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RESUMO

TONIOLLO, Cleide Luciana. Ficocianina na terapéutica de lesdes cutaneas induzidas
em ratos envelhecidos. 2012. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Envelhecimento Humano)
— Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2012.

Uma das principais funcdes da pele é servir como barreira mecanica ao meio externo. A
perda em grandes proporcdes da sua integridade pode levar a importantes alteragfes da
homeostase ou mesmo a morte do individuo. O processo de cicatrizacdo constitui
resposta imediata e dindmica do organismo a lesdo tecidual com o objetivo de restaurar
a continuidade anatdmica e funcional. Para que a cicatrizagdo ocorra, deve existir um
conjunto de condi¢Bes, o que inclui um estado nutricional e uma terapia topica
adequada. As lesbes cutaneas podem ser definidas como toda e qualquer ruptura da
integridade de um tecido ou 6rgédo, podendo atingir desde a epiderme que é a camada
externa da pele até estruturas mais profundas como fascias, masculos aponeuroses e
Orgdos cavitarios. O tratamento e os cuidados com as leses cutdneas envolvem um
complexo processo, que vai desde a avaliacdo da leséo a escolha da cobertura adequada
favorecendo a fisiologia da reparacdo tissular. O processo de regeneracao tissular das
lesbes pode ser acelerado pelo uso de diferentes produtos terapéuticos. O presente
trabalho objetivou avaliar a acdo da ficocianina na terapéutica de lesbes cutaneas
induzidas em ratos envelhecidos. Para tal, foram utilizados 40 ratos (Wistarhannover)
machos envelhecidos com lesdes de pele induzidas, estes foram divididos em 4 grupos
com um n de 10 ratos, sendo que cada grupo recebeu um tipo de tratamento -
G1(Ficocianina 10%); G2 (Ficocianina 20%); G3 (Ficocianina 30%) e G4 (Controle
positivo -Kollagenase®), pomada de referéncia. As intervencdes iniciaram no primeiro
dia do pos-operatorio seguido por um periodo de dezoito dias. Os ratos foram
submetidos a um tipo de lesdo cutnea no dorso anterior localizado ao nivel do angulo
das escépulas. Estas lesdes foram analisadas quanto a contracéo cicatricial, quantidade
de colageno total, fibrose e células inflamatdrias. Para anélise estatistica foi utilizado o
software Bioestat 5.0 e para realizar a comparacdo entre os tratamentos e entre 0s
parametros foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, ao nivel de
significancia de 5%. Os resultados com a pomada ficocianina nas diferentes
concentracdes ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados aos
resultados da pomada Kollagenase® (controle positivo) nas analises referentes a taxas

de contracdo de feridas cruentas, e nos valores de sintese de colageno total, inflamacéo e



de fibrose. Esses resultados demonstram que a ficocianina presente na cianobactéria
Spirulinaplatensis pode ser utilizada no tratamento da cicatrizagdo de lesdes cutaneas,

visto o seu bom perfil de seguranca.

Palavras-chave: 1. Lesdes cutaneas. 2. Cicatrizagdo. 3. Ficocianina. 4. Envelhecimento.



ABSTRACT

TONIOLLO, Cleide Luciana. Ficocianina na terapéutica de lesdes cutaneas induzidas
em ratos envelhecidos. 2012. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Envelhecimento Humano)
— Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2012.

One of skins main functions is to act like a mechanical barrier to the external
environment. The loss, in big proportions, of it’s integrity may lead to important
changes in homeostasis and even the death of the patient. The scarring process
constitutes an immediate and dynamic answer from the organism to the tissue wound
with the purpose to restore the anatomic and functional continuity. For the scarring to
happen there must be a set of conditions, that include an appropriate nutritional state
and a topical therapy. The skin injuries may be defined as any rupture of a tissue or
organ integrity, it may reach from the epidermis, that is the most external skin layer, to
deeper skin structures like fascia, muscle aponeuroses and cavities organs. The
treatment and the caring of skin injuries involve a complex process that goes from the
evaluation of the injury to the choice of the appropriate covering favoring the tissue
repairing physiology. The tissue regeneration process of the injuries may be accelerated
by the use of different therapeutic processes. The being work had as objective to
evaluate the therapeutic action of phycocianyn in skin injuries induced in aged rats. For
that, forty male aged rats (Wistarhannover) with induced skin injuries were used,
they’ve been divided in four groups with a n of ten rats, therefore, each received a kind
of treatment - G1(Phyococianyn 10%); G2 (Phyococianyn 20%); G3 (Phyococianyn
30%) e G4 (Positive control - Kollagenase®), reference cream. The intervention began
on the first day of the postoperative, follow by a period of eighteen days. The rats were
subject to a kind of skin injury on the fore back located at the scapulae angle. These
injuries were analysed as the scarring contraction, amount of total collagen, fibrosis and
inflammatory cells. For the statistical analysis and to perform the comparison between
the treatments the Bioestat 5.0 software was used, and to perform the comparison
between the parameters the non-parametric test of Kruskal-Wallis was used, to the level
of significance of five percent. The results with the phycocianyn cream with different
concentrations didn’t show significant difference when compared to the Kollagenase®
cream (positive control) on the different analysis referring to the concentration taxes of
the bloody wounds, and on the values of the total collagen synthesis, inflammation and
fibrosis.  These  results show that phycocianyn  present in  the
cyanobacteriumSpirulinaplatensis may be used in the scarring treatment of skin injuries,
seen it’s safe profile.

Key words: 1. Skin injuries. 2. Scarring. 3. Phycocianyn. 4. Agin.
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1.  INTRODUCAO

A pele € um érgdo complexo no qual a interacdo celular e molecular reguladas
de modo preciso governam muitas das agressbes provindas do meio ambiente. E
constituida por varios tipos de células interdependentes responsaveis pela manutengéo
da sua estrutura normal. Com o envelhecimento cronoldgico cutdneo, ocorre a
modificacdo do material genético por meio de enzimas, alteracbes proteicas e 0
decréscimo da proliferacdo celular (BAUMANN, 2004). Estes eventos promovem a
perda de tecido, da elasticidade, e da capacidade de regular as trocas gasosas. A
replicacdo do tecido se torna menos eficiente. De acordo com Hirata, Sato e Santos
(2004), as oxidacdes quimicas e enzimaticas envolvendo a formacéo de radicais livres

(RL) aceleram o processo de senescéncia.

O tratamento e os cuidados com as lesdes cutaneas envolvem um complexo
processo, que vai desde a avaliagdo da lesdo a escolha da cobertura adequada
favorecendo a fisiologia da reparacgéo tissular. Varios fatores dificultam ou interferem
no processo de regeneracdo tissular, dentre estes se destaca a idade avangada, visto a
reducdo da espessura da pele, reducdo da multiplicacdo e migracdo das células da
epiderme e diminuicdo dos queratindcitos e fibroblastos. O processo de regeneracao

tissular destas lesdes pode ser acelerado pelo uso de diferentes produtos terapéuticos.

A relevancia do tema abordado da-se pelo fato de que estudos demonstram que
2/3 dos idosos apresentam queixas dermatologicas e acredita-se que pelo menos 7% das
consultas médicas € devido a presenca de lesdes de pele (NORMAN; BOOCK, 2003).

Segundo Souza e Santos (2006) a fragilidade do envelhecimento associadas a
alguns fatores como: condi¢cdes morbidas, alteracfes do estado neurolégico e mental,
estado nutricional, mobilidade, incontinéncias anal e urinaria sdo caracteristicas da

populacédo propensa a formacao, recidiva e complicacGes das lesbes de pele.

No Brasil as lesdes de pele acometem grande parte da populacdo idosa,
constituindo-se num sério problema epidemiol6gico que merece atencdo e cuidados
multidisciplinares, possibilitando uma reducgéo dos agravos e possiveis desencadeadores
desse processo na melhoria na qualidade de vida dessa populagédo (CAVALCANTE et
al., 2010).
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Em diversos setores da area de salde, o tratamento de feridas vem sendo um
tema em destaque. Esta é uma pratica milenar que, nos primdrdios da civilizagdo estava
intimamente ligada a costumes e habitos populares e, com o desenrolar da histéria e do
desenvolvimento tecnoldgico, conquistou seu merecido cunho cientifico (SILVA;
FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007).

A busca de novas alternativas para o tratamento de lesbes de pele torna-se
bastante importante. E neste contexto, existem perspectivas de desenvolvimento de
novas tecnologias que visam acelerar o processo cicatricial e reduzir as complicagfes

que estas lesbes podem acarretar (KIRSNER, 2003).

Dentre as novas tecnologias, estdo as fibras de ndo tecido, impregnadas de
alginato de calcio e sodio, extraidas de alga marinha Laminaria, contendo &cido alginico
como principio ativo e com agdo quimiotaxica para macréfagos e fibroblastos
(MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

De acordo com Trabelsiet al. (2004) o uso da cianobactéria Spirulinaplatensis,
pode acelerar os processos de cicatrizacao de feridas, visto, a sua riqueza em vitamina A
e capacidade bactericida, pela presenca de 2,4,4 tricloro-2 hidroxi-difenil-éter o qual é
utilizado no tratamento de processos infecciosos. O potencial terapéutico da ficocianina
um pigmento presente na composi¢do da Spirulinaplatensis tem sido relatado para fins
terapéuticos em humanos e também em animais (BERTOLIN et al., 2008).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou verificar a acdo da ficocianina na

terapéutica de lesdes cutaneas induzidas em ratos envelhecidos.

Cleide Luciana Toniollo 17



2.  REFERENCIAL TEORICO

2.1. CRONOLOGIA DO ENVELHECIMENTO POPULACIONAL

Na atualidade a proporcdo de pessoas com 60 anos ou mais vem crescendo
com maior rapidez do que a de qualquer outra faixa etaria. O nimero de idosos passou
de 3 milhdes em 1960, para 7 milhdes em 1975. No ano de 1980 a populagéo era 7,2
milhGes (6,06%), em 1991 a populacéo idosa cresceu para 10,7 milhdes, sendo que esse
numero passou para 17 milhdes em 2006, gerando um aumento de 600% em menos de
cinquenta anos (BRASIL, 2002; CARVALHO; WONG, 2008).

O envelhecimento populacional decorre de varios fatores como: a evolucéo do
conhecimento, o avanco da ciéncia e da tecnologia, melhor cobertura das necessidades
sociais e da saude, melhoria das condi¢es sanitarias aliadas medidas de prevencao,
queda das taxas de natalidade e de mortalidade, bem como pelo aumento da esperanca
média de vida (KOCH FILHO; BISINELLI, 2008).

Entre os anos de 1970 a 2025, é esperado um crescimento de 223%, ou em
torno de 694 milhdes, no nimero de pessoas mais velhas. Em 2025 existira um total de
aproximadamente 1,2 bilhGes de pessoas com mais de 60 anos, e para 0 ano de 2050
dois bilhdes de idosos, sendo que 80% destes estardo nos paises em desenvolvimento
(OMS, 2005).

De acordo com as projecdes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) o pais continuara galgando anos na vida média de sua populagdo, alcancando
em 2050 o patamar de 81,29 anos, basicamente o mesmo nivel da Islandia (81,80),
China (82,20) e Japdo (82,60) (IBGE, 2008; BERQUO; CUNHA, 2001).

Conforme Veras (2007), o Brasil hoje pode ser considerado como um jovem
pais de cabelos brancos tem-se em torno de 650 mil novos idosos incorporados a
populacédo brasileira todos os anos, sendo que a maior parte desses apresenta doencas

crénicas ou algumas limitagdes funcionais.
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2.2. ENVELHECIMENTO HUMANO E LESOES CUTANEAS

Teixeira e Guariento (2010) dizem que o envelhecimento biol6gico ¢ um
processo que se inicia no nascimento e continua até que ocorra a morte, para 0S mesmos
autores senescéncia descreve um periodo de mudancas relacionadas a passagem do

tempo que causam efeitos deletérios no organismo.

A senescéncia é uma caracteristica universal de organismos multicelulares
(HUGHES et al., 2002). Esta pode ser definida como o conjunto de mudancas
morfofuncionais ao longo da vida as quais ocorrem ap0s a maturacdo sexual.
Progressivamente essas mudancas comprometem a capacidade de resposta dos
individuos ao estresse e aos desafios ambientais e a manutencdo da homeostasia
(JECKEL-NETO; CUNHA, 2006), diminuindo a probabilidade de sobrevivéncia
gradualmente (NERI, 2005; BONSALL, 2006) bem como a capacidade reprodutiva
(BONSALL, 2006; BAUDISH, 2005; KIRKWOOQOD, 2005).

A senescéncia representa um fenotipo complexo da biologia que se manifesta
em todos os tecidos e 6rgdos. Esse processo afeta a fisiologia do organismo e exerce um
impacto na capacidade funcional do individuo ao torna-lo mais suscetivel as doencas
crbnicas. Esta muitas vezes é analisada sob uma perspectiva negativa, sendo
considerada simplesmente como um processo de declinio e insucesso graduais e

inevitaveis de varios processos de manutencao da vida (NAUSBAWN, 1996).

Dentro deste contexto cabe definir envelhecimento funcional como sendo: “a
diminui¢do progressiva das capacidades funcionais de 6rgaos e sistemas”. Nos ultimos
30 anos, a Gerontologia levou o estudo até a biologia das células e moléculas e procura

mesmo genes moduladores da longevidade (ALMEIDA, 2007).

Com o envelhecimento ocorrem modifica¢fes nas células, resultando em uma
diminuicdo da imunidade devido a reducdo das celulas de Langerhans, aumentando
dessa forma o risco de lesdes na pele. Aliado a isso ocorre também a diminuicdo dos
melandcitos, 0 que reduz a prote¢do aos raios solares, & diminuicao da producdo de suor
pelas glandulas sudoriparas resultando numa menor capacidade de termorregulacéo,
bem como a reducdo da vascularizacdo e da producdo de colageno (COHEN;
PRAZERES; SILVA, 2009).

Cleide Luciana Toniollo 19
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Com a reducdo da vascularizacdo a resposta inflamatdria nos idosos é lenta
ocorrendo uma queda na producdo de linfécitos, oxigenagdo deficiente e uma baixa na
adesdo leucocitaria (MEIRELES; SILVA, 2007).

Segundo Tonetoet al. (2004), em idosos as complicacdes relacionadas a ferida
operatdria, ocupam o terceiro lugar dentre as topografias mais frequentes de infec¢do
hospitalar, representando uma prevaléncia de 23,6 das infecgbes. De acordo com
Werner e Kuntsche (2000), essa complicacdo se torna suscetivel no idoso devido, a
realizacdo de procedimentos invasivos somado ao declinio da resposta imunoldgica, e
também as alteragdes fisiologicas do envelhecimento (FARAGE; MILLER;
BERARDESCA, 2009).

Como consequéncia das alteracdes fisiologicas do envelhecimento ocorre a
reducdo em torno de 20% na espessura da derme, conferindo uma aparéncia
transparente a pele do idoso, como pode ser observado nas Figuras comparativas 1 e 2.
Esse achatamento que é a juncdo epiderme-derme se da devido ao apagamento das
papilas dérmicas, a diminuicdo do contato entre essas duas camadas 0 que resulta em
uma menor resisténcia na elasticidade da pele, deixando o idoso mais suscetivel ao
desenvolvimento de lesdes de pele (IRION, 2005; JORGE; DANTAS, 2005; COHEN;
PRAZERES; SILVA, 2009).

Fonte: Prazeres, 2009.

Figura 1 - Pele adulto-jovem.
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Fonte: Prazeres, 2009.

Figura 2 - Pele envelhecida.

Todos esses fatores envolvidos conferem a pele do idoso maior risco de rotura,
devido ao ressecamento e aumento no periodo de cicatrizagdo, diminuicdo da
velocidade de multiplicacdo das células envolvidas no processo de reparacao tissular.
As consequéncias danosas a pele sdo muitas em funcéo do envelhecimento, por isso, 0
cuidado na preservacao dessa integridade deve iniciar aos 30 anos, pois é neste periodo
que ocorre em decréscimo das funcGes corpdreas e sendo que uma maior atencao devera
ser dada apos os 45 anos (COHEN; PRAZERES; SILVA, 2009).

Farage, Miller e Berardesca (2009) dizem que, uma das consequéncias das
lesBes de pele em idosos € a prevaléncia da polifarméacia, aumentando o risco de reacdes
auto-imunes, porque a administracdo concomitante de varios medicamentos pode criar
uma sensibilidade muito maior para erupcdes da droga podendo simular outras afec¢oes
cutaneas. Estes mesmos autores colocam ainda que, pessoas mais velhas apresentam
deficiéncias multiplas, com o potencial de disfuncdo cognitiva, sendo este um agravante
no tratamento. Somado a isso Salomé e Esposito (2010) salientam ainda os fatores
psicoldgicos, pois os idosos que no seu cotidiano convivem com uma ferida, vivenciam

muitos sentimentos negativos, como medo, tristeza, inutilidade, frustragéo e isolamento.

2.3. ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PELE

A pele é 0 maior 6rgdo do corpo, representando 15% de seu peso (SILVA,
FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007). Um individuo adulto encontra-se revestido por
aproximadamente 2 m? de pele, com aproximadamente 2 mm de espessura (IRION,
2005).
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As fungdes da pele sdo: manter a integridade do corpo, proteger contra
agressdes externas, absorver e excretar liquidos, regular a temperatura, absorver luz
ultravioleta, metabolizar vitamina D, detectar estimulos sensoriais além de servir de
barreira contra microorganismos (MALAGUTTI; KAKIHARA, 2010). A pele é
composta de duas camadas primérias(Figura 3). A camada externa, a epiderme, € uma
camada epitelial. A camada interna, a derme, € uma camada de tecido conjuntivo
(ALVARES, 1972).

Poro c v | Gléi)n,dula
; orpusculo sebacea
sudoriparo de Meissnen

Camada cornea

Epiderme - (queratinizada)

Terminagao
nervosalivre

Derrie AR g ‘ Glandula
L S AW sudoripara

Musculo eretor
do pélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Fonte: Prazeres, 2009.

Figura 3 - Estruturas da pele.

A epiderme é constituida pelo estrato corneo, camada fina e mais externa da
epiderme, é composta de células desvitalizadas e queratinizadas. E seca, impermeavel a
agua e rica em queratina. As camadas seguintes da epiderme (estrato IGcido, estrato
basal, estrato granuloso e estrato germinativo) contém células. A epiderme é uma
camada protetora que proporciona uma barreira a lesGes, a contaminacdo e a luz. Ela
também evita a desidratacdo dos tecidos subjacentes, retém fluido e nutriente dentro da

pele e produz melanina, a qual € responsavel pela cor da pele (HAX, 2009).
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A derme tem como fungdo a sustentacdo da epiderme. Nessa camada
encontram-se fibras colagenas, elasticas e reticulares que formam um denso tecido de
sustentacdo. O colageno confere a derme o tdnus da pele e resisténcia. As fibras
elasticas conferem elasticidade a pele, permitindo a movimentacdo, flexdo e extensdo
dos membros, além da fixacdo da derme as estruturas adjacentes, epiderme e
hipoderme. A derme € vascularizada sendo responsavel pela nutricdo do tecido e pela
regulacdo térmica juntamente com as glandulas sudoriparas. A derme é composta ainda
por glandulas sebéaceas, musculos e vasos linfaticos (COHEN; PRAZERES; SILVA,
2009; LUND, 1999).

A hipoderme é também denominada de tecido subcutaneo. Sua estrutura
oferece protecao contra lesdo traumatica, promove o isolamento térmico e proporciona
reserva caldrica, além do papel cosmético. Tém em sua estrutura os adipdcitos, que sao
envolvidos em feixes de tecido conjuntivo e agrupados em lobos gordurosos (BLANES,
2004; CANDIDO, 2006).

24. REPARACAO TISSULAR

Ferida refere-se a toda e qualquer ruptura da integridade de um tecido ou
6rgdo, podendo atingir desde a epiderme, que é a camada externa da pele, até estruturas
mais profundas como fascias, musculos, aponeuroses e 6rgdos cavitarios (JORGE;
DANTAS, 2005).

O principal objetivo no tratamento das lesdes cutdneas é promover rapida
restauracao da lesdo, com cicatrizes satisfatorias do ponto de vista funcional e estético.
Os avancos na biologia celular e molecular tém expandido sobremaneira a compreensao

do complexo e ordenado processo de cicatrizagdo das feridas (CLARK et al., 2000).

Jorge e Dantas (2005) definem cicatrizagdo como, um processo sistémico que
consiste em uma complexa sequéncia de eventos coordenados e desencadeados pelo
organismo que objetivam reconstruir o tecido lesado sendo este substituido por tecido

conjuntivo vascularizado fibroso.

Cleide Luciana Toniollo 23



ppgEH/UPF Ficocianina na terapéutica de lesfes cutaneas induzidas em ratos envelhecidos

Para Barbul (1990) e Thornton et al. (1997) o processo de cicatriza¢do constitui
na resposta imediata e dindmica do organismo a lesdo tecidual com o objetivo de

restaurar a continuidade anatomica e funcional.

Sob o ponto de vista histoldgico, esta € definida como a substituicdo do tecido
lesado por tecido conjuntivo fibroso que, no seu estado permanente, formard uma
cicatriz, com preservacdo da estrutura e funcdo do tecido normal (DIEGELMANN,
1997).

O processo de cicatrizagdo pode ocorrer por primeira, segunda e terceira
intencdo (COHEN; PRAZERES; SILVA, 2009). Na cicatrizacdo por primeira intencdo
ocorre quando ha possibilidade de aproximar os bordos da lesdo. Na reparacdo por
segunda intencdo ocorre quando ha uma perda de tecidos, e as extremidades da pele
ficam distantes umas das outras impossibilitando a aproximacdo dos bordos. Na
cicatrizacdo por terceira intencdo ocorre quando a lesdo suturada é aberta para drenagem
por um periodo de tempo e depois € possivel novamente a aproximacado dos bordos
(MALAGUTTI; KAKIHARA, 2010; IRION, 2005).

A cicatrizacdo das feridas de espessura parcial ocorre por regeneracdo das
células epiteliais na superficie da ferida, essas células migram em direcdo a area
lesionada, proliferando-se por mitose e incorporando-se a camada epitelial (SILVA;
FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007). Ja nas feridas de espessura total o processo de
cicatrizacdo ocorre por segunda intencdo e € bem mais complexo, envolvendo uma
sequéncia de eventos moleculares e celulares de forma ordenada e continua
(MENEGHIN; VATTIMO, 2003). Essa sequéncia sob o ponto de vista morfoldgico é
classificada em trés fases: inflamatdria, proliferativa e de remodelamento (WITTE;
BARBUL, 2003), como pode ser observado na Figura 4.
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Fonte: Mathes e Hentz, 2006.

Figura 4 - Fases da cicatrizacao, tipos celulares predominantes e resposta vascular.

2.4.1. FASE INFLAMATORIA

A fase inflamat6ria e de hemostasia representa a primeira fase de qualquer
processo de cicatrizacdo, inicia-se com a ruptura de vasos sanguineos e o
extravasamento de sangue e caracteriza-se pela participacao ativa de inimeras células e
fatores do sistema imunoldgico (MATHES; HENTZ, 2006).

Esta fase tem duracdo de 48 a 72 horas, com entdo aparecimento de dor, calor,
rubor e edema, sinais classicos da inflamacdo (HATANAKA; CURI, 2007).

A fase inflamatdria pode ser subdividida em resposta vascular e resposta
celular, pois o sangramento ocorre imediatamente apds a lesdo tecidual e o primeiro
evento do processo de cicatrizacdo é a hemostasia, a qual se faz por agregacdo
plaquetaria, ativacdo da cascata de coagulacdo e formacdo da rede de fibrina
(KIRSNER; EAGLSTEIN, 1993; JORGE; DANTAS, 2005). Para Ono (2009) além da
hemostasia, o coagulo sanguineo formado constitui suporte para a intensa migracao

celular local.

Irion (2005) afirma que as plaquetas sdo as primeiras células a serem ativadas

na lesdo, com propriedades hemostatica secretam varios mediadores envolvidos na
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cicatrizacdo, sendo liberado o fator de crescimento (PDGF), além de atrair e ativar 0s
macrofagos e fibroblastos no sitio da lesdo. Os varios mediadores vasoativos e fatores
quimiotaxicos sdo produzidos pela cascata da coagulacdo, através da ativacdo do
sistema complemento e por células do parénquima lesado, intensificando também a
resposta inflamatdria a lesdo (L1; CHEN; KIRSNER, 2007).

Silva, Figueiredo e Meireles (2007) descrevem outro evento importante da
inflamacéo, a vasodilatacdo, com funcdo de aumentar o fluxo sanguineo local, afirmam
ainda que essa fase seja a mais duradoura se comparada a vasoconstric¢ao e que durante
esse evento ocorre uma migracdo dos leucécitos polimorfonucleares (neutrofilos) para o

endotélio vascular, dando inicio ao processo de limpeza da leséo através da fagocitose.

De acordo com Li, Chen e Kirsner (2007) ap0s o processo de inflamagdo os
neutrofilos reduzem e ha um aumento dos mondcitos e macr6fagos. Segundo Jorge e
Dantas (2005) os macréfagos possuem em grande numero de enzimas hidroliticas e
auxiliam na fagocitose, com capacidade de degradar particulas relativamente grandes,
degradando da ferida todo material que ndo foi solubilizado pelos neutréfilos.

No entanto, a diminuicdo do namero de neutrofilos na ferida ndo parece afetar
a quantidade de macrofagos posteriormente (DOVI et al.,, 2003). Além disso, 0s
mastdcitos tém importante papel no recrutamento de neutrofilos nas feridas agudas, mas
estudos experimentais mostram que, na sua auséncia ocorre diminuicdo do recrutamento
de neutrofilos, porém o numero de macrofagos permanece inalterado (EGOZI et al.,
2003; WELLER et al., 2006).

2.4.2.  FASE FIBROBLASTICA

Neste processo de regeneracdo da lesdo, a fase inflamatoria é seguida pela
fibroblastica também chamada de fase reconstrutiva ou proliferativa, denominada desta
forma porque neste periodo a atividade predominante € a mitose celular, essa fase se
estende de 12 a 14 dias (JORGE; DANTAS, 2005; SILVA; FIGUEIREDO;
MEIRELES, 2007). As principais caracteristicas nessa fase é a formacdo do tecido de
granulacdo, neoangiogénese, deposicdo de coldgeno, contracdo da ferida e

reepitelizacdo. Para a sintese desses componentes 0s principais agentes estimulantes sao
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as celulas endoteliais, os fibroblastos e os queratinocitos (IRION, 2005; COHEN;
PRAZERES; SILVA, 2009).

Ono (2009) afirma que, a angiogénese é estimulada pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), e é caracterizada pela migracdo de células endoteliais e formacéo
de capilares, essencial para a cicatrizacdo adequada. De acordo com Jorge e Dantas
(2005), Hatanaka e Curi (2007), o aumento da perfusdo os macrofagos liberam
mediadores que ativam os fibroblastos, esses estando ativados elaboram o colageno
local que serd depositado no espaco da ferida, fazendo com que a matriz extracelular

seja substituida por um tecido conjuntivo mais forte e elastico.

A fibronectina causa a producdo de uma matriz extracelular frouxa, e exerce
funcdo de estimulo e suporte para fibroblastos e para o colageno produzido, mediando
também o fendmeno de contracdo. Quando € produzida abundante matriz colagena, os
fibroblastos cessam a sintese protéica e sofrem apoptose, caracterizando o final da fase
fibroblastica (SILVA; FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007).

24.3. FASE DE REMODELAMENTO

A fase de remodelamento é também denominada por alguns autores de fase de
maturacdo e consiste na reorganizacdo das fibras de colageno e na substituicdo do
colageno tipo Il (imaturo) depositado de forma desorganizada pelo colageno tipo |
(maduro) disposta de forma organizada (COHEN; PRAZERES; SILVA, 2009).

Nessa fase que 0 organismo busca corrigir eventuais problemas da cicatriz, o
volume desta diminui gradualmente e a coloracao passa de vermelho ou rosa para uma
cor mais esbranquicada, caracteristico do tecido cicatricial. O processo de
remodelamento se estende normalmente de 12 a 15 meses (JORGE; DANTAS, 2005;
SILVA,; FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007).

2.5.  TERAPEUTICA DE FERIDAS

Existem no mercado hoje cerca de 2.500 produtos que se destinam ao
tratamento das feridas agudas e crbnicas. A escolha destes produtos requer

conhecimento de anatomia, fisiologia da pele e também o conhecimento do mecanismo
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de acdo de cada produto escolhido (COHEN; PRAZERES; SILVA, 2009;
MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Salman et al. (2008) realizaram um estudo com objetivo de investigar os
efeitos de extratos de algas na cicatrizagdo de anastomoses colonicas em ratos
desnutridos, este revelou no exame histopatolégico que o grupo que recebeu extracto de
algas derivadas de spCholerella por gavagem no pos-operatério apresentaram padrbes
de cura significativamente melhor do que para os outros grupos. Concluindo que o
extrato derivado de microalgas Cholerellasp tem efeitos favoraveis sobre a cicatriza¢do

de anastomoses de colon experimental.

Em outro estudo realizado com cachorros portadores de dermatose parasitéria,
um acaro de pele chamado Demodex canis, uma doenca que estd relacionada com
fatores imunosupressivos e hereditarios. Neste estudo os animais do grupo Spirulina
(GS) receberam diariamente Spirulinaplatensis, via oral, na dose de 5 gramas para
animais de até 20 kg e 10 gramas para animais entre 20 e 40 kg. Apds 45 dias de
tratamento, os animais do GS j& haviam retornado aos valores normais do hematocrito e
do leucograma, ao contrario do grupo controle (GC) que so retornou a normalidade apds
90 dias. O sucesso terapéutico foi de 60% para os animais do grupo controle e de 100%
para 0s animais do GS, recuperacao esta, atribuida provavelmente devido ao contetido
nutricional da Spirulina que atuou como imunomodulador (BEZERRA, 2009).

Pernegeret al. (1998) realizaram uma pesquisa na Universidade de Génova, e
observaram que dos 2.373 pacientes internados a incidéncia de novas lesdes de pele foi
de 277, representando (5,7 por mil pessoas ao dia). Os mesmos autores concluiram
ainda que a idade do paciente e os fatores como: condicdo fisica, condicdo mental,
atividade, mobilidade e incontinéncia foram os maiores riscos para o desenvolvimento

das lesoes.

Segundo Hanson et al. (1994) 1,7 milhdo de pessoas desenvolvem lesbes de
pele anualmente nos Estados Unidos, sendo que a incidéncia dessas lesbes em pacientes
hospitalizados varia em torno de 2% a 40% (ALLMAN, 1989). Representando um
custo estimado de US$ 2.000 a US$ 30.000 por paciente, somando um custo anual de
US$ 8,5 bilhdes (ALLMAN, 1989).
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J& no Brasil um estudo realizado no estado de Pernambuco no ano 2005, no
Hospital da Restauracdo, mostrou que 68% dos curativos realizados tinham indicagéo
para Ulcera por pressdo, somando um valor de R$ 25 mil. O custo total com curativos
usados nas lesdes para 0s 12 meses daquele ano chegou a R$ 33 mil. Cabe salientar que
este custo envolveu somente um tipo de leséo de pele (LIMA; GUERRA, 2011).

2.6.  FICOCIANINA

A ficocianina é um pigmento extraido da Spirulinaplatensis, seu peso seco
pode chegar a 20% (BERTOLIN et al., 2007), € considerada a principal responsavel
pela atividade antioxidante e apresenta capacidade de ativar o sistema imunoldgico
(ESTRADA; BESCOS; VILLAR DEL FRESNO, 2001).

Diferentes estudos mostram que a Spirulinaplatensis € utilizada como um
alimento tradicional de alguns povos do México e Africano, devido seu potencial
nutraceutico (ESTRADA; BESCOS; VILLAR DEL FRESNO, 2001; KHAN;
BHADOURIA; BISEN, 2005), e por apresentar um alto teor protéico em torno de 65 a
70% do peso seco, farta quantidade de vitaminas e minerais (ANDRADE; COSTA,
2008), aminoéacidos essenciais (BERTOLIN et al., 2009; COLLA et al., 2007), acidos
graxos poliinsaturados e vitaminas (COHEN, 1997), possui capacidade antioxidante
devido seu alto teor de compostos fendlicos, tocoferol e pigmentos como carotendides,
ficocianina e clorofila (BERTOLIN et al., 2008).

Estas razdes explicam o motivo que essa microalga vem sendo pesquisada
como um suplemento nutricional, necessario para prevencao e tratamento de diversas
doencas (SANCHEZ et al., 2003), como distarbios neuropaticos, tais como diabetes,
alguns tipos de tumores e anemia (BHARATHI; SALIMATH, 1986; LIU et al., 2000;
HIRAHASHI et al., 2002), diminui¢do da hiperlipidemia, diminuicdo da pressao
arterial, protecdo a danos renais, promocdo do crescimento de Lactobacillus e
Bifidobacterium na microbiota intestinal (BERTOLIN et al., 2008). Conforme Johnson
e Shubert (1986), a Spirulinaplatensis tem como fungéo principal controlar os niveis de
acucar no sangue, como funcdo secundaria atua como antioxidante e como fungdo

terciaria fornece grandes quantidades de ferro, acido folico e vitamina B12.
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De acordo com diferentes autores a microalga possui eficiente atividade
antiviral contra varios virus patégenos e tem também a capacidade de aumentar a
resposta imunoldgica e estimular a funcdo dos macrofagos (GUSTAFSON, 1989;
OZDEMIR et al., 2004; ANDREWS et al., 2011).

Em estudo realizado por Parisiet al. (2009) com objetivo de avaliar o potencial
antimicrobiano dos compostos fenolicos extraidos da microalga Spirulinaplatensis
frente aos microrganismos Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonasaeruginosa
ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 6538P, mostrou que esses compostos
apresentam elevada atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus,
evidenciando a possibilidade que a microalga apresenta para a producéo intracelular de

compostos com atividade antimicrobiana.

2.7. POMADAKOLLAGENASE®

Possui indicacOes para ulceras, queimaduras e feridas. E utilizada aplicando-se
localmente sobre a regido afetada, uma vez ao dia. Seu principio ativo é a colagenase,
uma enzima que tem por substrato o coladgeno nativo e desnaturado, seu principal
constituinte (75% do peso seco) da pele. E extraida do meio de cultivo do Clostridium
histolyticum sendo utilizada para remover os restos celulares e extracelulares do tecido
necrosado. Contribui para a neoformacao de tecido e reepitelizacdo das Ulceras e demais
lesbes de pele. O colageno do tecido sadio ou neoformado ndo é atacado pela
colagenase. Sua apresentacdo encontra-se em creme, pomada ou unguento estéril para
aplicacdo topica com 250 unidades por grama (BENITZ; OLIVEIRA FILHO,
2006/2007).
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3.  MATERIAIS E METODOS

3.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

Os experimentos foram realizados no Biotério Central e no Laboratério de

Bioguimica e Histologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB).

3.2.  MODELO EXPERIMENTAL E ESTUDO PILOTO

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizados 40 ratos (Wistarhannover)
machos, nascidos e mantidos no Biotério Central da UPF, alimentados com racdo e agua
ad libitum e com ciclo claro-escuro de 12 horas. Estes foram divididos em quatro
grupos com n° de 10 animais para cada tratamento. Durante todo o periodo de estudo os
animais foram mantidos em gaiolas individuais identificadas e acomodados sobre

estantes horizontais.

Para a realizacdo desse estudo foram realizados previamente testes piloto com
10 ratos, para o treinamento de todos os passos do trabalho o que pode ter influenciado
positivamente no rigor metodolégico da pesquisa, pois a equipe dominava as
técnicas.Sendo que ndo foram observadas complicacbes pos-operatdrias (infeccdo ou

hematoma) nem tanto 6bito dos animais.

A ragdo utilizada para alimentagdo padrdo para roedores, balanceada de
acordocom as recomendacdes do NationalResearchCouncil e Nationallnstituteof Health
(USA), da marca Nuvital, tipo Nuvilab CR1. A quantidade de racédo oferecida foi de 25
g/dia (consumo médio de um rato adulto) e este valor foi baseado no Manual para
Técnicos em Laboratorio da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, 2005).

3.3. OBTENCAO DA FORMA FARMACEUTICA DAS POMADAS

33.1. POMADA KOLLAGENASE® — CONTROLE POSITIVO

Foi utilizada como pomada de referéncia comercial no efeito cicatrizacdo, a
pomada Kollagenase® (Cristalia — Reg. MS n 1.0298.0049), um fibrinolitico de uso

adulto com acdes terapéuticas cicatrizantes.
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3.3.2.  POMADA FICOCIONINA

A Ficocianina foi obtida no Laboratério de Bioquimica de Alimentos e de
Bioprocessos da FEAR - UPF. Este pigmento foi extraido da cianobactéria
Spirulinaplatensis, a qual foi procedente do Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Fundacao Universidade Federal de Rio Grande — FURG.

A manipulacdo desta pomada foi realizada pela farmacéutica Cristiane Bigolin
da farmacia de manipulacdo Artesani da cidade de Erechim — RS. Os excipientes para
formulacdo da pomada foram o estrato de ficocianina nas porcentagens utilizadas para
cada grupo, 10%, 20% e 30% as quais foram adicionadas em creme base na quantidade
suficiente para completar a formula (QSP).

a) Extracdo da Ficocianina

A ficocianina foi extraida pelo processo de congelamento/descongelamento,
conforme (BERTOLIN et al., 2009). Para tal, foi utilizada 1 g da microalga
Spirulinaplatensis em pd e adicionados 30 mL de agua e submetidos a embalagens
plasticas com tampa. As suspensdes foram submetidas ao processo de ruptura celular
por congelamento a 0°C por cerca de 3 horas e apds esse periodo foram conduzidas ao

refrigerador para o descongelamento a 4°C.

3.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Na Tabela 1 estdo apresentados 0s grupos experimentais com seus respectivos

tratamentos.

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais para os diferentes tratamentos.

Grupos experimentais Tratamentos
Gl Ficocianina 10% (pomada)
G2 Ficocianina 20% (pomada)
G3 Ficocianina 30% (pomada)
G4 Controle Positivo — Pomada Kollagenase®
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3.5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

35.1. PROTOCOLO DE SEDACAO

No periodo pré-operatorio imediato os animais foram submetidos a jejum de 2
horas prévias ao procedimento cirdrgico. Para os procedimentos cirurgicos, 0s ratos
apos pesados foram anestesiados com o uso de Zoletil 50 mg sendo administrado via
intramuscular na dose de 40 mg/kg de peso corporal no musculo da panturrilha dos

ratos.

35.2. PROCEDIMENTOS OPERATORIOS/INDUGCAO DAS LESOES CUTANEAS

Logo apds a anestesia, 0s animais foram alinhados e posicionados em decubito
ventral, com os quatro membros estendidos e a cabeca alinhada ao tronco, em mesa
apropriada. Em seguida foi realizada a tricotomia na regido dorsal com lamina para
tricotomizador cirdrgico da marca 3M. No dorso anterior, a ferida excecional foi
demarcada utilizando-se um bisturi modificado com 20 mm de circunferéncia,
mantendo-se a borda anterior do circulo localizado ao nivel do angulo das escéapulas.
Logo apds, com o uso de um bisturi cirargico foi excisado o fragmento cuténeo, este
ocorreu no centro da area tricotomizada até a exposicdo da fascia muscular dorsal sendo
essa a espessura do fragmento cutdneo. A hemostasia foi realizada por compressédo

digital, utilizando-se gaze esterilizada.

Ao fim do procedimento cirdrgico os ratos foram mantidos em ar ambiente até
completa recuperacdo e ap0s 2 horas estes voltaram a receber agua e racdo ad libitum e
submetidos a suas gaiolas individuais. Na sequéncia os animais receberam o analgésico
Acetaminophen na dosagem de 110-300 mg/kg, 25-75 mg/250 g de 4/4 h por 3 dias do
pos operatorio, sendo esta recomendacdo de acordo com manual para técnicos em
animais de laboratorio (FIOCRUZ, 2005).

35.3. APLICACAO DAS POMADAS

Para a aplicacdo das pomadas nos diferentes grupos foi realizada a limpeza da
lesdo com soro fisioldgico (NaCl 0,9%) em jato na temperatura ambiente, o jato foi feito
através de uma seringa de 20 ml com uma agulha 40 x 12 mm na ponta (LIMA et al.,
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2007). Na sequéncia foram aplicadas 0,5 ml da pomada utilizada em cada grupo,
quantidade suficiente para cobrir toda lesdo, esta foi mantida aberta. Este procedimento

foi realizado durante 18 dias consecutivos uma vez por dia (Figura 5).

Aplicagcao das pomadas

G1 G2 G3 G4
N=10 N=10 N=10 N=10

Limpeza com
SF 0,9% forca
8 psi

(LIMA et al, 2007)

G1 G2 G3 G4
N=10 N=10 N=10 N=10
| [ I I
0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5ml
Ficocianina 10 % Ficocianina 20 % Ficocianina 30 % Kollagenase®

Figura 5 - Organizacdo dos grupos de intervencdo segundo o contetido das pomadas.

3.6. METODOS ANALITICOS

3.6.1. AVALIACAO DA CONTRACAO CICATRICIAL — ANALISE FOTOGRAFICA

O efeito da contracdo cicatricial foi avaliado na ferida excecional através da
analise computadorizada de fotos digitais padronizadas. Elas foram tiradas a 30 cm da
superficie em que o animal sedado foi posicionado. Uma régua graduada em milimetros
foi posicionada ao mesmo nivel do ferimento em estudo, sobre o dorso do animal. A
documentacéao fotogréfica foi feita logo ap6s o procedimento cirurgico e em diferentes
tempos do pds-operatorio (po): 0° po; 4° po; 12° po; 18° po, como pode ser observado na
Figura 6. No sétimo dia de pos-operatorio foi realizada a coleta de material para bidpsia
utilizando-se cinco animais de cada grupo seguido de eutandsia, apos este periodo

seguiu-se a avaliacdo fotografica com o restante da amostra.

As fotografias foram registradas com uma maquina fotografica
semiprofissional, Camera Nikon 12.1 Mega Pixels 115x Zoom. As imagens das

planigrafias foram digitalizadas, analisadas em programa computadorizado especifico
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para edicdo e formatacdo de imagens, o programa Imagem Tool e sua area quantificada

em centimetros quadrados.

G4 —49PO G4 —12°PO G4 - 18° PO

.

Figura 6 - Andlise evolutiva da contracdo cicatricial das feridas excecionais.

A fim de corrigir possiveis diferencas na distancia camera fotografico-ferida,
bem como para padronizar uma unidade de medida universal para as areas cruentas,

cada imagem avaliada foi calibrada pelo programa utilizando a régua adjacente a ferida.

A seguir, com auxilio de um mouse, procedeu-se o contorno manual da

imagem, cujo resultado em cmz?, corresponderia ao valor da area da ferida (Figura 7).

As taxas de contracdo cicatricial das feridas excecionais foram obtidas
subtraindo-se a area cruenta inicial do pos-operatorio imediato, em cada animal, pela

area cruenta em cada tempo pds-operatorio.

{l‘ ImageTool

File Edit Annotation Stacks Plug-Ins Analysis Processing Script Settings Window Help

golmalam) | eS| o] A<l 12Ed 5 Glen| 29 odid|iE|e] i
| Area lcnilnlr | | | | | [

Std. Dev. 0,00
2,73

C:\Users\Cleide\Pictures\COPIA D...
- ; ‘< i b i

Figura 7 - Método de célculo das imagens, e resultados em cm?2,
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3.6.2. OBTENCAO DE AMOSTRAS DAS FERIDAS

A realizacdo das bidpsias foi realizada no sétimo dia de pds-operatorio por

excisdo da area total da lesdo e ap0s foi realizada a eutanasia do animal biopsiado.

As amostras de feridas foram colocadas em frascos com formol a 10%,

identificados e armazenados em armarios a temperatura ambiente.

3.6.3. TECNICA DE CONFECAO DE LAMINA PERMANENTE

Apbs a coleta, procedeu-se a fixacdo, o material foi cortado em pequenos
fragmentos de 0,5 cm e colocado em formol 10% (fixador) por 24 horas. O volume de
formol foi de 10 vezes maior que o volume da peca. Apos este procedimento procedeu-
se a desidratacdo, a qual consistiu nas seguintes etapas: alcool 70% - por 12 horas;
alcool 80% - Over night; alcool 95% - por 2 horas; alcool 100% - por 2 horas. Na
sequéncia realizou-se a diafanizagéo, na qual as pecas ficaram no xilol I por 1 hora e no
xilol 11 por mais 1 hora. Apoés realizou-se a parafinacéo na qual se utilizou parafina 60° |
(na estufa) por 1 hora e parafina 60° Il por mais 1 hora. E, para finalizar este processo,
foi realizada a inclusdo, esta se deu através do preenchimento da caixinha com parafina
liquida e com ajuda de uma pinga com a ponta aquecida para ndo fixar na parafina foi
colocado o material na caixinha com parafina liquida, onde ficou por aproximadamente
30 minutos para solidificar a parafina, terminado este processo de inclusdo foi aparado

0s blocos e retirado o excesso de parafina do material.

Para a identificacdo, foi fixado um papel com a data da coleta e 0 grupo de
tratamento pertencente, conseguiu-se isso através de uma pinga aquecida que ao

encostar-se a parafina, essa derrete imediatamente possibilitando a fixacdo do papel.

Em seguida, para fixar o bloco no suporte do micrétomo foi aquecido o suporte
na lamparina para fixar o bloco. Apo6s a fixa¢do do bloco no suporte, foi colocado na

agua para resfriar.

Para obter uma fatia inteira os cortes foram de 4 a 5 micras, com auxilio de um
pincel, retirou-se a fita do micrétomo que foi disposta sobre a 4gua na bacia histolégica.
Esta 4gua continha algumas gotas de alcool e a temperatura foram reguladas em 30 a
38°C.
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Separaram-se 0s cortes da fita com auxilio de uma pinca e posteriormente fez-
se a pesca dos cortes separados, com auxilio de uma lamina. As laminas foram mantidas
em um recipiente com alcool até a hora da pesca. Antes de pescar os cortes, foi retirado
0 excesso de alcool da lamina, com papel absorvente. Em seguida a lamina foi
identificada e colocada sobre um suporte para secar.

Apds este processo a lamina passou pelo processo de coloragédo, o qual consiste
em 6 etapas: 1°) Desparafinizacdo: Nesta etapa as laminas foram colocadas numa
cestinha e levadas até a estufa a 60°C, deixadas por 10 minutos para derreter a parafina,
em seguida colocou-se em: Xilol I — 5 minutos e Xilol Il — 5 minutos. 2°) Hidratag&o:
As laminas foram deixadas em &lcool absoluto — 5 minutos, alcool 90% - 5 minutos,
alcool 70% - 10 minutos. Apos, foram lavadas bem para retirar o excesso de alcool. 3°)
Coloragéo HE: coloragéo de rotina na histologia. O primeiro corante foi a Hematoxilina
as laminas foram deixadas 4 minutos neste, apos sacudiu-se a cesta para escorrer o
excesso de corante e as laminas foram lavadas com agua corrente. O segundo corante
foi a Eosina, nesta foi realizado mais ou menos 3 passadas em seguida realizado o
mesmo processo do primeiro. 4°) Desidratacdo: Esta etapa consistiu em passar as
laminas no alcool 70% e lavar, alcool 80% e lavar; alcool 90% e lavar; alcool + xilol I e
lavar e para finalizar ficou 5 minutos no xilol puro. 5°) Montagem da lamina: Colocou-
se uma gota de Permount (cola especial para cortes histoldgicos) sobre o material
corado e sobre o Permount a laminula. Deixou-se secar a temperatura ambiente por
aproximadamente 36 horas. 6°) Limpeza da lamina: nesta etapa foi realizado a raspagem
da lamina com um bisturi para retirar o excesso de Permount e foi colocada a lamina no
xilol e realizada a limpeza da mesma com gaze. Por fim, a ldmina ficou pronta e podera

ser guardada por tempo indeterminado.

3.6.4. CUIDADOS ETICOS DOS ANIMAIS

A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade de Passo Fundo
(CEUA-UPF) aprovou o projeto desta pesquisacom o parecer 007/2011 com registro de
numero 002/2011na CEUA no que concerne ao respeito a vida dos animais utilizados.
Todos os animais sobreviveram até a data prevista para a eutanasia e entdo foram

sacrificados.
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3.6.5. ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica foi utilizado o softwareBioestat 5.0 e para realizar a
comparacdo entre os tratamentos e entre os parametros foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, ao nivel de significancia de 5%. Optou-se por esse teste
porque, além da amostra ser pequena para cada grupo, os valores sdo escores e, portanto
ndo apropriados para testes paramétricos. Como teste post hoc, foi utilizado o método
de Dunn. Foi também utilizada estatistica descritiva com o calculo de médias e desvio

padrdo bem como apresentacdo de resultados na forma de tabelas e graficos.

O experimento foi realizado com ratos da variedade (Wistarhannover), ratos
idosos e machos. Os ratos foram divididos em 4 grupos (tratamentos), cada um com 10
animais. Os grupos foram classificados em: ficocianina 10%, ficocianina 20%,
ficocianina 30% e Kollagenase®. Os 40 casos foram processados e confeccionadas
laminas coradas pelo HE e pelo Picro-sirius. As laminas foram analisadas por
patologista Dr. Clovis Klock, sem a informac&o de qual grupo pertencia cada lamina, as
laminas foram identificadas com um numero, no qual foram analisados os seguintes
parametros: Infiltrado Inflamatdrio, Colageno e Fibrose. Cada parametro foi
categorizado como: 0 — sem valor para o parametro; X — pouco valor para 0 parametro;

XX — valor moderado para o parametro e XXX — valor intenso do parametro.

Todos os casos foram analisados no mesmo microscépio Nikon Eclipse E200,
analisados com objetivas E Plan 4X, 10 X, 20 X, 40 X.

Portanto, os valores obtidos na analise dos parametros foram marcados como

valores inteiros 0, 1, 2 e 3, respectivamente aos valores 0, X, XX e XXX.
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4. RESULTADOS

41. AVALIACAO DA CONTRACAO CICATRICIAL

A avaliacdo da contracdo cicatricial foi verificada através da anélise
computadorizada de fotos digitais padronizadas conforme descrito no item 3.6.1. A
Tabela 2 apresenta a média da avaliacdo da contracdo cicatricial nos 4 grupos das
feridas induzidas nos ratos no dia zero, dia 4, dia 12 e dia 18 apés a induc¢éo das feridas.

Tabela 2 - Avaliacdo da contracdo cicatricial (circunferéncia em centimetros) média

nos quatro grupos de ratos.

Circunferéncia (cm) nos dias pds-operatorios

Tratamento - : : :

Dia 0 Dia4 Dia 12 Dia 18
Ficocianina 10% 2,73 1,79 0,76 0,18
Ficocianina 20% 2,48 1,93 1,78 0,11
Ficocianina 30% 2,90 2,41 0,48 0,02
Kollagenase® 2,68 2,61 0,36 0,00

Observa-se claramente, com o auxilio da Figura 8 que o comportamento
cicatricial das feridas tratadas por qualquer uma das formulagdes é praticamente igual,
isto €, todas as feridas declinaram em tamanho na mesma proporcdo. Excecdo nesse

comportamento pode ser observada para Ficocianina a 10%.

35

3,0

25 \

N

15

1,0

Circunferéncia (cm)

0,0
0 4 12 18
Tempo (dias)

| ——Fico 10% —®— Fico 20% Fico 30% Ko\lagenasel

Figura 8 - Evolucdo das areas cruentas para os grupos G1, G2, G3 e G4 no tempo

de tratamento.
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4.2. QUANTIFICACOES DO COLAGENO TOTAL, FIBROSE E CELULAS
INFLAMATORIAS

A Figura 9 mostra os resultados da analise para o sétimo dia, indicando 0s
valores dos parametros. O valor zero indica que ndo ha valor para o parametro; 1 —

pouco valor; 2 — valor moderado; 3 — valor intenso.
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Figura 9 - Resultados da andlise para o sétimo dia, indicando os valores dos

parametros.

Para comparar os valores de cada parametro entre os tratamentos foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, ao nivel de significancia de 5%. Observa-se
que ndo existe diferenca estatisticamente significativa entre os valores dos parametros,

Colégeno, Inflamacéo e Fibrose.

Tabela 3 - Valores dos parametros e dos testes de Kruskal-Wallis.

Parametro **

Tratamento Colageno Inflamacéo Fibrose
Fico 10% 14 0,4 1,6
Fico 20% 1,6 0,3 1,9
Fico 30% 2,1 0,3 2,0
Kollagenase® 2,2 0,1 2,3
p* 0,074 0,700 0,178

* Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis ao nivel de significancia de 5%.** 0 — sem valor para o
pardmetro; 1 — pouco valor; 2 — valor moderado; 3 — valor intenso.
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A Figura 10 apresenta a distribuicdo dos valores médios dos pardmetros de
cada tratamento, bem como seus respectivos desvios padrdo. Apesar do teste aplicado
para comparacdes dos valores dos parametros de cada tratamento ndo ser paramétrico
(Kruskal-Wallis), anteriormente citado, ou seja, que ndo se baseia na média resolveu-se,
aqui, mostrar o comportamento médio com seus respectivos desvios padrdo, uma vez
que é uma medida estatistica de mais facil visualizacdo. Os valores dos desvios-padrédo
sdo relativamente altos, conforme observados na Figura 8, em particular para a

inflamacao.

Kollagenase

Fico 30 -
O Fibrose

B |[nflamacgao

Tratamento

@ Colageno

Fico 20

Ficol0

-1 0 1 2 3 4
Valor médio e desvio padrao dos parametros

Figura 10 - Distribuicdo dos valores médios dos parametros fibrose, inflamacéo e

colageno e seus respectivos desvios padrao.
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5.  DISCUSSAO

Nesta pesquisa utilizou-se o rato da linhagem Wistar, pois biologicamente
apresenta caracteristicas facilitadoras com relacdo a manuseio e acompanhamento,
apresenta também boa resisténcia a manipulacdo e agressdo cirargica, além de baixo
custo, tem sido amplamente utilizado em pesquisas que investigaram a influéncia de
drogas tdpicas no estudo da cicatrizacdo em lesbes de pele. Optou-se por utilizar ratos
machos, pois variacdes dos ciclos hormonais das fémeas poderiam interferir no
mecanismo do processo de cicatrizagdo (TEVES et al., 1986; PEREIRA, 2012).

Apesar de o rato ser muito utilizado em estudos de cicatrizagdo € importante
atentar para as diferencas deste em relacéo a pele humana na hora da interpretacdo dos
resultados (BROWN, 1995). Mas de acordo com Mcfarlane, Deyoung e Henry (1965),
apesar de existirem achados histologicos diferentes da pele humana, 0s vasos
sanguineos responsaveis pela irrigacdo cutdnea sdo subdérmicos em ambos e

apresentam as mesmas alteragdes de perfusdo de macro e microvascularizacéo.

Os modelos que se utilizam de feridas abertas permitem o estudo dos principais
mecanismos envolvidos na cicatrizacdo, dentre eles a contracdo, formacédo do tecido de
granulacdo, além de permitir o estudo das diversas estruturas celulares responsaveis
pelo processo cicatricial (GALIANO et al., 2004).

Para confeccdo das lesdes foi escolhido o dorso do rato, por ser um local com o
melhor sitio para incisdo, pois evita irritacdo por contato e auto-canibalismo (EURIDES
etal., 1996).

Neste estudo optou-se por um controle positivo (Kollagenase®), pois se sabe e
varios estudos mostram que a cicatrizacdo em meio seco apresenta muitas desvantagens
como: desidratacdo do tecido oque leva a morte celular, retardando a angiogénese,
formacdo de necrose e esfacelos, aumento da dor, perda de liquidos além de favorecer
um ambiente ideal para microrganismos, aumentando o risco de infeccdo (FRANCO;
GONCALVES, 2008; MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003,
JORGE; DANTAS, 2005; FERREIRA et al., 2012).

Concordamos com a afirmacdo dos autores acima, pois na pratica profissional é

observado, muitas vezes que as lesGes sdo mantidas secas ou sem tratamento tdpico
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ideal sendo assim, estas vem a desenvolver aspecto desidratado, com a formacao de
crostas, acompanhadas com queixa de dor pelo paciente, tendo como consequéncia o
retardo da cicatrizacdo. 1sso ainda € muito comum nas instituicGes de salde, talvez por
falta de conhecimento, experiéncia, capacitacdo e treinamento dos profissionais que
atuam no tratamento e orientacdo dos pacientes que apresentam lesGes, orientando 0s

mesmos para manterem suas lesdes abertas e secas sem nenhum tipo de medicamento.

A investigacdo da cicatrizacdo necessita de processos de quantificacdo. Os
principais pardmetros utilizados sdo: clinicos, mecénicos, bioquimicos e histologicos
(HENDRIKS; MASTBOOM, 1990; CORREA-NETO et al., 2009).

No presente estudo, optamos pela utilizacdo de parametros histoldgicos
(quantificacdo do colageno total, inflamacao e fibrose) e parametro clinico (avaliacéo
macroscopica através da avaliacdo da contragdo cicatricial).O que se observa
atualmente, de forma crescente, sdo profissionais, instituicdes, e inddstrias, se
empenhando e buscando a exceléncia para proporcionar ao portador de lesdes de pele,
em especial aquelas de carater crénico, um tratamento eficaz, em curto prazo que
possam trazer maior conforto e breve retorno a normalidade de sua vida (MARIA;
AUN, 2004).

Os antioxidantes presentes em extratos de plantas vém atraindo cada vez mais a
atencdo dos consumidores e 0 uso de plantas com propriedades terapéuticas também
chama a atencdo dos pesquisadores. Extratos de frutas, cereais, e de diferentes vegetais,
e seus produtos derivados, tém mostrado atividades antioxidantes efetivas em diferentes
sistemas modelos. A atividade antioxidante de compostos organicos é dependente de
algumas caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presenca de
grupamentos fendlicos. Desta forma, flavondides, fenilpropandides e outros compostos

aromaticos sao os principais alvos da busca por antioxidantes (BAUMANN, 2004).

Dentre os antioxidantes estudados, encontra-se a ficocianina a qual foi utilizada
neste estudo, com objetivo de verificar sua acdo em ledes de pele induzidas em ratos
envelhecidos. Esta pesquisa demonstrou que a ficocianina apresenta efeitos benéficos

quando utilizada como cicatrizante numa concentragao de 30%.

Conforme Hargreaves (2006), o aumento da idade leva a uma diminuicdo na

sintese de colageno e as fibras elasticas tornam-se deformadas e menos flexiveis. O
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suporte estrutural determinado pela derme vai se perdendo, de modo que a pele torna-se

menos elastica, mais fina e menos habil para resistir a alteracdes mecanicas.

Segundo Biondo-Simdes et al. (2005), em estudos, relataram o atraso da
cicatrizacdo em idosos e demonstraram a diminuicdo do colageno tanto em seres
humanos como em animais. Kletsaset al. (2000) ndo encontraram evidéncias da relacdo
de dependéncia da idade com o declinio da resposta de fibroblastos humanos aos varios
fatores de crescimento. Para os autores a capacidade de sintetizar esta mantida e as

alteracOes estariam na dependéncia de fatores sistémicos, como o0s niveis de hormonios.

Em um estudo realizado por Goldfederet al. (2005), os resultados mostraram
uma desaceleracdo da atividade metabdlica dos fibroblastos com o envelhecimento e
estes perderam a sua capacidade de aderir as fibras de colageno, limitando a

possibilidade de organizacdo do tecido dérmico.

A quantidade de colageno total apresenta seu primeiro pico de produgdo por
volta do 7° dia apos a lesdo, continuando em ascensdo até o 14° dia e, ap0s, com 0
decorrer da fase de remodelamento, é estabelecido um equilibro entre a sintese e a
degradacdo das fibras colagenas (STADELMANN et al., 1998). No presente
experimento foi observada maior quantidade do colageno total das feridas excecionais
do grupo G2 e G3, mostrando que os grupos tratados com ficocianina em maior
concentragdo apresentam-se em fase mais adiantada do processo de cicatrizacdo da

lesdo.

Conforme Panigrahi, Panda e Patro (2011), extratos testados de Spirulina
revelou a presenca de flavonoides, alcaldides e triterpinoides. Os flavondides séo
conhecidos por reduzir a peroxidacdo lipidica ndo so através da prevencao ou inibicdo
da peroxidacdo lipidica acredita-se que para aumentar a viabilidade de fibras de
colageno através da promocéo da sintese de DNA. Assim a propriedade de cicatrizacao

de Spirulina, pode ser atribuida aos fitoconstituintes presentes na mesma.

O processo de cicatrizagdo constitui resposta imediata e dindmica do
organismo a lesdo tecidual com o objetivo de restaurar a continuidade anatomica e
funcional (BARBUL, 1990; THORNTON et al., 1997). No que diz respeito ao ponto de
vista histologico, este pode ser definido como a substituicdo do tecido lesado por tecido

conjuntivo fibroso que, no seu estado permanente, formard uma cicatriz, com
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preservacdo da estrutura e funcdo do tecido normal (DIEGELMANN, 1997). Pode ser
dito ainda que este representa um processo dinamico e interativo, que envolve células
inflamatdrias e células do parénquima lesado, complexa cadeia de mediadores solaveis,
bem como a matriz extracelular (EFRON et al., 2001; GILLITZER; GOEBELER, 2001,
WILGUS, 2008). Apesar dos eventos ocorrerem de forma dindmica e se sobreporem no
tempo, do ponto de vista morfologico € possivel classifica-los sequencialmente em trés
fases: inflamatoria, proliferativa e de remodelamento (WITTE; BARBUL, 1997).

A primeira fase do processo de cicatrizagdo € a inflamatoria, a qual tem inicio
no momento da ruptura do tecido (PHILLIPS, 2000). A reepitelizacdo também se inicia
precocemente e segue até o fechamento completo da ferida. Este processo representa
uma sequéncia de eventos que envolvem migragédo e proliferacdo de células epiteliais
adjacentes ao local da ferida. O processo cicatricial é fisiolégico e inicia-se com
resposta inflamatoria caracterizada pelo aumento do fluxo sanguineo, permeabilidade,
capilar, migracdo de leucdcitos para a regido lesada e extravasamento de plasma,
formando o exsudato inflamatério (MODOLIN; BEVILACQUA, 1985;
HILDEBRAND et al., 2005; MARTIN; LEIBOVICH, 2005). No presente estudo pode-
se perceber que nos G2 e G3 apesar de ndo apresentarem valores estatisticos
significativos apresentaram valores semelhantes e com menor nimero de células
inflamatorias no sétimo dia quando comparados com o G1, podendo desta forma
concluir que com relacdo a reacdo inflamatoria esses 2 grupos estdo mais proximos do
resultado da pomada de referéncia G4. Ja no grupo G1 pode-se concluir que houve um
atraso na primeira fase da cicatrizacdo devido a presenca de maior numero de células

inflamatdrias no sétimo dia.

Reforcando o resultado encontrado, alguns autores concluiram que a microalga
Spirulinaplatensis possui eficiente atividade antiviral contra varios virus patdgenos e
tem também a capacidade de aumentar a resposta imunolégica e estimular a fun¢éo dos
macrofagos (GUSTAFSON, 1989; OZDEMIR et al., 2004; ANDREWS et al., 2011).

Em recente estudo realizado por Madhyasthaet al. (2012) em ratos com lesdes
de pele induzidas a aplicacdo de ficocianina acelerou a primeira fase da cicatrizacéo de
feridas. Sendo assim pode ser provada a atividade terapéutica da ficocianina como
agente de cicatrizacdo de feridas e pode-se concluir que a ficocianina acelera a primeira

fase do processo de cicatrizacao.
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Segundo Panigrahi, Panda e Patro (2011) o extracto de Spirulina em varias

concentragdes na base de pomada é capaz de induzir a cura significativa em feridas.

O tecido de granulacdo é formado por uma matriz composta de fibroblastos,
células inflamatorias e vasos sanguineos. Os fibroblastos produzem grande variedade de
substancias importantes no processo cicatricial. Durante o 2° e 3° dias p6s-trauma, 0s
fibroblastos agem principalmente na proliferacdo e migracdo celular, formando fibrose
(SINGER; CLARK, 1999).

Fibrdcitos sdo fibroblastos inativos cuja atividade celular é a fibrose (BANKS,
1992). Sdo menores do que os fibroblastos e possuem aspecto fusiforme com poucos
prolongamentos citoplasmaticos. Seu citoplasma € acidofilo, com pouca quantidade de
reticulo endoplasmatico rugoso. O nucleo € menor, mais alongado e possui maior
quantidade de cromatina quando comparado a célula ativa. Com estimulos adequados,
como durante a cicatrizacdo, os fibrocitosrevertem-se para o estado de fibroblastos e

miofibroblastos, reativando sua capacidade de sintese (QUAN et al., 2004).

No presente experimento foi observado maior nimero de fibrose no grupo
tratado com pomada em maior concentracao de ficocianina (G3), o que sugere que em
tal grupo no 7° dia po6s-operatério a fase de proliferacdo celular estd mais adiantada do

que nos grupos tratados com pomada em menor concentracdo de ficocianina (G1 e G2).

Em um estudo realizado por Madhyasthaet al. (2008), o qual foi projetado para
examinar a propriedade de cicatrizacdo de ficocianina em relacdo a proliferacdo de
fibrocitos em ratos, foi observado que a ficocianina aumentou a proliferacdo desses de
maneira significativa, neste mesmo estudo os autores colocam que os dados fornecem
evidéncia conclusiva do uso terapéutico da ficocianina como agente cicatrizante de

feridas.

A contracdo da leséo € responsavel por reduzir a area da ferida. Neste estudo a
analise das areas cruentas das feridas excisionais mostrou haver maior taxa de contragéo
levando a valores menores de area cruenta nos grupos tratados com pomada em maior

concentragédo de ficocianina, ou seja, 30%.

O miofibroblasto é a principal célula responsavel pela contracdo da ferida.
Presente no tecido de granulagdo é o principal tipo celular envolvido no reparo tecidual
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através da deposicdo de componentes da matriz extracelular (tenascina, fibronectina,
metaloproteinases e colagenos | e IlIl) (ZHANG et al., 1994). As melhores taxas de
fechamento das feridas dos grupos tratados com a pomada de ficocianina 30% em

estudo pode ter relagdo com o numero e/ou 0 aumento da fungdo dos miofibroblastos.

Em um estudo realizado, a analise fotoquimica preliminar dos extratos testados
de Spirulina revelou a presenca de flavonoides, alcaloides e triterpinoides. Os
triterpinoides e flavonoides sdo conhecidos por promover o processo de cicatrizacdo de
feridas devido principalmente & sua propriedade adstringente e antimicrobiana, o que
parece a ser responsavel pela contracdo da ferida (PANIGRAHI; PANDA; PATRO,
2011).

Em um estudo realizado com cachorros portadores de dermatose parasitaria,
um acaro de pele chamado Demodex canis, uma doenga que esta relacionada com
fatores imunosupressivos e hereditarios. Neste estudo os animais do grupo Spirulina
(GS) receberam diariamente Spirulinaplatensis, via oral, na dose de 5 gramas para
animais de até 20 kg e 10 gramas para animais entre 20 e 40 kg. Apds 45 dias de
tratamento, os animais do GS ja haviam retornado aos valores normais do hematdcrito e
do leucograma, ao contrario do grupo controle (GC) que s6 retornou a normalidade
apos 90 dias. O sucesso terapéutico foi de 60% para os animais do grupo controle e de
100% para os animais do GS, recuperacdo esta, atribuida provavelmente devido ao

conteddo nutricional da Spirulina que atuou como imunomodulador (BEZERRA, 2009).

O tratamento das feridas cutaneas complexas (decorrentes de traumas,
queimaduras, cirurgias de grande porte e Ulceras por pressdo) leva a altos custos ao
sistema publico de saude. As feridas ndo cicatrizadas geram problemas
socioeconémicos, com diminuicdo da produtividade e da qualidade de vida dos
individuos acometidos, o0 que pode ser agravado se ndo for tratado com uma terapia
topica adequada (STADELMANN et al., 1998).

Na atualidade existem grandes avangos cientificos no que concerne ao
conhecimento sobre a fisiologia de reparacdo de tecidos e a funcdo das mais variadas
substancias no mecanismo de reparo tecidual, no entanto, muito ainda precisa ser

elucidado.
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6. CONCLUSAO

Nas condicdes da presente pesquisa, em que ratos com lesbes cutdneas
induzidas foram, submetidos a curativos diarios durante 18 dias de pos-operatdrio com
pomada de ficocianina em diferentes concentracdes e foram comparados com ratos
tratados com pomada de referéncia no mercado, Kollagenase®, pode-se concluir que o
uso da pomada de ficocianina na concentracdo de 30% mostrou resultado semelhante a

pomada de referéncia, sendo capaz de promover:
a) Contracdo mais répida de feridas excecionais dorsais, com menores areas
cruentas das mesmas ao final do periodo de 18 dias de p6s-operatorio;
b) Aceleracdo da primeira fase da cicatrizacdo, reacdo inflamatoria;

c) Maior concentracdo de fibrose presente no tecido cicatricial no sétimo dia de

pOs-operatorio;
d) Maior producdo de colageno total no sétimo dia de pos-operatorio.
e) Maior custo-beneficio se comparada a pomada de referéncia no mercado.

Valor de 30% inferior.

Os resultados do presente estudo permitem vislumbrar novas possibilidades de

pesquisa na area da terapia topica e cicatrizacdo.Dentre eles:
a) O estudo imunoistoquimicos celular de feridas cutaneas tratadas com
produtos tépicos com propriedades antioxidantes;

b) A relagdo com o nimero e/ou o aumento da funcdo dos miofibroblastos na

contracdo de feridas tratadas com ficocianina;

c) Verificar qualitativamente o coldgeno (maturo e imaturo) das feridas

tratadas com ficocianina;

d) Verificar a avaliacdo tensiométrica do tecido das feridas tratadas com

ficocianina.
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ANEXOS



Anexo A. Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de Passo Fundo



AN UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
W

PF  VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PARECER N° 007/2011

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade de Passo Fundo,
em reuniao no dia 20/07/11, analisou o protocolo de pesquisa "Spirulina platensis
na terapéutica de lesdes cutaneas induzidas em ratos” registro na CEUA N°
002/2011 de responsabilidade do pesquisador Telma Elita Bertolin.

Em relagao aos aspectos éticos, a Comissao considerou o estudo relevante e
com relagao custo-beneficio adequada, por néo haver alternativa validada que
substitua a experimentagdo em animais. O pesquisador e seus colaboradores estao
comprometidos com a observancia dos procedimentos para o uso cientifico de
animais estabelecidos na Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008 e dos “Principios
Eticos para o Uso de Animais de Laboratério" preconizados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL).

Diante do exposto, a Comissdo, de acordo com suas atribui¢oes
definidas na Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, manifesta-se pela aprovacao
do projeto de pesquisa na forma como foi proposto.

O pesquisador devera apresentar relatorio a CEUA ao final do estudo.

Situagao: PROTOCOLO APROVADO

Passo Fundo, 21 de julho de 2011

A

Prof. Carlos Bondan
Coordenador — CEUA — UPF
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