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Resumo

Introducdo: A pele constitui uma protecdo primaria contra agentes agressores que, de acordo
com a intensidade, podem provocar lesdes neste tecido, ativando o processo de reparacédo
tecidual. A janaguba (Himatanthus drasticus) tem sido utilizada como recurso terapéutico na
cicatrizacdo por sua agdo anti-inflamatoria, antimicrobiana e analgésica. Outro meio
terapéutico, o LED, utiliza-se da fotomodulacao para efeitos no processo cicatricial. Objetivo:
Avaliar a agéo cicatrizante da terapia LED associada a H. drasticus em tecidos lesionados de
ratos Wistar. Método: Estudo do tipo experimental, analitico, controlado, aleatorizado e com
duplo mascaramento, tendo amostra composta por 20 ratos, distribuidos em 04 grupos.
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Resultados: Os resultados apresentaram que ndo houve diferenca estatistica significativa entre
as médias de células inflamatdrias e reparatoria dos grupos analisados (p>0,05). Conclusédo: A
aplicacdo associada da terapia LED com H. drasticus no tratamento de feridas em ratos Wistar
mostrou efeitos terapéuticos evidenciados pelo aumento no ndmero de células reparatorias
(fibroblastos), porém os resultados ndo demonstraram significancia estatistica.

Palavras-chave: Cicatrizagdo; Fototerapia; Recursos naturais; Fisioterapia.
Area Tematica: Temas transversais — Outros.

E-mail do autor principal: mariferreira2503@gmail.com
1 INTRODUCAO

De acordo com Azulay (2017) a pele constitui uma protecdo primaria contra agentes
agressores que, de acordo com a intensidade, podem provocar lesdes neste tecido, ativando o
processo de reparacdo tecidual, dividido em 3 fases: inflamatdria, formacao tecidual ou fase
proliferativa e remodelacdo da ferida. E relatado por Alberto et al. (2017) e Panobianco et al.
(2012) que a cicatrizacdo tem por objetivo reestabelecer a plenitude, morfolégica e funcional,
da pele ou tecido lesionado, promovendo assim a substitui¢cdo do tecido lesado por um novo.

A medicina popular brasileira, utiliza recursos naturais para fins terapéuticos, através,
por exemplo, da fabricacdo de garrafadas ou leites, segundo levantamento de Soares et al.
(2015). Saraiva (2015) e Soares et al. (2016) destacam em seus estudos uma planta nativa,
chamada regionalmente de janaguba, utilizada para tratamento de Ulceras gastricas, feridas,

cancer, entre outros males.

A janaguba (Himatanthus drasticus) é descrita por Almeida et al. (2017) e Soares et
al. (2016) como sendo uma planta arborea, que pode ser encontrada nas regides norte, nordeste
e centro-oeste do Brasil, além da Guiana Francesa, Guiana e Suriname. Esses estudos apontam
acdo anti-inflamatoria, antimicrobiana, analgésica, evidenciando os efeitos medicinais desta

planta nativa sul-americana.

No cuidado ambulatorial da reparacdo tecidual, o LED (Light Emitting Diodes ou
Diodos Emissores de Luz, em traducdo livre) recurso da fototerapia que utiliza a fotomodulagao
para producdo de efeitos terapéuticos, &€ uma ferramenta indicada para a melhora do processo
de cicatrizacdo, em decorréncia de seus efeitos fisiolégicos no processo cicatricial, que de
acordo com Agne (2017), promove a aceleracdo do processo inflamatorio, regeneracdo nervosa

e reabsorcéo de edemas.
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No processo de cicatrizagdo, o LED tem seu efeito por estimular o aumento da
proliferacdo de fibroblastos, que segundo revisbes de Jagdeo et al. (2018), reforcam o
metabolismo celular, transformar fibroblastos em miofibrobastos, além de ja citado
anteriormente, incrementar a (pro) sintese de colageno.

O baixo custo, a facilidade no manuseio da aplicagdo da terapia LED e a seguranca no
tratamentos sdo descritos por Agne (2017) e Jagdeo et al. (2018) como fatores que contribuem
para a rapida adesdo deste recurso fototerapéutico nas clinicas de recuperacéo.

Diante disto, o trabalho tem por objetivo avaliar a acdo cicatrizante da terapia LED
associada a H. drasticus em tecidos lesionados de ratos Wistar.

2 METODO

O presente estudo ¢ do tipo experimental, analitico, controlado, aleatorizado,
prospectivo, com duplo mascaramento (patologista e estatistico), tendo sido realizado apos a
aprovacao do CEUA (comité de ética envolvendo pesquisas com animais), tendo por nimero
do parecer 4169/19.

A amostra foi composta por 20 ratos wistar (rattus norvegicus), distribuidos,
aleatoriamente, em 04 grupos, utilizando o programa de distribuicdo randomizada disponivel
no site www.randomization.com. Os grupos experimentais foram organizados da seguinte
forma: grupo controle (Grupo Controle), grupo com intervencdo com terapia LED (Grupo
LED), grupo de tratamento com extrato em gel de H. drasticus (Grupo Planta) e grupo de terapia
com aplicacdo de terapéutica LED associada a aplicagédo de extrato em gel de H. drasticus
(Grupo LED + Planta).

Os animais permaneceram no biotério desta instituicdo, em gaiolas coletivas,
agrupados em numero de 5 animais por gaiola, dispondo de agua e racdo de modo ad libitum.
O ambiente foi mantido a temperatura constante de 22°C, com manutencéo do grau de umidade
e periodos controlados de 12 horas de luz (iniciando-se a fase clara as 07:00 horas), de acordo
com os critérios do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Os procedimentos
experimentais foram realizados no Laboratorio de Fisiologia do Centro Universitario Santo
Agostinho (UNIFSA).

Foram adotados os seguintes critérios de inclusdo: ratos da raga wistar, espécie rattus
norvegicus, machos ou fémeas, com massa corporea entre 250 e 300g e provenientes do biotério

do Centro Universitario Santo Agostinho (UNIFSA). Definiu-se como critérios de exclusao
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ratos de outras racas, massa corpérea abaixo de 250 g e acima de 300 g e oriundos de fora do
biotério do Centro Universitario Santo Agostinho (UNIFSA).

Para a preparacéo do extrato etanélico das folhas de H. drasticus foram coletadas 1000
g de folhas de H. drasticus, que foram higienizadas com agua filtrada e colocadas para secagem
ao sol.

Na obtencdo do extrato etandlico, foi usado uma proporc¢édo de 1:5 p/v (1g da planta
seca para cada 5mL de alcool etilico 70%). Apos a coleta o material botanico foi triturado em
liquidificador convencional, pesado em balanca semi analitica (226,60g) e acondicionado com
o0 solvente extrator (1148mL) a temperatura ambiente em frasco ambar com tampa rosqueada
por sete dias, sendo agitado periodicamente. Apos esse periodo, a solucdo foi filtrada por
filtracdo a vacuo e em seguida concentrada em rotaevaporador sob pressdo reduzida a uma
temperatura de 40 °C. Finalmente, o extrato foi armazenado sob temperatura ambiente, ao
abrigo da luz.

Apbs o periodo destinado ao armazenamento, usou-se, para a obtencdo do extrato em
gel da H. drasticus, arbopol 1,5%, Metilparabeno 0,1%, Aminimetilpronanol g.s.p p/pH 6 e
agua destilada Qsp 50g. Em bécher de plastico, colocou-se a agua destilada e, logo apos,
adicionado o metilparabeno, agitou-se a mistura obtida. O Carbopol foi disperso na mistura
anterior e deixado em repouso por 24 horas. Apos este periodo, este foi colocado no agitador
em baixa rotacdo e adicionando o AMP até atingir pH 6,0. Novamente, agitou-se até completa
homogeneizagéo. Apos o gel pronto foi adicionado o extrato da planta na concentragéo de 5%
(2,5g) usando 48,59 do gel. o extrato foi solubilizado com propilenoglicol em quantidade
suficiente. Estes procedimentos foram realizados no Servico Escola de Farmécia do Centro
Universitario Santo Agostinho - UNIFSA.

Previamente a cada procedimento cirurgico, inducdo do ferimento cutaneo e coleta de
tecido, e apds a pesagem dos animais em balanca semi analitica, foi aplicada anestesia com
injecdo intramuscular de cloridrato de quetamina (100mg/kg) e cloridrato de xilazina (50mg/kg)
no musculo gastrocnémio dos animais, utilizando seringa de 1 mL e agulha 13 x 3 mm (30 G
%5). Ao final realizou-se analgesia com cloridrato de tramadol (5mg/kg) em todos os ratos.

Na inducéo dos ferimentos cutaneos cirargicos no dorso dos animais, inicialmente foi
realizada demarcacdo com um retdngulo com auxilio de gabarito de acetato (3 x 6 cm) e caneta
dermogréfica a partir da linha transversa interescapular superior, em sentido cranio-caudal no
dorso do animal. Em seguida fez-se uma epilacdo e com auxilio de um bisturi, com lamina n°15

estéril, realizou-se a incisdo na linha mediana dorsal, sobre a linha tracada acima descrita,
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incluindo pele e paniculo carnoso até a fascia muscular. A hemostasia foi feita aplicando-se

suave manobra de compressdo com gaze esteéril seca.

Apobs a realizacéo da inciséo, cada animal foi posicionado para receber irradiacéo, ou

extrato de H. drasticus, ou ambos, dependendo do grupo da pesquisa utilizado.

Para os grupos tratados com LED, apds o posicionamento de cada animal e da caneta
LED, foi realizada a aplicacdo de LED terapéutico de modo pontual, sem contato e
perpendicular a incisdo. A caneta do aparelho foi posicionada de modo a permanecer imovel
durante o procedimento e envolvida por filme plastico de policloreto de vinila (PVC), sendo
trocado apds a irradiagdo em cada animal. As irradiacbes com LED ambar foram realizadas a
cada 24 horas, durante 15 dias consecutivos, sempre no periodo vespertino, sendo a primeira

aplicacdo 5 minutos apos a inducéo cirargica do ferimento.

Foi utilizado o LED &mbar com comprimento de onda de 617 nm +10%; sistema de
fornecimento de feixe: LED (diodos emissores de luz); ndo colimado; feixe de luz incoerente;
espectro eletromagnético do LED: Ambar (Visivel); poténcia do LED 1500mW +10%.

Apbs o tratamento (14 dias consecutivos), os grupos foram anestesiados com
guetamina e xilazina e em seguida foi feito a retirada da regido onde havia ferimento para a
analise histopatoldgica. Foi demarcado a area de coleta de tecido correspondente ao tergo médio
da cicatriz, abrangendo 1 cm de tecido cicatricial e 2 cm de pele adjacente (1cm de cada lado).
Com auxilio de bisturi, a area tecidual correspondente ao terco médio da cicatriz e pele
adjacente foi retirada, incluindo tecido cicatricial e dérmico em toda sua profundidade. Apds
obtengdo dos tecidos, os animais foram submetidos & MIl com hiperdosagem da mistura
anestésica via intraperitoneal por cloridrato de quetamina (1g/Kg) e cloridrato de xilazina
(500mg/Kg).

Para preparacdo histoldgica, o tecido foi fixado em formol 10% por um periodo de
24h, em seguida a peca foi desidratada em etanol absoluto com porcentagens crescentes (50%,
70%, 80%, 90%) por periodos de 1h e finalmente em etanol absoluto 100% durante 8h. Apds a
desidratacéo a peca foi diafanizada em xilol por 4h, permanecendo em parafina por 4h em estufa

a 58°C e apos isso emblocada para a realizacao dos cortes histolégicos.

As pecas foram coradas com Hematoxilina Eosina (H.E) e examinadas com um
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microscopio 6ptico trinolucular Olympus CX31, modelo YS100, equipado com camera digital
Olympus SC20 e acoplado a um microcomputador, sendo observado as seguintes caracteristicas
nas laminas coradas com H.E: arranjo das fibras de colageno, neovascularizacao (ausente, leve,

média ou severa) e tipos de células inflamatorias e cicatriciais predominantes.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico IBM® SPSS® 22
for Windows para analises de one way ANOVA (ndo paramétrico), Teste de Tukey com nivel

de significancia de 5% (p<0,05) e teste de Shapiro-Wilk com nivel de 95% de confianca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais apresentaram as feridas limpas sem alteragdes evidentes e estavam todos em

bom estado de higidez.

Logo abaixo, na figura 1, podemos observar macroscopicamente as evolucGes
cicatriciais da area lesada das amostras, em um periodo de 7 e 14 dias de intervencdo proposta

para cada grupo.

FIGURA 1. EVOLUCAO DO PERIODO CICATRICAL EM 7 E 14 DIAS.
o

Legenda: A: Controle 7 dias; B: Controle 14 dias; C: Led 7 dias; D Led 14 dlas E: Planta 7 dias; F: Planta 14
dias; G: Led + Planta 7 dias; H: Led+Planta 14 dias.
Fonte: Autores, 2019.

A analise histopatoldgica dos tecidos coletados apds os 14 dias de intervencgdes estdo

expostas na figura 2.

FIGURA 2. ANALISE HISTOPATOLOGICA DA AREA CICATRICAL EM 7E 14 DIAS
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Legenda: A: Controle; B: LED; C: Planta; D: Led+ Planta.
Fonte: Autores, 2019.
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A tabela 1 nos mostra os valores das analises descritivas dos resultados dos tecidos em

cada tratamento, dispondo de: nimero maximo e minimo, média, desvio-padrao e p-valor de

células contadas em cada grupo amostral.

TABELA 1. ANALISE DESCRITIVA DOS RESULTADOS OBTIDOS

Células

Minimo

Maximo

Média

Desvio-Padréao

Mononucleadas

H P-Valor*

Controle 2 11 6,6 34 0,9110
Planta 1 7 4,0 2,4 0,5720
LED 2 10 4,4 3,4 0,1990
LED + Planta 1 9 4,2 3,9 0,2500
Polimorfonuclear

Controle 2 8 4,2 3,9 0,1030
Planta 1 7 4,2 2,2 0,1950
LED 0 6 3 2,2 0,8500
LED + Planta 0 4 2,2 1,7 0,8500
Fibroblastos

Controle 1 5 3,6 1,7 0,2720
Planta 2 7 4,6 2,1 0,8500
LED 1 6 3,6 2,5 0,1200
LED + Planta 4 7 5,5 1,3 0,9720

*Teste de Shapiro-Wilk (95% de confianga).

Fonte: Autores, 2019.

Todas as variaveis apresentam distribuicdo normal. Entdo para realizar a analise de

comparacdo de médias, utilizamos a ANOVA e o teste de Tuckey ao nivel de 95% de confianca.

O gréafico 1 nos mostra de forma explicita e comparativa a quantidade de células

inflamatorias e reparadoras de cada grupo tratado.

GRAFICO 1. PREDOMINANCIA DE CELULAS MONONUCLEADAS, POLIMORFONUCLEADAS E
FIBROBLASTOS POR GRUPO DE TRATAMENTO
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Todos os dados obtidos na analise histopatoldgica foram tabulados e organizados no
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Microsoft® Office Excel 2016 e analisados no software IBM® SPSS® 22 for Windows.

Na analise do aspecto das lesdes (figura 1), no 7° dia de pds-operatdrio as feridas de
todos os animais estavam com tamanhos semelhantes, com aparéncia de processo cicatricial.
Logo no 14° dia, nos grupos LED, Planta e LED + Planta as crostas que se formaram foram
mais intensas e as areas estavam com tamanhos menores em relagéo ao grupo controle, com
epitelizacdo quase completa e com surgimento de novos pelos ao redor da lesdo. Um estudo de
Nogueira (2014) mostrou 0 mesmo resultado positivo quanto ao uso da terapia LED no
tratamento de feridas cutdneas em ratos, com diferenga significativa na porcentagem de
regressdo da ferida e diminuicdo das células inflamatdrias, com répida reepitelizacdo a partir

das bordas da ferida.

Apbs a verificacdo microscopica dos tecidos (figura 2, tabela 1) podemos observar
que o grupo controle obteve alto nimero de celulas inflamatorias (polimorfonucleadas e
mononucledas), diminuida area de colageno ao longo das estuturas e local diversificado com
inflitrados inflamatdrios, com matriz edemaciada e frouxa. Ja nos grupos LED, LED + Planta e
Planta evidenciaram-se que os tecidos colagenos apresentam-se em quantidade abundante,
porém desorganizados, em contrapartida, nos dois primeiros grupo citados, houve elevado
namero de fibroblastos e infiltrados inflamatorios, enquanto no Gltimo, ha presenca de
fibroblastos diversificados, mas pouco nimero de células inflamatorias. Em um estudo
semelhante, Leite et al. (2014) demonstrou que a terapia com LED, promove a proliferacdo
celular, incluindo celulas epiteliais e endoteliais, queratinocitos, macrofagos, linfocitos e

fibroblastos contribuindo por acelerar o reparo tecidual.

Na analise descritiva dos resultados deste estudo (tabela 1) observou-se maior
predominancia de células mononucleares no grupo controle (Média = 6,6). Ja as células
polimorfonucleares, mostraram maior predominancia tanto no grupo controle (Média % 4,2)
como no grupo planta (Média x 4,2). Esse resultado em relacéo a planta, esta de acordo com o
estudo de Santos et al. (2017) que analisou a aplicacéo do latex de H. dréasticus em feridas, onde
evidenciou um potencial de reparacao, por modular positivamente os pardmetros de cicatrizagdo
através da participacdo de mastdcitos (célula polimorfonuclear) que pode estar associado a

presenca do lupeol em sua composicéo.

Segundo Souza (2015) observou-se também efeito positivo da planta sobre os

fibroblastos, coincidindo com um estudo que autor descreve que a aplicacdo do extrato de H.
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drasticus teve acdo anti-inflamatdria, por regular a migragéo e atividade de polimorfonucleares
e modular a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias antecipando a fase proliferativa e
contribuindo para a migracgéo e atividade dos fibroblastos, levando a uma maior deposicéo de
col&geno e acelerando a contracdo das feridas, além de melhor organizar a estrutura¢do do novo
epitélio.

De acordo com o grafico 1, nota-se que houve predominancia de células inflamatorias
no grupo controle (polimorfonucleares e mononucleares), no grupo LED poucas células
inflamatorias, porém em maior quantidade que os fibroblastos, ja no grupo planta e LED +
planta destacam-se as células de reparacdo (fibroblastos), principalmente no grupo planta, no
entanto o grupo LED + planta apresenta menor nimero de células inflamatorias em comparacao

aos outros grupos.

Quanto ao efeito positivo observado pela associa¢do da planta com o LED, na revisao
da literatura realizada, ndo foram encontrados trabalhos clinicos ou experimentais que
oferecessem fundamentos cientificos para a acdo terapéutica resultante da associagdo dos

mesmos, sendo este estudo, pioneiro na realizacao de tal pesquisa.

Este resultado demonstra que as diferentes intervencdes aplicadas nos grupos
amostrais, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os mesmos. O que
pode ser atribuido a fatores como pequena quantidade amostral, concentragdo do extrato e dose
terapéutica, mostra-se assim, a necessidade de novos estudos para que se tenha informacdes

mais precisas a respeito da acdo terapéutica da H. drasticus e de sua associa¢do com o LED.

4 CONCLUSAO

A partir das analises macroscépicas e microscopicas realizadas, evidenciou-se que a
aplicacéo das intervencdes associadas de terapia LED com H. drasticus no tratamento de feridas
em ratos Wistar, no tempo experimental de 14 dias, mostrou efeitos terapéuticos na cicatrizagdo
dos ferimentos, evidenciado pelo aumento no ndmero de células reparatérias (fibroblastos),

porém os resultados ndo demonstraram significancia estatistica.
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