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Do sonho uma ponte;

Da procura, um encontro.
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Fernando Pessoa.



A mente que se abre para uma nova idéia,
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RESUMO

AVALIACAO DO EFEITO DO DERSANI® E DA AGUA DE COCO LIOFILIZADA NO
MODELO CUTANEO DE CICATRIZACAO POR SEGUNDA INTENCAO EM RATOS
WISTAR. MARIA SONIA FELICIO MAGALHAES. Tese (Doutorado). Programa de Poés-
Graduacdo Stricto Sensu em Cirurgia. Universidade Federal do Ceara. Orientador: Prof. Dr.
Manoel Odorico de Moraes Filho.

A cicatrizacdo de feridas é uma cascata de eventos celulares e moleculares que interagem
para que ocorra a reconstituicdo do tecido. Neste estudo avaliou-se o efeito de um composto
de triglicerideos de cadeia média, acido linoléico, lecitina de soja e vitaminas A e E
(Dersani®), e também da agua de coco liofilizada, nas formas aquosa e gel, no processo de
cicatrizacdo de Ulceras cutdneas experimentais. Utilizaram-se 105 ratos, machos, da
linhagem Wistar, nos quais foi removido um segmento cutaneo de espessura total com 4
cm? de area. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos constituidos de 15
ratos compreendendo trés experimentos constituidos dos grupos Controle e Referéncia e
dos grupos Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa (Experimento 1), Amorfa-gel e Cristalina-gel
(Experimento 2) e Triglicerideo (Experimento 3). Tais grupos foram tratados por via tdpica,
respectivamente, com solugdo salina 0,9%, clostebol + sulfato de neomicina, agua de coco
amorfa e cristalina-aquosa, a4gua de coco amorfa e cristalina-gel e Dersani®. As areas das
feridas foram mensuradas por planimetria digital nos dias zero, 3, 7 e 12 de p6s-operatorio,
a partir das quais foram calculados o grau e a taxa média de reparacdo. Além disso, 0
processo de cicatrizacao foi avaliado através dos critérios de Myers e da quantificacdo de
colageno e angiogénese utilizando método histoquimico. No 3° dia observou-se uma
expansao da area da ferida no grupo referéncia e uma leve contracdo nos grupos controle e
testes. Nos dias subsequientes o processo de reparacdo, medido pela variavel grau de
reparacdo, evoluiu de forma linear, de modo que, no 12° dia, a area reparada alcancou
77,95% da regido ulcerada inicial no grupo Controle, 78,40% no Referéncia, 82,24% no
Amorfa-aquosa, 84,12% no Cristalina-aquosa 84,12% (experimento 1), 85,09% no grupo
Amorfa-gel, 84,20% no Cristalina-gel (experimento 2) e 83,49% no Triglicerideo
(experimento 3), ndo sendo constatadas diferencas estatisticamente significantes em
nenhum dos experimentos. Igualmente semelhantes foram os valores da taxa média de
reparacdo referente aos 12 dias de tratamento: 25,79 mm?/dia no grupo Controle, 25,42
mm?/dia no Referéncia, 26,48 mm?%dia no Amorfa-aquosa, 27,89 mm?dia no Cristalina-
aquosa, 26,47 mm?dia no Amorfa-gel, 27,04 mm?/dia no Cristalina-gel e 27,38 mm?/dia no
Triglicerideo. Entretanto, nos grupos Amorfa-aquosa (P<0,01), Amorfa-gel (P<0,05),
Cristalina-gel (P<0,05) e Triglicerideo (P<0,01) a densidade de colageno foi significatemente
maior do que a verificada no grupo Controle. Apenas no grupo Triglicerideo a densidade
vascular, a deposi¢éo de colageno e de tecido de granulacdo foram significantemente maior
gue nos grupos Controle e Referéncia (P<0,01). Estes achados permitem concluir que o
tratamento com o Dersani® é um potencializador do processo de reparo tecidual.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizagdao de Feridas. Agua de Coco. Triglicerideos. Acido
Linoléico. Acido Ascérbico. Vitamina A. Vitamina E. Software. Ratos.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF DERSANI® AND OF LIOPHYLIZED
COCONUT WATER ON THE CUTANEOUS MODEL OF SECOND-INTENTION
WOUND HEALING IN WISTER RATS. MARIA SONIA FELICIO MAGALHAES.
Strictu sensu Post-Graduation Program in Surgery. PhD Thesis; Federal University of
Ceara, Brazil. Advisor; Prof Dr Manoel Odorico de Moraes Filho.

Healing of wounds is a cascade of cellular and molecular events which interact with one
another ensuing tissue reconstruction. This study assessed the effect of a compound
medium-chain triglycerides, linoleic acid, soy lecithins and vitamins A and E (Dersan) and
also lyophilized coconut water in the aqueous and gel forms in the process of healing of
experimental cutaneous ulcers. 105 male Wistar rats were employed in which a 4cm? full
thickness skin segment was removed. The animals were randomly distributed into groups
constituted of 15 rats comprising three experiments consisting of Control and Reference
groups, as well as Amorphous-Aqueous and Crystalline-Aqueous groups (Experiment 1),
Amorphous-gel and Crystalline-gel groups (Experiment 2) and Triglycerides (Experiment 3).
Such groups were treated via topic, respectively with 0.9% saline, clostebol+neomycin
sulphate, amorphous and crystalline coconut water, amorphous and crystalline-gel coconut
water and Dersani. The wound areas were measured by digital planimetry at post-operative
days zero, 3, 7 and 12; from them the degree and average rate of repair were calculated.
Moreover, the healing process was assessed through the criteria of Meyers and the amount
of collagen and angiogenesis by means of histochemical methods. At day 3, an expansion of
the wound area in the Reference Group and a slight contraction of Control Groups and tests
were noted. On the subsequent days the process of repair, measured through the variable
degree of healing evolved in a linear form, so that on the twelfth day, the repaired area
achieved 77.95% of the initial ulcerated region in the Control Group, 78.40% in the
Reference Group, 82.24%, in the Amorphous-Aqueous one, 84.12% in the Crystalline-
Aqueous (Experiment 1), 85.09% in the Amorphus-gel Group, 84.20% in the Crystalline-gel
Group (Experiment 2) and 83.49% in that of Triglyceride (Experiment 3); no statistically
significant differences were found in the experiments. Equally similar were the values for the
average rate of repair in regard to the 12 days of treatment: 25,79mm?day in the Control
Group, 25,42mm?day in the Reference Group, 26.48mm?*day in the Amorphous-Aqueous
one, 27.89mm?/day in the Crystalline-Aqueous Group, 26,47mm?/day in the Amorphous-gel
Group, 27.04mm?day in the Crystalline-gel and 27.38mm?/day in the Triglyceride Group.
However, as to the Groups Amorphous-aqueous (P<0,01), Amorphous-gel (P<0.05),
Crystalline Gel (P<0,05) and Triglycerides (P<0,01), the density of collagen was significantly
higher than that observed in the Control Group. Only the Group of Triglycerides showed
significantly higher vascular density, deposition of collagen and the granulation tissue than
Control and Reference groups (P<0, 01). These findings allow the conclusion that Dersani®
have potential to the process of tissue repair.

KEY WORDS: Wound Healing. Coconut Water. Triglycerides. Linoleic Acid. Ascorbic Acid.
Vitamin A. Vitamin E. Software. Rats.
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1 INTRODUCAO

A palavra cicatrizacdo é utilizada para definir um processo em que um
tecido lesado € substituido por um tecido conjuntivo vascularizado. Este processo
envolve componentes da matriz extracelular, células residentes, ou seja,
queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e células nervosas. Ha4 também a
participacdo de leucdcitos (neutrofilos, macrofagos/mondcitos e linfécitos), bem
como de mediadores lipidicos como prostagladinas, leucotrienos e fator de
agregacdo plaquetaria e de mediadores protéicos como citocinas e fatores de
crescimento (HATANAKA; CURI, 2007).

Desde a antiguidade existem tentativas humanas de intervir no processo
de cicatrizacdo de feridas, acidentais ou provocadas intencionalmente, como forma
de realizar procedimentos para protecdo ou reparo de lesdo. Os registros mais
antigos falam sobre manuscritos egipcios que datam de 3000-2500 a. C, onde
curativos eram realizados utilizando mel, graxa, fios de linho e diversos tipos de
excrementos como parte dos principios da farmacopéia egipcia (MANDELBAUM et
al., 2003).

Hipdcrates foi quem lancou as bases da medicina cientifica, criou os
conceitos de cicatrizagao por primeira ou segunda intencéo e recomendava que as
feridas fossem mantidas limpas e secas e preconizava sua limpeza com agua
morna, vinho e vinagre (DEALEY, 2001).

Durante a guerra da Criméia (século XIX) foram criados diversos tipos de
curativos, a base de fibras de linho, que eram reutilizados varias vezes para se
tornarem macios, mas permaneciam pouco absorventes.

Gamgee em 1860 descobriu 0 processo de remocédo do 6leo de algodéo,
tornando-o absorvivel e criou o chumaco de algoddo envolvido em gaze, que €
utilizado até os dias de hoje.

Entre 1840 e a Segunda Guerra Mundial o foco para tratamento e
cicatrizacdo de feridas foi a utilizacdo de anti-sépticos e agentes com acao
antimicrobiana, com protecdo de coberturas secas, como consequéncia as
descobertas de Pasteur sobre a “Teoria dos Germes”. E o periodo &ureo da
utilizacdo de substéancias como o liquido de Dakin, Eusol, derivados de iodo,
mercurio e aluminio. Ao final desta guerra permanecia a crenca de que o ambiente

seco utilizando agentes tépicos que provocassem dessecamento do leito da ferida
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com cobertura de gaze seca fixada com espessa camada de fita adesiva é que
proporcionava melhores condi¢des de cicatrizacdo (MANDELBAUM et al., 2003).

Em 1945, surge o primeiro relato realizado por Bloom sobre a utilizacao
de um filme transparente, permeéavel ao vapor, em 55 pacientes com gqueimaduras,
com descricdo de efeitos benéficos na cicatrizacdo. Depois, em 1950, Schilling
apresenta estudos novos sobre a utilizacdo desse tipo de filme, envolto em moldura
adesiva de polivinil, que serviu de base para o desenvolvimento de novos recursos
(MANDELBAUM et al., 2003).

Embora desde o inicio da década de 1960 ja se aceitasse 0 pressuposto
da criagdo de ambiente Umido na ferida, para efeitos benéficos no processo
cicatricial, que reduzia a dor, por proteger as terminacdes nervosas contra 0O
dessecamento. Mas somente em 1962, ap0s Winter e Roove demonstrarem que a
taxa de epitelizagdo era 50% mais rapida em ambiente imido e que a formacéo de
crosta tornava-se menor. Surgiu entdo o interesse de desenvolver pesquisas,
producdo e comercializacdo desses recursos, resultando em uma verdadeira
“revolucdo no conceito de curativos” (WINTER, 1962; MANDELBAUM et al., 2003).

A partir de 1970, nos Estados Unidos e Europa, registrou-se uma
avalanche de utilizacdo de novos recursos, surgindo a necessidade de conhecer os
reais beneficios de cada um. Esta preocupacgéo fez com que os diversos 6rgaos e
agéncias passassem a coordenar estudos, que pudessem estabelecer critérios para
avaliar e indicar parametros, que direcionassem uma adequada selecdo para
tratamento de feridas (MANDELBAUM et al., 2003).

Os parametros, critérios e escalas de avaliacdo para o reparo de tecidos
continuam sendo exaustivamente estudados e foi com a intencdo de contribuir com
evidéncias, materiais, recursos, procedimentos e tecnologia que este estudo foi
realizado.

Neste estudo considerou-se em trés fases o processo de cicatrizagao:
inflamacéao, formacao de tecido de granulacdo com deposicdo de matriz extracelular
e remodelacéo da ferida (Figura 01). Sao eventos celulares, tissulares e bioquimicos
gue ocorrem em sequéncia orquestrada para restabelecer o tecido apés o trauma
(SINGER; CLARK, 1999; SCHULTZ et al., 2003; WERNER; GROSE, 2003; EFRON;
MOLDAWER, 2004; PARK; BARBUL, 2004; HATANAKA; CURI, 2007) e que segue

descrita em uma revisdo que nao se tornou esgotada.
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Figura 01 — Fases do processo de cicatrizacdo (HATANAKA; CURI, 2007).

7

Nos animais vivos a capacidade auto-regenerativa € um fendmeno
universal. Nos unicelulares fica restrita a presenca das enzimas que Sao
responsaveis pela recuperacdo estrutural (constituintes do cito-esqueleto,
membranas e paredes celulares) e de moléculas de alta complexidade (proteinas de
elevada complexidade estrutural, &cido ribonucléico (RNAs) e o acido
desoxiribonucléico (DNA). Nos organismos superiores o reparo pode se da de duas
formas: pela regeneracado através da recomposicao da atividade funcional do tecido
ou pela cicatrizagdo, onde ocorre o restabelecimento da homeostasia do tecido que
teve perda de atividade funcional pela formacéo de cicatriz fibréotica (BALBINO et al.,
2005).

Danos tissulares de natureza fisica, quimica ou biol6gica desencadeiam
de imediato uma série de eventos traduzidos simplisticamente como calor, rubor,
tumor e dor. Sinais que resultam da ativacdo de células nervosas, estromais,
vasculares e circulatorias gerados por estimulos fisicos ou por sinalizacdo quimica
realizada por estruturas das células rompidas, formadas por por¢cées da membrana
celular e organelas e também fragmentos dos elementos inertes dos tecidos como
colageno, elastina, fibronectinas e outros, como também proteinas séricas que
extravasam de vasos rompidos e pela acdo de mediadores inflamatorios pré-

formados que séo liberados principalmente dos granulos das plaquetas, mastocitos e
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terminacdes nervosas periféricas, ou ainda neo-sintetizados, como eicosanoides e
fator de ativacao plaquetaria (CONTRAN et al., 2001). Quando essas moléculas se
ligam a receptores localizados na superficie da membrana das células locais,
induzem profundas modificacbes no seu metabolismo, na expressdo genética e
consequentemente em seu fen6tipo. Em resposta, ocorre producdo de uma segunda
sequéncia de mediadores de natureza lipidica, os eicosandides e uma peptidica, as
citocinas, os fatores de crescimento e 0s neuropeptideos, seguida de externalizacao
de proteinas de adeséo para leucdcitos, nas células endoteliais na superficie da
membrana voltada para a luz dos vasos (Figura 02). Ainda, como decorréncia do
trauma ou da ativacdo celular, o micro-ambiente sofre alteragdo em sua composicéo
fisico-quimica ocorrendo baixa tensdo de O,, diminuicdo de pH, presenca de
espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, sendo esta uma outra forma de

sinalizacao que ativa as células envolvidas no reparo tissular (BALBINO et al., 2005).
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Figura 02 — Desencadeamento de eventos pos lesdo (MENKE et al. 2007).

O processo continua, ocorrendo no tecido lesado infiltracdo de células
circulantes, como os neutrofilos e 0s mondcitos, e a migragdo de células adjacentes

tipo células epiteliais, queratindcitos e fibroblastos. Estes, em cooperacdo com
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células locais, ja ativadas, serdo protagonistas da fibroplasia, que € a producéo de
coldgeno pelos fibroblastos e deposicdo de matriz extracelular, angiogénese,
cicatrizacéo e reepitelizacédo da regido ferida. (SINGER; CLARK, 1999; MORI et al.,
2004; CARDOSO et al., 2004; SHIRAKATA et al., 2005 ; HATANAKA; CURI, 2007).

Para Cardoso et al. (2004) o 6xido nitrico tem um papel importante no
processo de cicatrizacdo de feridas. Ele influencia a funcdo de macroéfagos,
fibroblastos e queratindcitos durante o processo cicatricial contribuindo para a
reepitelizacao.

Para este autor a lesédo ativa uma cascata local e sistémica de respostas
imune e o processo de cicatrizacdo comegam com a reacao inflamatoria, que requer
uma complexa interacao entre varios tipos de células. Polimorfonucleares, leucécitos
e linfécitos sdo atraidos por mediadores que facilitam adesdo e transmigracao
celular. A proliferacdo de miofibroblastos, sintese de colageno e atividade de
contragdo influenciam a formacdo de cicatriz no estagio final do processo de
cicatrizacdo, porque miofibroblastos e fibroblastos compdem a matriz extracelular.

Desde 1993, Clark considerou a reparacao tecidual dividindo-a em trés
fases: a inflamacao, a formacao de tecido de granulagdo com deposi¢do de matriz
extracelular e a remodelacdo do tecido. Segundo ele estas fases n&o sao
mutuamente excludentes, mas se sobrepdem no tempo. O reparo tecidual completo
resulta de alternancias sucessivas de reagdes anabdlicas e catabdlicas tendo
leucdcitos como principais protagonistas. Estas células tém atividades e estdo de
forma intima envolvidas com reac¢des catabdlicas de degradacao de tecidos atraves
da producdo de proteases e de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, como
também com as reacdes anabdlicas para formacéo de tecidos através da producéo
de fatores de crescimento (RICHES, 1996). Estes fatores sé@o responsaveis pela
recomposi¢ao da celularidade da regido ou pelo restabelecimento da homeostasia

com formacéo de cicatriz.
1.1 FASES DO PROCESSO DE REPARO
O processo de reparo € dividido em trés fases priorizando-se 0s aspectos

macroscopicos e histopatoldgicos em: inflamatoria, fibroblastica e de deposicéo de

matriz extracelular e de remodelacéo.
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Inflamatoéria

As diversas formas de lesdo no organismo levam a alteracdo nas juncdes
e nas células endoteliais ocorrendo as vezes ruptura de vasos sanguineos e
extravasamento de seus constituintes. Nos primeiros momentos do processo de
reparo ocorre tamponamento desses vasos. Concomitantemente ao estimulo lesivo
ocorre vasoconstricdo devido a descargas adrenérgicas e a acdo de mediadores
oriundos de desgranulacdo de mastécitos. Uma sequéncia de eventos acontece
apos o sofrimento da injaria caracterizada por deposi¢do de plaquetas, sua ativacao
e recrutamento de novas plaquetas dando resultado a formacao de trombo rico em
plaguetas que tampona a lesdo no endotélio. (COLLER, 1992; LEFKOVITS et al.,
1995; MANDELBAUM et al., 2003). O trombo rico em plaquetas (trombo branco) de
imediato € infiltrado pela fibrina e transforma-se em trombo fibrinoso. Depois,
eritrocitos sdo capturados por essa rede fibrinosa formando-se entdo o trombo
vermelho que € o principal responsavel pela oclusdo do vaso rompido (DAVIES,
1990). Assim, além de limitar a perda de constituintes circulatérios para o0s
intersticios celulares, proporciona uma matriz preliminar, que dard alicerce a
migracdo das células responsaveis para desencadear 0 processo de reparo.
Inicialmente a adesédo das plaquetas a superficie lesada se dara pelas proteinas de
adesdo presentes na sua membrana. As principais sdo 0s receptores de
glicoproteina llb/llla (GP lIb/llla). Esse receptor tem sitios de ligagcdo para o
fibrinogénio, fator de von Willebrand, vitronectina, fibronectina e trombospondina.
Mesmo sendo membro da familia de receptores das integrinas (respondem pela
interacdo e adesao célula-célula), a GP llb/llla possui uma distribuicdo restrita que é
encontrada somente nas plaguetas e em outras células de linhagem
megacariocitica. Representa a proteina mais abundante da superficie plaquetaria
com aproximadamente 80.000 copias por plaqueta (WAGNER et al., 1996),
resultando 1 a 2 % de todas as proteinas plaquetarias (JENNINGS; PHILLIPS,
1982). A seguir, as plaquetas sdo ativadas por grande numero de substancias
agonistas presentes na matriz subendotelial e na corrente sanguinea. O colageno
subendotelial que ficou exposto por ocasido da ruptura do vaso e a trombina gerada
pelos processos de coagulacdo € forte agonista da ativagcdo e agregacao
plaguetarias (DAVIES,1990; LEFKOVITS et al., 1995; AMBROSE, 1996; AMOS,

1996; De NARDI et al., 2004). Sendo assim, quando a plaqueta é ativada aumenta a
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acao da protrombinase, que por sua vez promove maior producéo de trobina, a partir
da protrombina, proporcionando assim condi¢des para a amplificacdo da adesao
plaquetéaria. O difosfato de adenosina liberado das hemacias e granulos densos das
proprias plaquetas constitue outro elemento amplificador da agregacdo das
plaquetas, que induz nelas a exposi¢cao do receptor GP lIb/llla ao fibrinogénio e fator
de von WILLEBRAND (LEFKOVITS et al., 1995; WILLERSON, 1995; COELHO,
1998). O acido araquidonico da membrana das plaquetas em processo de
agregacado, também contribui para a agregacao plaquetaria, pois € convertido em
tromboxane A, (TxA) pelas enzimas ciclooxigenase e tromboxane sintetase. O TxA,
€ um potente vasoconstritor, forte agonista de agregacdo plaquetéria, e também
indutor da exposicao dos sitios de ligacdo da GP lib/llla ao fibrinogénio e fator de
von WILLEBRAND. A forma como ocorre sua a¢ado na inducdo da exposicao dos
sitios de ligagdo da GP llb/llla, é diferente da dos mediadores anteriores, pois se da
por mecanismo dependente da mobilizagdo do calcio intracelular. O fator de
agregacdo plaquetéaria, que é liberado por macréfagos e mastocitos, plaquetas e
outras células ativadas é outro importante derivado do araquidonato. Este fator € um
importante ativador de plaquetas e indutor de sua agregacéo. A noradrenalina e a
serotonina também podem ser citadas como agonistas da agregacao plaquetaria
(COLLER, 1992; LEFKOVITS et al., 1995; De NARDI et al., 2004). As diferentes
cascatas de ativacdo plaquetaria sdo estimuladas por esses mediadores, mas a via
final comum a todos € a ativacdo do receptor GP llb/llla que através da interacéo
com o fator de von WILLEBRAND e o fibrinogénio é o verdadeiro efetor da
agregacao e ativagcao plaquetérias.

Assim que ativadas, as plaquetas liberam fatores de crescimento como
Fator de crescimento transformador B (TGF-B) e fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), quimiocinas como ativacdo de tecido conectivo quimiocina
peptideo Il (CTAP-IIl) e outras proteinas como fibrinogénio, fibronectina e
tromboplastina, encontradas em seus granulos. As proteinas dos granulos
plaquetarios em interacdo com proteinas da matriz extracelular somados a massa de
corpos plaguetarios agregados, estabilizam-se e formam uma matriz proviséria, que
se torna mais consistente a proporcdo que a fibrina € polimerizada por vias
intrinseca ou extrinseca da coagulacao.

As plaquetas ativadas liberam mediadores como TGF-B, PDGF
(WERNER; GROSE, 2003; BALBINO et al.,, 2005; HATANAKA; CURI, 2007),
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troboxanos e fator de ativagéo plaquetario (PAF) séo difundidos através da matriz
provisoria resultando em um gradiente quimiotatico que orienta a migracdo das
células existentes na circulacdo e regides adjacentes envolvidas na resposta
inflamatoria.

Os neutroéfilos, como células mais abundantes no sangue, migram para a
superficie da ferida com a finalidade de formar uma barreira contra a invasédo de
microorganismos, promovendo o recrutamento dindmico de mais neutréfilos de
vasos adjacentes nao lesados (FOXMAN et al., 1997; ENGELHARD et al., 1998;
MANDELBAUM et al., 2003; HATANAKA; CURI, 2007). Estas células constituirdo
50% das migradas ao local no final do primeiro dia apds a lesdo (ENGELHARD,
1998; MORI et al., 2004; CARDOSO et al., 2004).

O recrutamento de mais neutréfilos sofre influéncia também por
quimiocinas produzidas pelos neutrofilos que foram coletados pelo trombo provisorio.
No interior dos neutroéfilos, o tecido conectivo quimiocina peptideo Il ativado (CTAP-
[ll) é proteoliticamente convertido em neutréfilo peptideo 2 ativado (NAP-2) que,
ap0s essa conversdo € exportado para o microambiente (BRANDT et al., 2000;
MORI et al., 2004). Localmente, por influéncia dos mediadores liberados, as células
associadas aos vasos, as endoteliais e os periocitos sdo ativados e passam a
secretar o Crescimento relacionado ao oncogen a (GRO-a) entre outros mediadores,
gue é um promotor de diapedese de neutréfilos (GOEBELER et al., 1998). Nos
primeiros momentos a quimiotaxia de neutroéfilos € também sustentada pelo Ativagcao
neutrofilo peptideo 78 (ENA-78) que é expresso nas ceélulas mononucleares
encontradas na matriz provisoria. O reconhecimento dessas trés quimiocinas, NAP-
2, GRO-a e ENA-78, pelos neutrofilos ocorre através da CXCR 2 presente na
membrana celular (BRANDT et al.,, 2000; MURDOCH; FINN, 2000; ROSSI;
ZLOTINK, 2000).

O gradiente quimiotatico tem origem de proteinas plasmaticas como o
Fator de Hageman e o cininogénio de alto peso molecular. A interacdo destas duas
moléculas gera a bradicinina que além de propriedades vasoativas e nociceptivas,
também induz o metabolismo do acido araquiddnico para eicosandides. Esta familia
de moléculas possue importancia em varios fenbmenos inflamatérios como a
atividade quimiotatica. A C5a (oriunda da circulacdo) € a principal fracdo livre do
complemento que participa da formacédo do gradiente. Esta molécula tem acao

quimiotética direta e sua ligagdo a receptores da superficie dos mastdcitos ativa a
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producdo de eicosandides e libera o contetudo de seus granulos que € composto por
moléculas com atividades pro-inflamatérias. A contribuicdo final na formacdo de
gradiente quimiotatico nos momentos iniciais da resposta inflamatéria sdo os
produtos da fibrindlise. Para o processo de formacdo do trombo definitivo ocorre
protedlise da rede de fibrina. A sua degradacdo produz fortes agentes quimiotéticos
para leucocitos (HUYBRECHTS-GODIN et al., 1979; CARDOSO et al., 2004). O
gradiente é retroalimentado de forma positiva a propor¢cao que ocorrem as primeiras
migracOes de células inflamatoérias para o local da lesdo. Os neutrofilos, mondcitos e
fibroblastos sédo células que migram em resposta ao gradiente quimico e em sua
maioria produzem substancias quimiotaticas com destague para o0s eicosandides e
as quimiocinas.

A producédo e liberacdo destes mediadores de forma isolada sao
insuficientes para o recrutamento de neutréfilos a partir da circulagdo. Em
decorréncia da acdo dos eicosandides (leucotrienos, tromboxanos e
prostaglandinas), de citocinas (principalmente a Interleucina 1 (IL-1) e o fator de
necrose tumoral a (TNF a), produzidos por macréfagos, mastocitos e células
estromais. Entre outros mediadores, as células endoteliais dos vasos ndo lesados
induzem a expressdo em sua membrana, de proteinas de adeséo para leucécitos
(GERSZTEN et al.,, 1999; HATANAKA; CURI, 2007). A expressao de integrinas
acontece por externalizacao destas, via corpusculo de Weibel-Pelade como também
pela sintese de novas moléculas de integrinas, especialmente na presenca de IL-1 e
TNF a, que em situagcdes normais encontram-se internalizadas e s6 depois da
influéncia destes mediadores sdo expressas na regiao voltada para o leito vascular.
Os capilares de vasos nédo lesados também se dilatam através da acdo desses
mediadores inflamatérios. A circulagdo sanguinea torna-se lenta diminuindo sua
forca de arraste, o que permite a marginagdo dos leucécitos e ligagcdo as moléculas
de adesao expressas nas células endoteliais. De acordo com o estimulo, outros tipos
celulares podem predominar, desde eosinofilos, responsaveis pelas reacdes de
hipersensibilidade, até macrofagos.

Os neutrdéfilos provenientes da circulagdo sdo as primeiras células a
atingirem a regiao inflamada, sendo predominantes entre o primeiro e o segundo
dias. Sua principal funcéo é fagocitar microorganismos.

A saturacdo de mediadores quimiotaticos € dirigida a um mesmo receptor

tornando a célula em migracédo irresponsiva a este e levando a regulacao negativa
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de sua expressdo na membrana (MURDOCH; FINN, 2000), os neutréfilos
provenientes da circulacdo, ap0s a diapedese, param a migracdo residindo
difusamente no coagulo. Esta ocorréncia se deve porque até este momento, as
concentracbes de NAP-2, GRO- a e ENA-78 (que sao ligantes do receptor
quimiocina 2 - CXCR2) sdo muito superiores a concentracdo dos outros
guimioatraentes. A ocorréncia de irresponsividade temporaria de neutréfilos pelo
receptor CXCR2 é provavelmente superada pela expressiva e seletiva producao de
IL-8 sob a superficie da ferida. Em virtude da IL-8 também proporcionar estimulo ao
receptor CXCR1 além do CXCR2 dos neutrofilos, que a torna capaz de desencadear
uma segunda resposta migratéria com direcdo a profundidade da ferida
(MURDOCH; FINN, 2000). E importante ressaltar que a explosdo respiratoria esta
diretamente relacionada com a interacao da IL-8 exclusivamente com 0 CXCR1 em
detrimento ao CXCR2 (JONES et al., 1996). Esta fase é também modulada por
quimiocinas, como as proteinas inflamatérias para macréfagos (MIPs; MIP-1a, MIP-
1B, MIP-2), a proteina quimioatraente de macréfagos-1 (MCP-1), Rantes e a IL-8
(EFRON; MOLDAWER, 2004). Os macrofagos derivados de mondcitos sado as
préximas células a surgirem na regido, por volta do segundo ao quinto dia, que ao
invés do papel desenvolvido pelos neutrofilos é considerado o elemento mais critico
na indugdo do processo de reparo (DI PIETRO, 1995). Sdo os macrofagos que além
de auxiliar os neutrdéfilos na eliminagcdo dos microorganismos atraves da fagocitose,
depois de fagocita-los e processa-los nos fagossomas apresentam seus peptidios
pelo complexo maior de histocompatibilidade (MHC) as células T auxiliares (DI
PIETRO, 1995; RICHES, 1996). Sendo assim, a fagocitose destas células atua como
elo de ligacéo entre o sistema imune inato e o adaptativo. Some-se a isso o fato de
ser a célula mais eficiente na eliminacdo dos fragmentos de tecidos removendo
inclusive os neutroéfilos que perderam funcéo atraves da fagocitose (NEWMAN et al.,
1992). Por influéncia dos ligantes aos seus receptores de membrana, os macrofagos
ainda produzem e exportam mediadores lipidicos, os eicosandides peptidicos, as
citocinas e os fatores de crescimento, as outras proteinas como as fracbes do
complemento e os fatores de coagulacdo, e as enzimas relacionadas ao reparo,
como as colagenases e metaloproteases da matriz. Os macrofagos além de ativados
por ligantes, podem ser também ativados por alteragdes fisico-quimicas do
microambiente. Os vasos ao se romperem nas regides distais comprometem o

aporte de oxigénio em funcdo da formacdo de trombo. O influxo de neutrofilos e
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macrofagos ativados no sentido desta regido aumentam a demanda de oxigénio que
consequetemente eleva a concentragdo de acido latico e provoca queda de pH. A
combinacao hipoxia, pH baixo e elevada concentracdo de acido latico faz ativar o
macrofago para produzir fatores de crescimento (BALBINO et al., 2005).

Um fendmeno precoce no processo de reparo € a transmigracdo de
neutréfilos para o local dos tecidos lesados que ocorre quase imediatamente apds a
sinalizacdo dos mesmos retidos pelo coagulo, macréfagos resistentes e células
estromais. As citocinas, em especial IL-1 e TNF-a, atuam sobre os receptores das
células do endotélio induzindo a producdo de Oxido nitrico (NO) assim como a
expressao de moléculas de adesao para neutréfilos. Neste momento, a expressao
de proteinas de adesédo é o elemento fundamental para a migracdo de neutrofilos.
Mesmo com a formacdo de gradiente quimico de moléculas quimioatraentes, se
estas ndo forem expressas na membrana das células do endotélio, a forca de
arraste da circulacdo, ndo vao permitir a adesdo e a transmigracao de leucocitos
para o exterior do vaso (BALBINO et al., 2005).

Em relacdo as substancias quimioatraentes para o0s neutrofilos foi
demonstrado que o PDGF foi o primeiro fator de crescimento com propriedade
quimiotéatica sobre os macréfagos, os neutroéfilos e os fibroblastos. Trata-se de uma
familia de moléculas formada por homo ou heterodimeros, PDGF-AA, PDGF-AB,
PDGF-BB, PDGF-CC e PDGF-DD (HELDIN et al., 2002). Tem liberacdo imediata
apos a lesdo, em grandes quantidades e a partir da desgranulacdo das plaquetas
(MATSUOKA; GROTENDORST, 1989; SOMA et al., 1992; MARIKOVSKY et al.,
1993; HARRIS et al., 1995; ONO et al., 1995; BREUING et al., 1997; VOGT et al.,
1998; TRENGOVE et al., 2000;) com sua forma de expressdo e de seus receptores
sugerindo uma forma parécrina de acdo (ASHCROFT et al., 1997; BEER et al.,
1997; BEER et al., 2000).

Os tipos celulares e os principais mediadores envolvidos no processo de

cicatrizacédo fica esquematizado de forma resumida a seguir (Figura 03).
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Tipos celulares e principais mediadores envolvidos ne
processo de cicatrizagio

Tipos celulares Principals Principais
presentes no mediadores eleitos
ferimento liberados desencadeados
TGF-p. PDGFPDGF-AA. PDGF-AB. Formagio de tromhbo
PDGF-BB. PDGFCC. PDGF-DDY. plaquetario que tampona a
Plaguetas PAF. Fibrinogénio. Fibroenectina. lesdao e recrutamento de
Tromboplastina. neutrafilos' monécitos
: LB, IL8. IL-1. TNF-a. Recrutamento de
Neutrdfilos CTAP-III. TGF-f. HGF. MIP. HLE. monécitos'macréfagos
e TGF-a. TGF-f. VEGF-A. IL6. IL 8. IL-1. Guimiotaxia de mondcitos e
Monc:-:nos- THNF -, fibroblastos. Proliferacio de
macrofagos RANTES. MIP1a. MIP-1f. MCP-1. fibroblastos. Angiogénese e
HB-EGF. HGF. MIP. MSP. sintese de colageno.
{a} FGF1. FGF2. FGF4. FGFT. FGF10.
Células residentes | IP-10. MCAF. IL 3. eotaxina. Maturacio e remodelamento
{a} Fibroblastos PLGF. TGE-p. Cyrs1. da matriz extracelular.
{b} Dueratinocitos {b} MCP-1. FGF1. FGF2. TGF-f. Angigénese.
{c) Células endoteliais | MIP-2. MSP.
ich MCP-1.

Figura 03 — Mediadores do processo de cicatrizacdo (HATANAKA; CURI, 2007).

Deste processo participam também ativamente as moléculas da
superfamilia TGF-B, que compreendem: TGF-B;, TGF-B,, TGF-B3 e ainda, proteina
morfogenética do tecido conjuntivo 6 (BMP), inibinas e ativinas (BALBINO et al.,
2005). Nos mamiferos existem trés isoformas de TGF- B: TGF-B;, TGF-B,, TGF-B3
gue sao sintetizadas como precursores latentes, comumente sdo secretadas como
um complexo ligado a TGF-B-binding protein (proteina de ligacdo) que sofre
extracelularmente clivagem proteolitica (ROBERTS, 1998). O TGF-31 € o membro
importante desta familia para a infiltracdo de neutrdéfilos que € liberado das plaquetas
em grandes quantidades logo apds a lesdo (ASSOCIAN et al., 1983; HATANAKA,;
CURI, 2007). O TGF-B; tem fungdo quimioatraente para neutrofilos, macréfagos e
fibroblastos induzindo também véarios tipos celulares a produzirem mais TGF-f1,
elevando sua concentracéo no foco inflamatério.

A familia de quimiocinas que sdo as citocinas com atividade
quimioatraente sobre leucdcitos, tem composicéo de cerca de 50 membros que sao
subdivididos em quatro familias. Mesmo sendo a acdo das quimiocinas mais
evidentes na quimiotaxia de macrofagos e linfocitos, alguns membros desta familia

de moléculas como a MCP-1 e o0 GRO-a ou MIP-2 exercem também funcao sobre os
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neutréfilos (CHRISTTOPHERSON; HROMAS, 2001). Segundo este mesmo autor o
GRO-a e seu provavel homologo murino MIP-2 constituem importantes reguladores
da quimiotaxia de neutrdfilos. Nas feridas por incisdo em humanos, o0 RNAm de
GRO-a foi encontrado um dia apos a lesdo em altos niveis de concentracao
(ENGELHARD et al., 1998). A IL-8 € um outro membro da familia das quimiocinas
também participante na orientacdo de neutrofilos para o foco da leséo
(RENNEKAMPFF et al., 2000).

Nas diversas etapas da inflamacéo a IL-6 é considerada como mediador
fundamental (GALLUCCI et al., 2000). Varios efeitos pro-inflamatorios lhe sé&o
atribuidos, entre eles estdo intimamente relacionados ao processo de reparo em
etapa mais tardia, a inducdo mitotica de queratinécitos e, em fase precoce, os efeitos
guimioatrativos sobre neutréfilos (SATO et al., 1999).

O reparo tissular em um processo de forma simplista pode ser feito pela
inducdo de células labeis (os fibroblastos, as células do endotélio e os
gueratindcitos) para mitose e pela mudanca de seus fenotipos de células fixas para
migratorias. Além dessas, nos fibroblastos também ocorrem mudanca de fendtipo
para células contrateis e secretdrias de acordo com a etapa. A mitose e a migragao
s6 ocorrem se houver a existéncia de um substrato soélido que sirva de base de
sustentacdo para as células e a construgdo deste substrato se realiza através da lise
de constituintes inertes como, colageno, integrinas, actina e fibronectina, da matriz
extracelular apds sua reposicdo com novas caracteristicas. Havendo algum
descontrole no processo litico, em vez de beneficios pode haver prejuizo a evolucao
do reparo. Some-se a isso o fato de que as células inflamatdrias ativadas tornam-se
produtoras de outras substancias como as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, que tém um conhecido potencial litico sobre as membranas celulares.
Além dessas duas formas de riscos em potencial a integridade tissular, existem
mediadores inflamatérios como os TNFs e TGF-  que podem induzir apoptose de
células via receptores de morte. No processo de evolucdo do reparo existe
alternancia harmonica e sincronizada em que ocorrem momentos de predominancia
de lise sobre reposicao celular e vice-versa. Ocorre também 0 mesmo processo com
apoptose e a indugdo mitética. Faz-se necessario assim a retroalimentacdo negativa
ao processo, sendo a IL-10 um dos mais conhecidos sinalizadores negativos da
inflamacao. Acredita-se que, por ter um papel limitador e finalizador da resposta

inflamatéria seja 0 mais importante mediador. Some-se a isso, o fato de que ela ndo
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s6 regula crescimento ou diferenciacdo de vérias células do sistema imune como
também de queratindcitos e células do endotélio (MOORE et al., 2001).

Ohsima e Sato (1998), encontraram picos na presenca de seu RNAm 60
minutos apds a ocorréncia da lesdo e Sato et al. (1999) encontraram dois picos de
IL-10 no decorrer da evolugdo do reparo, sendo o primeiro trés horas ap0s a ferida e
0 segundo trés dias ap0s. Este mesmo autor identificou como principais fontes de
RNAmM de IL-10 os queratindcitos e o infiltrado mononuclear. Permanecem por serem
desvendados o papel exato da presenca de seu RNAmM nos primeiros momentos da
lesdo e do segundo pico apds trés dias. Sendo assim, nestas etapas, os efeitos até
aqui conhecidos da IL-10 sobre os leucécitos sugerem a necessidade de modulacao
negativa da inflamacédo. A inibicdo da infiltracdo de neutréfilos e macréfagos nos
sitios de sofrimento tissular € uma das suas formas de atuacao (SATO et al., 1999).

Entre o segundo e quinto dias apés a lesdo, os macrofagos derivados de
mondcitos acumulam-se no local tendo como fung¢des priméarias auxiliar os
neutréfilos na fagocitose de microorganismos, debris de tecidos e remocdo de
neutrofilos senis. Porém, a maior relevancia de sua participacdo na inflamacéo e no
reparo tissular sdo a producéo e a liberagdo no local da ferida de fatores de
crescimento e citocinas, essenciais na maturacdo da reacéo inflamatéria e no inicio
do processo de cura da ferida.

ApoOs o inicio do processo inflamatério ocorre a sinalizacdo de moléculas
do microambiente sobre as células do endotélio fazendo com que ela mude a
expressdo de moléculas da superficie voltada para o leito vascular facilitando a
adesdo de mondcitos circulantes em vez dos neutréfilos. Em processo igual ao dos
neutréfilos, os mondocitos quando transmigram pelas frestas entre as células do
endotélio que sdo ativados assumindo fenoétipo de macrofagos, derivados de
monadcitos. Quando fora do leito capilar, estas células também séo conduzidas para
o local da lesdo orientadas por um dos gradientes de mediadores quimicos cuja
acdo é quimioatraente. As moléculas das superfamilias do TGF-B (ASSOIAN et al.,
1983) e das PDGF (HELDIN et al., 2002) sdo agentes quimiotéticos para neutréfilos
e macrofagos. Enquanto isso, na familia das quimiocinas, somente as proteinas
guimioatraente para monécito 1 (MCP-1) partilha esta propriedade para as duas
células (CHRISTOPHERSON; HROMAS, 2001). A migracdo de macrofagos €
influenciada pelos seguintes membros: o MIP1-a/CCL3 (DI PIETRO et al., 1998;
HATANAKA; CURI, 2007), RANTE (CCL5), MIP1- B/CCL4, 1309/CCL1, MCP-1 e
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MCP-3, IL-1, IL-6, IL-8 e 0 TNF-a. A IL-10 possui efeitos inibitorios sobre a
quimiotaxia de macrofagos de forma idéntica que para os neutrofilos (SATO et al.,
1999; HATANAKA; CURI, 2007).

Fibroblastica e de Deposi¢cdo da Matriz Extracelular

A migracdo e a ativacdo de fibroblastos ficam intensificadas, a partir da
presenca no local dos macrofagos derivados dos mondcitos e da producdo e
liberacdo de mediadores quimicos produzidos por eles. Os fibroblastos sé&o os
principais componentes do tecido de granulacdo e com a influéncia dos fatores de
crescimento e dos demais mediadores derivados dos macrofagos séo ativados e
migram das bordas para o centro da ferida. Isto ocorre através da matriz provisoria
formada do gradiente quimico de substancias quimioatraentes. Através do aumento
de fibroblastos ativados para produzir colageno no local, a matriz extracelular passa
a ser substituida por um tecido conjuntivo mais denso e elastico, denominado de
fibroplasia que para ser eficiente, necessita de ocorréncia paralela de
neovascularizagdo na regido. A inducdo de angiogénese, além da acdo direta de
fatores de crescimento sobre as células da vasculatura € de certa forma, creditada a
baixa tensdo de oxigénio que ocorre no centro da ferida (KNIGHTON et al., 1981,
MORI et al., 2004).

A fibroplasia e formacdo da matriz que é extremamente importante para a
formacao de tecido de granulagéo, em torno do quarto dia (GUIDUGLI-NETO, 1987;
MANDELBAUM et al., 2003) é constituida por macréfagos, fibroblastos, células
inflamatdrias e componentes neovasculares e da matriz, que estdo amparados por
uma matriz frouxa de fibronectina, acido hialurénico, glicosaminoglicanas e colageno
tipos | e Il (GUIDUGLI-NETO, 1992; MANDELBAUM et al., 2003). A formacéo do
tecido de granulacdo depende do fibroblasto, célula critica na formacdo da matriz.
Distante de ser apenas um produtor de colageno, o fibroblasto produz elastina,
fibronectina, glicosaminaglicana e proteases, que sao responsaveis pelo
desbridamento e remodelamento fisiologico (MANDELBAUM et al., 2003). O tecido
apresenta edema e é caracterizado por muitos espacos vazios que sdo exudativos e
sangram com facilidade. A neovascularizacdo € muito importante neste estagio por
permitir a troca de gases, suprimento de oxigénio e nutrientes para as células
metabolicamente ativas (ECKERSLEY; DUDLEY, 1988; MANDELBAUM et al.,
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2003). As células endoteliais do interior de capilares, intactos nas bordas da ferida,
sob estimulo de fatores de crescimento e de outros mediadores, passam a secretar
colagenase e ativador de plasminogénio. Essas substancias sao responsaveis por
aberturas na membrana basal permitindo a migracdo de células endoteliais que,
atravessam a parede do vaso utilizando como substrato a matriz extracelular
produzida provisoriamente e seguem em direcdo a lesdo. Ao chegarem a regido
externa do vaso passam por um processo de diferenciacdo para aquisicdo de
capacidade de formac&do de novos capilares. As células endoteliais migratorias
formam na parte exterior do vaso um broto capilar que logo a seguir se une ao
capilar originario para restabelecer o fluxo sanguineo (RUDOLPH; BALLANTYNE,
1990).

Quando ocorre um processo lesivo ha perda de massa de tecido. Para
preencher um leito de ferida aberta duas estratégias precisam ser desencadeadas.
Na primeira, a propria natureza anatémica da ferida se encarrega de proporcionar
um estimulo para migracdo e proliferacdo de células como fibroblastos, células
epiteliais e queratindcitos, a partir de suas bordas. Montesano e Orci (1988)
denominaram este fendmeno de “efeitos de vizinhanca livre”, as células basais que
ficam proximas a regido da ferida, que quando perdem a interacdo com as células
adjacentes sdo ativadas, adquirindo propriedades mitéticas e proliferando na direcao
do centro da lesdo. Na segunda, embora o espaco da leséo esteja preenchido por
tecido de granulacédo, as bordas se deslocam em direcdo uma da outra, como se
estivesse presente uma forca de tracdo invisivel (PEACOCK, 1984; MANDELBAUM
et al., 2003; CARDOSO et al., 2004; MORI et al., 2004). Essa ocorréncia € devida a
diferenciacdo de alguns fibroblastos das bordas da ferida para miofibroblastos
(fibroblastos com capacidade contréatil).

O processo evolui e a matriz extracelular que inicialmente era formada
essencialmente por proteinas derivadas de plaguetas e de plasma tem sua
composi¢cdo modificada. Ocorrem migracao e ativacdo de macrofagos e fibroblastos
para o local, que acrescidos da presenca de neovasos permitem que componentes
da nova matriz extracelular sejam localmente produzidos por estas células. Sendo
assim, os fibroblastos comecam a depositar grandes quantidades de fibronectina
gue, mesmo sendo um substrato que desenvolve outras fungdes, serve basicamente
para fixacdo da propria célula. Neste segundo momento ha producédo também de

grande quantidade de acido hialurénico, um polissacarideo glicosaminoglicano nao
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sulfatado que facilmente se liga a agua, auxiliando na resisténcia do tecido a
compressdo. Sao duas substancias predominantes na matriz no momento em que
ocorrem as primeiras fases do reparo do tecido, pois € uma combinagcao que propicia
um microambiente favoravel e eficiente para que ocorra movimentacdo de células,
necessarias nesta fase. A proporgéo que o processo de maturacdo da ferida avanca,
ocorrem diminuigdo de concentracdo de acido hialurdnico e aumento da sintese de
proteoglicanos ou glicosaminoglicanos sulfatados. A composicdo da matriz
extracelular se modifica favorecendo a fixacdo e imobilidade das células,
contribuindo para sua diferenciacdo para fenotipos mais maduros. As células
endoteliais dos neovasos se diversificam em células de revestimento e 0s neovasos
ganham caracteristicas funcionais de capilares. As células que passam por
mudancas fenotipicas mais acentuadas sdo os fibroblastos, que de fendtipo de
células imaturas migratérias e replicativas inicialmente, passam a fendtipo
caracteristico de células ativas engajadas na sintese protéica, onde seu citoplasma
torna-se volumoso, apresentando um reticulo endoplasmatico rugoso abundante.
Desta forma, passam a secretar grandes quantidades de colageno, que aos poucos
substitui os proteoglicanos e a fibronectina, tornando-se o principal componente da
cicatriz em formacéo (BALBINO et al., 2005).

No processo de reparo a tensdo de oxigénio constitui um importante
mecanismo de regulacdo. Em seu inicio, a baixa tensdo contribuia como estimulo ao
macrofago para a producdo de fatores de crescimento, migracdo e proliferacao
centripeta de células das bordas da ferida e inducdo de angiogénese. Neste
momento, faz-se necesséria uma alta tensdo de oxigénio para hidroxilagdo de
residuos de prolina e lisina nas cadeias polipeptidicas de colageno, encontradas no
citoplasma dos fibroblastos, proporcionada pela rede de neocapilares (BALBINO et
al., 2005).

Por ocasido da fixagdo de fibroblastos e amadurecimento fenotipico para
células produtoras de colageno, evolui um processo maximo de contracao da ferida,
explicado pela mudanca de fendtipo dos fibroblastos das bordas da ferida para
miofibroblastos. Gabbiani et al., (1970) e Cardoso et al., (2004) descreveram
inicialmente como um processo em que os fibroblastos das bordas comegam a exibir
caracteristicas funcionais semelhantes as células do musculo liso. Segundo Majno e
Joris (1996) e Cardoso et al., (2004), os miofibroblastos séo células intermediarias

entre musculares lisas e fibroblastos, que sdo encontradas alinhadas ao redor de
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depdsitos da nova matriz extracelular, unindo célula a célula e criando forga tensil. O
ressecamento da crosta superficial, também auxilia no processo de contracdo da
ferida, que durante a desidratacdo diminui de tamanho e leva o tecido a ela aderido.

Apols a leséo inicia-se imediatamente o processo de reepitelizacdo da
ferida através do mecanismo de “efeitos de vizinhanca livre”. Na camada basal do
tecido da epiderme as células primitivas possuem potencial mitético latente, que em
tecidos normais encontra-se inibido pelo contato que existe entre as células atraves
da “inibicdo de contato”. Quando ocorre uma lesdo, este mecanismo de inibicdo
desaparece e as células comecam imediatamente um processo mitético. Em virtude
de uma ineficiéncia e dificuldade de constatagcdo de um processo mitotico por parte
destas células em etapas iniciais sdo devidas pela inexisténcia de um substrato
especifico na regido da ferida. Isto s6 ocorre quando o tecido de granulacdo alcanca
0 nivel da epiderme. O fator de desenvolvimento da epiderme contribui para o
processo de reepitelizacdo. As células da epiderme quando ativadas retraem o0s
tonofilamentos intracelulares, ocorrendo também dissolucdo de desmossomas
intercelulares e formam-se filamentos de actina na periferia do interior da célula.
Desta forma, estas alteragfes as liberam da membrana basal e das células epiteliais
adjacentes, o que permite uma movimentacdo em direcdo ao centro da ferida. As
células deslocam-se sobre a matriz celular provisoria e, em sua trajetdria continuam
colocando grande quantidade de fibronectina. Uma ferida com superficie umida e
oxigenada acelera o processo de migracdo. Se estas células encontram crosta
recobrindo uma regido lesada, elas promovem dissecacdo de velocidade de
migrac&o. A proporgédo que a regido lesada recebe cobertura de células da epiderme
0 mecanismo de “inibicdo de contato” € acionado. As células reapresentam o
fendtipo original, a membrana basal torna-se refeita, os hemidesmossomos e
desmossomos sao reconstituidos (BALBINO et al., 2005).

A matriz extracelular passa a ser substituida por tecido conjuntivo mais
denso e mais elastico a partir da ativacdo de macrofagos na regiao da leséo e da
producédo de fatores de crescimento especificos.

A fibroplasia € iniciada pela formagéo de tecido de granulacéo no local do
ferimento que é formado por uma matriz frouxa de colagenos tipo | e Il, fibronectina,
acido hialurénico contendo macroéfagos, fibroblastos, vasos recém formados e
exudatos (GUIDUGLI-NETO, 1992). Este fato ocorre em torno do quarto dia apos a

lesdo, observando-se novos fibroblastos, que se acumulam misturando-se a
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capilares neoformados (GUIDUGLI-NETO, 1987; HATANAKA; CURI, 2007). Aqui, a
sinalizagdo entre as células é realizada por um maior numero de mediadores,
envolvendo além da atencdo das células que produzem mediadores, a migracao e
inducao de mitose de células estromais.

Os membros da superfamilia do TGF-B possuem papel importante na
fibroplasia além de possuirem atividades quimioatraentes.

Ja foi demonstrado que, in vitro, os TGF-B;, TGF-B,, TGF-B3 sao
mitogénicos para fibroblastos, embora inibidores da proliferacdo de varias outras
células incluindo-se os queratinécitos. Ressalte-se que sua acdo sobre o0s
queratinécitos € paradoxal, considerando-se que de um lado exercem atividade
antiproliferativa in vivo e in vitro (COFFEY et al., 1988; SELLHEYER et al., 1993),
engquanto do outro lado induz a expressao de integrinas necessarias a migracao pela
matriz extracelular provisoria rica em fibronectina (GAILIT et al., 1994; ZAMBRUNO
et al., 1995). Some-se a isso o fato das trés isoformas serem potentes estimuladores
da expressdo de proteinas da matriz extracelular além das integrinas (MASSGUE,
1990, 1998; ROBERTS; SPORN, 1996). Os TGF-f além de efeitos sobre a
proliferacdo de fibroblastos, da acdo sobre os queratindciots e da deposicdo de
matriz extracelular, participam ainda da diferenciacdo de miofibroblastos e do
processo de angiogénese (ROBERTS et al., 1986; DESMOULIERE et al., 1993;
ROBERTS; SPORN, 1996; CARDOSO et al., 2004).

A superfamilia de TGF-B pertencem também as ativinas, que s&o
moléculas que regulam varios aspectos do crescimento e de diferenciagéo celulares
em muitos o6rgaos e tecidos. Encontradas como proteinas diméricas elas consistem
de duas subunidades Ba (ativina A), duas subunidades Bz (ativina B) ou subunidades
Ba e Bg (ativina AB) (MASSAGUE, 1990). A partir de estudos realizados por Hiibner
et al. (1996) surgiu a primeira evidéncia da participacdo das ativinas no processo de
cicatrizagdo. Foi demonstrado um consideravel aumento na expresséo de ativina A e
de seus respectivos receptores no decorrer do processo de reparo de feridas no
dorso de camundongos. Na realizagdo de estudos de hibridizagdo in situ
demonstraram que a expressdo do RNAm de ativina B foi predominante no tecido
de granulacdo vizinho ao epitélio hiperproliferativo sob a crosta, enquanto altos
niveis de RNAm de ativina B, foram encontrados na regido suprabasal dos
queratinécitos nas bordas da lesdo (HUBNER et al., 1996). Provavelmente as

ativinas induzem em fibroblastos a expressao do Fator de crescimento epidérmico



42

(EGF), mas ja se sabe que elas inibem a proliferagdo de queratindcitos. Sendo
assim, ha um aumento consideravel de tecido de granulacdo (SHIMIZU et al., 1998;
SEISHIMA et al., 1999). Tem atuacao ainda na estimulagédo da deposi¢cao de tecido
de granulacdo, embora de forma mais seletiva que os TGF-B. Estes promovem uma
deposicdo de forma geral, enquanto as ativinas induzem de forma mais rica a
deposicao de fibronectina e tenascina-C (ROBERTS et al., 1986; HATANAKA; CURI,
2007).

O MCP-1 possui aléem de propriedades quimioatraentes sobre o0s
mondcitos/macréfagos, os neutrofilos e células T (BAGGIOLINI, 2001;
CHRISTOPHERSON; HROMAS, 2001), influencia também a expressao de fatores
de crescimento em macréfagos murinos (LOW et al., 2001) e a sua acao sobre os
fibroblastos induz a sintese de colageno e ainda aumenta a expressado de TGF-
(DEVALARAJA et al.,, 2000; WERNER; GROSE, 2003) e de metaloproteinase da
matriz — 1 (DI PIETRO et al. 1998).

Também ja ficou comprovada a participacdo do fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) neste momento do processo de reparo. Ha
contribuicdo deste fator na estimulagdo de fibroblastos para produzir matriz
extracelular, estimular sua proliferagdo e induzir nestas células sua mudanca de
fendtipo para miofibroblastos (CLARK, 1993; CHOI et al., 1996; HELDIN;
WESTERMARK, 1999; WERNER; GROSE, 2003).

Existem membros da familia CNN como cisteina Rich 61 (CYR 61), fator
de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF) e super expressao de nefroblastoma
(NOV), que também participam da fibroplasia e deposicdo da matriz extracelular. E
uma familia composta por seis membros diferentes: CTGF, CYR 61, NOV, inducéo
de proteina secretada Wnt 1 (WISP-1), WISP-2 e WISP-3. Sdo proteinas que
secretadas contém 38 residuos de cisteinas conservados e organizados de quatro
formas distintas de forma estrutural, que apesar de serem mais envolvidas com
desenvolvimento e diferenciacdo embrionaria, sdo também encontradas em alguns
processos patolégicos (BRIGSTOCK, 1999). Estudos de lgarashi et al., (1993),
mostraram as primeiras evidéncias de participacdo do CTGF no processo de reparo
gue ja se tinha conhecimento de sua expressdao em muitos tecidos e 6rgaos. De
acordo com Bragham et al., (1991), ele estimula diretamente a proliferacdo e a
quimiotaxia de fibroblastos no processo de reparo. Torna-se ainda um potente

indutor de ligacdo das proteinas da matriz extracelular (coldgeno tipo | e fibronectina)
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a seus receptores de integrina (FRAZIER et al., 1996) agindo desta forma como um
modulador do TGF-B; neste processo (KOTHAPALLI et al.,, 1997). Estudo de
Brigstock (1999) sugeriu que o CTGF possui importante papel na patogénese de
processos fibréticos. A CYR 61, da familia CNN, também teve papel atribuido no
processo de reparo e também é promotor de quimiotaxia de fibroblastos e aumenta o
efeito mitogénico de fatores de crescimento sobre estas células (KIREEVA et al.,
1996). Chen et al. (2001), demonstrou que a CYR 61 além de regular a inflamacéo e
a angiogénese, regula também a interacdo célula — matriz extracelular e o
remodelamento da matriz apés injaria na pele.

Existem evidéncias que o fator de estimulacéo de coldnia de granulocitos
e macrofagos (GM-CSF), além de efeitos sobre a proliferacdo de granuldcitos e
macréfagos possui papel importante no processo de reparo (BREUHAN et al., 2000;
MANN et al., 2001). Estudo com camundongos transgénicos demonstrou que o GM-
CSF proporciona melhora substancial de neovascularizagéao e formagéo de tecido de
granulacao que resulta em aceleracéo do processo de reepitelizacdo. Esses estudos
demonstram que este fator, aléem de afetar diretamente sobre as células locais,
também atua indiretamente aumentando de forma secundaria o conteddo de
citocinas e de TGF- 1 na regido lesada (MANN et al., 2001).

De acordo com Ornitz e Itoh (2001), a familia do fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) é composta por 22 membros estruturalmente relacionados. Esta
familia possui a caracteristica de interacdo com heparina e proteoglicanos que 0s
estabiliza de desnaturacdo térmica e proteolitica e limita sua difusibilidade, sendo
esta interacdo essencial para sinalizacdo de seus receptores (ORNITZ, 2000). Os
membros desta familia em sua maioria possuem um amplo espectro de acéo
mitogénica que estimulam a proliferacdo de células de origem mesodermal,
ectodermal e endodermal. Neste aspecto, a Unica excecado é o fator de crescimento
de queratindcitos 7 (FGF 7) que parece ser especifica para células epiteliais e em
organismos adultos, de menor efeito (WERNER, 1998). In vivo, os efeitos
demonstrados séo sugestivos de envolvimento destes fatores de crescimento com o
processo de reparo, particularmente os FGF 1 e FGF 2 (BABIC et al., 1998). Os
integrantes da familia FGF sdo mitogénicos para varios tipos celulares existentes no
tecido lesado, entre eles fibroblastos e queratindcitos (ABRAHAM; KLAGSBRUN,
1996). Os FGF 1, FGF 2, FGF 4, FGF 7 e o FGF 10 vem demonstrando maior

potencialidade de participagdo no processo de reparo entre todos os FGF
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(ABRAHAM; KLAGSBRUN, 1996; WERNER, 1998). Foi detectada imunoreatividade
na regeneracao da epiderme para o FGF 2 (em les&o causada por queimadura em
ratos), acompanhada de melhor regeneracédo, formacao de tecido de granulacéo e
renovacao capilar (KIBE et al., 2000). Gibran et al. (1994) também detectaram este
mesmo fator nas margens de queimaduras em humanos. A participagdo do FGF 7
no processo de reparo foi demonstrada por Guo et al. (1996). Werner et al. (1992);
Marchese et al. (1995), verificaram posteriormente que seu RNAmM era
predominantemente detectado em fibroblastos da derme e também em tecido de
granulacdo de humanos e de camundongos.

Clemmons (1997); O'dell e Day (1998) consideraram os fatores de
crescimento com insulina (IGFs) potentes estimuladores da mitogénese e
sobrevivéncia de muitos tipos celulares, exercendo suas funcdes de forma autécrina,
paracrina e enddcrina. Seus efeitos sdo mediados por ligacdo a receptores tirosina
quinase com semelhancas aos receptores de insulina. O efeito benéfico da
administracdo exogena de IGF-I no reparo de tecidos, em particular, quando
associada a outros fatores de crescimento foi observado por Lynch et al. (1989). Em
ferimentos de diversas espécies ha efetivamente expressdo de IGF-I e IGF-II
(STEENFOS; JANSSON, 1992; MARIKOVSKY et al.,, 1996; ROBERTSON et al.,
1999). Um numero minimo de células expressa receptores para IGFs. Mas, todas as
células da epiderme e ainda macrofagos e outras células inflamatorias comecam a
expressa-los entre o primeiro e o terceiro dia apés a lesdo (JENNISCHE et al., 1987;
GARTNER et al., 1992). Ghahary et al. (1995) demonstrou que o IGF-I aumenta a
expressao da cadeia pré-alfa 1 (I) e da proé-alfa 1 (lll) do procolageno em cultura de
fibroblastos da derma.

Harsum et al. (2001) demonstraram que a inervagdo é essencial para a
cicatrizacdo de feridas. De acordo com Lewin e Mendell (1993); Reynolds et al.
(1997), o fator de crescimento de nervos (NGF) € um polipeptideo protétipo da
familia das neurotrofinas consideradas essenciais para desenvolvimento e
sobrevivéncia dos neurdnios sensoriais simpaticos no sistema nervoso central e
periférico. Some-se a isso o fato de possuirem func¢des importantes na iniciagdo e
manutencao de inflamagéo em diferentes 6rgéos, além da agéo sobre o crescimento
de nervos (HUTSON et al.,, 1979). Estudos comprovaram que a administracdo de
NGF acelerou a cicatrizacdo de feridas em camundongos diabéticos (LI et al., 1980;

MATSUDA et al.,, 1998) e a cicatrizacdo de ulceras de pressdo em humanos
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(BERNABEI et al., 1999). Constantinou et al. (1994) encontraram evidéncia em seus
experimentos de efeito do NGF sobre a cicatrizacdo de feridas. Hasan et al. (2000)
constataram uma elevacédo na expressao de NGF em miofibroblastos do tecido de
granulacédo de feridas de ratos. Este polipeptideo estimula também a proliferacéo e
inibe a apoptose de queratinocitos (PINCELLI, 2000) e aumenta a proliferacéo e a
expressdo de moléculas de adesdo de células endoteliais da microvasculatura
(RAYCHAUDHURI et al., 2001). Além de ser também um potente estimulador da
migracao de fibroblastos, aumenta a expressao de a-actina e a contracédo do gel de
colageno destas células (MICERA et al., 2001).

Com a conclusdo desta etapa, o leito da ferida apresenta-se
completamente preenchido pelo tecido de granulacdo, a neovascularizacao
restabelece a circulacdo e a rede linfatica passa por regeneracdo. O tecido de
granulacao lentamente fica enriquecido por mais fibras colagenas, dando a regido da
lesdo a aparéncia de cicatriz pelo acumulo de massa fibrosa (GUIDUGLI-NETO,
1987; MANDELBAUM et al., 2003; HATANAKA; CURI, 2007).

Mediadores envolvidos na fibroplasia como MCP-1, IL-8, CTGF, CYR 61,
GM-CSF, FGFs e NGF possuem também atividade angiogénica. O MCP-1 tem papel
na angiogénese demonstrado por Low et al. (2001) em estudos com camundongos
knock-out para esta proteina. Estudos demonstraram que CTGF promove in vitro a
proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia de células endoteliais e que in vivo induz
angiogénese (HUTSON et al., 1979; BABIC et al., 1999), em conjunto com a CYR 61
(BABIC et al., 1998). Bussolino et al. (1989) estudaram o papel do GM-CSF sobre a
migracao e proliferacdo de células endoteliais e Risau (1990) demonstrou que FGF 1
e FGF 2 estimulam a angiogénese em varios modelos de ensaios.

A familia fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) inclui o
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e o PLGF, que s&o outros
sinalizadores que contribuem para a formacdo de neovasos. Galé e Yancopoulos
(1999), Hatanaka e Curi (2007) identificaram o VEGF-A como o principal regulador
da vasculogénese e angiogénese durante o desenvolvimento. De acordo com Brown
et al. (1992); Frank et al. (1995), os macrofagos e os queratindcitos da regido que se
encontra em reparo aumentam de forma pronunciada a expressao génica de VEGF-
A e o0s seus receptores ficam aumentados nos vasos sanguineos do tecido de
granulacdo (PETERS et al., 1993; LAUER et al., 2000). A associacéo destes fatos da

indicativos de sua participacdo na angiogénese. Howdieshell et al. (2001) reforcaram
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esta hipotese pela demonstragdo de que sua neutralizacdo por anticorpos reduz a
angiogénese, a formacéo de tecido de granulacdo e o acimulo de fluidos em regides
que sofreram leséo.

O fator de crescimento de placenta (PLGF), outro membro da familia do
VEGF, assumiu importancia por sua participagdo na angiogénese. Células
endoteliais dos capilares adjacentes a ferida expressam PLGF (FAILLA et al., 2000)
e 0 aumento de sua expressao indica importancia funcional. Em camundongos
knock-out para esta proteina concluiu-se que a angiogénese é defeituosa e neste
mesmo estudo detectou-se um sinergismo entre VEGF-A e PLGF (CARMELIET et
al., 2001).

O crescimento relacionado ao oncogen a (GRO-a) possui acdo indutora e
a proteina induzida por interferon 10 (IP-10) com acao inibidora sdo moléculas da
familia das quimiocinas com influéncia sobre a angiogénese. Na fase inicial da
inflamacdo sdo encontradas altas concentragcbes de GRO- a, onde além da acgéo
quimioatraente apresenta também papel na migracdo de queratinocitos e na
neovascularizacdo (ENGELHARDT et al., 1998). O efeito da IP-10/ CXC quimiocina
ligante 10 (CXCL 10) na resposta inflamatoria in vivo foi determinada por Luster et al.
(1988), que projetaram um camundongo que constitutivamente a expressava em
queratindcitos. A seguir a lesdo, estes camundongos apresentaram inflamacao mais
intensa que o controle, retardo na reepitelizacdo e tiveram uma fase de granulagéo
desorganizada, demonstrando ao final seu efeito inibitério sobre a angiogénese
(BELPERIO et al., 2000). Desta forma, o IP/CXCL provavelmente inibe o reparo de
ferida por interferéncia no desenvolvimento de granulacdo de tecidos normais. Para
Shiraha et al. (1999), é um efeito que de forma parcial pode resultar de uma acao
inibitoria sobre a motilidade de fibroblastos apés serem ativados por EGF.

Posteriormente, Strieter et al. (1995) demonstraram que outras
guimiocinas como CXC, além de GRO-qa, possuem também papel na angiogénese.
Observaram ainda que quimiocinas que contém os sitios Glu-Leu-Arg (ELR)
adjacentes ao primeiro aminoacido cisteina na regido NH; terminal representam
potentes promotores de angiogénese. GRO-B (CXCL 2), GRO-y (CXCL3), CTAP-III,
B-tromboglobulina e 0 NAP-2 sdo quimiocinas que possuem sitio ELR além de GRO-
a (STRIETER et al., 1995; BELPERIO et al., 2000).
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Remodelacao Tecidual

De acordo com Guidugli-Neto, (1987); Mandelbaum et al. (2003);
Hatanaka e Curi, (2007), o leito da ferida fica totalmente preenchido pelo tecido de
granulacdo em torno do décimo dia da ocorréncia da lesdo, com presenca de rede
capilar e a rede linfatica em plena regeneracdo, em virtude de sua reconstrugdo ser
iniciada apos a da vasculatura. O tecido de granulacdo passa a ser enriquecido por
mais fibras de colageno e desta forma vai adquirindo aparéncia de massa fibrotica
caracteristica da cicatriz. Agora, surgem as primeiras fibras de coladgeno tipo |
(BALBINO et al.,, 2005). O processo vai evoluindo e a deposicdo de colageno é
acentuada, observando-se apoptose de fibroblastos e de células endoteliais,
formando-se assim a cicatriz. A resolucdo completa da ferida somente acontece
apos a maturacdo e remodelagem da matriz extracelular, que as vezes ocorre
lentamente durante meses e até anos para que a cicatriz cutanea fique
completamente madura com apenas 70% da resisténcia da pele normal.

Nas ultimas fases da reparacdo surgem os eosinofilos que segundo Todd
et al. (1991); Mandelbaum et al. (2003); Hatanaka; Curi, (2007) podem estar
relacionados a producéo de fatores de crescimento. Apos o fechamento da ferida e
eliminagdo dos microorganismos, os linfocitos comp8em o subsistema leucocitario
mais abundante em feridas humanas (ENGELHARD et al., 1998; MANDELBAUM et
al., 2003; CARDOSO et al., 2004). Estas células séo efetores imunes como também
produtoras de fatores de crescimento. Ainda nesta etapa, os linfocitos sdo atraidos
para a ferida em igual nimero que os mondcitos, mas sdo 0s leucdcitos que a partir
do décimo quarto dia predominam na regido (BLOTNIK et al., 1994; CARDOSO et
al., 2004; HATANAKA; CURI, 2007).

A resisténcia de uma cicatriz esta diretamente relacionada com a
guantidade de colageno depositada e de acordo com a forma com que as fibras
estdo organizadas. A resisténcia da cicatriz € maior quanto maior for o numero de
ligacbes covalentes transversais. Em sendo secretado na forma de tropocolageno,
as ligacOes transversais das fibras ocorrem por pontes de hidrogénio. Quando
acontece o processo de amadurecimento da fibra, as lisinas, as hidroxilisinas e as
lisinas glicosiladas que constituem a molécula de tropocolageno séo oxidadas até

aldeidos pela enzima lisiloxidase, que depois de oxidacao ligam-se covalentemente
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a outros grupos aldeidos ou a lisinas ndo oxidadas, aumentando a resisténcia da
fibra (BALBINO et al., 2005).

Todo o processo de remodelagem da cicatriz compreende etapas
sucessivas de producéo, digestao e orientacdo das fibrilas de colageno. A deposicéo
de colageno na ferida é realizada de inicio de forma aleatéria sendo orientada pela
organizacdo de fibronectina e dependente da natureza e direcdo das tensdes
aplicadas ao tecido. Fibras estas subsequentemente digeridas pela colagenase,
ressintetizadas, rearranjadas conforme a organizacao das fibras de tecido conjuntivo
adjacente e ligadas lateralmente por ligacdes covalentes. Liga¢gOes essas formadas
entre moléculas de tropocolageno no ambito e entre as préprias fibrilas. Ai entdo
ocorrem sucessivas repeticoes de lise, ressintese, redirecionamento e religacdo que
formam fibras maiores de colageno resultando em uma configuracdo mais regular da
cicatriz. O resultado é o aumento de sua resisténcia devido a organizacao das fibras
que acompanham as for¢cas mecéanicas as quais o tecido esta condicionado durante
uma atividade maior (CLARK, 1985; BALBINO et al., 2005; HATANAKA; CURI,
2007).

Encerrando esta etapa, os anexos da pele (foliculos pilosos e glandulas)
ganham regeneracao limitada e a coloracdo da cicatriz continua palida, porque a
regeneracdo de melandcitos é deficiente (JOHNSTON, 1990; HATANAKA; CURI,
2007) e as cicatrizes sao hipo-vascularizadas considerando o desaparecimento de
neocapilares.

A evolugdo do processo de reparo garante uma sucessao de eventos
como a infiltracdo de neutréfilos, de macrofagos, fibroplasia e deposi¢cdo de matriz
extracelular, angiogénese, cicatrizacéo e reepitelizacdo. Embora estejam distribuidos
nas trés fases ja descritas possuem peculiaridades que merecem destaque. Para
regulagcdo destes eventos existe envolvimento de mediadores derivados da
circulacdo (as fragbes livres do complemento, os fatores de coagulacdo, as
moléculas do sistema fibrinolitico e os horménios como o0s esteroidais, 0S
tireoidianos e a insulina). Ha& envolvimento também das cininas (histamina,
bradicinina e serotonina), os mediadores peptidicos (citocinas, fatores de
crescimento, neuropeptidicos e estruturas da matriz extracelular) e os mediadores
lipidicos (eicosanodides e fator de agregacdo plaquetaria). A elevada concentragcao

de alguns mediadores, bem como redundéncia de efeitos e até auséncia destes
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demonstra que, da fase de inflamacdo até a remodelagcdo da ferida existe
interdependéncia entre eles para um mesmo efeito (BALBINO et al., 2005).

A maturacdo e a remodelagem da matriz extracelular consistem a fase
final da cura de uma ferida, em que a cicatriz adquire a maxima resisténcia ténsil.
Esta fase de reparo tem como caracteristica marcante a acelerada deposi¢cao de
colageno na regido da ferida. Desta forma, os sinalizadores de importancia exercem
influéncia sobre os fibroblastos ou sobre células produtoras de sinalizadores que as
influenciam. IGF-I € um desses sinalizadores, tendo seu efeito conhecido pelo
aumento da expressao da cadeia pré-alfa 1 (I) e pro-alfa 1 (lll) do procoladgeno em
cultura de fibroblastos da derme (GHAHARY et al., 1995).

Outro sinalizador com participacdo importante nessa fase ¢ o TGF-B, que
€ um mitdgeno importante de fibroblastos, embora exercendo efeitos inibitérios sobre
a proliferacdo dos queratinécitos, é considerado um potente estimulador da
expressdo de proteinas da matriz extracelular e de integrinas (MASSAGUE, 1990,
1998; ROBERTS; SPORN, 1996). Experimentos com feridas tratadas com
anticorpos neutralizantes de TGF-1 ou combinagdes TGF-B; e TGF-B,, Shah et al.
(1994) observaram que este tratamento provoca reduc¢ao significativa na deposicao
de matriz extracelular e subsequente cicatrizacdo (SHAH et al., 1994, 1995). Choi et
al. (1996), observaram reducéo na cicatrizacédo de feridas em camundongos tratados
topicamente com oligonucleotideos antisense de TGF-B1. Em outro estudo Huang et
al. (2002), fizeram uso de antagonistas sintéticos de TGF-B; e reduziram a
cicatrizagdo de queimaduras em porcos e a cicatriz incisional em coelhos. Com a
isoforma TGF-3 0s estudos apresentaram resultados contraditérios. Embora Balbino
et al. (2005) tenham demonstrado aumento na deposicdo da nova matriz pela
aplicacdo de TGF-B3 exdgena, Cribbs et al. (2002) e Ring et al. (2000), constataram
que com aplicacdo de TGF-B3; recombinante inibe a cicatrizagdo sugerindo que este
tipo de TGF-B antagoniza os efeitos das duas outras isoformas (SHAH et al., 1995).

Vinte quatro horas apos a lesdo, a expressao de ativina Ba € em menor
concentracdo da ativina Bg aumenta de forma consideravel, permanecendo em
concentracOes elevadas até finalizar o processo de reparo (HUBNER et al., 1996;
WANKELL et al., 2001). Embora haja inibicdo da proliferacdo de queratindcitos,
induzem em fibroblastos a expressdo de EGF aumentando de forma consideravel o
tecido de granulacdo (SHIMIZU et al., 1998; SEISHIMA et al., 1999). As ativinas

induzem de forma mais acentuada a deposicdo de fibronectina e tenascina-C,
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enquanto os TGF- Bs promovem deposi¢cdo de tecido de granulagcdo e de matriz
extracelular de forma geral (ROBERTS et al., 1986).

Kothapalli et al. (1997) encontraram apés um dia de lesdo o RNAmM do
CTGF e lgarashi et al. (1993), nove dias apés a lesdo. Estudo de Bradham et al.
(1991) mostraram que este mediador, além de possuir propriedades quimiotaticas
sobre os fibroblastos, modula o conteddo de TGF-B; nas regibes das feridas
(KOTHAPALLI et al.,, 1997). Posteriormente, (BABIC et al., 1999; SHIMO et al.,
1999) demonstraram seus efeitos sobre a proliferacdo, migracéo, sobrevivéncia e
adesdo in vitro de células endoteliais, sugerindo também sua participacdo na
angiogénese. Com as caracteristicas descritas e sua deteccdo nas diversas etapas
do reparo, torna-se provavel que este fator de crescimento seja fundamental na
formacao do tecido cicatricial.

Os efeitos antiinflamatorios ja conhecidos e seu efeito regulador da IL-10
sobre o crescimento e diferenciacdo de inumeras células do sistema imune,
gueratinécitos e células endoteliais (MOORE et al., 2001) mostram que sua
participacdo no reparo nao fica restrita a regulacdo negativa da inflamacdo. Como os
queratindcitos e o infiltrado mononuclear séo as principais fontes de RNAm de IL-10
(SATO et al., 1999) encontraram ser possivel que este exerce funcdes mais diretas
sobre a cicatrizacao e reepitelizacdo. Ao identificar-se um pico de RNAm de IL-10
nos instantes iniciais da lesdo e também de um segundo pico apds trés dias ficam
reforcados indicativos desta participacao.

Quanto a modelagem da matriz extracelular, quimiocinas como IL-8,
expressao e secrecdo regulada da ativacdo normal de célula T (RANTES), proteinas
inflamatodrias para macrofagos (MIP-1a, MIP-18) e MCP-1, além das acbes
quimioatraentes sobre neutrofilos e macrofagos derivados de mondcitos, ha inducao
de expressdo de metaloproteinases em diversos tipos de leucocitos (DI PIETRO et
al., 1995, 2001; D'SOUZA et al., 2001; EFRON; MOLDAWER, 2004). O VEGF-Ae 0
PLGF sdo exemplos de mediadores com relacdo a angiogénese e influéncia direta
sobre células de revestimento. Sua expressao também se apresenta aumentada
durante a migracdo de queratinécitos (FAILLA et al., 2000). O fator de crescimento
de hepatécitos (HGF) e o GRO-a sdo outros dois mediadores que também
participam da reconstrucao epitelial além de suas fungdes angiogénicas. No inicio, o
HGF foi tido como um poderoso mitdgeno de hepatdcitos. E um fator que auxilia na

recomposi¢cdo celular e estimula a dissociacdo de células epiteliais (COMOGLIO;
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BOCCACCIO, 2001). O GRO-a apresentou intensa atividade mitogénica para
queratinécitos em experimentos in vitro, 0 que sugere seu envolvimento na
reepitelizacdo. Mas, Rennekampff et al. (1997), acompanhando este efeito do GRO-
a observaram significativa reducéo na contracdo da ferida. Na reepitelizacao o efeito
do TGF- B; parece ser paradoxal. De uma forma, tanto in vivo como in vitro inibe a
proliferacdo de queratindcitos, sugerindo ser um regulador negativo da
reepitelizacdo e de outra forma induz expresséao de integrina que é fundamental para
que haja migracdo destas células para a matriz provisoria que é rica em fibronectina
(GAILIT et al., 1994; ZAMBRUNO et al., 1995).

As ativinas e as BMPs sdo outros membros da familia do TGF-f que
participam da reepitelizacdo. As BMPs tem papel contrario aos da ativina na
reepitelizacao, pois ativinas podem estimular fibroblastos para expressao de fatores
de crescimento, que de forma paracrina estimulam a proliferacdo de queratinocitos.
Depois que a ferida se fecha a BMP-6 se acumula em toda camada suprabasal da
nova epiderme (KAISER et al., 1998). Com esta localizacdo pode haver participagao
na diferenciacdo de queratindcitos o que cessaria sua atividade mitotica. Suposicao
reforcada em virtude da BMP-6 induzir diferenciacdo de queratindcitos in vitro
(D'SOUZA et al.,, 2001; Mc DONNEL et al., 2001). Inibir a proliferacdo de
queratinécitos pode ser necessario para restabelecimento e diferenciacdo da
epiderme.

O mesmo efeito da BMP-6 foi também atribuido ao TNF. Mori et al. (2004)
avaliaram seu papel no reparo utilizando camundongos deficientes de seu receptor,
onde as feridas dos animais demonstraram aumento da angiogénese, reepitelizacao
e do conteudo do colageno. Quando acompanharam as diferencas histologicas
perceberam aumento na expressédo de TGF-B;, CTGF, VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-
2. A auséncia do receptor TNF em camundongos facilita a evolu¢cado da angiogénese
e reepitelizacdo, sendo provavel que em situacdes normais este possua acdes
inibitorias sobre estes processos.

No processo de reparo as acdes da IL-6 ndo ficam restritas ao seu efeito
quimioatrante sobre os neutrofilos na fase inflamatéria. As diversas células que
expressam IL-6 no centro da lesdo e seu receptor adicionado a sua presenca
durante toda evolucdo da inflamacdo sugerem uma participacdo muito importante
desta citocina no reparo. A administracdo topica de IL-6 exdgena reverteu o

processo e restabeleceu a reepitelizacdo. Isto foi demonstrado por Sato et al. (1999)
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em que a IL-6 exerceu efeitos mitogénicos sobre os queratinécitos e Gallucci et al.
(2000) quando demonstraram que em camundongos knockout para IL-6 0 processo
de reparo evoluiu lentamente.

Os membros da familia FGFs em sua maioria, possuem amplo espectro
de acdo mitogénica. Eles estimulam a proliferacdo de células de origem
mesodermal, ectodermal e endodermal, além de varios tipos de células presentes no
tecido lesado, como fibroblastos e queratindcitos (ABRAHAM; KLAGSBRUN, 1996).

O unico membro dessa familia que parece ser especifico para células
epiteliais e de menor poténcia nos organismos adultos é o FGF 7 (WERNER, 1998).
Enquanto seu receptor de alta afinidade (FGFR2llIb) é superexpresso em
queratinécitos de feridas de humanos e porcos (DANILENKO et al., 1995;
MARCHESE et al., 1995). Kurita et al. (1992) encontraram o FGF 2 em
gueratinécitos basais na epiderme de feridas hiperproliferativa e normal. Depois,
Antoniades et al. (1993) encontraram relacdo positiva de FGF 1 e FGF 2 em
queratinécitos na epiderme de feridas de porcos. Com estes resultados fica
demonstrado que os membros da familia dos fatores de crescimento derivados de
fibroblastos tém participagéo nas diversas etapas do processo de reparo, possuindo
também papel importante na reepitelizacéo.

Os efeitos das moléculas da familia EGF sobre a reepitelizagdo sédo mais
estudados. Ela é composta pelo proprio EGF e também pelo TGF-a, HB-EGF,
amphiregulin, epiregulin, betacellulin, epigen e pelas proteinas codificadas pelo virus
Vaccinia e outras poxviroses (TZAHAR et al., 1998; STRACHAN et al., 2001;
YARDEN, 2001; SHIRAKATA et al., 2005).

Grotendorst et al. (1989) foram os que primeiro obtiveram evidéncia de
que o receptor de EGF influenciava o reparo. Posteriormente, uma série de estudos
clinicos e experimentais demonstrou o efeito positivo do EGF, TGF-a e HB-EGF no
reparo de feridas, sugerindo que de forma enddgena estes fatores tém envolvimento
com o processo de cura das feridas (SCHULTZ et al., 1987; GREENHALGH, 1996;
STEED, 1998). Shirakta et al. (2005) obtiveram resultados experimentais que
sugerem que de forma endégena HB-EGF é um miportante fator de crescimento de
endotélio na cicatrizacdo de feridas. Marikovsky, (1993); Shirakata et al. (2005),
demonstraram o efeito do HB-EGF sobre a proliferacdo de fibroblastos e
queratinécitos. Marikovsky et al. (1996) demonstraram além desta acdo, um

sinergismo entre o HB-EGF e o IGF | na proliferacdo de queratindcitos in vitro. E
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Shirakata et al. (2005) conseguiram resultados com experimento em ratos que
indicaram que a expressdo de HB-EGF para queratindcitos é importante para a
cicatrizagcédo de feridas in vivo. Rappolee et al. (1988) constataram a presenca de
RNAmM do TGF-a em macrofagos isolados de feridas. Utilizando um modelo de
hibridizacéo in situ, este fator de crescimento foi encontrado por imunohistoquimica
em eosindfilos de feridas de coelhos e de hamsters (TODD et al., 1991; WONG et
al., 1993). Em queimaduras de ratos, também foi encontrado o TGF-q,
principalmente na fase de proliferacdo de queratindciots (CRIBBS et al., 2002).
Resultados assim demonstraram a importancia da participagdo deste fator de
crescimento (HB-EGF) na reepitelizacdo de lesdes cutaneas, agindo principalmente
na estimulacdo de migracdo, proliferagdo de queratindcitos (SHIRAKATA et al.,
2005).

1.2 Método de medicao

Neste estudo sentiu-se a necessidade de utilizar um método com mais
acuracia, pois sabe-se que o homem desde a antiguidade desenvolve a capacidade
de efetuar medidas relativamente seguras. As populagbes humanas primitivas
realizaram medi¢cOes astron6micas com finalidades religiosas e agronémicas, para
construcdes de templos religiosos, palacios e habitacdes domiciliares. Na Revolucao
Industrial ocorreu a padronizacdo dos pesos e medidas com a introducdo na Franca
do sistema métrico decimal.

A palavra morfometria é formada pelo radical grego morphé, que significa
a forma, associada ao radical grego metrikds, ou em latim metricu, significa o ato de
medir ou o0 processo de estabelecer dimensdes (TEIXEIRA et al., 2007).

Este termo tem ampla aplicagdo na ciéncia, mas em biomedicina, seu
sentido é “atividade de medir estruturas anatdmicas”. E um método com fungéo de
tornar mais objetiva e precisa a coleta, apresentacdo e analise dos resultados
obtidos em pesquisas e em rotinas de laboratorio, permitindo assim que se
relacionem as diferentes estruturas anatbmicas com as fungdes. Algumas medidas
morfométricas sdo areas (superficies), pesos, volumes, comprimentos, angulos,
diametros e perimetros. Sdo medidas que podem ser determinadas em estruturas
microscoépicas, mesoscopicas e macroscopicas (MANDARIN, 2003; MARQUES et
al., 2004).
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A mensuracdo de areas pode ser realizada com acuracia utilizando-se
diferentes métodos planimétricos, entre o0s quais: planimetria tradicional, por
integracao linear e por contagem de pontos. Essas técnicas sédo aplicaveis apenas a
imagens planas (MANDARIN, 2003).

O advento dos sistemas computacionais para 0 processamento de
imagens digitais possibilitou a realizacdo de medidas planimétricas mais objetiva,
rapida e acurada (TEIXEIRA et al., 2007).

Optou-se entdo pela utilizacdo de captura de imagens digitais para

processamento em software especifico no estudo aqui realizado.
1.3 Abordagem terapéutica

Os profissionais de saude a partir da década de 1990 comecam a se
preocutar com o0 impacto social e econdmico, do aspecto de reparo ou da
cronificacdo de feridas e possiveis consequéncias, considerando o aparecimento de
infeccdo local ou sistémica, na utilizacdo de anti-sépticos e varios tipos de agentes
antimicrobianos (RIBEIRO, 2003).

Para Mandelbaum et al. (2003), o complexo processo de cicatrizacao
encontra muitos fatores que interferem de forma geral e local.

Nos fatores gerais pode-se incluir a idade, o estado nutricional, a
existéncia de doencas de base, tais como diabetes, alteracdes cardiocirculatorias e
de coagulacéo, a aterosclerose, a disfuncéo renal, quadros infecciosos sistémicos e
0 uso de drogas sistémicas (MANDELBAUM et al., 2003).

Nos fatores locais considera-se a técnica cirargica, a formacdo de
hematomas, o aparecimento de infeccdo, a reacdo de corpo estranho, 0
ressecamento da ferida e o uso de agentes topicos (MANDELBAUM et al., 2003).

Neste estudo foram utilizadas substancias de uso tépico descritas a
seguir, como forma de contribuir para uma nova abordagem terapéutica no

tratamento de feridas.
Dersani ®

Um dos compostos utilizados neste estudo, o Dersani®, tem sua

composicdo basica de triglicerideos de cadeia média (acido caprilico, acido caprico,
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acido capréico e acido laurico) e acido linoléico (acido graxo essencial), lecitina de
soja e vitaminas A e E.

Os TCM (triglicerideos de cadeia média) contém em suas estruturas
predominantemente acidos graxos saturados com oito carbonos (caprilico), dez
carbonos (caprico), seis carbonos (capréico) e doze carbonos (laurico). Os
triacilglicerdis dos &cidos céprico e caprilico merecem especial atencdo como opc¢éo
de ésteres. Ao serem classificados como TCM tém utilizacdo como fonte nutricional,
solvente, veiculo e estabilizante de produtos a serem administrados por via oral,
topica e parenteral. Podem ter uso no tratamento e prevencdo de dermatite
amoniacal e de Ulceras de decubito, por formarem uma barreira protetora para a
pele, impedindo a maceracdo, além de importante acdo nos processos de
inflamacéao celular, proporcionando alivio apés a primeira aplicacéo, nutricdo celular
local, além de possuir grande capacidade de regenerar tecido. Também séao
interessantes como lubrificantes, apresentam fator de espalhamento, indice de
viscosidade emoliente (D’AGOSTINI, 2001).

Os acidos graxos de cadeia média, como os monoacilglicerdis de cadeia
média, tiveram acdo antimicrobiana elevada (80%) na reducdo de formacdo de
caries dentarias em estudo realizado em animais de laboratério (D’AGOSTINI,
2001).

Os acidos graxos contém uma classe de compostos formados por uma
longa cadeia hidro-carbonada e um grupo carboxila terminal. Tem trés funcbes
principais: sdo componentes estruturais das membranas biolégicas, atuam como
precursores de mensageiros intracelulares e sdo oxidados gerando ATP (trifosfato
de adenosina) (HATANAKA; CURI, 2007).

Desde o inicio dos anos 70 tem-se estudado os efeitos dos acidos graxos
na resposta imune. Tem-se conhecimento que estes metabdlitos interferem nos
diversos eventos do processo inflamatério como contragdo vascular, quimiotaxia,
adesdo, diapedese, ativacado e morte celular, sendo que a maioria destes acontece
via derivados do acido araquidénico como prostaglandinas, leucotrienos,
tromboxanos e lipoxinas (HATANAKA; CURI, 2007).

Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) merecem destaque dentre os
diversos acidos graxos presentes no plasma e em leucdcitos. Além de sua funcao
estrutural podem modular interaces célula-célula e sinalizac&o intracelular. Sendo

assim, a alteracdo da composi¢cdo de acidos graxos de fosfolipideos da membrana
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pode proporcionar fluidez, mudando a ligagdo de citocinas aos seus receptores
(HATANAKA; CURI, 2007).

Estudos demonstraram que o0 uso tépico de acidos graxos insaturados
contribuia para a eliminacéo de bactérias na pele intacta (KODICEK, 1956).

Para Cardoso et al. (2004) acidos graxos na forma de fosfolipidios sao
constituintes fundamentais da membrana plasmética. Eles sdo particularmente
importantes para os leucocitos por sua influéncia na resposta imune. Além dos
acidos graxos presentes na membrana plasmatica, os acidos graxos polinsaturados
também exercem papel estrutural podendo modular a interagdo célula-célula e a
transducéo do sinal. O acido linolenico e o &cido linoléico estimulam a proliferagédo
de célula epitelial in vitro, um papel fundamental na cicatrizacdo. PUFAs sdo também
mediadores lipidicos com funcdo crucial no processo inflamatério, contracéo
vascular, quimiotaxia, adesdo, ativacdo e transmigracdo celular. O &cido
araquidénico, o acido linoleico sdo mediadores de uma série de eventos durante a
cicatrizacdo como crescimento celular, angiogénese e sintese da matriz extracelular.

A vitamina E além das funcbes antioxidantes, desempenha funcao
especifica estrutural. Controla a peroxidagdo lipidica em células imunoldgicas,
modula a producdo de eicosanoides, estimula producdo de IL-2, estimula
proliferacdo de linfécitos e protege o0s receptores dos macrofagos (TRABER;
PACKER, 1998).

A vitamina A (acido retindico) interfere na cicatrizacao provocando lise das
membranas lisissbmicas e € caracterizada como estimuladora das etapas de
fibroplasia colagena e epitelizagdo (KODICEK, 1956; EHRLICH; HUNT, 1968;
HATANAKA; CURI, 2007).

Estudos mostraram que além dos acidos graxos essenciais, a lecitina de
soja e as vitaminas A e E também contribuiram para o processo de reparo de tecido
(EHRLICH; HUNT, 1968).

A lecitina de soja, além de protecdo, proporciona a manutencdo da
hidratacdo dos tecidos e auxilia no processo de cicatrizacao da pele (DE NARDI et
al., 2004).

O é&cido linoléico é um acido graxo essencial de 18 carbonos. Por um
processo de dessaturacao da origem ao acido araquidénico (20 carbonos), precursor

de prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas, que por sua vez atuam
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como mediadores da fungdo plaquetéria, processos inflamatorios, vasculares,
motores, sensoriais, entre outros ( GOMES, 1978; HATANAKA; CURI, 2007).

Foi observado que o acido linoléico é capaz de inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus através de alteracfes na sua sintese protéica, na parede
celular, nos acidos nucléicos e na membrana celular bacteriana em divisdo
(GREENWAY; DYKE, 1979). Verificou-se que os produtos do metabolismo do &cido
linoléico estdo envolvidos na transducdo do sinal mitogénico do EGF (fator de
crescimento epidérmico) para o nucleo do fibroblasto, responsavel pela formacgéo de
prostaglandinas (DERVICHIAN, In: HOLMAN, 1954).

Verificou-se que o acido linoléico também participa do processo
inflamatorio, proliferacdo e modulacdo do crescimento celular, bem como atua como
mediador de leucécitos sendo, portanto quimiotatico e estimulador de neutréfilos
(MOCH et al., 1990).

Agua de Coco

A outra substancia utilizada neste estudo foi dgua de coco liofilizada,
encaminhada para manipulacdo em farmacia com registro na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), nas formas amorfa e cristalina, na apresentacéo
capsula, que era diluida em agua destilada tornando-se aquosa e na apresentacao
gel.

O coco é o fruto do coqueiro, que é considerado a arvore da vida, por
constituir-se um dos principais recursos vegetais da humanidade (VIGLIAR et al.,
2006), principalmente em paises como Indonésia, Nova Zelandia, Malasia, sul da
Tailandia, Filipinas, Sri Lanka, Polinésia, nos Estados Unidos somente no Havali,
Califérnia e na Florida e principalmente no Brasil (COCONUT PALM, 2007).

A origem dessa planta é objeto de controvérsia, pois autoridades indicam
o sul da Asia, outros no noroeste da América do Sul, mas foram encontrados fésseis
na india e ainda fésseis de 15 milhées de anos na Nova Zelandia (COCONUT
PALM, 2007).

Cocos nucifera L € uma palmeira tropical (Figura 04) de onde se aproveita

raiz, caule, folha, inflorescéncia e fruto.
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Cocos nucifera L.

FIGURA 04 — Coqueiro e fruto.

Nativos aproveitam essa planta na culinaria obtendo o 6leo, margarina,
leite, no preparo de drinks, confeccionam cordas, chapéus, cestos, mantas, tapetes,
recheio de estofados (BRITANNICA CONCISE ENCYCLOPEDIA).

O coqueiro chegou ao Brasil aportando na Bahia em 1533, em
embarcacdes portuguesas oriundas das ilhas de Cabo Verde. Provavelmente por
dispersdo natural ou através de correntes maritimas atingiu a costa brasileira
(VIGLIAR et al.,, 2006), necessitando para se desenvolver que o plantio seja
realizado em regides com precipitacdo média/ano em torno de 1300 mm?
temperatura variando de 24°a 27T, umidade relativ a do ar entre 80% a 90% e
luminosidade superior a 2000 horas de luz/ano (VIGLIAR et al., 2006; COCONUT
PALM, 2007).

No Brasil, de acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), existem trés variedades de coqueiros sendo cultivadas: a gigante

(coqueiro de praia), a ando e a hibrido (anéo gigante).
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Os frutos do coqueiro anédo, principalmente o verde, tém o fluido usado
para consumo, enquanto do coqueiro gigante e do hibrido é o albumen, que pode ter
uso “in natura” ou beneficiado, na forma de leite e coco ralado (VIGLIAR et al.,
2006).

A agua de coco encontrada em sua cavidade € o liquido do endosperma,
que comeca a se formar no 2°. més apoOs abertura natural da inflorescéncia e
comeca a atingir seu volume maximo a partir do 6°. més. Pesquisas indicam que a
agua de coco corresponde a 25% do peso do fruto, tendo sua composicdo basica
formada de 95,5% de agua, 4% de carboidratos, 0,1% de gordura, 0,02% de calcio,
0,01% de fosforo, 0,5% de ferro, além de glicose, potassio, fibra, magnésio, zinco,
lipidios totais (destacando os &cidos caproico, caprilico, caprico, laurico, oléico e
linoléico), aminoéacidos, vitamina C, vitaminas do complexo B, sais minerais,
proteinas (CAMPBELL-FALCK et al., 2000; MAGALHAES et al., 2005; VIGLIAR et
al., 2006).

Picado, chefe do Laboratério do Hospital San José, na Costa Rica relatou
em uma Oficina Sanitaria Panamericana, realizada em outubro de 1942, seu
conhecimento sobre a composi¢ao da dgua de coco e seus beneficios, considerando
a situacdo de guerra que privava laboratorios de pequenos paises da América
Latina, comunicou sua experiéncia em utiliz4-la como meio de cultura de varias
bactérias.

Durante a Il Guerra Mundial a agua de coco “in natura” foi considerada
estéril e foi utilizada em infusdo venosa em soldados feridos em combate na Asia,
durante a invaséo japonesa. A infusdo foi realizada utilizando equipo com filtro
(proprios para infundir sangue e derivados) para reter 0s grumos e 0s residuos
naturais da agua quando dentro do coco, como cuidado para prevenir a introducao
de trombo, evidenciado na Figura 05. Seu uso foi justificado pela sua composi¢cao
eletrolitica, rica em glicose, frutose, aminodcidos essenciais, conter alta
concentracdo de potassio, magnésio e calcio (BRITISH MEDICAL JOURNAL, 1965;
CAMPBELL-FALCK et al., 2000; PETROIANU et al., 2004; VIGLIAR et al., 2006;).
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FIGURA 05 — Agua de coco em infus&o venosa. Campbell-Falck et al. 2000.

Pradera et al. (1942) realizaram uma pesquisa cientifica da composicdo
da 4gua de coco para utilizacdo na pratica médica em Havana-Cuba, enfatizando a
alimentacdo infantil. Administraram a agua de coco filtrada em 12 criancas por via
endovenosa, sem efeitos adversos. A infusdo teve gotejamento de 30 a 40
gotas/minuto, por 24 horas, em um volume de 1000 a 1870 mL.

Eiseman em 1954 utilizou a agua de coco filtrada em 21 pacientes por via
endovenosa na Tailandia e em St. Louis, sem rea¢des adversas, infundindo de 200
a 500 mL por um periodo de 25 a 180 minutos.

Campbell-falck et al. (2000), relataram que a agua de coco filtrada foi
infundida pela equipe do Dr. Rajasuriya em 26 pacientes ceiloneses e que entre
1965 e 1976, a mesma equipe realizou outros estudos infundindo em outros



61

pacientes com sucesso. Posteriormente a agua de coco passou a ser estudada
apenas para reidratagéo oral.

Em 1979, Kuberski et al. decidiram estudar a composi¢cdo da agua de
coco, apos a utilizacdo desta, em uma epidemia de cdlera em uma das ilhas da
Nova Zelandia, como reidratante. Em 1980, Kuberski recomendou sua utilizagao
como reidratante oral para regides onde o coco era nativo, pela sua composicao,
baixo custo, ser estéril, ndo necessitar de preparo e apresentar sabor agradavel ao
paladar das criancas.

Bhattacharya (2000) constatou que na india as maes eram orientadas a
oferecerem &gua de coco, solucdo de agua e acgucar e cha para prevengdo de
desidratacdo em seus filhos.

Chavalittamrong et al. (1982), estudaram &agua de coco de diferentes
espécies de coqueiros da Tailandia, fazendo comparacao com refrigerantes com gas
(Pepsi-cola®, Coca-cola®, Sprite®, Seven-Up®) e refrigerantes sem gas (Bireley®,
Green-Spot®). Concluiram que na agua de coco existia significantemente mais sédio,
cloro, calcio e magnésio, que nos refrigerantes estudados, e ainda,
significantemente menos agucar e calorias e menor osmolaridade e acidez.

Collares e Souza (1985), visando analisar preparagfes que pudessem
apresentar condi¢cdes de utilizagdo como reidratantes orais, no tratamento e
prevencado de desidratacdo por diarréia aguda, decidiram analisar a composicao de
acucares, o pH, a osmolaridade e as concentracdes de sddio, potassio e cloro de
refrigerantes, chas e agua de coco verde e maduro. Concluiram que os refrigerantes
nao tém valor como reidratantes para uso oral e que os chas, bem como a agua de
coco poderiam ter utilidade como fonte de potassio na fase de convalescenca de
diarréia.

Campbell-falck et al. em 2000, administraram agua de coco jovem de
cocos plantados na Ilha de Saloméo, por via endovenosa em pacientes que
necessitavam de reidratacdo. N&o foi considerada a solucao ideal, mas segundo o0s
autores, em regides distantes, sem recursos, onde o fruto € nativo e barato resulta
na Unica alternativa terapéutica de reposicéo de perdas hidro-eletoliticas. Ndo houve
registro de efeitos adversos aos pacientes, mas recomendaram a utilizacdo de
pequenos volumes, por curto periodo de tempo e em situacdes de emergéncia para

elevar o nivel de eletrdlitos que contém em sua composicao.
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Pummer et al. (2001) investigaram a influéncia da agua de coco na
coagulacdo do plasma in vitro. Utilizou agua de coco versus solucdo salina
adicionada de soro do plasma de 8 voluntarios, resultando em 39% e 32%
respectivamente ndo sendo, porém estatisticamente significante.

Saat et al. (2002) realizaram um estudo na Malasia, com um grupo de
voluntarios utilizando agua, agua de coco verde e bebida isotbnica, para reidratacdo
oral pos-exercicio por duas horas. O estudo analisou a composicdo quimica da
agua, da agua de coco, da bebida isotbnica, sangue e urina dos voluntarios. As
amostras de sangue e urina foram colhidas a cada 30 minutos. Quando compararam
0Ss grupos, verificaram que a concentragdo plasmatica de glicose foi
significantemente mais alta nos grupos que ingeriram agua de coco e bebida
isotdnica. A concentracdo de sodio, potassio, cloro e a osmolaridade no soro, nao
apresentou diferenca entre os grupos. Verificaram também que por ser a 4gua de
coco significantemente mais doce, ter causado menos nauseas, nao ter provocado
indisposicdo estomacal e ter seu custo menor que a bebida isotbnica, poderia ser
usada como solucao para hidratacdo oral apos desidratacdo por exercicio fisico.

Petroianu et al. (2004) constataram que a agua de coco verde é estéril e
pode ser usada em regifes longinquas, durante conflito armado, por curto espacgo de
tempo, para hidratagdo venosa, porém nao a recomendam para nutricdo parenteral
pelo risco de facil contaminacéo.

A agua de coco tem ampla utilizacdo em areas geograficas em que ocupa
vasta extensao de plantacdo, ndo apenas na preparacdo de bebidas em consumo
diario, pois faz parte de habitos alimentares dessas popula¢cfes, mas também para
hidratacéo oral, como remédio caseiro tradicional para diarréia aguda.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Fundo das Nac¢bes Unidas
para a Infancia (UNICEF) reconhecem a importancia da composi¢cdo quimica da
agua de coco para reidratagcdo oral, principalmente nas regides pobres existentes no
mundo.

Campbell-Falck et al. (2000) recomendam o monitoramento de pacientes
com comprometimento de func¢des cardiacas e renais e contra-indicam o uso da
agua de coco em pacientes com grande area do corpo queimada.

Mais recentemente a agua de coco foi incluida em um protocolo de

nutricdo para pacientes de cirurgia bariatrica, sugerindo a ingestdo em pequenos
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goles, de um volume de 500mL durante o dia, 0 que garante que 0 consumo
energético minimo do paciente seja de 240 kcal/dia (CRUZ; MORIMOTO, 2004).

A revisdo de literatura médica nas bases de dados da Medline e Lilacs,
nao identificou trabalho clinico ou experimental, que tenha avaliado a agua de coco
no processo de cicatrizagdo de feridas. Portanto, a proposta foi ousar com a

realizacdo de um estudo experimental com este fim.

1.4 Relevancia e Justificativa

A relevancia de estudo experimental com este fruto deve ser considerada,
por tratar-se de uma planta facilmente encontrada no litoral do pais e que, o
manuseio de sua agua atraves de manipulacdo em farmacias do género, tornara seu
custo acessivel a populagéo. Desta forma, poderé resultar em opg¢des de tratamento,
competindo com produtos existentes de alto custo, significando opgdo menos
onerosa para instituicbes e pessoas conseguirem tratamento para cicatrizacado de
suas feridas.

O Dersani® tem sido utilizado amplamente em instituicdes publicas e
privadas em varios estados do pais, tem registro na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), para uso como dermoprotetor de acdo profunda, em adultos e
criancas. Mas, observou-se ao longo do tempo, de forma empirica utilizado
clinicamente em hospitais, uma acao cicatrizante, quando usado em pacientes com
Ulceras de decubito e em feridas limpas, mas sem comprovagdo cientifica.
Acreditou-se que este estudo experimental também pudesse contribuir para esta
finalidade.

Por fim, tentou-se aqui contribuir com um estudo que possa apresentar
mais duas opg¢Oes de tratamento de feridas, em um pais onde existem milhares de
pessoas que vivem abaixo da linha da pobreza. Onde a crescente onda de violéncia,
em que ferir e matar tornou-se banal, bem como a ocorréncia de acidentes de carros
e motos, tanto na zona urbano como rural. Ainda considerando a superlotacdo das
emergéncias, a falta de leitos, de recursos financeiros para equipar e adquirir mais
medicamentos, para as instituicdes hospitalares, a deficiéncia de politicas publicas

gue contemple recursos de forma mais abrangente para a area de saude.
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N&o se pretende aqui esgotar 0 assunto, porque certamente outros estudos
surgirdo até com propostas quem sabe mais simples do que o que aqui foi

apresentado.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar o efeito do Dersani® e da agua de coco liofilizada em solucédo
aguosa e gel no modelo cutaneo de cicatrizagdo por segunda intencdo em ratos
Wistar.

2.2 ESPECIFICOS

* Mensurar o grau de reparagao da lesdo em cicatrizacao;

* Avaliar a presenca de mastdcitos no processo de hipersensibilidade;

* Mensurar a densidade do colageno gerado durante o processo cicatricial;

» Verificar o efeito das substancias estudadas sobre a angiogénese na cicatrizacao;
« Avaliar as diferencas na atividade cicatrizante do Dersani® e da agua de coco

liofilizada em solucé&o aquosa e gel.
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3 METODO

3.1 Animais

Foram utilizados 105 ratos jovens (idade: 30-40 dias), machos (Rattus
norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia), pesando de 106 a 171g, com peso
corporal médio de 132,276 g, desvio padrdao 12,908 g, da linhagem Wistar,
procedentes do bercario do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara,
previamente observados quanto as condi¢cdes gerais de saude, recebendo ragéo e
agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos grupos e mantidos em
gaiolas individuais de polipropileno, com tampa de grade metalica de aco inoxidavel
(onde ficavam a ragdo e a agua), sem serragem, para que a mesma nao aderisse as
feridas, alojados nas dependéncias do biotério do Laboratério de Cirurgia
Experimental (LABCEX), do Departamento de Cirurgia da mesma Universidade,
onde o macro ambiente era semi-controlado, com refrigeracao de 25, observando-
se a alternéncia dos ciclos claro/escuro a cada 12 horas. A iluminacéo, a intensidade
de ruido e a umidade relativa do ar eram as do ambiente. Além da oferta de agua e
racdo, as gaiolas (forradas com papel) foram higienizadas diariamente pelo técnico
responsavel e foram colocadas lado a lado em prateleiras de ferro.

Os ratos foram observados todo o periodo, quando a manutencao de
saude e aquisicdo de peso, até atingirem a idade de 30 a 40 dias, para serem
submetidos ao procedimento cirdrgico, em ambiente refrigerado nas dependéncias
do LABCEX.

Seguiu-se a norma da Nomenclatura Anatdbmica Veterinaria (1983) e os
Principios Eticos de Experimentacdo Animal do International Council for Laboratory
Animal Science, aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA), da
Universidade Federal do Ceara, protocolo no. 31/05 (Anexo A), em reunido realizada
em 15/12/2005, que considerou o estudo de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal
(COBEA).
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3.2 Substancias estudadas

O material basico (agua de coco liofilizada) foi encaminhado para a

Farmécia de Manipulacédo (Magistral®) registrada na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), para manipulacdo nas formas Amorfa e Cristalina, nas
apresentacdes em capsula, que foi diluida em &gua destilada em que se tornava
aguosa (Figura 06) e na forma Amorfa e Cristalina gel (Figura 07).
Na apresentacdo solucdo Amorfa aquosa cada capsula de 1,0 g continha:

* 5 mg de sulfato de neomicina;

* 10 mg de xilocaina;

* 10 mg de estearato de magnésio (antiumectante);

e 975 mg de agua de coco em p6 amorfa.
Na apresentacao solucao Cristalina aquosa cada capsula de 1,0 g continha:

* 5 mg de sulfato de neomicina;

e 10 mg de xilocaina;

e 10mg de estearato de magnésio (antiumectante);

* 975 mg de agua de coco em p6 cristalina.
A apresentacdo 4gua de coco Amorfa gel continha em 10 g:

* 62,5% de principio ativo = 6,25 g;

* 37,5% de excipiente = 3,75 g.
Em 6,25 g de principio ativo continha:

* 6,09 de agua de coco amorfa;

* 31,25 mg de sulfato de neomicina;

* 62,5 mg de xilocaina;

* 62,5 mg de estereato de magnésio.
A apresentacdo agua de coco Cristalina gel continha em 10 g:

*  62,5% de principio ativo = 6,25 g;

* 37,5% de excipiente = 3,75 g.
Em 6,25 g de principio ativo continha:

* 6,09 de agua de coco cristalina;

e 31,25 mg de sulfato de neomicina;

* 62,5 mg de xilocaina;

* 62,5 mg de estereato de magnésio.



68

A solucdo de agua de coco Amorfa e Cristalina-aquosa era obtida apos
diluicdo do conteudo de trés cdpsulas em um mL de &gua destilada, em tubo de
ensaio autoclavado e aplicada diretamente sobre a ferida, em cinco gotas, por conta-
gota de vidro, lavado com agua destilada e também autoclavado.

Figura 07 — Agua de coco liofilizada Amorfa e Cristalina-gel.
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7z

O Dersani® é um triglicerideo de cadeia média contendo os &cidos
caprilico, caprico, capréico e laurico e o acido linoléico que € um &cido graxo

essencial, a lecitina de soja e as vitaminas A e E (Figura 08).

Figura 08 — Dersani® Triglicerideo de cadeia média (&cidos caprilico, caprico, capréico e

laurico), acido graxo essencial (acido linoléico), lecitina de soja e vitaminas A e E (Saniplan).

3.3 Desenho do estudo

O estudo foi constituido pelos grupos Controle, composto por 15 animais,
Referéncia, com 15 animais e cinco grupos Testes (Amorfa e Cristalina-aquosa, com
15 animais, Amorfa e Cristalina-gel, com 15 animais e Dersani®, também composto
por 15 animais, sendo que, este ultimo grupo a partir de agora ficara descrito apenas
como Triglicerideo). Salienta-se que o0s grupos Controle e Referéncia foram
considerados para todos os grupos Testes, levando-se em conta o cuidado de
utilizacdo do menor numero possivel de animais, de acordo com orientacdo da

Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal.

Experimento 01 — Grupo Controle : somente limpeza com solucdo de 0,1361 g de
NaCl a 0,9%;
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Grupo Referéncia : limpeza com solucdo de NaCl a 0,9% e
aplicacéo topica de 0,5232 g de acetato de clostebol + sulfato de neomicina

Grupo Amorfa-aquosa : limpeza com solucdo de NaCl a 0,9% e
aplicacao topica de 0,3691 g de agua de coco na apresentacdo aquosa amorfa

Grupo Cristalina-aquosa : limpeza com solucdo de NaCl a
0,9% e aplicacéo tépica de 0,4735 g de adgua de coco na apresentacdo aquosa

cristalina (Figura 03).

Experimento 02 — Grupo Controle : somente limpeza com solucdo de 0,1361 g de
NacCl a 0,9%;

Grupo Referéncia : limpeza com solucdo de NaCl a 0,9% e
aplicacao topica de 0,5232 g de acetato de clostebol + sulfato de neomicina

Grupo Amorfa-aquosa : limpeza com solugéo de NaCl a 0,9% e
aplicacéo topica de 0,7992 g de agua de coco na apresentacdo amorfa gel

Grupo Cristalina-aquosa : limpeza com solucdo de NaCl a 0,9%
e aplicacdo topica de 0,7318 g de agua de coco na apresentacado cristalina gel
(Figura 04).

Experimento 03 — Grupo Controle : somente limpeza com solucdo de 0,1361 g de
NacCl a 0,9%;
Grupo Referéncia : limpeza com solucdo de NaCl a 0,9% e
aplicacéo topica de 0,5232 g de acetato de clostebol + sulfato de neomicina
Grupo Triglicerideo : limpeza com solucdo de NaCl a 0,9% e
aplicacao topica de 0,1435 g da composicao de triglicerideo de cadeia média (acido
caprilico, acido caprico, acido caproico e acido laurico) e acido linoléico (acido graxo
essencial), lecitina de soja, vitaminas A e E (Figura 05).
Os grupos de 15 animais cada foram tratados de acordo com o esquema
terapéutico acima estabelecido.
As quantidades das substancias utilizadas foram pesadas em balanca
digital Sartorius BL 210 S (méx. 210 g, d = 0,1 mg).
Os animais foram observados quanto as condi¢cdes de saude, desde o
momento em que foram recebidos do Biotério Central (recém nascidos) até o final de

cada experimento.
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3.4 Procedimento cirurgico

Para a realizacdo dos procedimentos cirurgicos foram confeccionados
campos cirargicos fenestrados de tamanho pequeno e todo instrumental cirdrgico, as
compressas de gaze, as espatulas de madeira foram esterilizados a autoclave. As
seringas, agulhas, luvas e laminas de bisturi foram de uso descartavel e todas as
técnicas de anti-sepsia e assepsia foram observadas durante os procedimentos de
confeccao da ferida e durante os tratamentos.

As intervencgdes foram realizadas no Laboratoério de Cirurgia Experimental
do Curso de Pos Graduagdo em Cirurgia do Departamento de Cirurgia e a analise
histolégica no Laboratorio de Histologia do Departamento de Morfologia, ambos da
Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Ceara.

Todos os animais foram pesados no dia anterior ao procedimento para
calculo de anestésicos e no dia foram anestesiados por via intra-peritoneal com
Cetamina (90 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg). Em seguida, foram imobilizados em
decubito ventral e, ap0s a epilagcdo do dorso com tricotomizador elétrico, em uma
area de aproximadamente 16,0cm? (4,0cm X 4,0cm), realizou-se a demarcacéo da
area na regido do dorso-costalis do rato com caneta de tinta permanente de um
guadrado de 2,0 x 2,0cm, utilizando-se um gabarito confeccionado de filme de
celulose. Entdo, procedeu-se a incisdo e retirada de um segmento cutaneo de
espessura total do dorso do animal produzindo-se uma ferida quadrada aberta,
medindo 2,0 x 2,0 cm, no centro da &rea epilada, até a exposicdo da fascia muscular
dorsal (Figura 09). Apés o procedimento cirirgico, os animais foram numerados em
suas caudas de acordo com seus respectivos grupos de tratamento e mantidos nas
gaiolas individuais forradas com papel, observando-se suas condi¢cdes de retorno

pds-anestésico, a uma temperatura média de 25°C, com agua e alimento ad libitum.
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FIGURA 09 — Demarcacéao com molde de celulose (A) e ferida realizada (B).

3.5 Tratamento pos-procedimento cirdrgico

A partir do primeiro dia pés-procedimento cirdrgico realizou-se por uma
vez diariamente a limpeza das feridas com solucdo salina isotbnica, no grupo
Controle, e com solucéo salina isoténica seguida nos grupos Testes, de aplicacao
topica de uma camada das respectivas substancias, suficiente para cobrir as areas
das feridas por completo.

As capsulas de agua de coco Amorfa e Cristalina eram abertas e o
conteudo de cada apresentacao era diluido em agua destilada, dentro de tubos de
ensaio, ficando na formulagdo aquosa, para aplicagdo com conta gotas de vidro,
sendo ambos utilizados individualmente e autoclavados diariamente.

A aplicacdo gel de agua de coco Amorfa e Cristalina, bem como da
formulacdo de acetato de clostebol + sulfato de neomicina creme, era igualmente
realizada sobre a ferida utilizando-se espatulas individuais de madeira, também
autoclavadas e descartadas ap0s 0 uso.

A composicao de Triglicerideo era aplicada diretamente em cinco gotas,
nao necessitando de conta gota de vidro por sua embalagem original ja dispor do

mesmo (Figura 10).
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FIGURA 10 — Realizacdo do tratamento com aplicacdo de soro (A) e posteriormente aplicacdo do

composto teste (B).

3.6 Eutanasia

Os animais foram sacrificados no 12° dias de p6s-procedimento cirdrgico,
por injecdo intra-peritoneal em superdosagem de anestésico utlizada para o
procedimento inicial.

Apbs o sacrificio, a ferida foi excisada com margem de 0,5 mm de pele
integra em torno da lesdo, em profundidade até a fascia muscular, em condicfes
asseépticas, realizando-se corte mediano, tendo sido a peca fixada em formol a 10%.

3.7 Avaliacdo macroscopica

As imagens digitais das Ulceras foram obtidas, in vivo, de forma
padronizada, imediatamente apds o procedimento cirargico (dia zero) e nos dias 3, 7
e 12 do poés-operatorio. Para tanto, utilizou-se uma camera de video analégica
(Hitachi VCC-151, Japan) acoplada a um microscopio cirurgico (D.F. Vasconcellos
MO0, D.F. Vasconcellos S.A., Sao Paulo, Brasil), cujo sinal era enviado a uma placa
de captura de video (PixelView PV-TV304P, Prolink Microsystems Corp., Taiwan)
instalada num  microcomputador. O eixo do microscopio foi fixado
perpendicularmente ao plano horizontal, mantendo-se a sua objetiva a uma distancia
de 33 cm desse plano. Esta distancia propiciava uma focalizacdo 6tima da Ulcera,
com uma magnificacdo de 6 vezes, quando o animal era posicionado em decubito
ventral, no plano horizontal, com o centro da Ulcera coincidindo com o centro do
campo microscopico (Figura 11). As imagens digitalizadas foram armazenadas no
formato Windows Bitmap (BMP), com as dimensdes de 320x240 pixels, cada pixel
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correspondendo a 24 bits, de acordo com o modelo de cores RGB (Red, Green,

Blue).

FIGURA 11 — Captura da imagem digital.

Um programa de computador foi desenvolvido especificamente para a
mensuracao da area da Ulcera em imagens digitais. Para tanto, realizou-se
inicialmente a delimitagdo das bordas da ulcera com o mouse (Figura 12). Em
seguida, o software recortava automaticamente a regido demarcada e calculava o
valor da sua &area (A) em mm? conforme o fator de escala (relacdo nimero de
pixelssmm referente & magnificacdo e a dimensdo utilizadas) previamente

determinado.
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FIGURA 12 — Delimitacédo da area da Ulcera.

Na seqliéncia, a regido da Ulcera era reinserida na imagem original, na cor
azul, para que fosse possivel avaliar se a delimitacdo havia sido realizada
adequadamente (Figura 13).

FIGURA 13 — Quantificacao da area da Ulcera.
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O grau de reparacao das ulceras foi avaliado nos dias 3, 7 e 12, sendo
calculado em funcdo da éarea inicial (medida no dia zero) e expressa em termos
percentuais, de acordo com a seguinte expressdo (MARQUES et al. 2004; MARTINS
et al. 2006).

GR, :—AOA_OAi 100

onde GR; denota o grau de reparacao referente ao dia i e Ay e A
correspondem a area da Ulcera nos dias zero e i, respectivamente.

Calculou-se ainda a taxa média de reparacdo da ulcera (TRm), que
denota quantos mm? a area da Ulcera diminuiu num dado intervalo de tempo t; a t,
sendo expressa em mm?/dia e definida pelo quociente:

CA(L) - A)
t, -1,

TRm =

onde A(t;)) e A(ty) sdo as areas da Uulcera nos tempos t; e t,
respectivamente, sendo t, > t;.

A eficacia (E) de um dado tratamento foi calculada no dia 12, sendo
definida em fungéo do grupo Controle e expressa em termos percentuais conforme a
seguinte expressao:

— GRlZ (™) _GR12 ©)
~ GR,(C)

.100

onde GRi2(C) e GRi»(T) correspondem a meédia do grau de reparagéo

verificada no dia 12 nos grupos controle e tratados.

3.8 Estudo histologico

Todos os fragmentos das lesdes cutaneas obtidas receberam corte
mediano que foram fixados metade em formol tamponado a 10% (pH 7) por periodo
minimo de 24 horas. Ap6s a fixacdo, os fragmentos foram desidratados
gradativamente em concentragcdes crescentes de &lcool etilico (70% a 100%),
diafanizados em xilol, embebidos e incluidos em parafina, conforme métodos
histolégicos em que foram coradas. Os fragmentos incluidos em parafina foram
cortados utilizando-se microtomo. Foram utilizados cortes de 5um da regidao mediana
da lesdo para contagem da microcirculacdo em uma area de 1,0 cm®. Os cortes

histol6gicos foram mantidos em estufa para secagem, e posteriormente submetidos
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a coloracao por hematoxilina e eosina, pelo azul de toluidina (pH4 em concentracao
de 0,025% de acordo com a técnica de Lison) e pelo tricrdbmico de Masson, para
analise histologica ao microscépio NIKON Alphaphot — 2 YS 2. Lente ocular 10x,
lente objetiva 10x e 40x para contagem de células, sendo os dados histolégicos
transformados em escores e quantificados de acordo com o quadro de Myers
(Quadro 1), em que se substituiu “abscesso” pela contagem de neutrdfilos e
acrescentou-se os itens de contagem de eosinofilos e neovascularizacéo, por se

julgar necessario neste estudo, a inclusdo dos mesmos (MYERS et al. 1961).

Variaveis 0 +1 +2 +3 4 Fator Total
ausente leve moderado | marcante | macico
Neutrdfilos -10
Crosta -1
Inflamacéo aguda -4
Inflamacao crénica +2
Rege_ner.agéo +5
epitelial
Fibroblastos +5
Tecido granulacéo +5
Colageno +10
Eosindfilos -4
Neovascularizagcéo +5
ESCORE TOTAL

QUADRO 1 — Quadro para calculo dos escores das feridas em cicatrizagdo. As intensidades das
variaveis (0 a 4) foram multiplicadas por fatores + ou - baseados na sua importancia para a
cicatrizacdo. A soma destes produtos corresponde ao escore total para cada animal. Adaptada de
Myers et al. (1961).

A analise dos preparados histoldégicos obtidos pela técnica H.E. foi
classificada de acordo com a intensidade em que foi encontrado e transformados em
variaveis quantitativas de acordo com a atribuicdo de indice para achado histoldgico,
como demonstrado no quadro acima.

A intensidade dos achados de H.E. foi analisada de acordo com os
critérios: neutrofilos, crosta, inflamacdo aguda, inflamac&o crénica, regeneracao
epitelial, fibroblastos, tecido de granulacéo, eosindfilos, com variaveis de: ausente,
guando ndo eram visualizadas no campo 6ptico; leve, quando evidenciadas de
forma isolada; moderada, quando apareciam em maior freqiéncia e dispersas no

campo Optico; marcante, quando apareciam com maior frequéncia, constituindo
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agregados densos, mas possibilitando visualizar areas livres de infiltrado; macica,
guando houve evidéncia com grande freqiiéncia, constituindo agregados densos e
justapostos, sem areas livres de infiltrados.

A quantificacdo de colageno e neovascularizacdo foram consideradas

pelo software.

3.9 Aquisicao e processamento das imagens histologi cas

As imagens digitais das pecas histolégicas foram obtidas de forma
padronizada mediante 0 uso de um microscépio 6ptico (Primo Star, Carl Zeiss
Microlmaging Inc., Gottingen, Germany) equipado com uma camera digital
(PixeLINK Megapixel Firewire Camera PL-A662, PixeLINK, Ottawa, Canada), cujo
sinal era enviado a um microcomputador, onde estava instalado o sistema de
captura de imagens (PixeLINK Capture, PixeLINK, Ottawa, Canada). Para evitar
variacbes decorrentes do processo de captura das imagens, fixaram-se as
configuracdes do software de aquisicdo, assim como a intensidade da iluminacgéo. O
campo estudado correspondeu a fronteira de crescimento de pele nova. As imagens
digitais dessa regido foram capturadas com uma magnificagcdo de 100 vezes e
armazenadas no formato Windows® Bitmap (BMP), com as dimensées de 640 x 480
pixels, cada pixel correspondendo a 24 bits, de acordo com o modelo de cores RGB
(Red, Green, Blue).

As imagens foram analisadas pelo Sistema de Andlise Morfométrica
(SAMM), um programa de computador desenvolvido especificamente para tal
finalidade (FECHINE-JAMACARU, 2006). Para a quantificacdo do colageno e
angiogénese, o sistema foi previamente calibrado para reconhecer o espectro de
cores relativo as estruturas de interesse (fibras colagenas e vasos), de acordo com a
técnica histolégica empregada (tricrémico de Masson). Este procedimento habilitava
o software a identificar e segmentar automaticamente (separar as fibras de colageno
e de neovasos de interesse dos demais componentes do preparado) as estruturas
histologicas de interesse (Figuras 14 e 15). Todavia, uma segmentacao interativa era
também disponibilizada, possibilitando, assim, que fosse possivel definir novos
parametros de segmentacdo, caso 0 pesquisador julgasse como inadequado o
resultado do procedimento automatico. Concluida a segmentagdo, o software

realizava a quantificacdo de cada estrutura de interesse em toda a imagem. Para
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tanto, determinava a densidade de area, que era definida pelo quociente entre a
area ocupada pela estrutura de interesse e a area total do campo estudado, sendo

expressa em termos percentuais (Figuras 16 e 17).
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FIGURA 14 - Delimitacéo da densidade de colageno.
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FIGURA 17 — Quantificacdo da densidade de angiogénese.

A quantificacdo dos mastocitos com a técnica histolégica de azul de
toluidina envolveu o uso da ferramenta para contagem digital. Assim, identificaram-
se 0s pontos metacromaticos, onde clicou-se com o mouse correspondendo a cada
mastocito que eram entdo marcados automaticamente pelo software para evitar
contagem repetida. Ao final do processo, 0 sistema determinava o nimero total de
mastocitos existentes no campo estudado (Figuras 18 e 19).



FIGURA 18 — Visualiza¢do de mastocitos.

FIGURA 19— Quantificagdo de mastocitos.
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3.10 Andlise estatistica

As variaveis quantitativas, continuas e discretas, foram, inicialmente,
analisadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribuicdo. Considerando que a normalidade foi observada para todas as variaveis,
entdo, para a estatistica descritiva, calcularam-se a média e desvio padrdo, como
também, para a analise dos dados, empregaram-se testes paramétricos. A
homogeneidade da variancia ou homocedasticia, por sua vez, foi verificada pelo
teste de Bartlett. Comparacdes entre os grupos de tratamento foram realizadas
mediante 0 uso da analise de variancia (ANOVA) baseada em um fator (one-way
analysis of variance), associada ao teste de comparac6es multiplas de Tukey, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois (ARMITAGE, BERRY, 1994;
MOTULSKY, 1995).

Para as variaveis ordinais, a estatistica descritva envolveu a
determinacdo da mediana, intervalo interquartii e valores minimo e maximo,
representados graficamente como box and whiskers plot. Para comparar os diversos
grupos de tratamento, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
associado ao teste de comparagcbes mdultiplas de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois (ARMITAGE, BERRY, 1994; MOTULSKY, 1995).

Em todas as analises, estabeleceu-se em 0,05 (5%) a probabilidade a do
erro tipo | (nivel de significancia), considerando como estatisticamente significante
um valor P bicaudal menor 0,05.

O software GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows® (GraphPad
Software, San Diego, California, USA, 2007) foi utilizado tanto para a realizacdo dos

procedimentos estatisticos como para a elaborac&o dos graficos.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo macroscopica

A progresséao temporal do ponto de vista macroscopico, sob avaliagdo da
reparacao tecidual observou-se que, nos primeiros dias houve uma expansao da
area ulcerada do grupo Referéncia com presenca de fibrina, que também esta
presente nos grupos Amorfa e Cristalina-gel, nestes com leve retracdo (Figura 18).

Os grupos Controle, Amorfa-aquosa retrairam e a Cristalina-aguosa
apresentou um pouco mais de retragdo (Figura 20) bem como o grupo Triglicerideo
(Figura 21).

As feridas dos grupos Amorfa e Cristalina-aquosa permaneceram umidas
e com inicio de crosta e de tecido de granulacdo. O grupo Controle teve maior
retracao.

Do 32 ao 7° dia no grupo Referéncia observou-se ainda a presenca de
fibrina, o Controle iniciou formacdo de crosta e Amorfa e Cristalina-gel
permaneceram umidas e com tecido de granulagdo, com crosta no grupo Cristalina-
gel. O grupo Triglicerideo permaneceu umido e com tecido de granulacgéo.

No intervalo do 72 ao 12° dia a reparacé&o foi mais evidenciada nos grupos
Controle e Amorfa e Cristalina-aguosa, com presenca de tecido de granulacdo, com
menor tamanho nos grupos Amorfa e Cristalina-aquosa, enquanto 0 grupo
Referéncia continuou com presenca de fibrina, e area ainda aumentada em relagéo
aos demais.

Os grupos Amorfa e Cristalina-gel apresentaram presenca de fibrina. A
reparacao foi mais evidenciada nos grupos Controle e Triglicerideo com presenca de
crosta (Figura 22).

A evidéncia macroscopica de maior reparacéo soé foi observada do 7° ao
122 dia, quando ocorreu a queda da crosta dos grupos Controle, Amorfa-aquosa
(Figura 20) e também dos grupos Amorfa e Cristalina-gel (Figura 21), enquanto o
Referéncia continuou com presenca de fibrina e area maior que os demais.

No 12° dia embora ndo tenha sido constatada a reparacdo completa das
feridas em nenhum dos grupos, observou-se que as menores Ulceras estavam
presentes nos grupos Amorfa e Cristalina-aquosa (Figura 20) e no grupo Amorfa gel

(Figura 21) e também no grupo Triglicerideo (Figura 22).
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FIGURA 20 — Aspecto da Ulcera nos dias 0, 3, 7 e 12 de tratamento nos grupos Controle, Referéncia
e Amorfa aquosa e Cristalina aquosa. Magnificacdo de 6 vezes.

CRISTALINA-GEL

FIGURA 21 — Aspecto da Ulcera nos dias 0, 3, 7 e 12 de tratamento nos grupos Controle, Referéncia
e Amorfa gel e Cristalina gel. Magnificacdo de 6 vezes.
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Figura 22 — Aspecto da Ulcera nos dias 0, 3, 7 e 12 de tratamento nos grupos Controle, Referéncia e
Triglicerideos. Magnificacéo de 6 vezes.

No experimento Amorfa e Cristalina aquosa a evolugdo temporal do
processo de cicatrizagdo segundo a variavel grau de reparacdo (GR) é ilustrada na
Figura 23. No 3° dia constatou-se diferenca significante P<0,05: Cristalina-aquosa
(20,4 = 6,83%) maior que Controle (10,3 £ 6,97%) e Amorfa-aquosa (9,38 + 6,97%).
Contrariamente, no grupo Referéncia, houve um aumento da é&rea ulcerada,
denotado pelo valor negativo de GR (-11,31 * 9,22%) que foi significantemente
menor (P<0,001) que os observados nos grupos Controle, Amorfa e Cristalina-
aquosa.

No 72 dia, o aumento abrupto dos valores de GR nos quatro grupos
(Controle: 48,66 + 5,90%; Cristalina-aquosa: 49,18 £ 9,77%); Amorfa-aquosa (36,89
+ 13,79), com diferenca significante P<0,05; Referéncia: (30,18 = 16,20%) que
evidencia importante reducéo das Ulceras. Porém, os valores de GR referentes aos
grupos Referéncia (P<0,001) permaneceram ainda significante menores que o0s

relativos aos grupos Controle e Cristalina-aquosa.
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No 12° dia, no entanto, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significante entre os grupos. De fato, observou-se discreta diminuicdo da inclinagcéo
da curva de GR nos grupos Controle (77,95 + 10,71%), Amorfa-aquosa (82,24 +
6,23%) e Cristalina-aquosa (84,12 + 8,80%), indicando que, em relacéo ao dia 7, a
area da ulcera regrediu com menor intensidade.

Contrariamente no grupo Amorfa-aquosa (82,24 + 6,23%) observou-se
leve aumento da inclinagdo da curva de GR significando maior intensidade de
regressao da ulcera. Por outro lado, no grupo Referéncia, o processo de reparagao
das Ulceras evoluiu com a mesma intensidade (78,40 + 11,57%), como mostra o

comportamento linear de GR no periodo entre os dias 3 e 12.
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—+— Amorfa-aquosa
Cristalina-aquosa

Grau de reparacao (%)
w
o
[]

-30

J J J J J J J J J J J J J
01 2 3 45 6 7 8 9 1011 12
Tempo (dias)

FIGURA 23 — Evolucéo temporal do grau de reparacdo das feridas (GR) nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicbes efetuadas em 15 animais de cada grupo. A analise de varidncia foi usada para comparar os
diversos grupos num mesmo dia, associada ao teste de Tukey, para verificar diferencas entre os
grupos dois a dois. *** P < 0,001: Referéncia menor que Controle, Amorfa-aquosa e Cristalina-
aquosa; * P < 0,05: Cristalina-aquosa maior que Controle e Amorfa-aquosa; +++ P < 0,001:
Referéncia menor que Controle e Cristalina-aquosa; + P < 0,05: Amorfa-aquosa menor que Controle e
Cristalina-aquosa (teste de Tukey).

A cinética do processo de reparo das Ulceras pode ser melhor
compreendida pela analise da variavel taxa média de reparacdo (TRm), que
representa a velocidade média de fechamento da ulcera (Figura 24). No periodo
entre os dias 0 e 3, em decorréncia da expansao da area ulcerada, a TRm relativa
ao grupo Referéncia foi negativa (-14,7 + 12,59 mm?/dia) e significantemente menor
(P< 0,001) que a referente aos grupos Controle (13,72 + 9,58 mm?/dia), Amorfa-
aquosa (12,0+ 19,13 mm?dia) e Cristalina aquosa (27,06 + 9,49 mm?dia) que foi

significantemente maior (P<0,05) que os grupos Controle e Amorfa-aquosa.
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No intervalo entre os dias 3 e 7, a TRm do grupo Referéncia aumentou de
forma marcante (40,61 + 17,52 mm?/dia) alcancando valores maiores que o grupo
Controle (38,10 + 8,68 mm?dia). Por outro lado Amorfa-aquosa (26,67 + 9,26
mm?/dia) menor que Controle (38,10 + 8,68 mm?/dia), P<0,05. Enquanto Cristalina-
aquosa (28,46 + 6,87 mm?/dia) foi menor que Referéncia.

No periodo entre os dias 7 e 12, houve uma importante desaceleracédo do
reparo das Ulceras no grupo Controle (23,18 + 8,04 mm?%dia) que foi
significantemente menor que Referéncia (37,37 + 6,15 mm?%dia) e Amorfa-aquosa
(35,00 + 7,86 mm?/dia), P<0,001. No grupo Cristalina-aquosa (27,94 + 9,28 mm?/dia)
a TRm permaneceu praticamente constante, porém significantemente menor que
Referéncia, P<0,01. Contrariamente observou-se no grupo Amorfa-aquosa um

aumento da TRm denotando uma maior velocidade de fechamento da Ulcera.
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FIGURA 24 — Taxa média de reparacdo das feridas (TRm) mensurada nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa, referente aos intervalos entre os dias0e 3,3 e 7,7 ¢
12. Dados expressos como média e desvio padrao das medicdes efetuadas em 15 animais de cada
grupo. A andlise de variancia foi usada para comparar os diversos grupos num dado intervalo,
complementada pelo teste de Tukey, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. *** P <
0,001: Referéncia menor que Controle, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa; * P < 0,05: Cristalina-
aquosa maior que Controle e Amorfa-aquosa; ++ P < 0,01: Referéncia > Amorfa-aquosa; + P < 0,05:
Amorfa-aquosa < Controle; 8 P < 0,05: Cristalina-aquosa < Referéncia; ### P < 0,001: Controle
menor que Referéncia e Amorfa-aquosa; ## P < 0,01: Cristalina-aquosa < Referéncia (teste de
Tukey).

Analizando a TRm global referente ao periodo entre os dias 0 e 12 (Figura

25) verificaram-se valores semelhantes nos quatro grupos, ndo sendo constatdas
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diferencas estatisticamente significantes, embora com discreto aumento para
Cristalina-aquosa (27,89 + 3,54 mm?/dia) em relacéo aos grupos Controle (25,79 +
3,78 mm?/dia), Referéncia (25,42 + 4,76 mm?/dia).
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FIGURA 25 — Taxa média de reparacdo das feridas (TRm) mensurada nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa, referente ao intervalo entre os dias 0 e 12. Dados
expressos como média e desvio padrdo das medi¢des efetuadas em 15 animais de cada grupo. A
andlise de variancia foi usada para comparar os diversos grupos, complementada pelo teste de
Tukey, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (ANOVA: F = 1,2650; P = 0,2953).

A eficacia dos tratamentos foi calculada em funcéo do controle e tomou-se
como base a média de GR referente ao dia 12. No grupo Referéncia foi igual a
0,5775%, enquanto no grupo Amorfa-aquosa foi 5,4987% e no grupo Cristalina-
aquosa foi 7,9104%. Esses percentuais mostram que o efeito dos tratamentos
Amorfa e Cristalina-aquosa foi ligeiramente superior ao grupo Referéncia (Figura
26).
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FIGURA 26 — Eficacia do tratamento com solu¢do aquosa de 4gua d e coco amorfa (Amorfa-
aquosa) e cristalina (Cristalina-aquosa) calculada em fung&o do Controle no 12° dia.
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No experimento Amorfa e Cristalina-aquosa a evolugdo temporal do
processo de cicatrizagdo segundo a variavel grau de reparacao (GR) é mostrada na
Figura 27.

No 32 dia constatou-se uma pequena diminuicdo da area da Ulcera, em
relacdo aos valores iniciais nos grupos Controle (10,32 + 6,97%), Amorfa-gel (2,01 +
11,59%) e Cristalina-gel (6,65 £+ 9,30%). Ao contrario, no grupo Referéncia, houve
um aumento da &rea ulcerada, com valor negativo de GR (-11,31 + 9,22%) que foi
significatemente menor (P<0,001) que os observados nos grupos Controle e Testes
(Amorfa e Cristalina-gel) e P<0,01 em relagdo a Amorfa-gel.

No 72 dia houve aumento abrupto dos valores de GR nos quatro grupos
(Controle: 48,66 + 5,90%; Referéncia: 30,18 + 16,21%; Amorfa-gel: 43,67 + 11,93%
e Cristalina-gel: 42,78 = 10,25%) evidenciando uma importante reducéo das areas
das ulceras. Mas, o valor de GR referente ao grupo Referéncia ainda permaneseu
menor (P<0,001) em relacdo ao controle e P<0,05 em relacdo a Amorfa e Cristalina-
gel.

No 12° dia observou-se uma diminuicdo da inclinacdo da curva de GR nos
grupos Amorfa-gel (85,09 + 8,64%) e Cristalina-gel (84,20 + 5,94%), seguidos dos
grupos Controle (77,95 + 10,71%) e Referéncia (78,40 £ 11,57%), mostrando que as
areas das Ulceras regrediram com maior intensidade, mas ndo constatou-se

diferencas estatisticamente significantes.
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FIGURA 27 — Evolucéo temporal do grau de reparacdo das feridas (GR) nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel. Dados expressos como média e desvio padrao das medi¢es
efetuadas em 15 animais de cada grupo. A andlise de variancia foi usada para comparar os diversos
grupos num mesmo dia, associada ao teste de Tukey, para verificar diferencas entre os grupos dois a
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dois. *** P < 0,001: Referéncia menor que Controle e Cristalina-gel; ** P < 0,01: Referéncia < Amorfa-
gel; +++ P < 0,001: Referéncia < Controle; + P < 0,05: Referéncia menor que Amorfa-gel e Cristalina-
gel (teste de Tukey).

A cinética do processo de reparo das Ulceras que pode ser melhor
compreendida pela analise da variavel da taxa média de reparacdo (TRm) que
representa a velocidade média de fechamento da Ulcera (Figura 28).

No periodo entre os dias 0 e 3 devido a expansao da area ulcerada, a
TRm relativa ao grupo Referéncia foi negativa (-14,77 + 12,59 mm?dia) e
significantemente menor (P<0,001) que a referente aos grupos Controle (13,72 £
9,57 mm?/dia) e Cristalina-gel; Amorfa-gel (2,02 + 13,69 mm?dia) e Cristalina-gel
(8,94 + 12,52 mm?/dia) forma menor que Controle (13,72 + 9,57 mm?/dia).

No intervalo dos dias 3 e 7, porém, a TRm do grupo Referéncia aumentou
de forma marcante (40,61 + 17,52 mm?/dia), superando os valores observados nos
grupos Amorfa-gel (39,04 + 15,52 mm?dia); Controle (38,10 + 8,68 mm?%dia) e
Cristalina-gel (34,54 + 9,55 mm?dia), mas ndo foram verificadas diferencas
estatisticamente significantes. Esse foi o intervalo em que os quatro grupos atingiram
os valores maximos de TRm, caracterizando a fase de maior intensidade do
processo de reparo.

Entre os dias 7 e 12 houve uma desaceleracdo do grupo Controle (23,18
+ 8,04 mm?/dia) no reparo das Ulceras, enquanto os grupos Amorfa-gel (31,09 + 8,95
mm?/dia), sendo (P<0,05) maior que Controle; Cristalina-gel (31,89 + 5,22 mm?/dia)
sendo (P<0,01) maior que Controle e o grupo Referéncia (37,37 + 6,15 mm?/dia)
sendo (P<0,001) maior que Controle. Nesse intervalo de dias houve diferenca

estatisticamente significante em relacdo ao grupo Controle.
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FIGURA 28 — Taxa média de reparacdo das feridas (TRm) mensurada nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel, referente aos intervalos entre os dias 0 e 3,3 e 7, 7 e 12.
Dados expressos como média e desvio padrdo das medicdes efetuadas em 15 animais de cada
grupo. A andlise de variancia foi usada para comparar os diversos grupos num dado intervalo,
complementada pelo teste de Tukey, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. *** P <
0,001: Referéncia menor que Controle e Cristalina-gel; ** P < 0,01: Referéncia < Amorfa-gel; +++ P <
0,001: Referéncia > Controle; ++ P < 0,01: Cristalina-gel > Controle; + P < 0,05: Amorfa-gel >
Controle (teste de Tukey).

A TRm por intervalos revelou diferencas importantes entre os grupos, mas
a TRm global, ou seja, aquela referente ao periodo entre os dias 0 e 12 (Figura 29)
foi semelhante nos quatro grupos: Controle (25,79 + 3,78 mm?“dia), Referéncia
(25,42 + 4,76 mm?/dia), Amorfa-gel (26,47 + 3,61 mm?/dia) e Cristalina-gel (27,04 +

2,93 mm?/dia), portanto ndo constatou diferencas estatisticamente significantes.
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FIGURA 29 — Taxa média de reparacdo das feridas (TRm) mensurada nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel, referente ao intervalo entre os dias 0 e 12. Dados expressos
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como média e desvio padrdo das medicbes efetuadas em 15 animais de cada grupo. A andlise de
variancia foi usada para comparar os diversos grupos, complementada pelo teste de Tukey, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (ANOVA: F = 0,5309; P = 0,6629).

A eficécia dos tratamentos, calculada em funcdo do Controle, tomando-se
como base a média de GR referente ao 12° dia (Figura 30). No grupo Referéncia foi
igual a 0,5775%, enquanto no grupo Amorfa-gel foi 9,1539% e no grupo Cristalina-
gel foi 8,0184%. Esses percentuais no efeito dos tratamentos denotam ligeira

superioridade dos tratamentos testes (Amorfa e Cristalina-gel).
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FIGURA 30 - Eficacia do tratamento com gel de agua de coco amorfa (Amorfa-gel) e cristalina
(Cristalina-gel) calculada em fungdo do Controle no 12° dia.

No experimento Triglicerideo a evolugdo temporal do processo de
cicatrizacdo segundo a variavel grau de reparacao (GR) ilustrada na Figura 31.

No 32 dia, constatou-se uma pequena diminuicdo da area da Ulcera, em
relacdo aos valores iniciais, nos grupos Controle (10,2 + 6,97%) e Triglicerideo (8,45
t+ 6,20%). Contrariamente, no grupo Referéncia, houve um aumento da é&rea
ulcerada, denotado pelo valor negativo de GR (-11,31 = 9,22%), que foi
significantemente menor (P < 0,001) que os observados nos grupos Controle e
Triglicerideo.

No 7° dia, o aumento abrupto dos valores de GR nos trés grupos
(Controle: 48,66 + 5,90%; Referéncia: 30,18 + 16,21%; Triglicerideo: 53,06 *+ 7,81%)
evidencia uma importante reducdo da area das Ulceras. Todavia, o valor de GR
referente ao grupo Referéncia permaneceu ainda significantemente menor (P <

0,001) que os relativos aos grupos Controle e Triglicerideo.
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No 12° dia, no entanto, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significante entre os grupos. De fato, observou-se uma diminui¢do da inclinacédo da
curva de GR nos grupos Controle (77,95 + 10,71%) e Triglicerideo (83,49 + 3,50%),
indicando que, em relacdo ao dia 7, a area da Uulcera regrediu com menor
intensidade. Por outro lado, no grupo Referéncia, o processo de reparagdao das
Ulceras evoluiu com a mesma intensidade (78,40 + 11,57%), conforme mostra o

comportamento linear de GR no periodo entre os dias 3 e 12.
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FIGURA 31 — Evolucédo temporal do grau de reparacao das feridas (GR) nos grupos Controle,
Referéncia e Triglicerideo. Dados expressos como média e desvio padrdo das medicdes efetuadas
em 15 animais de cada grupo. A andlise de variancia foi usada para comparar os diversos grupos
num mesmo dia, associada ao teste de Tukey, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois.
*** P < (0,001: Referéncia menor que Controle e Triglicerideo (teste de Tukey).

A cinética do processo de reparacdo das Uulceras pode ser melhor
compreendida pela analise da variavel taxa média de reparacdo (TRm), que
representa a velocidade média de fechamento da Ulcera (Figura 32).

No periodo entre os dias 0 e 3, em decorréncia da expansdo da area
ulcerada, a TRm relativa ao grupo Referéncia foi negativa (-14,77 + 12,59 mm?/dia) e
significantemente menor (P < 0,001) que a referente aos grupos Controle (13,72 +
9,57 mm?/dia) e Triglicerideo (11,33 + 8,29 mm?/dia).

No intervalo entre os dias 3 e 7, todavia, a TRm do grupo Referéncia
aumentou de forma marcante (40,61 + 17,52 mm?/dia), alcancando valores similares
aos observados nos grupos Controle (38,10 + 8,68 mm?/dia) e Triglicerideo (43,86 +

6,89 mm?/dia), de modo que ndo foram verificadas diferencas estatisticamente
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significantes. Nesse intervalo, nos trés grupos, a TRm atingiu os seus valores
maximos, caracterizando a fase de maior intensidade do processo de reparagao.

No periodo entre os dias 7 e 12, por outro lado, verificou-se uma
desaceleracéo da reparacéo das Ulceras nos grupos Controle (23,18 + 8,04 mm?/dia)
e Triglicerideo (23,83 + 4,38 mm?/dia), denotada pela diminuicdo nos valores da
TRm. Contrariamente, no grupo Referéncia, a TRm manteve-se praticamente
constante (37,37 + 6,15 mm?/dia), de modo que foi significantemente maior que a

dos demais grupos (P < 0,001).
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FIGURA 32 — Taxa média de reparacdo das feridas (TRm) mensurada nos grupos Controle,
Referéncia e Triglicerideo, referente aos intervalos entre os dias 0 e 3, 3 e 7, 7 e 12. Dados expressos
como média e desvio padrdo das medicbes efetuadas em 15 animais de cada grupo. A andlise de
variancia foi usada para comparar os diversos grupos num dado intervalo, complementada pelo teste
de Tukey, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. *** P < 0,001: Referéncia menor que
Controle e Triglicerideo; +++ P < 0,001: Referéncia maior que Controle e Triglicerideo (teste de
Tukey).

Embora a TRm por intervalos tenha revelado diferengas entre 0os grupos,
a TRm global, ou seja, aquela referente ao periodo entre os dias 0 e 12 (Figura 33),
foi semelhante nos trés grupos: Controle (25,79 + 3,78 mm?/dia), Referéncia (25,42 +
4,76 mm?/dia), Triglicerideo (27,38 + 1,95 mm?dia). Dessa forma, ndo foram

constatadas diferencas estatisticamente significantes (Figura 33).
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FIGURA 33 — Taxa média de reparacdo das feridas (TRm) mensurada nos grupos Controle,
Referéncia e Triglicerideo, referente ao intervalo entre os dias 0 e 12. Dados expressos como média e
desvio padrdo das medicdes efetuadas em 15 animais de cada grupo. A analise de variancia foi
usada para comparar os diversos grupos, complementada pelo teste de Tukey, para verificar
diferencas entre os grupos dois a dois. Ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (ANOVA: F =1,1980; P = 0,3119).

A eficicia dos tratamentos foi calculada em funcdo do controle, tomando-
se como base a média de GR referente ao dia 12 (Figura 34). No grupo Referéncia
foi igual a 0,5775%, enquanto no grupo Triglicerideo foi 7,0977%. Tais percentuais
denotam que o efeito dos tratamentos foi semelhante ao do controle, embora com

uma ligeira superioridade do tratamento em teste.
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FIGURA 34 — Eficacia do tratamento com a associacdo de triglice  rideo de cadeia média, acido
linoléico, lecitina de soja e vitaminas A e E calculada em fung&o do Controle no 12° dia.

4.2 Avaliacdo microscopica

Os cortes histolégicos para contagem de mastoécitos deste estudo foram
corados pelo azul de toluidina e quantificados em software especifico. Os resultados

estatisticamente nao significantes (Figuras 35, 36 e 37) mostraram que 0S
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tratamentos com agua de coco Amorfa e Cristalina-aquosa, Amorfa e Cristalina-gel e
Triglicerideo, aqui realizados, ndo induziram hipersensibilidade nos trés

experimentos.
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FIGURA 35 — Numero de mastocitos mensurado nos grupos Controle, Referéncia, Amorfa-aquosa e
Cristalina-aquosa no 12° dia do experimento. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicdes efetuadas em 12 preparados histologicos de cada grupo. Comparacfes entre os diversos
grupos foram realizadas mediante o uso da analise de variancia, associada ao teste de Tukey, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (ANOVA: F = 1,1560; P = 0,3372).
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FIGURA 36 — Numero de mastécitos mensurado nos grupos Controle, Referéncia, Amorfa-gel e
Cristalina-gel no 12° dia do experimento. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicdes efetuadas em 12 preparados histolégicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos
grupos foram realizadas mediante o uso da analise de variancia, associada ao teste de Tukey, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (ANOVA: F = 0,5417; P = 0,6563).
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FIGURA 37 — Numero de mastécitos mensurado nos grupos Controle, Referéncia e Triglicerideo no
12° dia do experimento. Dados expressos como média e desvio padrdo das medicdes efetuadas em
12 preparados histoldgicos dos grupos Controle e Referéncia e 8 preparados histolégicos do grupo
Triglicerideo. Comparag8es entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso da andlise de
variancia, associada ao teste de Tukey, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nado
foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (ANOVA: F = 0,3034; P = 0,7406).

Na quantificacdo de colageno deste estudo, o experimento com &gua de
coco Amorfa e Cristalina-aquosa apresentou diferenca estatisticamente significante
para Amorfa-aquosa (Figura 38) em relacdo ao Controle (P<0,001).

No experimento com agua de coco Amorfa e Cristalina-gel houve
diferenca estatisticamente significante para os dois tratamentos (Figura 39) em
relacdo ao Controle (P<0,05).

No experimento com Triglicerideo houve diferenca estatisticamente

significante (Figura 40) em relacdo ao Controle (P<0,01).
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FIGURA 38 — Quantificagdo de colageno nos grupos Controle, Referéncia, Amorfa-aquosa e
Cristalina-aquosa, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como média e desvio
padrdo das medicdes efetuadas em 12 preparados histolégicos de cada grupo. Comparagfes entre
os diversos grupos foram realizadas mediante o uso da andlise de variancia, associada ao teste de
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Tukey, para verificar diferengas entre os grupos dois a dois. ** P < 0,01: Amorfa-aquosa > Controle
(teste de Tukey).
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FIGURA 39 — Quantificacdo de coldgeno nos grupos Controle, Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-
gel, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicdes efetuadas em 12 preparados histologicos de cada grupo. Comparacfes entre os diversos
grupos foram realizadas mediante o uso da analise de variancia, associada ao teste de Tukey, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. * P < 0,05: Controle menor que Amorfa-gel e
Cristalina-gel (teste de Tukey).
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FIGURA 40 — Quantificagcao de colageno nos grupos Controle, Referéncia e Triglicerideo, realizada
no 12° dia do experimento. Dados expressos como média e desvio padrdo das medi¢bes efetuadas
em 12 preparados histoldgicos dos grupos Controle e Referéncia e 8 preparados histolégicos do
grupo Triglicerideo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso da
andlise de variancia, associada ao teste de Tukey, para verificar diferengas entre os grupos dois a
dois. ** P < 0,01: Triglicerideo > Controle (teste de Tukey).

A mensuracdo da densidade vascular realizada com os cortes
histolégicos corados pelo tricromico de Masson e quantificados por software
especifico, para os trés experimentos, no 12° dia de tratamento (Figuras 41, 42 e
43), mostrou diferenca estatisticamente significante somente no grupo tratado com

Triglicerideo (Figura 40) com P<0,01.
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FIGURA 41 — Densidade vascular mensurada nos grupos Controle, Referéncia, Amorfa-aquosa e
Cristalina-aquosa no 12° dia do experimento. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicbes efetuadas em 12 preparados histolégicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos
grupos foram realizadas mediante o uso da andlise de variancia, associada ao teste de Tukey, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (ANOVA: F = 0,4768; P = 0,7001).
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FIGURA 42 — Densidade vascular mensurada nos grupos Controle, Referéncia, Amorfa-gel e
Cristalina-gel no 12° dia do experimento. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicbes efetuadas em 12 preparados histolégicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos
grupos foram realizadas mediante o uso da andlise de variancia, associada ao teste de Tukey, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (ANOVA: F = 2,2820; P = 0,0923).
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FIGURA 43 — Densidade vascular mensurada nos grupos Controle, Referéncia e Triglicerideo no
12° dia do experimento. Dados expressos como média e desvio padrdo das medicdes efetuadas em
12 preparados histoldgicos dos grupos Controle e Referéncia e 8 preparados histolégicos do grupo
Triglicerideo. Comparag8es entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso da andlise de
variancia, associada ao teste de Tukey, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. ** P <
0,01: Triglicerideo maior que Controle e Referéncia (teste de Tukey).

A avaliacdo no 12° dia de tratamento realizada para contagem de células,
com quantificacdo histolégica de grau de cicatrizacdo, (Figuras 44, 45, 46)
neutréfilos, crosta, inflamacdo aguda e cronica, re  generacao epitelial,
fibroblastos, tecido de granulacédo, colageno, eosin ofilos e neovascularizacao

foi realizada através de escores do quadro de Myers (1961).
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FIGURA 44 — Avaliacdo do grau de cicatrizagcdo  nos grupos Controle, Referéncia, Amorfa-aquosa e
Cristalina-aquosa no 12° dia do experimento, de acordo com o método histoldgico de Myers. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medicdes efetuadas
em 6 preparados histolégicos dos grupos Controle e Referéncia e 5 preparados histolégicos dos
grupos Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas
mediante 0 uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (P = 0,2913).
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FIGURA 45 — Avaliacdo do grau de cicatrizacdo  nos grupos Controle, Referéncia, Amorfa-gel e
Cristalina-gel no 12° dia do experimento, de acordo com o método histoldgico de Myers. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cbes efetuadas
em 6 preparados histolégicos de cada grupo. ComparacBes entre os diversos grupos foram
realizadas mediante o uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn,
para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (P = 0,7613).
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FIGURA 46 — Avaliacdo do grau de cicatrizagdo nos grupos Controle, Referéncia e Triglicerideo no
12° dia do experimento, de acordo com o método histoldgico de Myers. Dados expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢6es efetuadas em 6 preparados
histologicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. Ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (P =
0,0958).

Neste estudo, realizado com os tratamentos com agua de coco Amorfa e
Cristalina-aquosa, Amorfa e Cristalina-gel e Triglicerideo, ndo houve indicacao
estatisticamente significante da presenca de neutréfilos no 12° dia. Este dado pode
ser observado macroscopicamente e pela quantificacdo ao microscopio, com a
coloragao H.E. utilizando-se o quadro de Myers (1961) mostrados nas Figuras 44, 45

e 46.
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Este achado indicou que ao 12° dia, ndo houve diferenca significante, de
neutréfilos nos preparados histoldgicos dos tratamentos entre os grupos estudados
(Figuras 47, 48, 49).
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FIGURA 47 — Quantificagdo de neutréfilos , conforme critérios histologicos, nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa, realizada no 12° dia do experimento. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cbes efetuadas
em 6 preparados histologicos dos grupos Controle e Referéncia e 5 preparados histoldgicos dos
grupos Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas
mediante 0 uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,3728).
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FIGURA 48 — Quantificagdo de neutréfilos , conforme critérios histologicos, nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e méaximo das medicdes efetuadas em 6 preparados
histolégicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. Ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (teste de
Kruskal-Wallis: P = 0,0804).
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FIGURA 49 — Quantificagdo de neutréfilos , conforme critérios histologicos, nos grupos Controle,
Referéncia e Triglicerideo, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como mediana,
intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cdes efetuadas em 6 preparados
histologicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. N&do foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (teste de
Kruskal-Wallis: P = 0,4376).

A observacéo da formacao de crosta em uma ferida cutanea, favorece o
processo de reparo. Neste estudo, embora em alguns intervalos de dias tenha
havido uma discreta presenca das mesmas nos trés experimentos, ndao houve
diferenca estatisticamente significante (Figuras 50, 51 e 52).
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FIGURA 50 - Avaliacdo da formacdo da crosta , conforme critérios histolégicos, nos grupos
Controle, Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa, realizada no 12° dia do experimento.
Dados expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medicdes
efetuadas em 6 preparados histolégicos dos grupos Controle e Referéncia e 5 preparados
histolégicos dos grupos Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa. Comparacfes entre os diversos grupos
foram realizadas mediante 0 uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de
Dunn, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,1140).
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FIGURA 51 — Avaliacdo da formacdo da crosta , conforme critérios histolégicos, nos grupos
Controle, Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel, realizada no 12° dia do experimento. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cbes efetuadas
em 6 preparados histolégicos de cada grupo. ComparacBes entre os diversos grupos foram
realizadas mediante o uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn,
para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,4115).
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FIGURA 52 - Avaliacdo da formacdo da crosta , conforme critérios histolégicos, nos grupos
Controle, Referéncia e Triglicerideo, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e méaximo das medicdes efetuadas em 6 preparados
histolégicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. Ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (teste de
Kruskal-Wallis: P = 0,3957).

Neste estudo observou-se em alguns intervalos de tempo nos trés
tratamentos, a presenca de fibrina e de sinais flogisticos de inflamacéo aguda  do
ponto de vista macroscopico. Quanto a observacdo ao microscopio visualizou-se
hemorragia , neutrofilos , macrofagos , basofilos, mas ndo houve dados

estatisticamente significantes (Figuras 53, 54 e 55).
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FIGURA 53 — Avaliacdo da inflamagdo aguda , conforme critérios histologicos, nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa, realizada no 12° dia do experimento. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cGes efetuadas
em 6 preparados histologicos dos grupos Controle e Referéncia e 5 preparados histoldégicos dos
grupos Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas
mediante 0 uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,5186).
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FIGURA 54 — Avaliacdo da inflamagdo aguda , conforme critérios histologicos, nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e méaximo das medicdes efetuadas em 6 preparados
histolégicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. Ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (teste de
Kruskal-Wallis: P = 0,9306).
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FIGURA 55 — Avaliacdo da inflamagdo aguda , conforme critérios histologicos, nos grupos Controle,
Referéncia e Triglicerideo, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como mediana,
intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cdes efetuadas em 6 preparados
histologicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. N&o foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (teste de
Kruskal-Wallis: P = 0,2689).

Quanto a inflamacdo crbnica , caracterizada ja pela presenca de
linfécitos, plasmadcitos, macrofagos, a quantificacdo ao microscopio dos trés
tratamentos aqui realizados, ndo demonstrou diferencas estatisticamente

significantes (Figuras 56, 57 e 58).

A=
Bl Controle
g 5 Bl Referéncia
& -
5 B Amorfa-aguosa
S o [ Cristalina-aquosa
8 8 21
Qo
T @
5~ ]
¢ Il E=
£
0

FIGURA 56 — Avaliagcdo da inflamacdo cronica , conforme critérios histolégicos, nos grupos
Controle, Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa, realizada no 12° dia do experimento.
Dados expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cGes
efetuadas em 6 preparados histolégicos dos grupos Controle e Referéncia e 5 preparados
histologicos dos grupos Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa. Comparagfes entre os diversos grupos
foram realizadas mediante o uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de
Dunn, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nado foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,7892).



107

-
Bl Controle
g 5 Bl Referéncia
&) -
5 Bl Amorfa-gel
S & [ Cristalina-gel
Q5 2d —
zgg 2
T @
E ~
¢ Il =
£
0

FIGURA 57 — Avaliagcdo da inflamagdo cronica , conforme critérios histolégicos, nos grupos
Controle, Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel, realizada no 12° dia do experimento. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cGes efetuadas
em 6 preparados histolégicos de cada grupo. ComparacBes entre os diversos grupos foram
realizadas mediante o uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn,
para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,9306).
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FIGURA 58 - Avaliacdo da inflamacao crénica , conforme critérios histol6gicos, nos grupos
Controle, Referéncia e Triglicerideo, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e méaximo das medicdes efetuadas em 6 preparados
histolégicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. Ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (teste de
Kruskal-Wallis: P = 0,2689).

A avaliacdo da regeneracdo epitelial , de acordo com critérios
histolégicos do quadro de Myers (1961), contados ao microscopio com coloracdo em
H.E., (Figuras 59, 60 e 61) ndo evidenciou diferenca estatisticamente significante

entre 0os grupos em nenhum dos trés experimentos.
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FIGURA 59 — Avaliacdo da regeneracdo epitelial , conforme critérios histologicos, nos grupos
Controle, Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa, realizada no 12° dia do experimento.
Dados expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cGes
efetuadas em 6 preparados histolégicos dos grupos Controle e Referéncia e 5 preparados
histologicos dos grupos Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa. Comparagfes entre os diversos grupos
foram realizadas mediante o uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de
Dunn, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,9337).
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FIGURA 60 — Avaliacdo da regeneracao epitelial , conforme critérios histologicos, nos grupos
Controle, Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel, realizada no 12° dia do experimento. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medicdes efetuadas
em 6 preparados histolégicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram
realizadas mediante o uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn,
para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,2953).
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FIGURA 61 — Avaliacdo da regeneracdo epitelial , conforme critérios histologicos, nos grupos
Controle, Referéncia e Triglicerideo, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢6es efetuadas em 6 preparados
histologicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. Embora o teste de Kruskal-Wallis tenha evidenciado diferenca
estatisticamente significante entre as medianas dos trés grupos (P = 0,0238), o teste de Dunn néo
revelou diferencas entre os grupos dois a dois (P > 0,05).

A contagem de fibroblastos neste estudo foi realizada ao microscoépio,
pela coloragdo H.E. e a quantificacdo pelo quadro de Myers (1961), nao
evidenciando dados estatisticamente significantes, nos grupos tratados com agua de
coco Amorfa e Cristalina-aquosa, Amorfa e Cristalina-gel e Triglicerideo aqui
testadas (Figuras 62, 63 e 64).
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FIGURA 62 — Quantificacdo de fibroblastos , conforme critérios histoldgicos, nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa, realizada no 12° dia do experimento. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medicdes efetuadas
em 6 preparados histologicos dos grupos Controle e Referéncia e 5 preparados histoldgicos dos
grupos Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas
mediante 0 uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,1328).
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FIGURA 63 — Quantificacdo de fibroblastos , conforme critérios histoldgicos, nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢6es efetuadas em 6 preparados
histolégicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. N&do foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (teste de
Kruskal-Wallis: P = 0,0746).
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FIGURA 64 — Quantificacdo de fibroblastos , conforme critérios histoldgicos, nos grupos Controle,
Referéncia e Triglicerideo, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como mediana,
intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cdes efetuadas em 6 preparados
histologicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. N&do foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (teste de
Kruskal-Wallis: P = 0,1603).

Quanto a avaliacdo de tecido de granulacdo (Figuras 65, 66 e 67) por
escores histolégicos no 12° dia, houve diferenca estatisticamente significante no
grupo tratado com agua de coco Cristalina-aquosa (Figura 65) sendo P<0,05 em
relacdo ao grupo Referéncia e também no grupo Triglicerideo (Figura 67) com

P<0,05 em relag&o ao grupo Referéncia.
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FIGURA 65 — Avaliacdo do tecido de granulacdo , conforme critérios histolégicos, nos grupos
Controle, Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa, realizada no 12° dia do experimento.
Dados expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medicdes
efetuadas em 6 preparados histolégicos dos grupos Controle e Referéncia e 5 preparados
histolégicos dos grupos Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa. Comparacfes entre os diversos grupos
foram realizadas mediante o uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de
Dunn, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. * P < 0,05: Cristalina-aquosa > Referéncia
(teste de Dunn).
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FIGURA 66 — Avaliacdo do tecido de granulacdo , conforme critérios histolégicos, nos grupos
Controle, Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel, realizada no 12° dia do experimento. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cbes efetuadas
em 6 preparados histolégicos de cada grupo. ComparacBes entre os diversos grupos foram
realizadas mediante o uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn,
para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. N&o foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,2709).
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FIGURA 67 — Avaliacdo do tecido de granulacdo , conforme critérios histolégicos, nos grupos
Controle, Referéncia e Triglicerideo, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢6es efetuadas em 6 preparados
histologicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. * P < 0,05: Triglicerideo > Referéncia (teste de Dunn).

A contagem de eosindfilos foi realizada ao microscoépio, pela coloracao
H.E. e a quantificagdo pelo quadro de Myers (1961). Nao houve resultado
estatisticamente significante nos trés tratamentos Testes, agua de coco Amorfa e
Cristalina-aquosa, Amorfa e Cristalina-gel e Triglicerideo aqui utilizados (Figuras 68,
69 e 70).
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FIGURA 68 — Quantificacdo de eosindfilos , conforme critérios histolégicos, nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa, realizada no 12° dia do experimento. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cbes efetuadas
em 6 preparados histologicos dos grupos Controle e Referéncia e 5 preparados histoldgicos dos
grupos Amorfa-aquosa e Cristalina-aquosa. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas
mediante 0 uso do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para
verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes (teste de Kruskal-Wallis: P = 0,0627).
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FIGURA 69 — Quantificacdo de eosinofilos , conforme critérios histoldgicos, nos grupos Controle,
Referéncia, Amorfa-gel e Cristalina-gel, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como
mediana, intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢6es efetuadas em 6 preparados
histologicos de cada grupo. Comparagdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. N&do foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (teste de
Kruskal-Wallis: P = 0,8074).
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FIGURA 70 — Quantificacdo de eosinofilos , conforme critérios histoldgicos, nos grupos Controle,
Referéncia e Triglicerideo, realizada no 12° dia do experimento. Dados expressos como mediana,
intervalo interquartil e valores minimo e maximo das medi¢cdes efetuadas em 6 preparados
histologicos de cada grupo. Comparacdes entre os diversos grupos foram realizadas mediante o uso
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, associado ao teste de Dunn, para verificar diferencas
entre os grupos dois a dois. N&o foram constatadas diferencas estatisticamente significantes (teste de
Kruskal-Wallis: P = 0,2425).
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5 DISCUSSAO

A revisdo de literatura médica nas bases de dados da Medline e Lilacs,
nao identificou trabalho clinico ou experimental, que tenha avaliado a acéo
farmacoldgica da agua de coco liofilizada, no processo de cicatrizacdo de ferida
aberta no dorso de ratos.

Quanto ao Dersani® (utilizado em instituicbes publicas e privadas, tanto
em adultos como em criancas como dermoprotetor), ndo se identificou estudo
experimental com esta finalidade. Sendo assim tornou-se justificavel a realizacao
deste experimento, que aqui denominou-se Triglicerideo por serem estes
predominantes em sua composigao.

O animal escolhido foi o rato da linhagem Wistar, por possuir cicatrizacao
conhecidamente mais rapida em relacdo aos humanos, serem animais amplamente
utilizados em estudos experimentais (AUERSVALD, 2001), serem de facil manuseio
e acomodacao, apresentarem resisténcia a manipulacéo, agressdes cirargicas e a
processos infecciosos (MODULIN et al., 1985; MARTINS et al., 2006). Foram todos
machos e adultos jovens, com o proposito de evitar a interferéncia de variacbes
hormonais do ciclo estral das fémeas, que pudessem interferir no mecanismo de
cicatrizacdo (MARTINS et al., 2006).

A pele do rato apresenta diferenca importante em relacdo & humana que
€ a auséncia de um limite definido entre a derme papilar e a derme reticular
(SANTOS et al., 2006). Mc Farlane et al. (1965), referem que, embora os achados
histol6gicos sejam diferentes da pele humana (a derme do rato é mais espessa e
nao apresenta tecido gorduroso subcutaneo nem tela muscular subcutanea), os
vasos sanguineos responsaveis pela irrigacao cutanea sao subdérmicos em ambos
e apresentam as mesmas alteracdes de perfusdo de macro e microvascularizacao.

O modelo de ferida aberta na forma de quadrado 2cmx2cm, com
cicatrizagdo por segunda intencdo tornou-se viavel, pois segundo Cohen e Mast,
(1990), estas feridas podem ser avaliadas quando se quer saber a influéncia de
substancias de acédo topica, quanto a quantificacdo do processo do tecido cicatricial,
em relacdo a células inflamatorias, grau de reparacdo, tecido de granulacdo e
estudo de colageno.

Neste estudo, o processo de reparacdo tecidual de feridas cutaneas
experimentalmente induzidas em ratos foi avaliado in vivo do ponto de vista da

cinética de regressao da area ulcerada ao longo do tempo. Sendo assim, foram
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analisadas varidveis que mediram o grau de reparacdo, que denota a contracao
temporal da ferida em relacdo a area inicial, e a taxa média de reparacao, ou seja,
quantos mm? a regido ulcerada regrediu a cada dia.

Para determinar estes parametros foi necessario calcular a area das
feridas usando técnica planimétrica. A planimetria convencional consiste em
desenhar o contorno do objeto de interesse em papel milimetrado e,
subseqiientemente, contar o nimero de mm? dentro da regido demarcada
(MARQUES et al., 2004). Desta forma, optou-se pela planimetria digital, visto se
tratar de um método objetivo, rapido e acurado, cujo uso tem se tornado corriqueiro
(MANDARIN-de-LACERDA, 2003; MORI et al., 2004; MARTINS et al.,, 2006;
TEIXEIRA et al., 2007). Além disso, as imagens digitais constituem uma
documentacéo definitiva da reparacéo tecidual, de modo que podem ser utilizadas
em revisdes posteriores ou em estudos adicionais.

Um programa de computador foi desenvolvido especificamente para
realizar a planimetria em estruturas anatdémicas. O proposito foi implementar um
software de facil manuseio que constituisse uma alternativa aos complexos sistemas
analisadores de imagens de uso geral. A determinagéo prévia do fator de escala
facilitou bastante a operacdo do software, uma vez que dispensou a solicitacdo de
uma medida real da regido ulcerada, como, por exemplo, a delimitacdo de um
segmento numa régua fotografada ao lado da ferida ou de um dos eixos da Ulcera,
cujo comprimento tivesse sido preliminarmente mensurado no préprio animal *°.

O monitoramento do processo de cicatrizacdo in vivo requer medicdes
sucessivas numa mesma unidade experimental. Dessa forma, padronizou-se o
procedimento de aquisicdo das imagens digitais (Figura 11), de maneira a permitir
que, em diferentes momentos, a captura das imagens das feridas fosse realizada
dentro do mesmo enquadramento. Esta estratégia possibilitou a detecgcdo, pelo
software de quantificacdo, de variacbes temporais na area da uUlcera, ainda que
minimas.

O conjunto formado pelo procedimento de aquisicdo das imagens e pelo
software de quantificacdo constituiu um método planimétrico acurado, que propiciou
0 monitoramento espacial e temporal da reparacéo tecidual in vivo. Esta abordagem
deve ser estimulada, pois dispensou o sacrificio dos animais, requerendo, por
conseguinte, um namero menor de unidades experimentais para a realizacado dos

ensaios.
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Na literatura foram encontrados estudos realizados experimentalmente,
para andalise dos periodos de cicatrizagdo de feridas em que utilizaram desenhos
que variaram de 3 a 30 dias.

De acordo com essa variedade de periodos, considerou-se que nao existe
um protocolo oficial de tratamento para cicatrizagéo de feridas.

Desta forma, resolveu-se adotar neste estudo os dias zero, 3, 7 e 12 para
analise dos parametros macroscoépicos de grau de contracdo e de epitelizacdo e o
dia 12 para o0s microscopicos, considerando-se a experiéncia empirica de
profissionais de salde, com o uso do Dersani® em pacientes com feridas limpas.
Enquanto o experimento com a agua de coco liofilizada ainda n&o teve utilizagéo
com este fim.

Para a avaliacdo histolégica nos dias 3 e 7 teriamos a necessidade da
utilizacdo de um ndamero maior de animais (para eutandsia), tendo em vista a
representatividade estatistica para cada grupo de tratamento, além da exigéncia do
mesmo momento de experimentacdo no LABCEX, para avaliacdo e comparagao
histoldgica.

Os cortes histologicos foram submetidos a coloragéo por hematoxilina e
eosina, para analise de pardmetros histologicos ao microscépio NIKON Alphaphot —
2 YS 2. Lente ocular 10x, lente objetiva 10x e 40x para contagem de células, sendo
os dados histolégicos transformados em escores e quantificados de acordo com o
quadro de Myers (1961), detalhado nesta discusséao.

Os cortes histologicos corados pelo azul de toluidina e pelo tricrdmico de
Masson foram quantificados para colageno e angiogénese através do software
especifico (FECHINE-JAMACARU, 2006).

A avaliacdo macroscopica deste estudo foi realizada utilizando-se um
software especifico, para mensuracao do reparo tecidual da lesédo das feridas.

Este processo experimentalmente induzido em ratos foi avaliado in vivo
do ponto de vista da cinética de regressao da area ulcerada ao longo do tempo.
Para tanto, neste estudo foram analisadas variaveis que mediram o grau de
reparacdo, que denota a contragdo temporal da ferida em relacéo a area inicial, e a
taxa média de reparacdo, ou seja, quantos mm? a regido ulcerada regredia a cada
dia.

Kietzmann (1999) estudou por 10 dias o avanco e o retardo de

cicatrizagcéo de feridas em ratos imunussuprimidos pelo uso de injecdo subcutanea
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de 1mg/kg de dexametasona. Utilizou os agentes farmacoldgicos povidine iodado,
pomada de éxido de zinco, 6leo de figado de bacalhau e bandagem de hidrogel. As
pomadas com oOxido de zinco e azeite de figado de bacalhau aceleraram o processo
de reparo.

Medeiros et al. (2003) estudaram por 7 dias a possibilidade de efeito das
vitaminas A e C reverterem os efeitos deletérios do corticosterdide na cicatrizacdo de
anastomoses do intestino delgado em ratos. Apés 7 dias de observacao foi
determinada a pressdao de ruptura das anastomoses, que foram em seguida
ressecadas, fixadas em formol a 10%, processadas com técnica padrdo para
histologia com coloragdao H.E. e tricromico de Masson. Concluiram que a
metilprednisolona exerce efeito deletério sobre a cicatrizacdo de anastomoses
intestinais em ratos e que as vitaminas A e C, quando usadas associadas,
contribuiram para reverter esse efeito.

Neste estudo ndo houve utilizacdo de corticosterdide, mas nas
substancias aqui testadas as vitaminas A e C estavam presentes em suas
composicoes.

Rodrigues et al. (2004) estudaram por 7 dias as propriedades
antimicrobianas e cicatrizantes do 6leo de semente de girassol (contém o acido
linoléico) em ratos, comparando com grupo tratado com clostebol+neomicina. No dia
da incisdo das feridas, os ratos foram inoculados com 0,1mL de Staphylococcus
aureus e 24 horas depois comecaram a ser tratados por via topica com as
substancias. Avaliaram a atividade de reparo e aspectos histolégicos incluindo
inflamacéo, necrose, tecido de granulacdo, neovascularizacdo e concluiram que o
0leo de semente de girassol tem acao anti-inflamatoria e de cicatrizacao.

Este estudo contém nas substancias testadas o acido linoléico, que
provavelmente também exerceu influéncia antimicrobiana durante a realizacdo dos
tratamentos.

Rodrigues et al. (2005) trataram por 7 dias ratos com uma mistura de
acido latico bacteriano e leveduras, comparando com grupo tratado com
clostebol+neomicina. Os animais também tiveram inoculacdo de Staphylococcus
aureus. Analisaram o processo de reparo e aspectos histoldgicos e concluiram que

houve efetivo desenvolvimento de tecido de cicatrizacao.
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O estudo aqui apresentado nao utilizou nenhuma substancia para infectar
as feridas. Contrariamente, observaram-se técnicas antissépticas e assépticas para
manter o leito das feridas sem qualquer contaminacéo.

Fukai et al. (2005) realizaram um experimento avaliando a velocidade de
contracéo e de epitelizacdo em ratos, considerando o 32, 7° e 142 dias, provocando
duas feridas circulares (uma de cada lado) no dorso do animal em que em uma
delas provocava a desnervacdo da area ferida. Utilizaram coloracdo H.E.,
capturaram imagens digitais e a analise morfologica e de mensuracdo da area foi
realizada através de software. O percentual de contracéo foi computado em cada dia
mensurado comparando com o diametro original da ferida. Para determinacao de
reepitelizacdo os fragmentos corados em H.E. foram medidos e comparados pelas
margens bilaterais da ferida. Tomaram como base a borda de tecido normal,
observando a partir de que momento comecava o0 tecido de granulacao,
determinando como limite 0 momento em que apareceram os foliculos pilosos. No
periodo de 3 a 7 dias os resultados ndo foram significantes. No 14°% dia a
comparacéao foi significante. Ao exame histolégico no 32 observaram insuficiente e
dispersa formacao de tecido de granulacdo nos ratos denervados. A reepitelizacao
nos dois grupos foi de 5%. No 7° dia o tecido de granulacdo comecou a estar
presente na pele denervada e o grau de reepitelizacdo foi menor que 30% em
ambos os grupos. Dos dias 3 a 7 ndo houve diferenca significante em ambos os
grupos. No 142 dia havia migracédo de células epiteliais das margens bilaterais, mas
ainda havia inflamacéo, células invasivas e lento estagio de formacao de tecido de
granulacao no grupo denervado.

Este estudo n&do encontrou dados estatisticamente significantes, em
relacdo a regeneracao epitelial nos trés experimentos, quanto a quantificacdo dos
preparados histologicos corados em H.E. e observados ao microscépio para
contagem pelo quadro de Myers.

Martins et al. (2006) realizaram estudo controlado comparativo em ratos,
da cicatrizacdo de ferida de pele com o uso intraperitoneal de extrato aquoso de
Orbignya phalerata (babacu). Seguiram protocolo de 7, 14 e 21 dias. Na analise
morfomeétrica utilizaram lupa e paquimetro e constataram regressao positiva nos dias
7 e 14, com completa cicatrizacdo no dia 21. Realizaram para analise histolégica as
coloracdes H.E. e tricromico de Masson, para observarem proliferacdo vascular,

células mononucleares e polimorfonucleares, proliferacdo fibroblastica, fibras
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colagenas e reepitelizacdo. Encontraram na avaliagdo microscépica no 7° dia
mononucleares, polifibroblastos, fibras colagenas e reepitelizagdo tiveram efeitos
significantes. No 14° e 21° dias foi significante apenas a avaliacdo de
mononucleares e fibras colagenas.

Estudos foram encontrados em que para determinar a regressao foi
necessario calcular a area das feridas usando técnicas planimétricas. A planimetria
convencional consiste em desenhar o contorno do objeto de interesse em papel
milimetrado e, subsequientemente, contar o nimero de mm? dentro da regido
demarcada (MARQUES et al., 2004).

No estudo de Garros et al. (2006), avaliaram o extrato de Passiflora edulis
(maracuja amarelo) na cicatrizacdo de feridas cutaneas abertas em ratos, com
protocolo nos dias 7, 14 e 21 dias. A analise macroscopica da evolucao do aspecto
da lesdo e medida da retracéo cicatricial da ferida foi realizada por planimetria digital.
As lesOes foram fotografadas por camera digital e as imagens foram importadas para
o software Auto Cad 14®. O contorno da ferida foi delimitado através do aplicativo
POLILINE, que demarcou todos os pontos perimetrais do contorno da lesdo. Nao
houve diferenca estatisticamente significante. Realizaram avaliagdo microscopica
analisando de forma morfologica e histolégica, com as colora¢des H.E. e tricromico
de Masson a proliferagdo vascular, as células mononucleares e polimorfonucleares,
a proliferacdo fibroblastica, a colagenizacdo e a reepitelizacdo. O resultado
estatisticamente significante foi apenas para colagenizagdo no 14° dia, concordando
com o estudo aqui realizado que encontrou resultados significantes no 12° dia
quanto a densidade de colageno.

No estudo de Branco Neto et al. (2006), avaliou-se o extrato hidroalcodlico
de Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira) no processo de cicatrizagcéo de feridas em
pele de ratos, com protocolo de 7, 14 e 21 dias, usando as coloracdes H.E. e
tricrbmico de Masson, como também foram analisados aspectos macro e
microscopicos e por planimetria digital. As lesdes foram fotografadas por camera
digital e avaliadas por planimetria digital através do programa de computador Auto
Cad 14®, no qual delimitou a periferia da ferida (POLILINE). Ndo houve resultado
estatisticamente significante. Na avaliacdo microscopica de proliferacdo vascular,
células polimorfonucleares e mononucleares, proliferacdo fibroblastica, fibras

colagenas e reepitelizacdo, ndo houve diferenca estatisticamente significante.
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Concluiram que o extrato hidroalcodlico de aroeira retardou a reepitelizacdo das
feridas.

Chiquetti Janior et al. (2007) realizaram um modelo experimental para
estudo de efeitos de agentes imunossupressores sobre a cicatrizacdo cutanea.
Utilizaram protocolo 32, 79, 10%, 14° e 21° dias. No estudo capturaram as imagens
digitais vistas ao microscoépio, tendo o campo de melhor qualidade selecionada para
contagem no software. Utilizaram um programa que distinguia o tipo e o0 aspecto
morfolégico da célula (Image Pro Plus 4.5), o calculo percentual foi realizado
considerando a regido de densidade pela area total da imagem. Realizaram nos
intervalos de tempo pré-fixados, as avalia¢des histoldgicas quantitativas de células e
fibras colagenas dos sitios operatérios, utilizando captura digital de imagens para um
software. A administracdo dos agentes imunossupressores foi realizada diariamente
por gavagem. Os fragmentos foram corados em H.E. e as imagens digitais vistas ao
microscoépio, tendo o campo de melhor qualidade selecionada para contagem no
software. Os dados nao foram estatisticamente significantes.

Neste estudo, um programa de computador foi desenvolvido
especificamente para realizar planimetria em estruturas anatdémicas. O propésito foi
implementar um software de facil manuseio que constituisse uma alternativa aos
complexos sistemas analisadores de imagens de uso geral. A determinacdo prévia
do fator de escala facilitou a operacdo do software, uma vez que dispensou a
solicitacdo de uma medida real da regido ulcerada. Desta forma, n&o foi preciso
realizar a delimitacdo de um segmento numa régua fotografada ao lado da ferida ou
de um dos eixos da Ulcera, cujo comprimento tenha sido preliminarmente mensurado
no proprio animal como no estudo de Martins et al. (2006).

O monitoramento do processo de cicatrizagao in vivo requer medicdes
sucessivas numa mesma unidade experimental. Dessa forma, no estudo aqui
realizado padronizou-se o procedimento de aquisicdo das imagens digitais, de
maneira a permitir que, em diferentes momentos, a captura das imagens das feridas
fosse realizada dentro do mesmo enquadramento. Esta estratégia possibilitou a
deteccéo, pelo software de quantificacdo, de variacdes temporais na area da Ulcera,
ainda que minimas (Figura 11).

O reparo do tecido envolve um complexo e coordenado numero de
eventos que inclui inflamacédo, proliferacdo celular, contracdo da ferida e

remodelacdo. Concorda-se aqui com autores em que quando isto coincide e
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acontece simultaneamente permite o sucesso do reparo (MANDELBAUM et al.,
2006). Quando se resolveu testar o composto de agua de coco liofilizada (sem
referéncia na literatura como cicatrizante) e de Triglicerideo neste experimento, teve-
se como base estudos anteriores existentes que comprovaram a eficacia do
triglicerideo na aceleracéo cicatricial em pacientes da espécie humana (De NARDI et
al., 2004). Aqui se faz necessario ressaltar a composi¢cao da agua de coco, com a
presenca dos acidos caprilico, caprico, caproico, laurico e ainda do acido linoléico,
da vitamina A (como no Triglicerideo) e da vitamina C, entre outros elementos
(Anexo B).

Neste estudo, houve a retirada do segmento celular subcutaneo havendo
a necessidade de formacdo de um novo tecido para reparo da lesdo. O uso da
associacdo de neomicina + clostebol como Referéncia foi para avaliar o reparo da
lesdo diferentemente de estudo realizado anteriormente que avaliou atividade
antimicrobiana (RODRIGUES et al., 2004; RODRIGUES et al., 2005; SAKUMA et al.,
2003).

Durante o experimento o protocolo permitiu fotografar os animais no dia
do procedimento cirtirgico (zero), 3% 7° e 12° dias de tratamento. Desta forma, além
da quantificacdo objetiva foi possivel também realizar uma avaliag&o clinica subjetiva
macroscopica semelhante a descrita em outros estudos realizados com o0 mesmo
composto triglicerideo em caes (DE NARDI et al., 2004) e com &cido linoléico em
carneiros (MARQUES et al., 2004).

No grupo tratado com agua de coco Amorfa e Cristalina-aquosa nos
primeiros dias mostrou uma expansao da area ulcerada do grupo Referéncia com
presenca de fibrina enquanto os grupos Controle, Amorfa-aquosa retrairam e a
Cristalina-aquosa apresentou um pouco mais de retracdo. Do 32 ao 72 dia no grupo
Referéncia observou-se ainda a presenca de fibrina, o Controle com formacéao de
crosta. As feridas dos grupos Amorfa e Cristalina-aquosa permaneceram umidas e
com inicio de crosta e de tecido de granulagdo. No intervalo do 7% ao 122 dia a
reparacao foi mais evidenciada nos grupos Controle e Amorfa e Cristalina-aquosa
com presenca de tecido de granulagdo, com menor tamanho nos grupos Amorfa e
Cristalina-aquosa, enquanto o grupo Referéncia continuou com presenca de fibrina,
e area ainda aumentada em relacdo aos demais.

No grupo tratado com agua de coco liofilizada Amorfa e Cristalina-gel

houve nos primeiros dias uma expanséao da area ulcerada do grupo Referéncia, com
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presenca de fibrina, esta, também estava presente nos grupos Amorfa e Cristalina-
gel que apresentaram leve retracdo. O grupo Controle porém, apresentou maior
retracéo.

Do 32 ao 7° dia no grupo Referéncia observou-se ainda a presenca de
fibrina, o grupo Controle iniciou formacao de crosta e no grupo Amorfa e Cristalina-
gel as feridas permaneceram Umidas e com tecido de granulagdo, houve presenca
de crosta também no grupo Cristalina-gel.

No intervalo do 72 ao 12° dia a reparac&o foi mais evidenciada nos grupos
Controle, Amorfa e Cristalina-gel com presenca de fibrina. No grupo Referéncia,
porém ainda apresentou sua area aumentada em relagdo aos demais.

O grupo tratado com Triglicerideo apresentou nos primeiros dias uma
expansdo da area ulcerada do grupo Referéncia enquanto os grupos Controle e
Triglicerideo retrairam.

Do 32 ao 72 dia no grupo Referéncia observou-se a presenca de fibrina, o
grupo Controle iniciou formacao de crosta e o grupo Triglicerideo permaneceu Umido
e com tecido de granulacéo.

No intervalo do 72 ao 12° dia a reparacé&o foi mais evidenciada nos grupos
Controle e Triglicerideo com presenca de crosta, enquanto o grupo Referéncia
iniciou uma ténue crosta, porém com a area ainda aumentada em relacdo aos
demais.

Até o 3° dia, a observagdo subjetiva mostrou lenta retracdo das feridas
com sinais flogisticos de inflamag&o. Em todos os grupos observou-se hiperemia e
discreta formacao de crosta nas bordas das lesdes. Hiperemia, edema e formacao
de fibrina. Em outro estudo em que o autor utilizou acidos graxos poliinsaturados foi
observado que a combinacéo de contracéo da ferida e reepitelizacdo, que reflete um
avanco do epitélio sobre o tecido de granulagédo, houve diferengca macroscoépica no
reparo da lesdo nas primeiras 48 horas ap6s o procedimento cirdrgico (CARDOSO
et al., 2004), o que né&o foi observado em nosso modelo.

Uma maior infiltracdo de células polimorfonucleares e macrofagos nos
trés primeiros dias podem corresponder a fase de exsudacgdo e inflamacédo nas
feridas tratadas com acidos graxos essenciais e vitamina A, como evidenciou estudo
realizado em caes (De NARDI et al., 2004).
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No mesmo periodo neste estudo, ndo se visualizou sinais de exsudato na
observacdo macroscopica realizada nos trés grupos de tratamentos (agua de coco
liofilizada Amorfa e Cristalina-aquosa, Amorfa e Critalina-gel e Triglicerideo).

Levenson (1994) relata também varios aspectos investigados dos efeitos
de uma dieta suplementar com vitamina A na reacdo metabdlica de uma ferida,
durante o processo de cicatrizacdo e de infeccdo. Anteriormente Levenson e Seifter
(1983), j& haviam realizado um experimento com base na hipétese de que sérios
traumas necessitavam de maior aporte de vitamina A.

Ehrlick e Hunt (1968, 1969) obtiveram resultado diferente quando
associaram a suplementacdo de vitamina A ao tratamento com cortisona, em
cicatrizacdo de ferida em seres humanos e ratos, em que verificaram efeitos
adversos e nao detectaram aceleracdo de cicatrizacdo em ratos.

Ha relato ainda, de estudo realizado por Demetriou et al. (1974) com
suplemento de vitamina A em aderéncia pds-operatoria de peritbnio em rato com
diminuicao desta, tanto quanto o suplemento por vitamina E (KAGOMA et al., 1985).

Em outro estudo, similarmente a vitamina A acumulou reparo de colageno
no sitio de anastomose adrtica em rato e adjacéncias sob a aorta, mantendo a
atividade de colagenase, indicando que o efeito suplemental de vitamina A é
significativo no reparo da sintese de colageno (NUI et al.,, 1987). A vitamina A
também acelerou a diferenciacdo do conteddo de cultura de fibroblastos e
hidroxiprolina de uma monocamada de fibroblasto (LEVENSON, 1994).

Os fibroblastos representam a principal célula do tecido conjuntivo.
Ativamente secretores, tem formato fusiforme ou tém largos prolongamentos
citoplasmaticos. Estdo ativamente engajados na sintese de proteinas, sendo
responsaveis pela producdo dos varios componentes da matriz extracelular
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A contagem de colageno ao 12° dia do estudo mostrou que o processo de
formacao de fibras colagenas provavelmente se consolidava, pois a diminuicao de
fibroblastos neste momento garante a formacao de tecido cicatricial sem defeito.

Para Menke et al. (2007), em condi¢cdes normais a inflamacdo € um
processo autolimitado, os neutrofilos inexistem apds 72 horas. Na cicatrizagédo
normal metaloproteinase da matriz pode ser inibida por uma proteinase inibidora a 2-
macroglobulina, e especificamente por um pequeno grupo de proteinas chamado

“inibidores teciduais de metaloproteinases”.
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Neste estudo do dia 3% ao 7° dia houve progresso no reparo da area das
feridas o que denotou desenvolvimento de tecido de granulagcdo concordando com a
literatura (MANDELBAUM et al., 2006).

De Nardi et al. (2004) realizaram experimento de cicatrizagdo por segunda
intencdo em cées utilizando acidos graxos essenciais, vitaminas A e E, lecitina de
soja e iodo polivinilpirrolidona, avaliando as feridas nos dias 2, 7, 14 e 21 dias.
Efetuaram medidas com régua milimetrada até a completa reepitelizacéo.

E provavel que neste estudo a ocorréncia de sinais discretos compativeis
com sinais flogisticos (inflamacdo e edema), hiperemia apds o terceiro dia possam
estar associados a acgdo antioxidante da vitamina E, minimizando as lesfes de
reperfusdo consequentes da liberacdo dos radicais livres toxicos, concordando com
estudo realizado em cées (DE NARDI et al., 2004).

A acdo da lecitina de soja proporciona a hidratagdo dos tecidos,
constituindo um fator favoravel a reparacdo da lesdo. A manutencdo da ferida
hidratada favorece o desbridamento autolitico e contribui como estimulo a
epitelizacdo, a formacéo de tecido de granulacdo e a angiogénese. Para avaliar a
evolucao da cicatrizacdo e o grau de contracdo das feridas, observaram que no 17°
dia as feridas apresentaram reducdo de 80% no tamanho e constataram a
reepitelizacdo completa no 23° dia. Nos exames histopatoldégicos observaram no 3°
dia intensa infiltragdo por neutréfilos e macrofagos. Até 172 dia, formac&o de tecido
de granulacédo e deposicado de colageno proeminente. Na sequéncia houve reducao
da celularidade, ocorrendo formacéo de tecido conjuntivo e hiperplaisa de células
epiteliais (DE NARDI et al., 2004).

Neste estudo a hidratacdo promovida pela lecitina de soja,
complementada pela solucéo salina 0,9% dispensou a realizacdo de desbridamento
cirurgico nas feridas do experimento com Triglicerideo. Por outro lado, estudos
anteriores demonstraram que feridas abertas e ressecadas reepitelizam mais
lentamente (MANDELBAUM et al., 2006).

Nos grupos tratados com agua de coco liofilizada Amorfa e Critalina-
aguosa, Amorfa e Cristalina-gel também nao houve necessidade de desbridamento
cirurgico.

Do 32 ao 72 dia ocorreu maior velocidade de reparo em todos os grupos.
Os grupos agua de coco Amorfa e Cristalina-aguosa, Amorfa e Cristalina-gel e o

composto Triglicerideo mostraram evidente tecido de granulacdo e maior contracao
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tecidual de suas bordas, tornando-as irregulares. O grupo Controle mostrou
resquicios da crosta que existia no 7° dia e contracdo, deixando as bordas
irregulares com presenca de tecido de granulacdo. O grupo Referéncia permaneceu
com maior area e com contorno das bordas irregulares o que também ocorreu com
experimento em que os autores usaram acido linoléico (MARQUES et al., 2004).

Neste estudo, provavelmente ocorreu 0 mesmo que no estudo realizado
por De Nardi et al. (2004), em que as citocinas por serem importantes mediadores
de eventos de neoangiogénese, fibroplasia e maturacdo sdo liberadas por células
como plaquetas, neutréfilos, macrofagos, linfécitos, mastocitos e fibroblastos,
tornando-se assim facil entender a importancia das propriedades quimiotaticas dos
acidos graxos essenciais e vitamina A no reparo das lesfes.

Marques et al. (2004) realizaram estudo avaliando os efeitos da aplicacao
tépica de Gleo de semente de girassol em feridas cutaneas em carneiros. Seguiram
0 protocolo de 7, 14 e 21 dias. Avaliaram a cicatrizagdo mostrando que o acido
linoléico constituia um poderoso mediador pro-inflamatério, sendo essencial para
regulacdo de eventos bioquimicos que precede a fibroplasia além de estimular
fatores de crescimento e neovascularizacdo. Constataram aceleracdo do processo
de cicatrizacdo nos dias 7 e 21, com reducdo da &rea e aumento da contracdo das
feridas. O tecido de granulagéo se desenvolveu mais rapidamente e a epiderme foi
completamente reconstituida.

Para Suarez-Mahecha et al. (2002), entre as principais func¢des dos
acidos graxos essenciais e aqui o destaque para n-6 (acido linoléico) esta o depdsito
de energia e a conformacdo das membranas celulares, sendo também precursores
de substancias, como as prostagladinas, tromboxanos e leucotrienos.

E possivel que neste estudo a presenca de acido linoléico nos grupos
agua de coco (Amorfa e Cristalina-aquosa, Amorfa e Cristalina-gel) e Triglicerideo
tenha tido desempenho similar, embora os dados n&o tenham sido estatisticamente
significantes.

Para Suéarez-Mahecha et al. (2002), os acidos graxos polinsaturados
(PUFAS) incorporados no interior da membrana celular, influem na permeabilidade
da mesma, agindo nas fun¢des de receptor, na atividade enzimatica, citocinas e na
producédo de eicosandides.

Quanto ao &acido araquidonico € obtido através de trés fontes: os

fosfolipidios de reserva do organismo, dieta e a partir do processo de alongamento e
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desaturacdo do &cido linoléico, freqiente nos alimentos e oxidado na presenca da
enzima lipoxigenase ou cicloxigenase, convertendo-se em peroxidos lineais ou
ciclicos. Um peroxido ciclico transforma-se nas plaquetas em tromboxano-TXA; e no
endotélio dos vasos sanguineos, em prostaciclina-PGl, e em diversas
prostaglandinas (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002).

Neste estudo no 12° dia a observacdo clinica mostrou menor area,
caracterizada pela aproximacéo das bordas (contracdo) com contornos irregulares e
melhor presenca de tecido de granulagdo como o que ocorreu no experimento com
acido linoléico em carneiros (MARQUES et al., 2004).

O estudo realizado com acidos graxos poliinsaturados mostrou tendéncia
de diminuicdo da area nos primeiros dez dias de tratamento. Mostrou ao seu final
que PUFAS podem ter um papel relevante na cicatrizagcéo de feridas (CARDOSO et
al., 2004).

A proliferacao (fibroplasia e formacdo da matriz) foi demonstrada por
estudiosos no passado como extremamente importante na formacéao do tecido de
granulacdo. Este depende do fibroblasto, que produz elastina, fibronectina,
glicosaminoglicana e proteases (MANDELBAUM et al., 2006). Nesta fase a presenca
de vitamina A nos compostos teste, dgua de coco (Amorfa e Cristalina-aquosa,
Amorfa e Cristalina-gel) e Triglicerideo foi importante, pois autores encontraram
usando a mesma vitamina, que ela atuou na estimulacdo dos fibroblastos, na
deposicao de coldgeno e formacgéo de tecido conjuntivo (De NARDI et al., 2004).

O reparo das feridas por segunda intengcdo mostrou que a contracdo pode
ter sido responsavel pela reducdo da é&rea nos trés grupos de tratamentos,
concordando com estudo em que, a contracdo pode reduzir 62% da éarea de
superficie do defeito cutdneo (MANDELBAUM et al., 2006).

No modelo aqui apresentado houve maior reparo do ponto de vista clinico
macroscopico, contribuindo para que a area cicatrizada fosse menor no 12° dia de
tratamento. Entretanto, a eficacia dos compostos Testes foi de: Amorfa-aguosa
5,4987%, Cristalina-aquosa 7,9104; Amorfa-gel 9,1539%, Cristalina-gel 8,0184% e
de Triglicerideo 7,0977%. Por outro lado, a eficacia do tratamento Referéncia foi
menor ainda, apenas 0,5775%.

No inicio da fase inflamatodria do processo de cicatrizacdo pode ocorrer
aumento da permeabilidade vascular, extravasamento de plasma, hemacias,
monaocitos e macrofagos (MARTINS et al., 2006).
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Na cascata de cicatrizacdo existe a participacdo de células com papel
fundamental, em que se resolveu destacar e quantificar neste estudo: os neutrofilos
que sao células polimorfonucleares, ou seja, possuem nucleo binobulado, trilobulado
ou pentalobulado. S&o os neutrofilos os mais humerosos no sangue, fazendo parte
de aproximadamente 65% dos leucdcitos do sangue. Sao os principais fagocitos do
sangue e participam da reacao inflamatdéria, sendo sensiveis a agentes quimiotaticos
liberados pelos mastoécitos e basofilos. Agentes quimiotaxicos sao substancias que
atraem os neutrofilos até o local, ajudando no movimento em direcdo ao agente
agressor. A leucocitose de neutréfilos pode indicar uma infecgdo bacteriana, pois
estes leucdcitos participam da fagocitose de bactérias (JUNQUEIRA, 2005).

Os neutrdfilos por serem células piogénicas, dao o aspecto purulento nas
inflamacgdes, que nada mais € do que substancias bacterianas, bactérias mortas,
sangue, mas principalmente neutrofilos que morrem em combate (JUNQUEIRA,
2005).

No estudo aqui realizado com os trés tratamentos ndo houve células
piogénicas, o que sugere concluir que nao houve infec¢do nas feridas.

Os mastécitos sdo células do tecido conjuntivo, originados a partir de
células mesenquimatosas, que sdo células bem diferenciadas ou indiferenciadas
gue dao origem as células do tecido conjuntivo. Possui citoplasma rico em granulos
gue se coram fortemente pelos corantes histolégicos de caracteristica basica como o
azul de toluidina (mostrando um aspecto caracteristico de coloracdo, a
metacromasia) que sdo os basofilos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; JUNQUEIRA,
2005).

A principal funcdo dos mastocitos € armazenar potentes mediadores
quimicos da inflamagcdo, como a histamina, heparina, fator quimiotaxico dos
eosindfilos, SRS-A, que é a substancia de reacao lenta da anafilaxia, que tem como
efeito produzir contragdo lenta da musculatura lisa, serotonina e fatores
quimiotaxicos dos neutrofilos. E uma célula prépria do tecido conjuntivo, participa de
reacoes de hipersensibilidade, na qual chama os leucdcitos até o local e cria uma
vasodilatacdo. E a principal célula responsavel pelo choque anafilatico
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; JUNQUEIRA, 2005).

Neste estudo os mastocitos foram corados pelo azul de toluidina e
qguantificados por software especifico (FECHINE-JAMACARU, 2006). Ndo houve

resultado estatisticamente significante com as trés substancias teste: agua de coco
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nas formas Amorfa e cristalina-aguosa, Amorfa e cristalina-gel e com o composto
Triglicerideo. Sendo assim, pode-se considerar que, estas substancias neste
experimento, ndo induziram hipersensibilidade.

Os eosindfilos sdo leucdcitos granulocitos encontrados em pequena
quantidade, aproximadamente 3%, no sangue. E binucleado e seu citoplasma possui
granulos especificos que se coram pela eosina (acidofilos) que sao lisossomas, que
sao ricos em fosfatases acidas. As nucleases presentes sao as ribonucleases e as
desoxiribonucleases que dirigem o RNA e o DNA respectivamente. Tem funcao de
fagocitar bactérias ou qualquer outro material estranho, mas sua principal funcéo
nao é a fagocitose, mas sim a exocitose da proteina basica maior. Esta proteina é
rica em arginina e contribui muito para a acidofilia dos granulos desta célula. Ela é
toxica para parasitas de humanos e causam sua morte. Estdo também presentes em
reacOes de hipersensibilidade no organismo. O eosinoéfilo chega ao local da reagéo
para inibi-la através da liberagdo de histaminase e aril sulfatase B que destroem a
histamina e a substancia de reacdo lenta da anafilaxia respectivamente, que sao
produtos inflamatérios liberados pelos mastocitos ou basofilos sensibilizados
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; JUNQUEIRA, 2005).

Visto isso, este estudo ndo encontrou dados estatisticamente significantes
guando avaliou eosindfilos nos preparados histologicos corados em H.E. e vistos ao
microscopio, quantificados pelos escores de Myers (1961), demonstrando e
reforcando que ndo houve hipersensibilizacdo pelas substancias nos tratamentos
aqui realizados.

Na cicatrizagdo de feridas, certos fatores de crescimento como o fator
basico de fibroblastos, o fator de crescimento derivado de plaquetas, ligam-se a seus
respectivos receptores na membrana celular do fibroblasto. Fibroblastos ativados
que resultam da cascata de ativacdo decorrente mostram niveis aumentados de
motilidade celular quimiotatica, proliferacdo celular e sintese de colageno. Os
miofibroblastos (fibroblastos contrateis) sdo células envolvidas na contracdo das
feridas.

Neste estudo denominou-se GR a contracdo e a reepitelizacdo, como
reparo da area da lesdo, nos trés tratamentos, tendo as feridas delimitadas e
quantificadas por software especifico (FECHINE-JAMACARU, 2006).

Schirato et al. (2006) realizou experimento com polissacarideo do

Anacardium occidentale L (goma do cajueiro) e acido ascorbico utilizando as
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coloracdes H.E. e tricromico de Masson, em que no 2° dia evidenciaram-se presenca
de tecido de granulacdo vascular, presenca de infiltrado de leucdcitos
polimorfonucleares, neovascularizagdo e crosta. Entre o 32 e o 52 dias verificaram
inumeros fibroblastos na derme e presenca de neovascularizagdo. Encontraram
caracteristicas de tecido de granulacdo, o qual apresentava um padréo vascular nas
feridas tratadas com vitamina C. No 12° dia observaram a formacdo de tecido de
granulacao fibrovascular e presenca de tecido fibroso com pobre organizacdo de
fibras colagenas no grupo tratado com acido ascorbico.

No estudo aqui realizado somente o tratamento com a agua de coco
liofilizada continha em seus elementos o acido ascorbico, foi também avaliado pela
coloracdo do tricromico de Masson para neovascularizagdo e nao apresentou
achados estatisticamente significantes.

Estudo do &cido ascoérbico em cicatrizacdo de ferida comparando a
deficiéncia do efeito deste, com a acumulagdo de reparo de coldgeno em area
vascular (parede abdominal) com uma area relativamente avascular (olho) no
mesmo animal conseguiu melhor resultado na éarea vascularizada (GEEVER E
LEVENSON, 1960; LEVENSON, 1994).

Este estudo utilizou dois softwares especificos, um para realizar a
planimetria e outro para determinacdo de pardmetros histomorfométricos, como a
presenca de mastocitos, analise em percentual da densidade de colageno e da
densidade vascular.

Os cortes corados com Azul de Toluidina para quantificagdo de
mastdcitos no software especifico as substancias: agua de coco Amorfa e Cristalina-
aguosa, Amorfa e Cristalina-gel e Triglicerideo, ndo evidenciaram reacdo de
hipersensibilidade, portanto ndo foram estatisticamente significantes.

O colageno é a mais abundante proteina do tecido conjuntivo. Cada
molécula possui trés subunidades polipeptidicas, que sdo as cadeias a enoveladas
juntas, na forma de uma triplice hélice. Existem ligacdes cruzadas covalentes dentro
e entre as cadeias a constituintes que conferem grande forca ténsil a molécula. O
coladgeno tipo | é responsavel por aproximadamente 90% do colageno total do corpo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; JUNQUEIRA, 2005).

Neste estudo, os cortes foram corados com Tricrémico de Masson, para
quantificacdo especifica de percentual de colageno, mas também foi utilizado aqui,

para quantificacdo de percentual da densidade vascular. Avaliou colageno através
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de software especifico (FECHINE-JAMACARU, 2006), que quantificou em pixels e
em mm? no 122 dia de tratamento, teve achados estatisticamente significantes assim
descritos: no experimento Amorfa e Cristalina-aquosa, a quantificacdo de colageno
dos preparados histolégicos Amorfa-aquosa (P < 0,01) em relagdo ao Controle. No
experimento Amorfa e Cristalina-gel para quantificacdo de colageno, as duas
substancias tiveram (P < 0,05) em ralacdo ao Controle. Enquanto o grupo
Triglicerideo a quantidade de colageno foi significantemente maior que a observada
no grupo Controle (P < 0,01).

Quanto a quantificacdo de densidade vascular, ao 12° no software
especifico, as substancias dos grupos Amorfa e Cristalina-aquosa e Amorfa e
Cristalina-gel ndo tiveram dados estatisticamente significantes. Enquanto o grupo
Triglicerideo teve achados estatisticamente significante (P < 0,01) em ralacdo ao
Controle.

Brito et al. (2003) avaliaram o efeito da aplicacdo tépica da fibronectina
em feridas duodenais de ratos nos dias 5, 7 e 10 dias. Utilizaram as coloracdes H.E.
e tricromico de Masson nos cortes histoldgicos e através de imagens digitais,
qguantificaram em pixels em um software. O sistema quantificou colageno, células
inflamatorias, fibroblastos e area de necrose. Os dados foram significantes para o
uso tépico de fibronectina em feridas duodenais suturadas, em que melhoraram a
cicatrizacdo mediante o incremento no aparecimento de fibroblastos, colageno e
tecido de granulacao.

Vieira (2006) estudou o efeito do laser de baixa poténcia na cicatrizacao
de feridas cutaneas experimentais usando um modelo de avaliacdo no 3° 7% e 14°
dias de tratamento. Encontrou neutréfilos mais predominantes ao 3° dia de
tratamento, inflamacao tecidual reduzida no 7° dia, que desapareceu no 14° dia e
apresentou 100% de reepitelizacdo. Quanto a avaliacdo de edema, formacdo de
fibras colagenas e infiltrado inflamatoério, ndo detectou diferencas significantes. As
analises foram realizadas com o programa GraphPad Prism 4.0.

Neste estudo as analises também foram realizadas utilizando GraphPad
Prism® versdo 5.0 para Windows® e encontrou-se resultado estatisticamente
significante (P<0,01) para o composto Triglicerideo em relacdo aos grupos Controle
e Referéncia para quantificacdo de densidade vascular.

Santos et al. (2006) avaliaram em estudo experimental a cicatrizagéo de

feridas cutaneas em ratos, utilizando extrato bruto de Jatropha gossypiifolia L (pido
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roxo), com protocolo de 7, 14 e 21 dias. A analise macroscopica foi realizadapor
planigrafia digital e a andlise histoldgica, tomando como paréametro a proliferagéo
vascular, células polimorfonucleares e mononucleares, proliferacdo fibroblastica,
colagenizacdo e reepitelizagdo. Encontraram no 7° dia, exudacédo plasmatica com
formac&o de crostas superficiais. Apos, mais espessamento da crosta, no 14° dia ela
se destacou, evoluindo para tecido de granulacdo e epitelizacdo completa. No 21°
dia houve surgimento de novos pélos ao redor da lesdo. A proliferacao fibroblastica
foi mais acentuada no 72 dia. A colagenizacdo foi maior no 7° dia e 14° dia. A
reepitelizacdo foi significantemente melhor ao 7° dia. Embora mostrando melhora
histolégica com o uso da Jatropha gossypiifolia L (pido roxo), ndo houve diferenca
significante entre os grupos nas variaveis analisadas.

Neste estudo, na andlise ao 12° dia, dos preparados histolégicos corados
em H.E. e tricromico de Masson dos trés tratamentos aqui realizados, também foram
evidenciadas a presenca de foliculos pilosos.

Martins et al. (2003) avaliaram lesGes experimentais provocadas em pele
de coelho, tratadas por 3 dias com secre¢cdo mucoglicoproteica do escargot Achatina
fulica. O experimento durou 3 dias e encontraram em seus cortes histoldgicos,
corados pelo tricromico de Masson, extensa area de proliferacdo vascular e muitas
células inflamatorias. Observaram a presenca de crosta, mas lembram que a
formacdo desta em uma ferida cutéanea, favorece o processo de reparo e que 0
exudato promove sua desagregacdo e desenvolvimento de microorganismos.
Evidenciaram ainda muitos mastdcitos, o que sugere reacdo alérgica. Revelaram a
presenca de fibras coladgenas 72 horas apds o tratamento, embora destaquem que
segundo a literatura, a colagenizacdo € demonstrada apenas ao final da primeira
semana.

Neste estudo foi observada a presenca de crostas nas feridas, mas de
forma discreta nos trés tratamentos e a contagem de mastécitos, ndo demonstrou
reacao de hipersensibilidade com as substancias aqui testadas.

Martins (2003) realizaram estudo comparativo entre fitoterapicos
Stryphnodendron barbatiman (barbatimdo), Canlendula officinalis (caléndula) e
Symphytum officinale (confrei) de uso topico na cicatrizacdo de pele de equinos,
realizando a mensuracéo do halo da ferida a cada 3 dias até o 30° dia, por meio da
colocacdo de plastico transparente sobre a ferida e demarcacdo com caneta de

retroprojetor. As mensura¢gfes foram avaliadas com planimetro para andlise
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estatistica, que ndo apresentou resultado significante. Realizaram a analise
histopatologica e a retracdo centripeta do halo da lesdo nos primeiros 15 dias.
Concluiram que o barbatimdo revelou efeito benéfico (epitelizacdo completa) no
processo de cicatrizacao, seguido pela caléndula (epitelizacdo parcial), enquanto o
confrei mostrou a presencga de microabcessos.

No modelo aqui desenvolvido em nenhum momento houve a presenca de
microabcessos com o0s tratamentos realizados com agua de coco Amorfa e
Cristalina-aquosa, Amorfa e Cristalina-gel e com o composto Triglicerideo e as
mensuracdes do reparo das lesdes foram realizadas através de software especifico.

Santos et al. (2002) avaliaram o efeito da somatrotopina sobre a
cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos utilizando modelo no 3¢, 72 e 142 dias para
afericdo. As substancias controle e teste foram administradas por via subcutanea
diariamente. Na analise microscépica avaliaram grau de epitelizacéo, intensidade de
reacdo inflamatoria local (aguda, crbénica, agudo-cronica), presenca de tecido de
granulagdo, neovascularizagdo e fibrose. No 142 dia ndo constataram epitelizacéo
com diferenca significante. A intensidade de reacdo inflamatéria no 3% dia foi
considerada de intensidade moderada, no 7° dia de 77,8% e no 14° dia novamente
de 77,8%, sem diferenca significante. O tipo de reacdo inflamatéria no 3° dia
mostrou-se agudo-crénica em 88,9%. No 7° dia agudo-crénica em 100% das feridas
e no 142 dia a reacio inflamatdria do tipo crénica aumentou para 33,3%, mas nao
demonstrou resultado significante. A avaliacdo do tecido de granulacdo e
neovascularizagdo no 3° dia foram de intensidade moderada em 55,6%. No 7° dia
evoluiram para acentuadas em 66,7%. No 14° dia regrediram para escassas em
55,6% do tratamento, mas apesar disso ndo foram significantes.

Este estudo ndo encontrou resultados estatisticos significantes em relagéo
a inflamacéo aguda e a crénica. Mas, em relacéo a tecido de granulagdo encontrou
no experimento agua de coco Amorfa e Cristalina-aquosa resultado significante para
Cristalina-aquosa. E no experimento com o composto Triglicerideo, este também foi
estatisticamente significante em relacdo ao Referéncia.

Medeiros et al. (1999) utilizaram o acido hialurénico no tratamento topico
em queimaduras realizadas no dorso de ratos utilizando o protocolo de 39, 15° e 30°
dias, utilizando o quadro de Myers (1961) para quantificacédo histolégica e ao término
da epitelizacédo, para compararem as deformidades das tatuagens entre 0s grupos.

Utilizaram para corar os cortes histologicos H.E. Conseguiram cicatrizagdo no tempo



133

qgue variou de 28 a 32 dias e concluiram que o acido hialurénico em uso tépico
contribuiu para acelerar o tempo de cicatrizacdo, melhorou a evolucao histologica e
o resultado estético, em queimaduras do dorso de ratos adultos.

O estudo aqui realizado ndo encontrou resultados estatisticamente
significantes nos trés tratamentos, quanto a regeneracdo epitelial, nos cortes
histol6gicos corados em H.E. e quantificados por escores do quadro de Myers.

Cardoso et al. (2004) estudaram cicatrizacdo de ferida cutdnea com
administracao topica de acidos graxos essenciais (acidos linolénico e linoleico) e ndo
essencial (4cido oléico). As avaliacdes foram realizadas com 15 minutos, 3, 24 e 48
horas, 5, 10, 15 e 20 dias apds a cirurgia. Avaliaram o0 processo por
imunofluorescéncia, morfometria macroscépica e microscopica e deteccao local de
oxido nitrico. Encontraram alta producéao de 6xido nitrico aos 15 minutos com pico as
48 horas e menor edema até 48 horas. Tendéncia menor das &reas tratadas com o
acido linoleico nos 10 primeiros dias. Apés 15 dias observaram completo fechamento
da ferida. Além disso, mostraram que o acido araquidbénico e o éacido linoleico
induzem menor producdo de colageno e ainda altos niveis de prostagladina Es.
Consideraram que PUFAs indicam um relevante papel na cicatrizacdo de feridas,
podendo serem incluidos na formulacdo de compostos para cicatrizagao.

Rahal et al. (2001) realizaram estudo tratando feridas induzidas em ratos,
com pomada contendo 6leo de figado de bacalhau, extrato de confrei, extrato citrico
e oxido de zinco com protocolo de 3, 7, 14 e 21 dias processaram e coraram 0S
fragmentos com H.E. e tricromico de Masson, visando observar 0 processo
inflamatério e cicatricial. Avaliaram no experimento neovasos, fibroblastos,
neutrdfilos, macréfagos, hemacias, fibras colagenas, fibrina e baséfilos. No 3¢ dia a
avaliacdo mostrou intenso infiltrado inflamatério (neutréfilos, macréfagos, basofilos)
associado a intensa hemorragia e presenca de fibrina. No 7° dia houve presenca de
fibroblastos e diminuicdo de neutréfilos. No 14° dia, presenca de neovasos,
fibroblastos e fibras colagenas. No 21° dia apresentou padréo cicatricial bem definido
e epitelizacdo completa da epiderme.

Neste estudo, também foram observados dados estatisticamente
significantes para densidade de colageno, nos trés experimentos, que foram
quantificados pelo software especifico, mas nosso protocolo foi até o 12° dia de

tratamento.
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Tuji et al. (2005) realizaram estudo avaliando o efeito radioprotetor do
selenito de sodio no processo de reparacao tecidual em ratos. Utilizaram o protocolo
de avaliacdo nos dias 4, 7, 13 e 21 dias. Coraram os fragmentos da ferida com H.E.
e azul de toluidina, para analise morfolégica e histoquimica observaram no 4° dia
crosta de material necrético. No 72 dia predominavam células inflamatdrias entre a
crosta e o tecido de granulacdo. No 13° dia a ferida era mais extensa, ainda com
tecido necrético. O tecido de granulacdo encontrava-se menos fibroso, com maior
quantidade de fibroblastos. No 212 dia evidente atraso no processo de reparacao
tecidual. 48 horas poés cirurgia foi administrado intraperitonealmente o selenito de
sédio nos animais, com a finalidade de acdo radioprotetora no processo de
reparacao tecidual.

No estudo aqui realizado, em nenhum momento foi observada a presenca
de tecido necrotico nas feridas realizadas nos trés experimentos com agua de coco
Amorfa e Cristalina-aquosa, Amorfa e Cristalina-gel e no composto Triglicerideo.

Cruz et al. (2004) realizaram estudo comparativo entre os efeitos do &cido
hialurénico e do galactano acidico purificado dos ovos do molusco Pomacea sp na
cicatrizagdo de feridas intestinais em ratos nos dias 5, 10 e 21 dias. Os cortes
histol6gicos corados em H.E. e quantificados em escores pelo quadro de Myers
(1961), para determinar niveis de necrose, abcesso, neutrofilos, mondcitos,
linfocitos, tecido de granulacdo e colageno, com resultado estatisticamente
significante. A graduacdo histologica foi mais significante para os grupos acido
hialurdnico e galactano acidico. Este Ultimo estimulou o aparecimento de
macréfagos, células gigantes e aumentou a concentragdo de coldgeno na area de
ferida quando comparado ao acido hialurénico. Concluiram que o uso topico de
galactano acidico em feridas intestinais promoveu a antecipacdo de eventos
importantes para cicatrizacdo de feridas.

No estudo aqui apresentado a autora modificou o quadro de Myers (1961)
retirando abcesso, mondcitos, linfécitos e necrose, substituindo-os por neutrofilos,
eosinifilos e neovascularizacdo, por considerar mais pertinentes a realizacdo deste
estudo.

Tanaka et al. (2005) realizaram avaliacdo do efeito radioprotetor da
carnosina (B-alanil-1-histidina) no processo de cicatrizagcdo em ratos, com protocolo
de 4, 7, 14 e 21 dias de tratamento. Utilizaram as colora¢cdes de tricrobmico de

Mallory, Picrosirius e azul de toluidina encontrando no 4° dia do experimento um
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aumento da ferida, necrose, fibrina, coagulacédo. Infiltrado inflamat6rio composto por
neutrdfilos e linfocitos. No 7° dia reducdo da area da ferida, crosta, tecido de
granulacgao, proliferacéo de fibroblastos e discreta formacao capilar. No 142 dia area
coberta por epitélio, formacdo de queratina, demonstrando maturacdo de tecido
epitelial, tecido de granulacéo, poucos fibroblastos, vasos capilares e fibrose. No 21°
dia, completa cicatrizacdo das feridas. Concluiram que a carnosina € uma
substancia radioprotetora efetiva.

Neste estudo fez-se também a coloracdo dos cortes histolégicos pelo
tricromico de Mallory, mas esta ficou ténue, ndo possibilitando a calibracdo do
software para o que se pretendia quantificar. Entdo, resolveu-se realizar novos
cortes histolégicos e cora-los pelo tricromico de Masson, com resultado para
quantificacdo de colageno e angiogénese.

Este estudo procurou mostrar em estudo experimental mais duas op¢des
de tratamento para cicatrizagdo de feridas cutaneas. Sabe-se que trati-las consiste
em busca permanente de produtos mais eficazes, com menor periodo de tempo e
menor custo. As pesquisas sdo constantes e ja existem trabalhos publicados com
estudos de células tronco para cicatrizacdo de feridas cutaneas (CHA et al., 2007) e
terapia génica e cicatrizacao de ferida (EMING et al., 2007).

Considerando que as publicagdes sobre cicatrizacéo de feridas nas bases
de dados da Medline e Lilacs cresceram vertiginosamente em varios paises, no
Brasil, somente a partir da década de 1990 com a chegada de curativos tidos como
“modernos” fabricados em sua maioria por industrias multinacionais a base de
acidos graxos, alginatos de célcio, carvao ativado e prata, filmes semipermeaveis,
colageno biolégico, fatores de crescimento, hidrogel, hidrocoldides, enzimas
proteoliticas, sulfadiazina de prata, acetato de celulose permeavel ao vapor,
protetores cutdneos, membranas permeaveis ao vapor, biopolimeros e gases nao
aderentes impregnadas como: petrolato, polivinilpirrolidone (PVPI) A 10%, acido
graxo essencial e aloe vera, e as ndo aderentes ndo impregnadas é que este
assunto passou a ser alvo de estudos e pesquisas.

As publicacbes de tecnologias e protocolos para o tratamento de feridas
constituem relatos isolados sobre um ou outro tipo de produto ou cobertura para
alguns tipos de feridas (limpas, infectadas, cronicas, queimaduras,...), nao

constituindo estudos com frequéncia, que proporcionem evidéncias precisas quanto
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ao custo/beneficio, conforto e bem estar do paciente, maior eficacia, além da
adequacdao e acessibilidade a nossa populacéo.

Sendo assim, este estudo propds um experimento com um recurso
natural, agua de coco liofilizada nas formas Amorfa e Cristalina aquosa e gel, que

favoreceram o desenvolvimento de fibras colagenas e outro com o Dersani® que de
forma mais efetiva favoreceu o desenvolvimento de fibras colagenas, de densidade vascular

e de tecido de granulacéo.
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6 CONCLUSAO

O Dersani® e a agua de coco liofilizada, nas formas Amorfa e Critalina-
aguosa e Amorfa e Critalina-gel, aumentaram significantemente a deposicdo de
colageno na cicatrizacdo por segunda intencdo. O Dersani® isoladamente,
intensificou a neovascularizacdo e, por conseguinte, o tecido de granulagao.
Portanto, podemos concluir que o Dersani® influenciou positivamente o processo

cicatricial no modelo experimental utilizado neste estudo.
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APENDICE A

159

QUADRO 01: Quadro para calculo dos escores das feridas em cicatrizagdo. Adaptado de

Myers (1961).

o 0 +1 +2 +3 +4
Variaveis . Fator Total
ausente leve moderado | marcante macico
Neutréfilos -10
Crosta -1
Inflamacado aguda -4
Inflamacéo crénica +2
Regeneracéo epitelial +5
Fibroblastos +5
Tecido granulacéo +5
Colageno +10
Eosinoéfilos -4
Neovascularizacdo +5
ESCORE TOTAL

*As intensidades das variaveis (0 a 4) foram multiplicadas por fatores + ou -

baseados na sua

importancia para a cicatrizacdo. A soma destes produtos correspondem ao escore total para cada

animal.
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Pesos dos animais nos diferentes grupos mensurados no dia que precedeu a
realizacdo do procedimento cirargico.

Controle Referéncia Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina- Triglicerideo
aguosa aqguosa gel gel
151 135 171 131 134 124 118
151 160 154 148 148 126 113
129 131 150 112 137 157 116
125 127 130 132 136 158 121
144 128 136 140 141 151 105
147 147 124 136 120 133 123
147 144 135 123 125 128 131
144 148 136 140 115 133 124
148 142 137 140 123 132 114
118 131 138 125 115 115 112
124 124 139 153 128 115 121
117 113 137 143 135 125 135
116 132 135 141 127 106 130
125 114 126 133 141 143 127
110 128 136 140 144 142 121
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Grau de reparacgao das feridas (GR), em termos percentuais, calculado nos sete

grupos de tratamento no 32 dia do experimento.

Amorfa-

Cristalina-

Amorfa-

Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
21,0756  -22,2160 28,9675 28,2607 32,8718 -10,1816 4,6389
3,5102 -21,5686 14,7750 25,3525  -3,7872 8,0095 8,9278
-4,9618 -0,2428 25,0610 14,7282 0,0939 3,6003 3,7950
10,1451  -10,2097 23,3538 15,3913 21,5540 8,4242 11,5963
3,6477  -12,4481 19,1114 22,0087 -0,8750 19,7043 5,2783
16,4156 -6,7912 11,5629 17,2067 2,0499 -9,1354 17,6911
13,1256 1,8802 8,0136 20,0816 10,3409 8,7292 7,4482
8,6453 -12,1116 10,0705 17,4243  -0,3636 13,6695 18,0897
12,7160 -6,7357 9,7437 17,8542  -9,4612 6,6903 16,6963
5,2853 1,6893 0,0598 19,4562  -5,2163 12,8925 -2,5843
7,8662  -21,0388  -8,7412 6,5051  -9,2778 9,6687 4,8843
17,3887  -18,7562 16,6491 17,1627  -0,8862 10,7857 5,0331
20,1896 -8,6853 -29,9372 29,2185  -2,3121 20,7441 14,0575
11,7137 -4,9100 13,0486 34,5216 2,6660 -5,7545 1,0747
8,0045  -27,4330  -0,9962 20,9810  -7,2419 1,8894 10,0905

Grau de reparacao das feridas (GR), em termos percentuais, calculado nos sete

grupos de tratamento no 72 dia do experimento.

Amorfa-

Cristalina-

Amorfa-

Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
45,8429 -0,8902 45,5572 68,8510 41,3241 27,4167 56,2686
53,8137 8,9347 29,0495 63,0834 32,4141 40,9681 54,2844
50,1422 28,9275 63,8752 48,5468 40,5343 31,4681 57,2115
46,8989 34,6391 50,3935 45,2684 49,9070 37,7029 52,6849
50,3612 17,7228 39,8937 40,5146 24,3362 31,3437 40,9746
55,2732 32,3885 43,7645 41,9975 45,1903 29,0162 59,3132
52,7151 40,4740 26,8235 57,4875 33,4984 39,5921 46,6770
49,8989 52289 43,5672 37,1370 60,8849 50,4394 62,7588
52,7128 37,2344 28,0145 46,5237 36,0884 46,0919 57,5453
36,3661 23,0907 24,2386 39,9783 52,5663 64,6346 41,0181
40,9133 47,9001 37,3320 35,8744 28,8988 45,1988 52,4846
45,5251 40,6467 46,4365 49,1891 61,3164 46,3484 38,2516
53,7940 46,6741 52172 60,0849 37,5777 51,2583 59,3347
55,5125 52,7516 40,3682 51,5390 49,5770 49,3012 61,7470
40,1668 36,9335 28,7853 51,6399 60,9272 50,9390 55,3443
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Grau de reparacgao das feridas (GR), em termos percentuais, calculado nos sete

grupos de tratamento no 12° dia do experimento.

Controle Referéncia Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina- Triglicerideo
aguosa aqguosa gel gel
87,1961 60,3606 82,4913 92,1799 84,2382 77,0294 82,7682
85,6532 59,8342 68,4927 93,2069 71,4939 82,2356 81,1366
83,1683 83,9202 93,8217 56,2135 89,6733 84,2522 85,2221
67,7207 80,1974 90,1400 79,5168 89,6418 75,3073 83,4549
62,5322 62,5231 81,7023 84,2064 74,6259 79,0401 77,0351
75,3740 82,2999 78,5202 89,5019 74,8623 74,3669 84,8029
86,2356 82,6333 80,8303 85,9619 67,5180 79,1992 83,3696
88,8628 60,5894 87,3694 79,3587 93,5979 85,7982 91,8303
76,8015 90,0497 81,0303 84,8520 94,0356 87,2668 86,4652
74,5752 78,7778 80,5145 88,8309 88,0329 92,0923 80,3795
65,3378 83,2903 82,9037 84,3532 87,8936 90,4893 87,4549
55,7370 81,9722 88,8252 84,9896 93,7289 90,7016 81,6494
85,4932 90,2676 74,2386 87,7853 89,5081 89,4137 83,5736
88,0363 90,6081 82,3292 89,9881 90,1666 87,6283 83,0146
86,5790 88,7321 80,4456 80,8498 87,3225 88,2413 80,1401
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Taxa média de reparacao das feridas (TRm), em mm?/dia, referente ao intervalo
entre os dias 0 e 3, mensurada nos sete grupos de tratamento.

Amorfa-

Cristalina-

Amorfa-

Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
26,9524  -26,9932 37,5238 33,6803 36,9864 -11,9796 6,2449
45238 -29,0340 17,8707 31,5578  -4,9048 9,6463 12,3537
-6,8844 -0,2857 32,8367 18,3741 0,1224 4,4558 4,9456
12,4626  -13,5102 27,4558 18,1565 25,2109 9,8844 16,1157
4,8095 -14,6735 23,9660 28,9796  -0,9864 26,4762 7,0000
21,2721 -8,6054 15,2449 24,0612 2,2789 -12,1973 25,8639
18,4490 2,5578 10,7551 28,1429 13,4966 11,8503 9,7891
10,7619  -15,3471 13,7007 23,1020 -0,4014 18,5170 23,0612
16,4218 -9,1225 12,8027 25,3129 -11,9456 8,3674 20,4422
6,4966 2,1157 0,0748 24,3401  -6,7755 15,7823 -2,9184
11,5306  -25,4898 -11,8571 8,9456 -13,3877 12,9048 6,2585
23,6190 -23,1225 21,5170 23,1089  -1,1633 14,3061 6,3605
29,5578  -11,6803 -38,9184 39,8027 -2,8844 30,9524 18,9728
15,6190 -6,4762 18,2245 49,2109 3,5374 -7,1701 1,3265
10,1837  -41,9184  -1,1225 29,1565  -8,8095 2,2517 14,1157

Taxa média de reparacdo das feridas (TRm), em mm?/dia, referente ao intervalo
entre os dias 3 e 7, mensurada nos sete grupos de tratamento.

Controle Referéncia Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina- Triglicerideo
aguosa aqguosa gel gel
23,7551 19,4337 16,1173 36,2806 7,1326 33,1786 52,1276
48,6225 30,7959 12,9490 35,2245 35,1633 29,7704 47,0714
57,3419 25,7398 38,1429 31,6429 39,5408 25,8674 52,2092
33,8623 44,5102 23,8418 26,4337 24,8725 25,7653 42,8265
46,1939 26,6735 19,5459 18,2755 21,3163 11,7296 35,5051
37,7653 37,2347 31,8418 26,0000 35,9694 38,2041 45,6378
41,7347 39,3776 18,9337 39,3163 22,6684 31,4235 38,6684
38,5153 16,4796 34,1786 19,6021 50,7143 37,3571 42,7092
38,7398 44,6633 18,0051 30,4847 43,1327 36,9592 37,5102
28,6531 20,1020 22,6837 19,2551 56,2908 47,5051 36,9286
36,3317 62,6429 46,8725 30,2908 41,3163 35,5663 45,7449
28,6633 54,9235 28,8725 32,3418 61,2347 35,3776 31,4847
36,8980 55,8367 34,2755 31,5357 37,3215 34,1480 45,8316
43,8010 57,0408 28,6174 18,1939 46,6837 51,4490 56,1684
30,6888 73,7653 25,1684 31,9541 62,1939 43,8418 47,4796
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Taxa média de reparacdo das feridas (TRm), em mm?/dia, referente ao intervalo
entre os dias 7 e 12, mensurada nos sete grupos de tratamento.

Amorfa-

Cristalina-

Amorfa-

Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
31,7306 44,6531 28,7061 16,6816 28,9714 35,0245 21,4041
24,6204 41,1102 28,6245 22,4980 30,3673 29,8204 22,2939
27,4939 38,8204 23,5429 5,7388 38,4367 39,1959 21,9020
15,3469 36,1714 28,0367 24,2408 27,8857 26,4735 25,6571

9,6286 31,6857 31,4571 34,5184 34,0163 38,4531 28,6939
15,6286 37,9469 27,4939 39,8571 19,7918 36,3306 22,3592
28,2694 34,4122 43,4898 23,9429 26,6408 32,2612 28,9347
29,1020 42,0898 35,7551 33,5878 21,6694 28,7388 22,2367
18,6653 42,9184 41,7959 32,6041 43,8980 30,8980 21,2449
28,1796 41,8449 42,2367 36,6694 27,6408 20,1674 26,6694
21,4816 25,7265 37,0898 40,0000 51,0775 @ 36,2694 26,8857

8,3225 30,5673 32,8694 28,9224 25,5265 35,2980 32,9061
27,8449 35,1755 53,8367 22,6408 38,8694 34,1592 19,6286
26,0204 29,9592 35,1633 32,8857 32,3143 28,6531 15,7510
35,4286 47,4898 34,9265 24,3551 19,2653 26,6735 20,8123

Taxa média de reparacdo das feridas (TRm), em mm?/dia, referente ao intervalo
entre os dias 0 e 12, mensurada nos sete grupos de tratamento.

Amorfa-

Cristalina-

Amorfa-

Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
27,8776 18,3350 26,7143 27,4643 23,6956 22,6582 27,8554
27,5969 20,1361 20,7109 29,0051 23,1480 24,7602 28,0680
28,8486 24,6837 30,7330 17,5323 29,2262 26,0680 27,7653
20,7976 26,5306 26,4932 23,4507 26,2126 22,0901 28,9949
20,6122 18,4252 25,6140 27,7194 21,0323 26,5510 25,5408
24,4184 26,0714 25,8810 31,2891 20,8061 24,8231 30,9949
30,3027 28,1037 27,1208 30,1174 22,0306 26,8793 27,3929
27,6548 19,1938 29,7160 26,3044 25,8333 29,0561 29,2670
24,7959 30,4898 26,6174 30,0748 29,6820 27,2857 26,4660
22,9167 24,6650 25,1786 27,7823 28,5867 28,1837 22,6922
23,9439 25,2279 28,1140 29,0000 31,7075 30,1939 28,0153
18,9269 25,2636 28,6990 28,6088 30,7568 30,0765 25,7959
31,2908 30,3486 24,1276 29,8963 27,9150 33,3537 28,1990
29,3469 29,8776 28,7466 32,0697 29,9099 27,2959 25,6173
27,5374 33,8963 22,6616 28,0884 26,5561 26,2908 28,0272
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Numero de mastocitos referente aos sete grupos de tratamento, mensurado nos
preparados histolégicos corados com azul de toluidina obtidos no 12° dia do

experimento.

Controle Referéncia Amorfa- Cristalina-  Amorfa- Cristalina- Triglicerideo
aguosa aguosa gel gel
66 105 52 62 97 84 104
59 61 52 65 31 71 99
150 119 70 77 50 77 82
101 104 75 129 87 93 156
59 45 47 58 126 66 79
66 65 65 69 31 93 50
70 129 39 85 123 142 36
50 61 72 57 34 120 46
53 170 100 92 50 83
53 82 58 91 69 50
123 85 34 75 70 35
68 31 118 39 99 94

Densidade de colageno, expressa em termos percentuais, referente aos sete grupos
de tratamento, mensurada nos preparados histologicos corados com tricrobmio de
Masson obtidos no 12° dia do experimento.

Controle Referéncia Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina- Triglicerideo
aguosa aqguosa gel gel

36,9191 63,0983 39,7392 35,6462 52,1545 64,4229 62,4271

52,1507 53,4910 34,1632 59,8715 60,4573 52,4941 80,0868

49,9375 71,6448 45,5917 67,5701 55,4038 65,1854 60,1330

55,6278 37,6865 66,7205 54,2528 69,0656 65,2674 56,6368

51,4292 75,9226 71,7635 34,7014 63,6712 44,2410 75,4083

40,8573 69,3427 77,2597 53,3587 28,5882 51,4333 72,8576

39,7931 39,4448 76,6274 63,0007 58,8969 45,9823 61,3767

38,3663 50,4017 69,7497 57,9424 70,5924 62,6556 44,3205

58,0653 38,9649 71,6278 53,3587 67,0309 37,3424

26,9368 65,1556 68,8917 51,9392 67,1424 63,7049

39,3840 45,9642 56,1753 60,5128 66,7847 68,5344

30,9226 21,7851 61,8240 56,5177 66,7608 82,8851
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Densidade vascular, expressa em termos percentuais, referente aos sete grupos de
tratamento, mensurada nos preparados histoldégicos corados com tricrbmio de
Masson obtidos no 122 dia do experimento.

Controle Referéncia Amorfa- Cristalina-  Amorfa- Cristalina- Triglicerideo
aguosa aguosa gel gel

21.0101 12,8497 25,7031 31,6788 31,2236 26,8733 41,5010

13.7344 22,0205 25,9278 29,1347 17,8903 27,8201 34,4448

25,9618 15,7115 23,2844 13,5681 31,6201 30,7316 32,5076

11,2771 20,1663 12,6319 21,4872 22,7240 19,5059 33,2819

17,1299 14,1104 28,6087 41,0635 30,6906 36,4563 37,0208

26,4920 24,0497 13,2802 26,2840 36,8361 38,5813 38,4281

30,6840 32,5056 21,4562 26,5024 29,6052 48,2455 48,9250

26,7608 26,0743 17,9135 29,1583 28,5125 37,4097 41,4153

24,0076 29,5271 21,6403 28,3733 36,0542 39,9549

36,9729 26,7878 17,7281 26,9528 26,9403 37,3552

29,8920 30,8153 29,8017 22,9934 25,2566 28,4507

40,0142 42,2733 35,5854 20,6066 16,4333 18,8983

Grau de cicatrizacdo determinado nos sete grupos de tratamento, no 12° dia do
experimento, conforme o0 método histologico de Myers.

Amorfa-

Cristalina-

Amorfa-

Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
107 78 93 81 104 78 102

77 68 94 103 75 78 102

77 83 97 103 78 78 106

62 92 93 102 101 78 103

68 77 102 102 78 78 107

106 104 88 78 105

Quantificacdo de neutrdfilos, conforme critérios histolégicos (escores de 0 a 4),
realizada nos sete grupos de tratamento no 12° dia do experimento.

Controle Referéncia Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina- Triglicerideo
aquosa aquosa gel gel
1 2 2 2 1 2 0
2 2 2 1 3 2 0
1 1 1 1 2 2 2
1 1 2 1 0 2 2
1 2 1 1 2 2 1
1 1 2 2 1
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Avaliacdo da formacéao da crosta, conforme critérios histologicos (escores de 0 a 4),
realizada nos sete grupos de tratamento no 12° dia do experimento.

Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
1 1 2 2 1 1 0
1 1 2 1 3 1 1
1 2 1 1 2 1 2
1 1 2 1 0 1 1
0 2 1 1 1 1 1
0 0 1 1 1

Avaliacdo da inflamacéo aguda, conforme critérios histolégicos (escores de 0 a 4),
realizada nos sete grupos de tratamento no 12° dia do experimento.

Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina-

Controle Referéncia Triglicerideo

aguosa aguosa gel gel
1 1 1 1 0 1 0
2 1 1 0 2 1 0
1 1 1 0 1 1 1
1 1 1 1 0 1 1
0 2 1 1 1 1 0
1 0 1 1 1

Avaliacdo da inflamacé&o crénica, conforme critérios histolégicos (escores de 0 a 4),
realizada nos sete grupos de tratamento no 12° dia do experimento.

Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
1 1 2 2 0 1 0
2 1 1 0 2 1 0
1 1 1 0 1 1 1
1 1 1 1 0 1 1
0 2 1 1 1 1 1
1 0 1 1 0
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Avaliacdo da regeneracao epitelial, conforme critérios histolégicos (escores de 0 a
4), realizada nos sete grupos de tratamento no 12° dia do experimento.

Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
4 3 1 1 4 3 4
3 2 3 4 3 3 4
2 3 3 4 3 3 4
1 3 3 3 4 3 4
2 2 4 3 3 3 4
4 4 4 3 4

Quantificacdo de fibroblastos, conforme critérios histolégicos (escores de 0 a 4),
realizada nos sete grupos de tratamento no 12° dia do experimento.

Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
4 3 4 4 4 3 4
3 3 4 4 4 3 4
4 4 4 4 3 3 4
3 4 4 4 4 3 4
3 4 4 4 3 3 4
4 4 4 3 4

Avaliacdo do tecido de granulacdo, conforme critérios histologicos (escores de 0 a
4), realizada nos sete grupos de tratamento no 12° dia do experimento.

Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
4 3 4 4 4 3 4
3 2 3 4 3 3 4
3 3 4 4 3 3 4
2 3 4 4 4 3 4
3 2 4 4 3 3 4
4 4 4 3 4
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Quantificacdo de colageno, conforme critérios histologicos (escores de 0 a 4),
realizada nos sete grupos de tratamento no 12° dia do experimento.

Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
4 3 4 3 4 3 4
3 3 4 4 2 3 4
3 3 4 4 3 3 4
3 4 3 4 4 3 4
3 3 4 4 3 3 4
4 4 4 3 4

Quantificacdo de eosindfilos, conforme critérios histologicos (escores de 0 a 4),
realizada nos sete grupos de tratamento no 12° dia do experimento.

Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
1 1 3 1 1 1 1
2 1 1 0 2 1 0
1 1 2 0 1 1 1
1 1 1 1 0 1 1
1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1

Quantificacdo da neovascularizagdo, conforme critérios histologicos (escores de 0 a
4), realizada nos sete grupos de tratamento no 122 dia do experimento.

Amorfa- Cristalina- Amorfa- Cristalina-

Controle Referéncia aquosa aquosa gel gel Triglicerideo
4 3 3 3 4 3 4
2 3 3 4 2 3 4
3 3 3 4 3 3 4
3 3 4 4 4 3 3
3 3 3 4 3 3 4
4 4 3 3 4
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Anexo A

Universiciade Veterl dio Cenng
Cornissao de fhen emn Pesquise Animal - CEPA
Houar Corpnel Munes de Melo, 1127 Rodalbs 'T2idilo
Cep: G0430-970 Corlalez-CE
Tel: {83) 400553535 Fax (B3} 40058335
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COMPOSICAO DA AGUA DE COCO
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A tabela a seguir mostra a média e desvio padrdo de parametros analisados de

cocos de 6 meses de maturacdo da variedade ana verde.

Parametros 6 meses
Peso do coco (g) 1858,40+681,27
Altura do coco (cm) 17,2+1,0
Largura do coco (cm) 14,08+0,9
Diametro albumen superior (mm) 0,6+0,8
Diametro albamen inferior (mm) 2,9+1,8

Peso albumen (g) 41,32+41,92
Volume (ml) 484,40+60,14
Ph 4,29+0,09
Brix 5,3+0,3
Condutividade elétrica (mV) 116+4,9

Osmolaridade (mOsm)

434,83+31,50

e) Composicdo meédia da 4gua de coco:

Composicao

100g

Calorias

19,0 (79,5 kJ)

Calorias provenientes de carboidratos

14,8 (62,1 kJ)

Calorias provenientes de lipidios 1,7 (7,0 kJ)
Calorias provenientes de proteinas 2,5 (10,5 kJ)
Agua 95¢g

Cinzas 0,49
Carboidratos totais 3,79

Fibra 119
Lipidios totais 0,29




Lipidios saturados 0,29
Acido caproico (6:0) 1,0 mg
Acido caprilico (8:0) 14,0 mg
Acido céprico (10:0) 11,0 mg
Acido laurico (12:0) 88,0 mg
Acido miristico (14:0) 35,0 mg
Acido palmidico (16:0) 17,0 mg
Acido estearico (18:0) 10,0 mg
Acido oléico (18:1) 8,0 mg
Acido linoléico (18:2) 2,0 mg
Proteinas 0,79
Aminoacidos

Acido Aspartico 70 mg
Acido Glutamico 165 mg
Alanina 37 mg
Arginina 118 mg
Cistina 14 mg
Fenilalanina 37 mg
Glicina 34 mg
Histidina 17 mg
Hidroxiprolina tracos
Homoserina tragcos
Isoleucina 28 mg
Leucina 53 mg
Lisina 32 mg
Metionina 13 mg
Prolina 30 mg
Serina 37 mg
Tirosina 22 mg
Treonina 26 mg
Triptofano 8 mg
Valina 44 mg

Vitaminas
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Acido ascorbico 2,4 mg
Folatos 3,0 mcg
Niacina 0,1 mg
Riboflavina 0,1 mg
Tiamina tracos
Minerais

Célcio 24,0 mg
Cobre Tracos
Enxofre 24.0
Ferro 0,3 mg
Fosforo 20 mg
Manganés 0,1 mg
Magnésio 25 mg
Potéssio 250 mg
Selénio 1,0 mcg
Sadio 105 mg
Zinco 0,1 mg
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Anexo C

PROCESSAMENTO DA AGUA DE COCO

O coqueiro é uma planta monocotiledonea, da familia Palmae, conhecido
como Cocus nucifera L.

O fruto é a drupa com casca (epiderme) lisa, camada fibrosa (mesocarpo)
e parte dura (endocarpo). Em sua parte interna encontra-se a améndoa e a "agua-
de-coco". O fruto também é conhecido como noz-semente, semente.

A coleta da matéria-prima foi realizada diretamente das palmeiras
(coqueiros), os frutos com 180 dias de frutificacdo da variedade anéd verde foram
identificados quanto ao cacho de que provinham. Foram coletados de uma fazenda
certificada como organica pela Associacdo de Certificacdo Instituto Biodinamico
(IBD), no municipio de Trairi-CE, onde foram submetidos as mesmas condicfes
climaticas, de adubacéo e irrigagdo por sistema de micro-aspersdo, onde cada
coqueiro, individualmente, recebia a mesma quantidade de agua todos os dias, além
de serem livres de pragas.

Apos a identificacdo individual foram acondicionados em caixas plasticas,
segundo o coqueiro de onde provinham e levados a sala de higienizagdo dentro de
um galpéo localizado dentro da prépria propriedade.

Os parametros analisados foram os seguintes:

EMBRIAO

EPICARPO
MESOCARPO

EDORCARPO

ALBUMEN

TEGUMENTO
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—Peso do coco: mensurado em balanca (0,01 a 2000g) e expresso
em gramas.

—Altura do coco: mensurado atraves de régua milimetrada e expresso
em centimetros (seta azul).

—Largura do coco: mensurado através de régua milimetrada e
expresso em centimetros (seta laranja).

—Diametro do albumen: considerado como o0 endosperma
gelificado/solidificado do coco, popularmente conhecido como “laminha” do coco,
tendo sido mensurado na parte superior do coco (seta verde) e na parte inferior
do coco (seta rosa); expresso em milimetros e mensurado através de
paquimetro.

—Peso do albumen: uma vez aberto o coco, o albumen foi retirado
com o auxilio de colher e pesado em balanca (0,01 a 2000g); expresso em
gramas.

—Volume da agua de coco: mensurado em proveta graduada e
expresso em mililitros.

—pH da agua de coco: mensurado através de pHmetro portétil
previamente calibrado.

—Brix (solidos totais): mensurado através de refratbmetro previamente
calibrado.

—Condutividade elétrica: mensurada atravées de pHmetro portatil
previamente calibrado; expressa em mV.

—Osmolaridade: considerada como pressdo osmotica, as amostras
foram acondicionadas em Eppendorf de 1,5ml e congeladas, sendo
posteriormente analisadas no Laboratorio de Tecnologia do Sémen Caprino e
Ovino da Universidade Estadual do Ceara, utilizando osmdmetro previamente
calibrado, expresso em miliosmoles por litro (mOsm/I).

f) Processamento tecnologico

Os cocos foram coletados na fazenda ao final do dia e transportados no
dia seguinte no inicio da manha para Fortaleza dentro de caixas de polipropileno,
sendo entregues por volta das 8h da manha.

Na recepcéo os cocos foram lavados em baldes contendo hipoclorito de
sédio (dgua sanitaria) na proporcdo de 1 colher de sopa para cada litro de agua,

permanecendo por 30 minutos, sendo entdo secos com papel toalha.
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Abertura do fruto foi realizada através de abridor de cocos manual de
aluminio, sendo lavado na solug¢édo acima descrita e enxaguado com agua destilada
a cada coco.

A filtracdo em papel filtro descartavel e suporte de polipropileno, sendo
lavado na solucéo acima descrita e enxaguado com agua destilada a cada coco.

Apés ser filtrada a &gua de coco foi adicionada de carreador
(Maltodextrina, Corn Product Inc.), homogenizada com bastdo de vidro até sua
completa dissolucao.

O processamento da agua de coco na forma amorfa: o liquido foi
bombeado de forma continua para pulverizacdo em equipamento Spray Dryer,
modelo Yakamoto, em condicdes de gradiente de temperatura e de pressao
rigorosamente controlados. As microgotas foram vaporizadas instantaneamente e
transformadas em p6 amorfo com menos de 3% de umidade e granulometria
estimada de 100 meche. O p6 foi armazenado em copo coletor e retirado da
maquina apés o término do processo. Dai foi armazenado em recipientes
hermeticamente fechados para evitar a entrada de umidade e luz no produto. O
produto foi desidratado continuamente.

O processamento na forma cristalina: através de processo de
desidratacdo a alto vacuo (DAV), ou liofilizagdo, onde a agua foi do alimento sem
aguecimento, por meio de sublimacdo, mantendo as caracteristicas iniciais do
produto.

As caracteristicas e fundamentos fisicos: o fundamento fisico para a
liofilizacdo € a coexisténcia dos trés estados da agua (solido, liquido e gasoso) em
determinadas condicdes de pressdo e temperatura. Assim, em temperaturas de
aproximadamente 0°C e pressdo de 2 mm de mercUrio, obtém-se o chamado ponto
triplo da agua, possibilitando sua passagem diretamente do estado sélido para o
gasoso, sem passar pelo liquido, ou seja, por sublimacao.

No processo de liofilizacdo, a agua apds a etapa de pré-preparo acima
descrita, foi congelada a temperatura de —17°'C aproximadamente em 15 minutos,
nas proprias camaras de alto vacuo. Com o aumento progressivo da temperatura e a
manutencdo da condi¢do de baixissima pressdo (vacuo), obteve-se a saida da agua
por sublimacdo. Dessa forma, ndo ha exposicédo a altas temperaturas e o produto
final apresenta caracteristicas nutritivas e sensoriais semelhantes ao original, “in

natura”.
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A manutencdo do valor nutritivo garantiu as estruturas protéicas e o
conteudo de vitaminas, especialmente as termolabeis, mantidos no processo, ja que
o calor nao foi aplicado a agua de coco.

A manutencdo das caracteristicas sensoriais como o sabor, o odor e o
aroma nao foram alterados pela liofilizac&o, pois os componentes que conferem tais
caracteristicas sédo termolabeis e, ndo havendo aplicagdo de calor, foram mantidos
NO processo.

Apos ser retirada do liofilizador foi armazenada em embalagens de
aluminio, sendo depois levadas a sala para ter sua granulometria homogenizada
através de moinho especifico.

g) Preparo das Formulacdes

O material basico (Agua de coco em poO) seja na forma amorfa ou
cristalina, bem como na forma de capsula ou gel foi encaminhado a Farmécia de
Manipulacdo (Magistral) registrada na ANVISA, onde foram preparadas as
formulacoes.

Na apresentacdo solucdo aquosa amorfa (SA) cada capsula de 1,0 g
continha: 5 mg de sulfato de neomicina; 10 mg de xilocaina; 10 mg de estearato de
magnésio (antiumectante); 975 mg de agua de coco em pé amorfa.

Na apresentacdo solu¢do aquosa cristalina (SC) cada cépsula de 1,0 g
continha: 5 mg de sulfato de neomicina; 10 mg de xilocaina; 10mg de estearato de
magneésio (antiumectante); 975 mg de agua de coco cristalina.

A apresentacdo gel de agua de coco em p6 amorfa (GA) continha em 10
g: 62,5% de principio ativo = 6,25 g; 37,5% de excipiente = 3,75 g.

Em 6,25 g de principio ativo continha: 6,09 de agua de coco em po
amorfa; 31,25 mg de sulfato de neomicina; 62,5 mg de xilocaina; 62,5 mg de
estereato de magnésio.

A apresentacao gel de agua de coco em po cristalina (GC) continha em
10 g: 62,5% de principio ativo = 6,25 g; 37,5% de excipiente = 3,75 g.

Em 6,25 g de principio ativo continha: 6,09 de agua de coco em po
amorfa; 31,25 mg de sulfato de neomicina; 62,5 mg de xilocaina; 62,5 mg de
estereato de magnésio.



