+0,4 | 3,6:0,9 | 0,30,3 | 3,6¢0,2 0£0 3,320,4
Tint 30%)
(nggf:‘) égm 4,240 3*4;(" 37+¢12 | 42¢07 | 27406 | 3709 | 0:0 | 37+08 | 040 3.240,5
20%)

Figura 23 - Grafico: Area Inicial e Final das Feridas.



Foram realizadas andlises estatisticas distintas para a area inicial e final da ferida por
estas possuirem valores iniciais distintos apresentados durante o calculo da area pelo
software Quantiporo e pelo fato de os animais serem distintos.

Para o tempo de 12 horas, os 9 grupos foram considerados estatisticamente
idénticos em desempenho, diferindo nas médias dos grupos 4, 5,79 e 10 que
apresentaram um aumento na area das feridas.Este aumento foi propiciado pela intensa
movimentacdo dos animais no retorno da anestesia que gerou uma deformidade na pele,
ja que a mesma ndo havia sido fixada.

Para o tempo de 3 dias, os 9 grupos foram considerados estatisticamente
idénticos.

Para 0 tempo de 7 dias, os 9 grupos foram considerados estatisticamente
idénticos, demonstrando uma reducdo na area das feridas em todos os grupos.

Para o tempo de 15, dias os 9 grupos foram considerados estatisticamente
idénticos, diferindo nas médias dos grupos 2 e 10 que apresentaram uma cicatrizagdo
completa das feridas.

Para o tempo de 20 dias, os 9 grupos foram considerados idénticos estatisticamente
apresentando cicatrizagdo completa das feridas.

Observando os resultados supracitados, pode-se inferir que o grupo 2(controle
positivo), que ndo recebeu terapéutica, apresentou um tempo de cicatrizagdo semelhante
ao grupo 10, que foi tratado com a Guacatonga e laser, conotando ineficiéncia da
terapéutica utilizada para acelerar o tempo fisiolégico de cicatrizacdo.Tal resultado
corrobora os resultados obtidos por Scavone (1979) e Camargo (1995, 1996), com o
uso da Guacatonga, e por Medrado (2003), com o uso do laser, que observaram
mudancas morfoldgicas favoraveis a resolucao da ferida, porém estas ndo diminuiram o

tempo de cicatrizagéo.



V.3 - CONTRACAO DA FERIDA

Os resultados estatisticos referentes a contracdo das feridas encontram-se na Tabela 4 e

estdo representados na Figura 24.

Tabela 4- Média e desvios-padrdes do parametro contracdo da ferida

Parametro contragéo da ferida
Grupos
(n=15) X+SD

12hs 3dias 7dias 15dias 20dias

Grupo 1

(controle 0+0
negativo) 0+0 0+0 0+0 0+0

Grupo 2 0+0 0,004+0,001 0,006+0,001 0,009+0 0,009+0
(controle positivo)

Grupo3 0,001+0,001 0,001+0,001 0,006+0 0,009+0 0,01+0
(laser)

Grupo4 0,002+0 0,004+0 0,009+0 0,009+0 00
(Pomada 5%)

Grupo 5 0+0 0,003+0 5 0,003+0,002 0,008+0,001 0,01+0
( Pomada 10%)

Grupo 6

(Pomada 20%) 0+0 0,001+0,001 ¢ 0,004+0,001 0,009+0 0,01+0

Grupo 7
(Pom 5% + Tint
5%)

00 040,001 ¢ 0,003+0 0,009+0 0,009+0

Grupo 8
(Pom 10% + Tint
10%)

00 00 p 0,002+0 ¢ 0,009+0 0,010

Grupo 9
(Pom 20% + Tint
30%)

0+0 0+0 ¢ 0,003+0 0,008+0,001 0,01+0

Grupo 10
(Laser+ Pom
20%)

A (p=0,0041).B (p =0,0245), C (p=0,0100), D (p=0,0041), E (p=0,0245),F (p=0,0017), G (p=0,0100), H (p=0,0245)

0+0 040,001 ¢ 0,002+0 0,009+0 0,010

Figura 24 - Gréfico: contracdo da ferida.



Observando a contragcdo da ferida para o tempo 3 dias, os grupos 2,3 e 4 foram
considerados estatisticamente idénticos.Os grupos 5,6,7,8,9 e 10 apresentaram
diferencas estatisticas significativas . As feridas dos animais dos grupos 7 e 9
apresentaram um aumento no valor da média da area no tempo 3 dias, ambos 0s grupos
apresentaram resultados estatisticos significativos para a contracdo da ferida neste
tempo,demonstrando uma intensa atividade celular causada pelas terapéuticas utilizadas.

Para o tempo de 7 dias, os grupos 8 e 10 mantiveram a diferenca estatisticas
guando comparados ao grupo-controle positivo, e os demais grupos foram considerados
estatisticamente idénticos.

Camargo (1996) relatou que o uso do extrato hidroalcodlico de Guagatonga
inoculado apresenta resultados mais sugestivos que os apresentados por Scavone
(1979), obtidos através do pincelamento de superficie de lesdes com a tintura da
Guacatonga, pois constatou que a proliferacdo de fibroblastos, fibrocitos e vasos
capilares neo-formados ocorreram de forma mais precoce, mais intensa e por um
periodo mais prolongado de 4 a 9 dias ap6s a inducéo das feridas. O grupo 8, tratado
com a associacdo da tintura via oral e uso tépico na concentracdo de 10% apresentou
resposta satisfatoria na velocidade de cicatrizacdo nos tempos de 3 e 7 dias,
corroborando os resultados de Camargo(1996). O grupo 10, tratado com a associagéo
do laser e uso topico da Guagatonga, apresentou resposta satisfatéria na velocidade de
cicatrizacdo nos tempos 3 e 7 dias ; segundo Mirzaei(2007),a utilizacdo do laser He Ne ,
4jlcm? gerou um aumentou significativo no numero de fibroblastos na fase
proliferativa . A proliferagdo fibroblastica encontrada pelos autores supracitados
justifica uma velocidade maior de contracdo das feridas, pois a fixacdo dos fibroblastos
e seu amadurecimento fendtipo para células produtoras de colageno faz com que o
processo de contracdo da ferida alcance a sua eficiéncia maxima. O miofibroblasto
depositado nas margens das feridas comeca a exibir caracteristicas funcionais similares
as das células do musculo liso, sendo alinhadas ao redor de deposito da nova matriz
extracelular, fazendo unides célula a célula, gerando forca de tensdo resultando no
movimento centripeto para o fechamento da ferida (MAJNO, 1996).

Para os tempos 15 e 20 dias, os 9 grupos foram considerados estatisticamente
idénticos. Pela analise destes resultados, pode-se inferir que o resultado clinico
encontrado no tempo 15 dias para a area da ferida no grupo 10 deve-se aos resultados
estatisticos significativos encontrados na contracdo da ferida nos tempos 3 e 7 dias,
porém estes resultados mantém o grupo 10 com a mesma area de ferida do grupo 2 que



apresenta o processo de cicatrizacdo fisioldgico, evidenciando que as terapéuticas

utilizadas ndo aceleram o processo de cicatrizacao.

V.4 - PARAMETRO HEMATOLOGICO LEUCOCITOS GLOBAL (WBC)

Os resultados estatisticos referentes ao parametro hematoldgico leucocitos

global encontram-se na Tabelas 5 e estdo representados na Figura 25.

Tabela 5- Média e desvios-padrées do parametro hematolégico WBC (leucdcitos global)

Parametro Hematol6gico

Grupos WBC (10"3/p')
(n=15)
X+SD
12hs 3dias 7dias 15dias 20dias
Grupo 1
(controle 8,30, 6,7+1,1 9,6:2,1 14,147, 7,5£2,2
negativo)
Grupo 2 6,5¢1,5 6,60,5 7,2+1,5 6,0+1,9 8,0+2,6
(controle
positivo)
Grupo3 5,9+0,7 5,7+0,8 8,7+£2,0 4,520 6,7£1,5
(laser)
Grupo4 6,7+0,7 5,5+0,8 7,6+1,5 4,8+1,2 8,545,8
(Pomada 5%)
Grupo 5 5,9+0,4 7,4+0,3 8,2+1,3 5,0+1,1 4,940,1
(Pomada 10%)
Grupo 6
(Pomada 20%) 5620,2 4,60,2 6,2£1,9 3,90,8 5,5¢1,2
Grupo 7
(Pom 5% + Tint 4.9:0,4 4.820,2 9,840,7 4,840,8 5,8t1,1
5%)
(Porr? 10% : Tint 46213 54208 7,4£2,0 4,341, 5,4:0,6
10%)
Grupo 9
(Pom 20% + Tint 4,440,7 3.2¢1,1 5,5:0,2 7,943,6 6,241,2
30%)
Grupo 10 4,5:04 7,313,7 9,0£1,8 5,0£1,2 8,6+1,3
(Laser+ Pom
20%)

Figura 25- Grafico: WBC.




Considerando o parametro hematoldgico de leucdcitos global para os 10 grupos nos
tempos de 12 horas, 3, 7, 15 e 20 dias foram considerados estatisticamente idénticos. Os
valores das médias dos 10 grupos nos tempos de 12 horas, 3,7,15 e 20 dias
mantiveram-se abaixo do valor-referéncia normal 10,82 +
1,1310"3/u/(SCHALM,1974). O sangue ¢ o principal meio de transporte dos neutrofilos
que, por diapedese, atravessam as paredes das vénulas e capilares para se concentrarem
no tecido lesado desempenhando funcGes defensivas.Considerando esta afirmativa de
Junqueira (2004), entende-se que estes baixos valores das medias de leucdcitos global
dentre eles os neutrofilos dos 9 grupos no tempo de 12 horas, 3 e 7 dias, sdo devidos
ao grande namero de neutrofilos encontrados no tecido nos tempos de 12 horas, 3 e 7
dias, constituindo o tipo celular predominante no local da ferida nas primeiras horas ,

decrescendo em nimero com o passar dos dias.



V.5- PARAMETRO HEMATOLOGICO LINFOCITOS (LYM)
Os resultados estatisticos referentes ao parametro hematologico linfocitos (LY M) encontram-se

na Tabela 6 e estéo representados na Figura 26.

Tabela 6- Média e desvios-padrdes do parametro hematolégico LYM (linfocitos)

Parametro Hematolégico
Grupos LYM(1073/p')
(n=15)
X+SD
12hs 3dias 7dias 15dias 20dias
Grupo 1
(controle 5,84£2,1
negativo) 5.2:0.6 4,9£1,2 7,1x0,9 8,0+4.6
Grupo 2 3,3+0,7 4,9+0,2 5,8+1,3 4,6+1,2 6,0+1,8
(controle
positivo)
Grupo3 3,3+0,4 4,4+0,5 6,7+1,9 3,2+1,5 5,4+1,0
(laser)
Grupo4 4,2+0,4 4,3:0,6 54+1,5 3,50,9 5,4+2,4
(Pomada 5%)
Grupo 5 3,0+0,4 5,6+0,1 5,4+0,5 3,7+0,7 3,7+0,1
( Pomada 10%)
Grupo 6 2,8:0,6 3,420,1 35+11 2.8+0.6 41409
(Pomada 20%) e TEY DEL 010, ,110,
Grupo 7 20+05 3.640.1 55+0.4 28403 38403
(Pom 5% + Tint e g e ,0xU, ,0610,
5%)
Grupo 8 2,0+0,2 4,3+0,6 4,7+1,8 23+1.4 38406
(Pom 10% + Tint e e =4 woxl, ,820,
10%)
Grupo9 1,70,2 2,120,7 32407 50419 44507
(Pom 20% + Tint v U Y UEL, ,420,
30%)
Grupo 10 1,90,3 4,5$2,1 5,5+1,1 3,0:0,5 6,7+0,5
(Laser+ Pom
20%)

Figura 26-Grafico: LYM



O parametro hematoldgico de linfocitos (LY M) para os 10 grupos nos tempos
de 12 horas, 3,7,15 e 20 dias apresentou resultados estatisticos idénticos.

Os valores das médias dos 10 grupos nos tempos de 12 horas, 3,7, 15 e 20 dias
mantiveram-se dentro do valor-referéncia normal 9,3+1,3 10"3/u/(SCHALM,1974),
indicando que as feridas ndo estavam infectadas,embora os linfécitos tenham
morfologia semelhante e, dependendo das moléculas localizadas em sua superficie,
podem ser separados em dois grupos principais: linfécitos B e T e, ao contrario dos
leucdcitos, que ndo retornam ao sangue depois de migrarem para o tecido, os linfocitos
voltam dos tecidos para o sangue recirculando continuamente , porém os linfocitos
desempenham suas fungdes no tecido conjuntivo sendo responsaveis pelo
funcionamento do sistema imunolégico, as células B pela resposta imunoldgica de base
humoral e as células T medeiam a resposta imunolégica de base
celular(JUNQUEIRA,2004).



V.6 - PARAMETRO HEMATOLOGICO GRANULOCITOS (GRAN)

Os resultados estatisticos referentes ao parametro hematoldgico granuldcitos encontram-se na
Tabela 7 e estéo representados na Figura 27.

Tabela 7 - Média e desvios-padrdes do parametro hematolégico GRAN (granuldcitos)

Parametro Hematolégico
Grupos GRAN(1073/p")
(n=15)
X+SD
12hs 3dias 7dias 15dias 20dias
Grupo 1
2,5+0,2
(controle B 1,4+0,2
negativo) 1,5+0,2 1,9+0,4 4,9+3,2
Grupo 2 2,9+1,1 1,5+0,4 1,4+0,2 1,1+0,6 1,4+0,3
(controle
positivo)
Grupo3 2,2+0,5 1,1+0,3 1,9+0,2 1,2+0,9 1,0£0,3
(laser)
Grupo4 1,9+0,4 0,8+0,0 1,7+0,6 1,2+0,3 2,8+3,3
(Pomada 5%)
Grupo 5 2,6+0,7 1,6+0,2 2,3+0,7 1,1+0,4 1,0+0,2
( Pomada 10%)
Grupo 6 2,4+0,7 1,1£0,2 2,007 0,940,2 0,940,1
(Pomada 20%) U U HEY Y, 1910,
Grupo 7 2,4+0,3 1,10,1 3,311 1,9:0,5 1,505
(Pom 5% + Tint e g 1954 19U, 010,
5%)
Grupo 8 2,1+1,0 1,040,1 2,0£0,6 1,7+0,4 1,1840,35
(Pom 10% + 141, ,0£0, ,0£0, ,7£0, ,18+0,
Tint 10%)
Grupo 9 2,3:0,5 1,0:0,6 2,1:0,5 25413 1,3:0.3
(Pom 20% + ,3£0, ,0£0, ,1%0, ,5%1, ,3%0,
Tint 30%)
Grupo 10 2,2+0,5 2,4+2,0 2,9+0,6 1,8+1,1 1,4+0,1
(Laser+ Pom
20%)

Figura 27-Gréfico: GRAN.



O parametro hematologico de granulécitos (GRAN) para os 10 grupos nos
tempos de 12 horas, 3,7, 15 e 20 dias mostrou-se estatisticamente idéntico.

Para o tempo de 12 horas, as médias dos gruposl, 2, 3, 5, 6, 7, 8,9 el0
apresentaram valores superiores aos valores encontrados nos demais tempos, porém
estes valores se encontraram dentro do valor-referéncia normal 82 + 1,2
1073/w.(SCHALM,1974) O aumento dos granulécitos (neutréfilos, eosindfilos e
basofilos) no tempo de 12 horas ocorre por constituirem 50% das células migradas para
o local formando uma barreira contra a invasao de micro-organismo e fagocitando os
dedritos celulares(BANKS,1992), nos primeiros momentos da lesdo , além de ser uma
das principais fontes ndo s6 de substancias quimiotaticas mas também de fatores de
crescimento e citocinas no local da ferida, mantendo, assim,0 afluxo das células
inflamatorias no tempo avaliado(CHANG,2000).

O grupo 4 apresentou valor de média para o parametro hematologico
granulécitos elevado no tempo de 20 dias, quando comparado aos demais
grupos.Segundo Scavone (1979), o contato de certos componentes existentes na
Guacatonga a intimidade tissular apresenta-se como um fator irritante e agente
prolongador do processo inflamatorio justificando o elevado numero de células

inflamatdrias neste tempo.



V.7- PARAMETRO HEMATOLOGICO ERITROCITOS (RBC)

Os resultados estatisticos referentes ao parametro hematologico eritrécito encontram-se na
Tabela 8 e estdo representados na Figura 28.

Tabela 8- Média e desvios-padrées do parametro hematolégico RBC (eritrocitos)

Parametro Hematol6gico
Grupos RBC (10"3/y))
(n=15)
X+SD
12hs 3dias 7dias 15dias 20dias
Grupo 1
7,3+0,2 8,1+0,3 8,3+0,4
(comr_ole 0.6£0,4 9,1+0,1
negativo)
Grupo 2 8,8£0,9 7,240,1 8,120,2 8,102 8,6£0,5
(controle
positivo)
Grupo3 8,5+0,3 8,0£0,5 8,5+0,4 7,117 7,8+0,6
(laser)
Grupo4 8,1+0,8 7,9+0,3 7,7+0,2 8,5+0,3 7,9+0,0
(Pomada 5%)
Grupo 5 8,0£0,5 7,610,3 7,3+0,4 8,2+0,2 8,0+0,1
( Pomada
10%)
Grupo 6
(Pomada 8,3+0,7 8,1+0,2 7,2+0,3 8,6+0,5 8,1+0,4
20%)
Grupo 7 7,940,2 7,740,0 7,940,1 8,50,8 8,0£0,6
(Pom5%+ 1= 1 =Y 1= =Y 1=
Tint 5%)
Grupo 8
(Pom 10% + 8,3+0,4 7,6£0,5 7,910,8 8,2+0,5 8,4+0,5
Tint 10%)
Grupo 9 8,5:0,2 8,4+0,7 8,2+1,1 7,9:0,3 8,610,1
(Pom 20% + ,510, ,4+0, 211, ,910, ,610,
Tint 30%)
Grupo 10
(Laser+ Pom 8,2+0,9 7,5+0,3 8,1+0,4 7,5+2,1 8,1+0,1
20%)

Figura 28-Gréfico: RBC



O parametro hematoldgico de eritrécitos (RBC) para os 10 grupos nos tempos

de 12 horas, 3,7,15 e 20 dias foi considerado estatisticamente idéntico.
Os valores das médias dos 10 grupos mantiveram-se estaveis dentro do valor-
referéncia normal 9,8 + 0,20 10"3/p/(NAVARRO, 2005), nos tempos de 12horas, 3,7,15
e 20 dias, facilitando por todas as fases da cicatrizagdo as trocas gasosas
(JUNQUEIRA,2004).

Os eritrdcitos (hemécias), ao penetrarem na corrente sanguinea , vindos da
medula dssea vermelha onde sdo formados contém ainda certa quantidade de
ribossomos e a molécula de hemoglobina(proteina conjugada com ferro).Nos pulmdes
onde a pressdo de oxigénio € alta, cada molécula de hemoglobina combina-se com 4
moléculas do oxigénio , esta combinacdo é reversivel,sendo o oxigénio transferido para

os tecidos lesados em que a pressdo de oxigénio é baixa(JUNQUEIRA,2004).



V.8- PARAMETRO HEMATOLOGICO PLAQUETAS

Os resultados estatisticos referentes ao parametro hematoldgico plaquetas encontram-se na Tabela

9 e estdo representados na Figura 29.

Tabela 9- Média e desvios-padrées do parametro hematolégico PLT (plaquetas)

Parametro Hematol6gico
Grupos PLT (107 3/!)
(n=15)
X£SD
12hs 3dias 7dias 15dias 20dias
Grupo 1
(controle 1394,6+294,0 1453,3+691,0 6424,6+4993,6 114149294 806,3£17,61
negativo)
Grupo 2 4014£5191,5 1733£2502 9772+3828,3 1382+1577,3 920£951,3
(controle positivo)
Grupo3 2406,3+2854,1 1754,6+363,8 8558+46,66 1788,3+415,5 705:87,74
(laser)
Grupo4 1641,6+782,8 1736+864,8 670,5£26,16 2164+678,5 890+235,5
(Pomada 5%)
Grupo 5 1532+593,1 1790,3+371,8 4426+5243,9 2298,3+892,1 1062,3+244,60
( Pomada 10%)
Grupo 6 8567,3+1429,5 2051,3+387,8 9619,6+438,2 2430,3£317,0 1187,6£657,1
(Pomada 20%)
Grupo 7
(Pom 5% 4 Tint 655+1,4 1594,3488,1 9999+ 2207£404,4 6511,6+3165,3
5%)
Grupo 8
(Pom 10% + Tint | 2427.6£2348.3 19344857,6 5542,33574,5 2143£1466,5 2795,3+417,0
10%)
Grupo 9
(Pom 200 + Tint |  2728,3+1381.8 1847+600,3 3042+1692,8 3584,3+1349,0 21682549,5
30%)
Grupo 10 148943232 2134+936,0 5566,3:3922,7 3726,6+2703,3 30196+1435,0
(Laser+ Pom
20%)

Figura 29-Gréafico: PLT.



O parédmetro hematoldgico de plaquetas (PLT) para os 10 grupos nos tempos de
12 horas, 3,7,15 e 20 dias foi considerado estatisticamente idéntico.

As médias dos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8,9 e 10 grupos nos tempos de 12 horas, 3, 7, 15
20 dias apresentaram valores elevados, quando comparadas ao valor- referéncia normal
1,125 + 123 10"3/u/(SCHALM,1974).As plaguetas promovem a coagulacéo do sangue ,
formacdo do trombo para a contengdo hemorragica minutos ap6s a lesdo tecidual e
auxilia na neoformagédo capilar, liberando fibrinogénio e fator de crescimento
plaquetario estimulando as mitoses no musculo liso dos vasos sanguineos presentes nas
fases finais do processo de reparo tecidual (JUNQUEIRA, 2004), dai o fato de os
valores permanecerem elevado da referéncia normal ser benéfico para que ocorram as

fases do processo de cicatrizagao.



V.9 - PARAMETRO BIOQUIMICO GLICOSE

Os resultados estatisticos referentes ao parametro bioquimico glicose encontram-se na Tabela
10 e estdo representados na Fiaura 30.

Tabela 10 - Média e desvios-padrdes do parametro bioquimico glicose

Parametro bioquimico
Grupos Glicose (mg/dl)
(n=15) X£SD
12hs 3dias 7dias 15dias 20dias
Grupo 1
(controle 205,8+24,8 130,2+50,8 177,37,96 190,9+57,4 186,2+64,3
negativo)
Grupo 2 208,4+60,3 90,2431,6 178,1£30,5 94,4+15,23 170,8£15,9
(controle
positivo)
Grupo3 169,7+13,3 98,8+13,2 208,4+25,36 85,26+35,02 187,7424.7
(laser)
Grupo4 239,63+32,91 124,5£44.5 210,9+39,1 88,7422,5 148,0£15,27
(Pomada 5%)
Grupo 5 219,2451,21 72,06+48,09 111,5+3310 130,6£66,35 173,1£19,1
( Pomada 10%)
(Po(r};: dpa10260% ) 229,7+21,3 139,8+47,8 222,4+18,24 72,9430,5 195,9+32,1
(PorarggooJTint 233,8+87,82 137,9+44,12 225,2+10,9 66,8+14,0 181,9+39,7
5%)
(Pon?;‘:)‘f,/oo 8 Tint 255,9489,2 164,9+23,89 232,7+20,89 98,7436,7 191,7437,2
10%)
(Ponf;‘gf,z 2 Tint 197,7+68,8 162,635,8 297,1#19,2 87,4432,5 177,456
30%)
(L(j;z’r’f ;gm 166,5+25,6 165,7+39,4 193,1+10,7 109,1+25,4 180,4+17,0
20%)

Figura 30- Grafico: glicose.



O parametro bioguimico de glicose nos tempos mensurados de 12 horas, 3,7,15
e 20 dias dos 10 grupos foi considerado estatisticamente idéntico.

Para o tempo de 12 horas, as médias dos 10 grupos mantiveram-se elevadas,
considerando o valor- referéncia normal de 114-143 mg/dl (THRALL, 2006).

Para o tempo de 3 dias houve um decréscimo no valor da média para 0s grupos
1,2,3,4,5,6 e7 que se mantiveram dentro do valor referéncia normal.Os grupos 8,9 e 10
mantiveram o valor da média elevado considerando o valor- referéncia normal.

Para o tempo de 7 dias, houve um aumento no valor da média dos grupos 1, 2, 3, 4, 6,
7,8,9¢e 10, apenas o grupo 5 permaneceu dentro do valor referéncia normal.

Para o tempo de 15 dias, 0s grupos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9 €10 apresentaram valores
das médias dentro do valor- referéncia normal, exceto o grupo 1 em que o valor da
média permaneceu elevado, quando comparado ao valor referéncia normal.

Para o tempo de 20 dias, todos os 10 grupos apresentaram valores das medias
elevados, quando comparados ao valor- referéncia normal.

Os elevados valores encontrados para o parametro bioquimico de glicose nos 10
grupos para 0s tempos de 12 horas, 7 , 15 e 20 dias, caracterizam a intensificagdo do
metabolismo da glicose para suprir o gasto energético das células inflamatorias,
fibroblasticas, endotelias e epiteliais mobilizadas no reparo tecidual (THRALL, 2006).

A glicose tem a fungdo de fornecer energia, participa das vias metabolicas, além
de ser percursora de outras importantes moléculas, sendo liberada em maior quantidade
pelo figado em resposta a injuria(THRALL,2006), e segundo Barbosa(2003), alteracdes
metabolicas resultantes da liberacdo de mediadores inflamatdrios e resposta hormonal

induzidas por estresse e lesdo proporciona um aumento da giconeogénese.



V.10 -PARAMETRO BIOQUIMICO LDH

Os resultados estatisticos referentes ao parametro bioquimico LDH encontram-se na Tabela 11 e
estdo representados na Figura 31.

Tabela 11 - Média e desvios-padrdes do parametro bioquimico LDH

Parametro bioquimico

Grupos LDH (UL)
(n=15)
X+SD
12hs 3dias 7dias 15dias 20dias

Grupo 1
(controle 755+68,7 948,3+105,4 3586,6+756,7 8165,6£4649,1 738,6+220,0
negativo)

Grupo 2 557+62 1293,6+687,4 2046+2644,9 2347,3+2424,0 815,3+222,9
(controle - e - ! T ! .
positivo)

Grupo3 1192,3+290,2 82816323 3434+2397,6 5333,6+3310,2 922+198,6

(laser)

Grupo4 841,6+300,5 893,3+92,9 1108+372,5 1108+372,5 1941,6+1758

(Pomada 5%)

Grupo 5
( Pomada 10%)

1064,6+113,4

3845,6+2948,1

5692,3+2038,4

2869,3+1883,9

2027,3+1671,6

Grupo 6
(Pomada 20%)

1081+£252,4

1320+£1313,9

10360+1720,5

2795,6+1637,3

1060,6+59,1

Grupo 7
(Pom 5% + Tint
5%)

941+315,3

913,6+283,7

2148,6+2871,1

4133+£2182,1

882,3+293,6

Grupo 8
(Pom 10% + Tint
10%)

850+220,4

996,3+15,5

3184+4335,6

3945,5+2208,2

2046,3+1829,9

Grupo 9
(Pom 20% + Tint
30%)

990,3+239,3

854,6+304

2777,3+2366

1863,6+480

831,3+287,3

Grupo 10
(Laser+ Pom
20%)

594+110,2

597,4+421

1297+1307,3

1442+992,7

905+155,9

Figura 31- Grafico LDH.




O parametro bioguimico desidrogenase latica (LDH) nos tempos mensurados de

12 horas, 3,7,15 e 20 dias dos 10 grupos foi considerado estatisticamente idéntico.
Para o tempo de 12 horas as médias dos grupos 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9 e 10 mantiveram-se
elevadas, quando comparadas ao valor-referéncia normal 63-573 UL/L(THRALL,
2006), exceto o grupo 2, que apresentou valor da média dentro do valor-referéncia
normal.

Para os tempos 3, 7,15 e 20 dias, as médias dos 10 grupos mantiveram-se
elevadas, quando comparadas ao valor- referéncia normal.

Embora ndo tenham sido estatisticamente significativos, o0s resultados
apresentam uma conotacdo clinica, no sangue a enzima desidrogenase latica catalisa a
conversdo de lactato a piruvato sendo liberada quando ha dano celular e pode haver
elevacdo nos niveis quando ha hipoxia tecidual e inflamacdo (THRALL, 2006),
justificando os valores elevados encontrados em nove grupos no tempo de 12 horas e

nos 10 grupos nos tempos de 3,7,15 e 20 dias.



V.11- PARAMETRO BIOQUIMICO TGO

Os resultados estatisticos referentes ao parametro bioquimico TGO encontram-se na Tabela 12 e
estdo representados na Figura 32.

Tabela 12- Média e desvios-padrdes do parametro bioquimico TGO

Parametro bioquimico

Grupos TGO (U/L)
(n=15)
X+SD
12hs 3dias 7dias 15dias 20dias
Grupo 1
(controle 428,6+145,0 55,6+18,1 144,631 230,6+114,5 76,6+21,5
negativo)
Grupo 2 299+39 70,3+16,2 116,6+19,5 108,6£30,8 87,33¢7,5
(controle
positivo)
Grupo3 354,3+62,1 83,61+4,6 135,6+21,5 149,3+80,2 86+14
(laser)
Grupo4 296+8,8 86,3+11,0 159+57,4 101,3+£28,9 94+21,2
(Pomada 5%)
Grupo 5 459+208,5 123+45,9 222+41,6 139+44,23 100,3+18,9
( Pomada 10%)
Grupo 6
(Pomada 20%) 428,3+77,5 105,3+28,9 108,3+40,6 136+17,6 85,3+
Grupo 7
(Pom 5% + Tint 443+80,6 97+27,7 174,6£74,7 164+49,4 96,3+12
5%)
Grupo 8
(Pom 10% + 441,3+143,6 112,6+15,56 121+45,17 163,5+24,7 109,3+23,6
Tint 10%)
Grupo 9
(Pom 20% + 619+174,3 A 105,3+£35,4 110+28,4 126+13,7 85+9,1
Tint 30%)
Grupo 10 402,3+22 108,3+2,3 125442 95,3+21,4 75,3+5,8
(Laser+ Pom
20%)
A (p= 0,1553)

Figura 32- Grafico TGO.



O grupo 9 no tempo de 12 horas apresentou resultado estatistico significativo
quando comparado ao do grupo-controle positivo para o pardmetro biogquimico
transaminase glutdmico-oxalacética ou aspartato aminotransferase (TGO). Os grupos
1,2,3,4,5,6,7,8,e10 foram considerados idénticos estatisticamente.

Para os tempos de 3, 7,15 e 20 dias, os 10 grupos foram considerados
estatisticamente idénticos.

As médias dos 10 grupos para o parametro bioquimico de TGO mantiveram-se
elevadas do primeiro ao Gltimo tempo avaliado quando comparadas ao valor referéncia
normal 40-53 UI/L(THRALL, 2006).0s parametros bioguimicos: glicose, LDH e TGO
mensurados no sangue dos animais durante o reparo tecidual apresentaram alteracGes
estatisticas e clinicas consideraveis,revelando serem influenciados pelo processo de
cicatrizacdo.Dentre os estudos analisados, ndo se observaram relatos das atividades
desses parametros no processo de cicatrizagdo mesmo 0s autores consideram as fases do
processo de cicatrizagdo como uma sequéncia concomitante de eventos tissulares,
celulares e bioquimicos.

Segundo Chrousos(2002), a exposicdo ao estresse por contencdo leva a
alteragBes comportamentais e metabdlicas , num esforco de manter a homeostasia
corporal e aumentar as chances de sobrevida, justificando varios efeitos no organismo,
como aumento da disponibilidade de substrato energético em diferentes partes do corpo,
resposta imune, e adaptacdes as alteracdes do ambiente.

O estresse dos animais por contencdo e 0 processo de cicatriza¢gdo, mostraram
modulacGes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos nos 10 grupos, inclusive o

controle negativo durante todo o tempo do experimento.



V.12- HEMORRAGIA

Os resultados estatisticos referentes a hemorragia encontram-se na Tabela 13 e estdo

representados na Figura 33.

Tabela 13-Tabela de médias e desvios-padrfes da hemorragia

Parametro histolégico

Grupos Hemorragia
(n=15)
X+SD
12hs
Grupo 1
(controle negativo) 0+0
Grupo 2 48465
(controle positivo)
Grupo3 46+0,2
(laser)
Grupo4 38,6+12,2
(Pomada 5%)
Grupo 5 27,612,5 5
(Pomada 10%)
Grupo 6
(Pomada 20%) 1764255
Grupo 7 33,6435
(Pom 5% + Tint 5%)
Grupo 8 32,6+3,7
(Pom 10% + Tint 10%)
Grupo 9 29,6+2,8 ¢
(Pom 20% + Tint 30%)
Grupo 10 26,6+3,2

(Laser+ Pom 20%)

A, (p=0,0050), B (p=0,0020), C ( p= 0,0133), D (p=0,0030).

Figura 33—Gréfico: hemorragia.



Imediatamente ap6s a inducdo cirargica das feridas, todos os animais
apresentaram hemorragia e foram imediatamente tratados com a primeira dose da
respectiva terapéutica. Os resultados no tempo de 12 horas demonstraram que 0S grupos
5, 6,9 e 10 apresentaram diferenca estatistica significativa, quando comparados ao
grupo-controle positivo. As médias foram menores no grupo 6, seguida dos grupos 9,10
e 5, respectivamente. A atividade anti-hemorragica da Casearia é descrita em estudos
que avaliaram a sua acdo antiofidica como o estudo de Borges (2001), que utilizou o
extrato de folhas de Casearia e este inibiu as atividades hemorragicas, proteolitica
(fibrigenolitica e caseinolitica) e coagulante de venenos de Bothrops. Segundo Raslan
(2002), a acdo da Casearia bloqueia a atividade da permeabilidade capilar, causando a
inibicdo de atividades enzimaticas como as PLA2s, que sdo abundantes em venenos de
cobras, atua na hidrélise de fosfolipideos e produz uma série de atividades toxicas,

como edema e efeito anticoagulante.

7

Figura 34 e 35 - Animal do grupo 2 e 6 no tempo 12 horas - extravasamento de hemacias no tecido-
hemorragia. Hematoxilina e Eosina,40X



V.13- EDEMA

Os resultados estatisticos referentes ao edema encontram-se na Tabela 14 e estdo
representados na Figura 36.

Tabela 14 — Tabela de médias e desvios-padrdes do edema

Grupos Edema
(n=15)
X+S
12hs 3 dias
Grupo 1
(controle negativo) 0+0 0+0
Grupo 2 53,6+0,5 5 94+1,7 5
(controle positivo)
Grupo3 42,625 ¢ 70,6%1,1
(laser)
Grupo4 61+1,7 84,3+1,5¢
(Pomada 5%)
Grupo 5 50,6+2,5 733
( Pomada 10%)
Grupo 6
(Pomada 20%) 70,3+3,2 ¢ 90,6+1,5
Grupo 7 47+2,6 93,6+1,1
(Pom 5% + Tint 5%)
Grupo 8 73,64 ¢ 754
(Pom 10% + Tint 10%)
Grupo 9 37,6+1,5, 68,3+1,1 ;
(Pom 20% + Tint 30%)
Grupo 10 20,6+0,5 71,6x1,5
(Laser+ Pom 20%)

A, (p=0,0006), B (p= 0,0001), C ( p=0,3789), D, ( p= 0,0024), E (p= 0,0001), F (p= 0,0001), G (p=0,0001), H (p=
0,0001), | ( p=0,0001), J (p=0,0001), L ( p=0,0001), M ( p= 0,0001).

Figura 36 - Gréafico: Edema



A observacdo clinica e a analise histolégica demonstraram que todos 0s animais
do experimento apresentaram edema nos tempos de 12 horas e 3 dias, em virtude do
aumento da permeabilidade vascular do endotélio de vénulas por liberacGes de
substancias produzidas pelo organismo apds agressdes como a histamina, pelo
desequilibrio das forcas que mantém as trocas normais de fluidos( lei de Starling) e pelo
aumento da pressdo hidrostatica vascular, resultando na exsudacdo de um fluido rico em
proteinas para o espaco intersticial(JONES, 2000), caracterizado macroscopicamente
por aumento do volume que cede facilmente por uma pressao localizada. Em cortes de
tecidos,observam-se areas com espacos aumentados resultantes do aumento de liquido
entre os componentes do tecido conjuntivo(JUNQUEIRA,2004).

Os grupos 3,4,6,8,9 e 10 apresentaram diferenca estatistica significativa quando
comparados ao grupo-controle positivo no tempo de 12 horas.A média apresentada pelo
grupo 10 tratado com a associacdo de laser e uso topico de Casearia no tempo de 12
horas € a menor, quando comparada a dos demais grupos.Resultados obtidos por
PUGLIESES (2003) demonstraram a eficiéncia do laser As Ga na reducdo de edema
nos tempos de 24,48 e 72 horas apos a inducdo de feridas em ratos.Borges (2000)
classifica como mecanismo anti-inflamatdrio da Casearia a inibicéo da fosfolipase A2 e
Pereira (1990) relata o efeito bloqueador da permeabilidade capilar produzido pelo uso
da Casearia.

Todos o0s 9 grupos apresentaram o valor da média aumentado no 3° dia quando
comparados as primeiras 12 horas.

No tempo de 3 dias, os grupos 3,4,5,8,9 e 10 mantiveram a diferenca estatistica
significativa quando comparados a do grupo-controle positivo.

As médias dos grupos 3,9 e 10 foram menores quando comparadas demais grupos.



Figura 37

Figura 38

Figura 37 e 38 — Animal do grupo 2 e 8 no tempo 3 dias- presenca de espacos no tecido caracterizando
a presenca de liquido intersticial - edema. Hematoxilina e Eosina,40X.



V.14 - NEUTROFILOS

Os resultados estatisticos referentes a contagem de neutrofilos encontram-se na
Tabela 15 e estdo representados na Figura 39

Tabela 15-Tabela de médias e desvios-padrdes de neutréfilos

Parametro histolégico

Grupos (neutréfilos)

(n=15) X+SD

12hs 3dias 7dias 15dias 20dias

Grupo 1
(controle 1x 00 00 1,6£0,5 00
negativo)
Grupo 2 34,6415 201 71,7 1,615 2,6£0,5
(controle
positivo)

Grupo3 42426 5 1242 ¢ 5,6+1,1 0,3+0,5 0+0

(laser)

Grupo4 25,3+2 ¢ 21,62 12,3+2,5 0+0 0+0

(Pomada 5%)

Grupo 5 35,3+3,2 36,3+3,5p 9,3+1,5 2+1 0+0
(Pomada 10%)

Grupo 6

(Pomada 20%) 26£1.7e 7.6£1.5¢ 941 1,611 53+1,1

Grupo 7
(Pom 5% + Tint
5%)

36+3 13+1 ¢ 13£2 4+1,7 0+0

Grupo 8
(Pom 10% + Tint
10%)

29,6+2,8 6x1, 23+3,6 5 0,3+0,5 00

Grupo 9
(Pom 20% + Tint
30%)

33,6+1,1 18+3 6+1 0+0 0+0

Grupo 10
(Laser+ Pom
20%)

27,3+1,5 13,6+2 13,6£2 20,3+1,1 0,3+0,5

A (p=0,0030), B (p=0,0011), C (p=0,0002), D (p=0,0002), E (p=0,0004), F (p= 0,0002), G (p=0,0051), H (p=
0,2633), | (p=0,0002), J ( p= 0,0002), L (p=0,0030), M (p=0,0153), N (p= 0,0002).

Figura 39- Grafico: neutrdfilos.




A analise histologica das amostras das feridas mostrou reacdo inflamatoria de
intensidade variavel nos 9 grupos nos tempos de 12 horas, 3, 7,15 e 20 dias.

Para a contagem de neutrofilos no tempo de 12 horas, os grupos 3, 4,6 e 10
apresentaram resultados estatisticos significativos, quando comparados aos grupo-
controle positivo, indicando uma resposta inflamatoria imediata e intensa caracterizada
por uma aglomeracdo de células polimorfonucleares iniciada 6 horas apds a lesdo e
desaparecendo aproximadamente no 3° dia. Estas células sdo responsaveis por fagocitar
invasores e materiais estranhos no local da lesdo, além de serem fontes de algumas
citosinas proé-inflamatorias (CHANG,2000). No sitio da inflamacdo, neutréfilos
produzem espécies reativas de oxigénio que sdo de vital importancia na atividade
microbicida e inflamatdria destas células e estdo intimamente envolvidas com as
reacbes de formacdo de tecidos através da producdo de fatores de crescimento e
citocinas responsaveis pela recomposi¢cdo de celularidade regional e restabelecimento
homeostasia tecidual, proporcionando ambiente favoravel para a sucessdo de eventos
celulares, tissulares e bioguimicos que acontecerdo(MOLINEDO,1999).0u seja a
resposta inflamatdria apresentou-se de maneira resolutiva, porém a duracdo prolongada
desses eventos causa a cronicidade da inflamagé&o.

No tempo de 3 dias, os grupos 3,5,6,7,8 e 10 apresentaram resultados estatisticos

significativos quando comparados ao do controle positivo.
No tempo de 7 dias, os grupos 7,8 e 10 ainda apresentavam neutréfilos, indicando o
laser e e a Guagatonga como terapéuticas prolongadoras da fase inflamatéria . Segundo
Viegas (2007), o laser ndo minimizou a reagdo inflamatdria proveniente das feridas
dérmicas induzidas em ratos, indicando, a necessidade do uso de anti-inflamatorio nesta
fase. Scavone (1979) relata que certos componentes existentes na Guagatonga quando
em contato com a intimidade tissular apresenta-se como irritante, portanto prolongador
da acdo inflamatdria.A inflamacdo cronica e caracterizada pelo infiltrado de células
mononucleares(macrofagos, linfocitos e plasmacitos) , destruicdo tecidual induzida
pelos produtos de células inflamatorias e reparo envolvendo proliferacdo de novos vasos
e fibrose(ROBBINS,2008).



Figura 40

Figura 41

Figuras 40 e 41 - Animais do grupo 2 e 5 no tempo 3 dias - infiltrado polimorfonuclear (neutréfilos).
Hematoxilina e Eosina, 40X.



Figura 42

Figura 43

Figura 42 e 43 — Animais do grupo 2 e 7 no tempo 7 dias - infiltrado poliformonuclear (neutréfilos).
Hematoxilina e Eosina,40X.



V.15 - MACROFAGOS

Tabela 16- Tabela de médias e desvios-padrdes dos macrofagos

Grupos Macréfagos

(n=15)
X+S

12hs 3 dias 7 dias 15 dias 20 dias

Grupo 1
(controle

negativo) 0+0 0+0 1,6+1,1 0+0 0+0

Grupo 2 25,6+2,8 10+2 6+0 0+0 0+0
(controle positivo)

Grupo3 27,315 23,3+3,5, 0,3+0,5 1+0 5,60,5
(laser)

Grupo4 18+3 9,642 6,3+1,1 1,6%1,5 0+0
(Pomada 5%)

Grupo 5 24,6+1,1 11+5,2 3,3+0,5 1,3+0,5 0+0
(Pomada 10%)

Grupo 6

(Pomada 20%) 16,3115 2,6%2,5 ¢ 0,3+0,5 3,3+2,5 0+0

Grupo 7
(Pom 5% + Tint
5%)

23+1,7 2+1,7p 5,610,5 0,6+1,1 0+0

Grupo 8
(Pom 10% + Tint
10%)

25,3+1,1 1,6x15¢ 11,6+0,5 0,3+£0,5 0+0

Grupo 9
(Pom 20% + Tint
30%)

29+2 7,3+2 2,6+0,5 3+2,6 0+0

Grupo 10
(Laser+ Pom
20%)

20,6%0,5 10,6+4,9 6,3+0,5 0+0 0+0

A, (P=0,0002), B (p=0,0008), C (p=0,1277), D (p=0,0049), E ( p= 0,0030).

Figura 44 - Grafico: macrdfagos




A avaliacdo histologica da contagem de macrofagos apresentou resultados
estatisticos significativos no tempo 12 horas para o grupo 6 e no tempo 3 dias para 0s
grupos 3,6,7 e 8.Na ferida a segunda célula de defesa encontrada é o macréfago
derivado do mondcito que apresenta caracteristicas morfoldgicas que Ihe conferem a
acdo de ajudar os neutréfilos na fagocitose de micro-organismos, dedritos celulares,
bem como na remocéo de neutrofilos exauridos. Liberam, ainda, diversos fatores de
crescimento e citocinas importantes na manutencdo da resposta inflamatéria , na
iniciacdo , maturacdo e controle do processo de cura da ferida (BRASILEIRO
FILHO,1993). Os macréfagos estdo presentes no local da ferida de 2 a 5 dias ap6s a
lesdo, corroborando os resultados obtidos que apresentaram declinio nos valores com o
passar dos dias.O grupo 8 no tempo de 7 dias manteve um resultado de media elevado
guando comparado ao de outros grupos.E o grupo 3 manteve no tempo 20 dias o valor
de média aumentado quando comparado ao dos demais grupos.

Os resultados estatisticos significativos para a contagem de neutréfilos e
macrofagos demonstraram a presenca destas células desde o tempo 12 horas até o 7° dia
da lesdo, caracterizando, juntamente com a presenca da hemorragia , edema, hiperemia
neste mesmo periodo, a resposta inflamatdria do processo de cicatrizagao.

Os macrofagos sdo importantes para o recrutamento e ativacdo de fibroblastos
produzindo citocinas que estimulam a sua proliferacdo, enzimas como colagenase e
elastase, liberando fatores antimicrobianos como radicais de oxigénio e 6xido nitrico,
além de desempenharem papel importante no sistema imune, permitindo ligagéo entre a
imunidade natural e a imunidade adaptativa (CHANG, 2000), contribuindo

efetivamente para a continuidade do processo de cicatrizacao.



Figura 45

Figura 46

Figura 45 e 46 - Animais do grupo 6 e 8 no tempo 3 dias-presenca de macrofagos. Hematoxilina e
Eosina,40X.



V.16 - FIBROBLASTOS

Os resultados estatisticos referentes a contagem de fibroblastos encontram-se na Tabela 17

e estdo representados na Figura 47.
Tabela 17- Tabela de médias e devios padrdes dos fibroblastos

Grupos Fibroblastos
(n=15)
X£S
12hs 3 dias 7 dias 15 dias 20 dias

Grupo 1
(comrple 4,642 12,6+1,5 4,6+1,1 5+1 9,643
negativo)
Grupo 2 5,6£0,5 7,315 12,3:0,5 201 20+13,8
(controle
positivo)

Grupo3 18,6+2,0 o 23+1,7 ¢ 244 45,3+2 ¢ 25,6+2,3

(laser)

Grupo4 7£1 1244 33+3p 23+2,6 16,3+7,5

(Pomada 5%)

Grupo 5 11,6+0,5 13+1,7 24,6%3 13,3+1,5 11,315
( Pomada 10%)

Grupo 6

(Pomada 20%) 6,3+0,5 11,3+4 17,3+3,5 11,3+1,1 8,6+2,5

Grupo 7
(Pom 5% + Tint
5%)

6,3+1,1 8,311 19,3+#3,5 24+4 14,345,6

Grupo 8
(Pom 10% +
Tint 10%)

8,6+0,5 9,6+2,3 23,3+4,9 8,6+0,5 11,6+3,5

Grupo 9
(Pom 20% +
Tint 30%)

9,6+1,1 14,6x0,5 21,3%5,5 12,6+1,1 14+3,4

Grupo 10
(Laser+ Pom
20%)
A, (p=0,4700), B (P=0,0072), C (p=0,0002), D (p=0,0003), E ( p=0,0002), F (p=0,0002), G (p=0,0002).

30,6+2 ¢ 31,3x1,5¢ 34,6+2 ¢ 28+2,6 23,318

Figura 47 - Gréfico: fibroblastos



Foram encontrados fibroblastos nos 10 grupos nos tempos 12 horas, 3, 7,15 e 20
dias, essas células sintetizam as proteinas colagenas e elastina, além de
glicosaminoglicanas, proteoglicanas e glicoproteinas multiadesivas que fardo parte da
matriz extracelular, produzem fatores de crescimento que controlam o crescimento e a
diferenciacédo celular JUNQUEIRA, 2004).

Nos tempos 12 horas, 3 e 15 dias, 0 grupo 3 apresentou resultado estatistico
significativo, quando comparado ao controle positivo para a contagem de fibroblastos.
Mirzaei(2007), utilizando o laser He Ne , 4 j/cm2 em culturas celulares da pele de ratos
diabéticos concluiu que esta irradiagdo resultou em aumento significativo na
proliferacdo fibroblastica, resultados estes também encontrados por Kameya(1995) e
Peter Gal(2008) em feridas de ratos, por Silveira(2009) em lesdo muscular traumatica
do gastrocnémio e por Rabelo(2006) em feridas de ratos diabéticos e ndo diabéticos.

No tempo 7 dias, os grupos 4 e 10 apresentaram resultados estatisticos
significativos quando comparados aos do grupo-controle positivo, corroborando os
resultados de Camargo (1995) que descreveu o pico da proliferacdo fibroblastica no 7°
dia ap0s a inducao de feridas em ratos tratados com a Guacatonga.

Os maiores valores das médias dos 10 grupos foram observados no tempo 7 e 15
dias, considerado a segunda fase do processo de cicatrizagdo, a fase proliferativa que se
caracteriza pela granulacéo, epitelizacdo e contracdo. A granulacdo é a formacao de um
novo tecido composto por novos capilares , proliferacdo e migracdo dos fibroblastos
responsaveis pela sintese de colageno(STASHAK,1991).Neste momento, com a baixa
tensdo de oxigénio no centro da ferida e com o aumento no nimero de fibroblastos
ativados para a producdo de colageno, a angiogénese € essencial permitindo a troca de

gases e a nutricdo destas células metabolicamente ativas.



Figura 48

Figura 49

Figura 48 e 49-Animais do grupo 3 nos tempos 7 e 15 dias. Tecido de granulacéo,fibroblastos (A),
neoformacao capilar (B) e coladgeno (C) .Hematoxilina e Heosina,40X.



V.17 - ANGIOGENESE

Os resultados estatisticos referentes a contagem capilar encontram-se na Tabela 18 e estdo

representados na Figura 50.

Tabela 50- Tabela de médias e desvios-padrdes dos capilares

Parametro histolégico
Grupos Capilares
(n=15)
X+SD
3dias 7dias 15dias 20dias
Grupo 1
(controle negativo) 3,3+1,1 0+0 0+0 6.3+2,3
Grupo 2 0,3+0,5 0+0 1,6+1,5 8,3+0,5
(controle positivo)
Grupo3 2,615 7,3¥1,5 5 9,62 5 16,3+2,8 ¢
(laser)
Grupo4 0,6+0,5 2,610,5 53+1,1 10,6+1,1
(Pomada 5%)
Grupo 5 0,3+0,5 6,3x1,1p 310 2,311 ¢
( Pomada 10%)
Grupo 6
(Pomada 20%) 0,305 2,640,5 7£1,7 3,6+1,1
Grupo 7 0,6+0,5 0,3+0,5 2,6%0,5 30
(Pom 5% + Tint 5%)
Grupo 8
(Pom 10% + Tint 0+0 2,60,5 0,6+1,1 0+0 ¢
10%)
Grupo 9
(Pom 20% + Tint 1+1 4,315 31,7 6,3+0,5
30%)
Grupo 10 1,6£1,5 9,3+15¢ 10,3+4,5 13+2
(Laser+ Pom 20%)

A, (p=0,0024), B (p=0,0009), C (p=0,009), D (p=0,0125), E (p=0,0216)F (p=0,0005), G ( p= 0,0002), H
(p=0,0004).

Figura 50 - Gréfico: angiogénese.



No presente estudo, a contagem de vasos neoformados ndo apresentou resultados
estatisticos significativos no tempo 3 dias, mas os valores das médias apresentados
pelos 9 grupos indicam o inicio da angiogénese neste tempo causada por fatores de
crescimento e mediadores que promovem a abertura na membrana basal e permitem a
migracdo das células endoteliais.Tais células, atravessando a parede dos vasos
adjacentes a lesdo e utilizando como substrato a matriz extracelular provisoriamente
produzida, seguem em direcdo a regido lesada, e , uma vez na regido externa do vaso,
passam pelo processo de diferenciacdo para a aquisicdo da capacidade de formacéo de
novos capilares.(RUDOLPH & BALLANTYNE,1990).

Observou-se resultados estatisticos significativos no tempo 7 dias para 0s grupos
3,5 e 10, no tempo 15 dias para 0s grupos 3 e 10 e no tempo 20 dias para 0s grupos 3,5 e
8 quando comparados aos do grupo-controle positivo.Nestes tempos, as células
endoteliais migradas anteriormente formam no exterior do vaso um broto capilar que,
em seguida, une-se ao capilar de onde eram originarias para o restabelecimento do fluxo
sanguineo (RUDOLF & BALLANTAYNE,1990). A acdo do laser e da Guacatonga
favorecendo a angiogénese demonstrada nestes resultados corroboram os do Mester
(1977) que descreveu o efeito bioestimulador da laserterapia, como um aumento no
metabolismo do local da irradiacdo favorecendo sucessivas mitoses celulares e de
Gomes (2005),que relatou a eficiéncia da Guagatonga na angiogénese das feridas de

ratos quando comparadas ao grupo-controle.
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Figura 71 e72 - Animais do grupo 3 nos tempos 7 e 15 dias - neoformacao capilar.
Hematoxilina e Eosina,40X.



V.18 - COLAGENO

Os resultados estatisticos referentes a contagem de colageno encontram-se na

Tabela 19 e estdo representados na Figura 53.

Tabela 19-Tabela das médias e desvios-padrdes do colageno

Grupos
(n=15)

3 dias

Parametro histolégico

7dias

colageno

X+SD

15dias

20dias

Grupo 1
(controle
negativo)

162+2,6

181,6+6

112,3+1,5

163+19,2

Grupo 2
(controle
positivo)

633

127,34

117+3

141,3+3,7

Grupo3
(laser)

73,612

156+13 g

152,615,5 ¢

173,6£16,7

Grupo4
(Pomada 5%)

74,3+0,5

129,611

134,347,5

127,345,6

Grupo 5
( Pomada
10%)

60,6+0,5

134,6+5,1

142,3+4,9

131,6+7,76

Grupo 6
(Pomada 20%)

53,3+2

120+15,3

144,3+1,5

146+19,1

Grupo 7
(Pom 5% + Tint
5%)

53,3%0,5

10346

130+4

10849,6 ¢

Grupo 8
(Pom 10% +
Tint 10%)

65,314

87,3+3,5¢

146,3+3,5¢

123+4,3

Grupo 9
(Pom 20% +
Tint 30%)

71,615

79+3,4

128,6+4,5

150+1

Grupo 10
(Laser+ Pom
20%)

91,6+1,5 5

135,3+10,2

153,3+10,

19143 |

A (p=0,3938)B,( p= 0,0393), C ( p= 0,0041), D (p= 0,0122), E (p= 0,0088), F (p=0,0011),G(p= 0,0319), H (p= 0,0002),
| (p= 0,0033), J (p= 0,0002).

Figura 53 - Gréfico: Colageno.



No 3° dia ap6s a lesdo o coldgeno no grupo 10 apresentou resultado estatistico
significativo comparado ao controle positivo, mas € por volta do 10° dia que o leito da
ferida esta completamente preenchido por tecido de granulacdo, com uma rede capilar
atravessando-o, com a evolugdo do processo inicia-se 0 enriquecimento deste tecido
com mais fibras colagenas, sendo este aumento gradativo com o passar dos dias
(CLARK, 1999).

No tempo 7 dias, os grupos 3,8,9 e 10 apresentaram resultado estatistico
significativo na contagem de colageno, quando comparados aos do grupo-controle
positivo, apresentando valores das médias superiores ao tempo anterior, demonstrando
maior sintese de coladgeno, e permaneceu no tempo 15 dias para os grupos 3,8 e 10 que
apresentaram resultados estatisticos significativos na contagem de coldgeno quando
comparados ao grupo-controle positivo .A remodelagem e a maturacdo da cicatriz
envolvem esta etapa de producdo e depdsito de coladgeno, e sucessiva a ela digestéo e
orientacdo das fibrilas, repeticdes sucessivas da lise, ressintese, redirecionamento e
religacdo formam fibras maiores de colageno e resultam numa configuracdo mais
regular da cicatriz(CLARK,1999).Estas caracteristicas foram observadas no tempo 20
dias nos grupos 3,7 e 10 que apresentaram resultados estatisticos significativos na
contagem de colageno, quando comparados ao grupo-controle positivo.Observa-se nos
tempos 15 e 20 dias a presenca dos anexos da pele , como foliculos pilosos , glandulas
sebaceas e sudoriparas, a coloracdo da cicatriz permaneceu palida, ja que a regeneracdo
de melandcitos é deficiente (JOHNSTON,1990).

Atualmente, é consenso de que a resolucdo completa somente pode ser
considerada apdss concluida a maturagdo e a remodelagem do tecido que ocorre
lentamente levando muitos meses e, as vezes, anos, e mesmo assim uma cicatriz cutanea
completamente madura possui apenas 70% da resisténcia da pele normal (CLARK,
1999).
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Figuras 55

Figuras 56

Figuras 54,55 e 56 - Animais do grupo 10 nos tempos
7,15 e 20 dias - Colageno: aumento gradativo na sintese,
depdsito e alinhamento das fibras. Tricrémico de Gomori,
40X.



Figura 57- Animal do grupo 4 no tempo 20 dias.
Epitélio pavimentoso estratificado(A), com a camada
queratinizada(B) da pele, papilas dérmicas(C) e anexos
cutaneos(D). Hematoxilina e Eosina,10X.



VI - CONCLUSOES

O processo de cicatrizagdo de feridas ocorre em fases sucessivas e dependentes,
com caracteristicas morfoldgicas e funcionais distintas que envolvem eventos celulares,
tissulares e biquimicos. Este estudo evidenciou a necessidade de terapéuticas distintas
para cada fase .

A Casearia sylvestris Swartz e o laser foram ineficientes para acelerar o
processo fisiolégico de cicatrizacdo; contudo, as caracteristicas morfologicas e
funcionais dos eventos celulares, tissulares e bioquimicos envolvidos neste processo
foram modificadas pelo seu uso.

O uso oral da solugdo hidroalcoolica e tdpico do extrato glicélico da Casearia
sylvestris Swartz mostrou-se eficiente para: a coagulacdo sanguinea contendo a
hemorragia nos momentos iniciais da lesdo, a resolucdo do edema, a estimulagéo da
angiogénese, a sintese e depdsito de coldgeno. Os animais tratados com a Casearia
sylvestris Swartz apresentaram uma resposta imediata ,intensa e duradoura de células da
inflamacdo,neutrdfilos e macrdéfagos durante as fases do processo de cicatrizagao.

O uso do Laser In Ga P diodo de emisséo continua, 30mW de poténcia na dose
de 4j/cm2 apresentou-se eficiente para: a resolucdo do edema, a resposta imediata e
duradoura dos neutrofilos, macrofagos,a proliferacdo fibroblastica, a sintese e deposito
de colageno, a estimulacdo da angiogénese durante as fases do processo de cicatrizacao.

Mediante os resultados obtidos os parametros hematolégicos e bioquimicos
dispensadas nos estudos com este delineamento experimental mostraram-se sensiveis
ao processo de cicatrizagdo e ao estresse dos animais, novos estudos devem ser

realizados a fim de estabelecer esta relagao.
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