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RESUMO

Conforme Mandelbaum, 2003 a cicatrizacdo envolvéasneventos e situacoes,
exigindo conhecimento basico de diversas areasrgoruma atuagdo multidisciplinar
se faz necessaria para uma boa evolucdo da les@patd do tecido se da atraves de
duas formas: pela regeneracéo da atividade funailoncido ou pela cicatrizacdo. Esta
pesquisa trata-se de um estudo experimental temdfinglidade comparar os efeitos da
papaina 2%, AGE e soro fisiolégico quando utilizadon lesdes cutaneas circulares
com dimensionamento de dois centimetros de dianeetspessura total no dorso de
ratos da linhagem EPM-I Wistar. Utilizou-se dozéosamachos divididos em trés
grupos: C1 (grupo AGE), C2 (grupo controle) e Q310 papaina), todos submetidos a
trocas diarias de curativos apos limpeza com soldedagua bidestilada. Com base nos
resultados obtidos verificamos que o produto AQEadte o periodo de sete dias, nédo
favoreceu a expresséo de fibroblastos, o que perdexplicado pela intensa aderéncia
da gaze de algoddo no leito da lesdo, prejudicaadsim, o material histolégico
analisado por imunoistoquimica. Nesta mesma fase, relacdo ao colageno,
observamos que o tratamento com papaina 2% apvaseati menor pico quando
comparado aos outros tratamentos, o que podergrridd a seu efeito potencialmente
sulfidrico, realizando assim um desgaste nas fibm@agenas. Conforme o método
estatistico utilizado, ANOVA, constatou-se ndo hmadierenca significativa entre os

tratamentos propostos nesta pesquisa.

DESCRITORES: Cicatrizacdo de feridas; colageno;afvap fibroblastos; Acidos
Graxos Essenciais; pele; modelos animais; ratogawWismunoistoquimica; Estudo

comparativo
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ABSTRACT

According to Mandelbaum, 2003, healing involves ynaments and situations,
requiring basic knowledge of different fields. Thusultidisciplinary action is needed
for the lesion to heal well. Tissue repair occurstwo ways: by the regeneration of
functional activity of the tissue or by healinbhis research is an experimental study
aiming at comparing the effects of 2% papain, AGH aaline solution when used in
circular skin lesions 2cm in diameter, with fulidkness on the dorsum of EPM-1 Wistar
rats. Twelve male rats were used, divided intoehgeoups: C1 (AGE group), C2
(control group) and C3 (papain group), all of theatbmitted to daily dressing changes
after cleaning with bidistilled water solution. Bason the results obtained, we found
that the product AGE, during the seven-day pentbd,not favor fibroblast expression,
which can be explained by the intense adherencettdn gauze to the lesion bed, thus
impairing the histological material analyzed by iomohistochemistry. During the same
phase, as regards collagen, we observed that eaatmith 2% papain was at its lowest
peak when compared to the other treatments, whachbe attributed to its potentially
sulfidric effect, thus wearing down the collagebefis. According to the statistical
method used, ANOVA, it was found that there wasigaificant difference between the

treatments proposed in this research.

KEY WORDS: Scar healing ; collagen; papain; fibaesis; AGE; skin; animals model;

Wistar rats; immunohistochemistry; comparative gtud
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Introdugdo 1

1 INTRODUCAO

O tratamento de feridas variou durante séculos ocoobjetivo de melhores
resultados cicatriciais em menor tempo possivelulira revisdo de literatura, Andrade
descreve que ja na pré-histdria varios agentes extnatos de plantas, agua, neve, gelo,
frutas e lama eram aplicados sobre as feridas. Blsopbtamia, elas eram lavadas com
agua ou leite e o curativo era realizado com melesina. L& de carneiro, folhas e
cascas eram utilizadas para sua cobertura. Osiegiponcluiram que as feridas
fechadas cicatrizavam mais rapido, por isso utiipa tiras de pano para sua cobertura.
A introducdo das armas de fogo nas guerras eusmp®@aseculo XIV levou ao
surgimento de um novo tipo de ferida de cura miisildO avanco da quimica levou a
descoberta de compostos de cloro e iodo que fot#irados para a limpeza do material

e da pele nos séculos 18 €°19.

Uma ferida é representada pela interrupcdo da raoddde de um tecido
corporeo, em maior ou menor extensdo, causadayadquer trauma fisico, quimico,
mecanico ou desencadeada por uma afeccdo clinieaagjona as frentes de defesa

organica contra o ataqde.
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Para obtencéo da evolucdo adequada de qualquetdiferida se faz necessario

0 conhecimento do processo cicatricial.

A cicatrizacdo envolve muitos eventos e situac@gsgindo conhecimento
basico de diversas areas, portanto uma atuacaaisifilinar se faz necessaria para
uma boa evolugédo da lesdo. O reparo do tecido satrdées de duas formas: pela

regeneracao da atividade funcional do tecido oa giehtrizacad.

O tratamento e o uso de curativos em uma variedadesdes apresenta grande
desafio para os profissionais envolvidos. A seledaocurativo é complexa, e as

decisOes frequentemente precisam ser modificadasaldas nas condi¢des das lesdes.

Segundo RogenskRigxiste atualmente em todo mundo, grande tendéraci o
aproveitamento de recursos naturais na terapéufioa, apresentarem vantagens
econOmicas, serem eficientes e apresentarem petsitss nocivos a saude. A papaina
e 0 AGE sdo uma dessas alternativas naturais esgédo utilizados com grande éxito

em varias instituicbes hospitalares para o tratéongos mais diversos tipos de feridas.

s

A papaina € uma enzima derivada do veg@atica papaya que tem a
propriedade de decompor substancias protéicas. Gefeito terapéutico, apresenta
caracteristicas bactericida/bacteriostatico, dtdanmatorio, debridante quimico e
bioestimulante, promovendo alinhamento das fibmagenas evitando a formacao de

queléides
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Acidos graxos essenciais (AGE) s&o lipidios insatas ricos em acido linoléico.
Apresentam poder quimiotatico para leucécitos, pnem proliferacdo e mitose

celular. Tem acao estimulante para desbridamentditgzo.

Com base deste conhecimento e por utilizar estespdodutos na pratica diaria
do tratamento de lesGes cutédneas de pacientesadteyr no HSL — PUCRS, foi que
surgiu por parte da autora o interesse em comparaficicia de cada um desses
produtos, quando utilizados em lesdes semelhargaizadas no dorso de ratos da
linhagem Wistar EPM — 1 com peso e idade iguaisa pme, apés a conclusdao do
experimento possamos indicar com seguranca qudlfrapresenta melhor resultado

cicatricial.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia e fisiologia da pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo. Sendo a maiorfate entre o corpo e o
ambiente, é adaptada para servir a muitas fungimemntes. Ela esta constantemente
relacionada com atividades biologicas e bioquimicdaspele € composta de duas
camadas primarias. A camada externa, a epidermmaécamada epitelial. A camada
interna, a derme, é uma camada de tecido conjuriapiderme € ligada a derme pela
camada basal. A area entre a epiderme e a dermsaipoterdigitacdes que evitam o

descolamento das duas durante tensdes externas.

A epiderme é composta de varias camadas. O estiateo, camada fina e mais
externa da epiderme, é composto de células désaidab e queratinizadas. E seca,
impermeével a agua e rica na proteina protetoranatla queratina. As camadas
seguintes da epiderme (estrato lucido, estratol,b@&sdérato granuloso e estrato
germinativo) contém ceélulas. A epiderme € uma canpaidtetora que proporciona uma

barreira a lesdes, a contaminacédo e a luz. Elaé&amndyita a desidratacdo dos tecidos
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subjacentes, retém fluidos e nutrientes dentro ela p produz melanina, a qual €

responsavel pela cor da péle.

A derme é composta primariamente de tecidos campsfibrosos de colageno
e elastina. Estas fibras estdo entremeadas deattond matriz de polissacarideos e
proporcionam forca e elasticidade a pele. Os flgyilosos, glandulas sebaceas e
glandulas sudoriparas estao contidos na derme.reheade linfaticos, vasos sanguineos

e terminacdes nervosas cutaneas suprem os anepekefia

A derme produz pélos, regula a temperatura do cogiwiga receptores
sensoriais, supre nutrientes, oxigénio e sintetidaas substancias quimicas. Ela é

composta por fibroblastos, coladgeno, substancisciste proteinas de elastina.

Abaixo da derme ha tecido conjuntivo frouxo e tecatliposo, chamados de
camada subcutanea. Ela proporciona isolamentostsup@mortecimento para a pele e
outros tecidos, a fim de suportar tensdes e pres&de também armazena energia para
a pele. Abaixo desta camada, estdo localizadosafésenlsculos que proporcionam

amortecimento adicional por sobre as estruturaesadss
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2.2 A Fisiologia da Cicatrizacdo de Feridas

2.2.1 Introducéo:

A reparacdo tecidual € um processo complexo, pela tpdas as feridas
cicatrizam na mesma sequéncia de eventos, incluimdiccdo ao processo inflamatério
agudo pela prépria lesdo, regeneracdo de célula8nqéamatosas, migracdo e
proliferacdo do tecido cognitivo, sintese de prasj remodelacéo do tecido cognitivo e

componentes parenquimatosos, colagenizacdo e gipisé forca tension3ll.

2.2.2 Cicatrizacao de feridas

O processo fisiologico de reparacdo tecidual paeds/idido em trés fases:
inflamatéria, proliferativa e remodeladora. Estés estagios duram periodos de tempo
variaveis, o que exige do profissional que atudanespecialidade do cuidado ao ser
humano um conhecimento profundo, de forma a adeguaravaliacdo e conduta,

proporcionando a facilitacdo deste processo.
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2.2.3 Fase inflamatéria

A resposta inflamatoéria € uma reacao local ndooifspee a lesdo do tecido e/ou
invasdo bacteriana. E uma parte importante dosmiseues de defesa do corpo, e fase
essencial do processo de cicatrizacdo. Os sinaisfld@nacao foram descritos pela
primeira vez por Celsus no século primeiro da gst&; como vermelhidao, calor, dor e

inchaco’

Esta fase tem as funcbes de ativar o sistema dgulegdo, promover o
debridamento da ferida e defesa contra microrgarssi composta por trés outras fases

gue ocorrem quase que simultaneamente:

Fase trombocitica - a hemostasia é a primeira sés@olesdo e se caracteriza
pela vasoconstricdo. Os trombocitos sdo respors@ada agregacdo plaquetéaria e

ativacdo da cascata de coagulacao.

Fase granulocitica — nesta fase os granulécitagdib enzimas proteoliticas
mediadoras (colagenases, elastases e hidrolases)adiia aumento do fluxo sanguineo
(vasodilatacédo); perda de liquidos, proteinas alaglpelos capilares (produgédo de
exsudato); ocorre a quimiotaxia (atragdo de mago&pe a fagocitose (os neutrofilos e

macrofagos digerem as bactérias e restos celulares)

Fase macrofagica — nesta fase ha o inicio da rgaraonde os macréfagos

secretam proteases, fatores de crescimento e Bsaidstavasoativas que dao
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continuidade ao processo de debridamento e exeackmc¢ao de controle central das

fases de cicatrizacdo subsequentes.

2.2.4 Fase proliferativa-

Granulagéo — € a formacao de um tecido novo compistapilares, colageno e
proteoglicans. A formacédo de capilares nesta faselta da liberacdo de fatores
angiogénicos secretados pelos macréfagos que émtima proliferacdo de células

endoteliais dos vasos sanguineos. Nesta fase dagdm de colageno pelos fibroblastos.

Segundo Simdes e cdf., 0 fibroblasto pode ser considerado uma célula
adaptativa, podendo realizar véarias funcdes coma egtula reguladora devido a dupla
funcdo de sintese e reabsorcdo de colageno, mantenequilibrio quantitativo e

gualitativo desta proteina.

Epitelizacdo — nesta fase as principais prioridad@sa formacdo de um tecido
conjuntivo novo e epitelizacdo. Ela caracterizepsta reducdo da capilarizagdo e

aumento do colageno.
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2.2.5 Fase de maturacéo

Nesta fase ocorre a remodelacdo do colageno e aedig capilarizacdo. A

cicatriz torna-se mais clara e plana.

2.3 Fatores Locais e Sistémicos que podem influeachno processo cicatricial

O periodo cicatricial depende de varios fatoreqitoe sistémicos que podem

influenciar prejudicialmente o processo cicatricial

2.3.1 Relacionados ao agente lesivo

A. Extensao da lesédo: tamanho, quantidade, penetrpgfencial de producéo de

doenca do agente invasor.

B. Duracgéo e persisténcia da lesédo: duracdo da efpoa agente lesivo, corpos

estranhos resistentes a digestédo pelas enzimasaaga

2.3.2 Relacionadas ao hospedeiro

A. Fatores locais: desvitalizacdo e necrose tecidnéccdo, corpo estranho,

hematoma, edema, seroma e tensao na linha de.sutura
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B. Fatores sistémicos: ma oxigenacdo e baixo supromdet sangue, doencas
metabdlicas, desnutricdo, deficiéncias de vitamieds proteinas, uso de drogas

citotoxicas, corticoides ou anti-inflamatorios ade.

2.3.3 Relacionados ao tratamento topico da leséo

- Utilizacdo de sabdes para limpeza: estas subagdpossuem grupos hidrofilicos e
lipofilicos que diminuem a tensdo superficial détulas e afetam a permeabilidade da

membrana celular.

- Utilizacdo de solucdes anti-sépticas: nas comnaedes clinicas, estes solugdes sao
toxicas para as ceélulas envolvidas no processo idatrizacdo. Sua capacidade
bactericida é comprometida na presenca de exsedasia diretamente relacionada a

concentracdo que, quanto mais elevada, maior pagicade de citotoxidade.

- Indicacao de coberturas inadequadas;

- Técnica incorreta para execucao de curativos;
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2.4 Produtos para o tratamento de feridas

2.4.1 Historico

As medicacOes topicas tém sido usadas atravesdms@ara uma variedade de
razdes reais ou imaginarias, de expulsar maustespdu evocar o “pus laudanoso” até
promover a cicatrizagdo. Na historia antiga, atranto de feridas mudava a cada teoria

em voga.

Em uma revisdo de literatura, Andradiescreve que ja na pré-historia varios
agentes como extratos de plantas, agua, neve figels e lama eram aplicados sobre as
feridas. Na Mesopotamia elas eram lavadas com @glgite e o curativo era realizado
com mel ou resina. La de carneiro, folhas e cadea@vores eram utilizadas para suas
coberturas. Os egipcios concluiram que uma fegdhada cicatrizava mais rapido do
gue aberta, por isso utilizavam tiras de pano paaater unidas as margens da leséo.
Hipdcrates sugeria que as feridas contusas fossgatdas com calor e pomadas para
promover a supuracdo, remover material necréticedazir a inflamacgéo. No inicio da
era cristd, Celsus preconizava o fechamento pmmdaas feridas recentes e

debridamento das contaminadas para posterior sutura

A introducdo de armas de fogo nas guerras europé@aséculo 14 levou ao
surgimento de um novo tipo de ferida, de cura nd#isil, e Ambroise de Paré na
renascenca reformulou seu tratamento. O avancoutaiag levou a descoberta de

composto de cloro e iodo que foram utilizados panpeza de material e da pele nos
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séculos 18 e 19. Mais recentemente, as infecg@antento de lesdes tem apresentado
melhores resultados a medida que as decisdes wdo sada vez mais baseadas em

evidéncias cientificas.

2.4.2 Caracteristicas dos principais recursos dispe para auxiliar na cicatrizacao de
feridas

Dealey refere que as qualidades de um produto eficaz paratamento de

feridas, ou seja, as caracteristicas do curatwaljd&o as seguintes:

- Manter a umidade na interface da ferida/curateMo um ambiente Umido as
células epiteliais conseguem deslizar pela superéia lesdo, além disso, o ambiente
umido intensifica 0os processos autoliticos naturdézompondo o tecido necroético e
também proporciona reducédo da dor no local dadepdrque as terminacdes nervosas

ndo sofrem ressecamento.

- Permitir troca gasosa - a cobertura devera senggvel suficiente para permitir
a entrada de oxigénio suficiente para a realizagéprocesso de mitose e excrecao de

gas carbonico.

- Remover excesso de exsudato - embora a supeatéidierida deva permanecer

Umida, a umidade excessiva causa maceracao do tiidele circundante.
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- Isencdo de particulas téxicas - pesquisas usémiltas experimentais em
modelos animais demonstraram que 0s anti-séptiéos dfeitos toxicos, 0s quais

precisam ser ponderados em relacdo as vantagedasod seu uso.

- Isolamento térmico - para que as células realir@tose é necessario que o
leito da ferida mantenha temperatura entre trirgai€ e trinta e sete graus. Toda vez que
o leito for resfriado, ou seja quando ocorre daatildo de solucdes geladas na lesdo ha

um retardo no processo de cicatrizacéo desta ferida

- Ser impermeavel a bactérias - todos curativosemepossuir alguma
propriedade antibacteriana. Alguns deles tém elewaerconstituintes que sao

bactericidas, enquanto outros criam uma barreire@ @ferida e o ambiente.

- Permitir a remocdo sem causar trauma - se untivaifar de facil remocao, ele
provavelmente ndo causara lesdo aos tecidos rewémados na ferida e tampouco sera

doloroso para o paciente.

2.4.3 Novas tecnologias no tratamento de feridas

Abaixo estdo enumeradas as principais categoriasotlerturas para feridas

disponiveis no Brasil:

- Acidos Graxos Essenciais (AGE) - encontram-seagsupo, trés sub-grupos:

derivados do acido linoléico, derivados do acidoléico com lanolina e derivados do
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acido ricinoléico — da mamona. Tém acéo sobre abram celular, aumentando sua
permeabilidade, promovem mitose e proliferacéolaelestimulam a neoangiogénese,
apresentam quimiotaxia para leucocitos, facilitaenaada de fatores de crescimento,

auxiliam o desbridamento autolitico e possuem aa&tericida para S. aureos.

- Alginato de calcio - séo fibras de nédo tecidgpriegnadas de alginato de calcio
e sodio, extraidas de alga marinha Laminaria. &uticpara o uso em feridas
superficiais, com perda parcial de tecido ou lestmatarias, altamente exsudativas.

Auxilia o desbridamento autolitico, diminui o exatmle o odor da ferida.

- Anti-sépticos e degermantes - indicados para ¢c@male residuos como fezes,
restos de coberturas e desodorizacdo. Agem limpasdoeas proximas da ferida pela
acdo detergente, desodorizante e mecéanica. MantépH onatural, controlam a

colonizacéo bacteriana e podem auxiliar na reddgaador.

- Carvao ativado e prata - utilizado para feridagedtadas, exsudativas,
superficiais ou profundas, fétidas. Remove o excdesxsudato da ferida por adsorcéo,

bactericida, diminui o odor, pode ser utilizadotamente com o AGE.

- Filmes semipermeaveis - pelicula de poliuretatiizada em feridas secas,
gueimaduras, como cobertura secundaria e protegdarahs de risco lesional. Séo

permeaveis ao oxigénio e vapor umido.

- Hidropolimeros - almofadas compostas de hidropaids. Indicado para
feridas exsudativas, limpas. Mantém meio umidoxéliam o desbridamento autolitico.

Removem o excesso de exsudato e reduzem o oderidia. f
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- Hidrogel - sdo géis transparentes utilizados paraemocdo de tecido
desvitalizado, queimaduras de primeiro e segundosgrareas doadoras e receptoras de
enxertos. Mantém o meio Umido ideal, favorece aiogégpese e promovem O

desbridamento autolitico.

- Hidrocoldides - s&o coberturas que contém gelatipectina em seu interior.
Utilizadas em feridas secas com ou sem necrosdliduxo desbridamento autolitico e

estimilam a angigénese. Podem ser usados com AGE.

- Enzimas Proteoliticas - Apresentam-se sob a fatenpd, pomadas ou cremes,
utilizadas em muitos tipos de curativos. Entreragneas mais utilizadas podemos citar

a colagenase, a fibrinolisina e a papaina.

A colagenase e a fibrinolisina sdo enzimas que ademforma seletiva,
promovendo o desbridamento enzimatico de forma esuasobre os tecidos

desvitalizados.

A papaina é uma enzima proteolitica, constituidaupo conjunto de proteases
sulfidricas, extraidas da planta carica papaya. 8ilgaacdo em feridas tem sido
amplamente estudada por pesquisadores quanto ac8nae ao estabelecimento de
protocolos para sua aplicacdo em diversos tiposesfies. Pode ser manipulada ou
encontrada comercialmente. Indicado seu uso pdes tas fases do processo cicatricial,
para uso em feridas secas ou exsudativas, col@sizad infectadas, com ou sem

necrose. Normalmente sao indicadas nas concensralg@% (feridas com tecido de
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granulacdo), 4% a 6% (exsudato purulento) e 10%idfe necrético). Promove

desbridamento quimico, granulacao e epitelizacgtonela a forca ténsil das cicatrizes.

- Curativo com gaze simples- as maiores vantagessurativos de gaze séo seu
baixo custo, a facilidade de uso e o fato de estadésponiveis na maioria das
instituicdes. Tém pouca capacidade de absorcadoglalato, exigem trocas frequentes,
precisam de cobertura secundéria e fixacdo e pqaenocar maceracdo das areas

adjacentes, devido a extravasamento de liquidos.

- Curativos de Gaze nao aderente- ha dois tipogake ndo aderente: o
impregnado e o ndo impregnado. As gazes impregmextiesn ser com petrolato, PVPI,
com AGE e com aloe Vera. As gazes nao impregnada$uncdo de absorver exsudato.
Evitam aderéncia do curativo a ferida, evitandooa durante a troca. Indicadas em
gueimaduras superficiais, areas cruentas, pos-asufaridas com formagéo de tecido

de granulacéo.

- Matriz de regeneracdo dérmica- derivada da polbagdo do colageno e
glicosaminoglicanos, promove crescimento celulairgese de colageno. E indicada

para feridas limpas e queimaduras.

- Colageno biologico- particulas hidrofilicas delageno de origem bovina.
Indicado para feridas em qualquer fase do procdssucatrizacéo, podendo ser usado
em feridas infectadas ou colonizadas. Remove osercele exsudato, diminui a

inflamacéao local e 0 edema e acelera o procesatricial.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo encontra-se em compara&fedos da utilizacdo de
papaina, AGE e soro fisiolégico em lesdes cutanearso de ratos da linhagem EPM-

| Wistar.

3.2 Objetivos Especificos

Verificar a concentracdo de colageno e fibroblagiesentes nas feridas de
ratos, no terceiro, sétimo e décimo-quinto diasidatrizacdo durante a terapéutica com

papaina, AGE e soro fisiolégico.

Analisar a concentracéo de colageno e fibroblgstesentes nas feridas tratadas

com Papaina, AGE e soro fisiolégico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Parecer ético

Este estudo foi aprovado em vinte e trés de mag@od mil e sete, pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidadeli€at do Rio Grande do sul,

protocolo 06/03433.

Todos os procedimentos adotados, durante as técmingolvendo os animais,
estdo de acordo com o0 que preconiza o Colégio IBirasde Experimentacdo Animal
(CPEA) do Centro de Desenvolvimento Cientifico eniaogico (CDCT) da Fundacédo

Estadual de Producéo e Pesquisa em Saude (FEPR®) Goande do Sul.
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4.2 Material

4.2.1 Animais utilizados e cuidados dispensados

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utiigzadoze ratos heterogénicos
da linhagem EPM-I Wistar criados e mantidos, saldogbes do biotério convencional,
na Coordenacdo de Producdo e Experimentacdo An{@BEA) do Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CDCT)Flandacao Estadual de Producédo

e Pesquisa em Saude (FEPPS) do Rio Grande do Sul.

Todos animais utilizados foram machos entre olez2semanas de idade. Antes
e durante a fase experimental, estes animais nmecebeomo alimentacdo racao
balanceada padrdo para roedores, dgua ad libituforaen mantidos em gaiolas
individuais, devidamente identificadas com fotopéoi de doze horas claro e doze horas
escuro (06:00/18:00), no laboratério de Cirurgia p&imental da Pontificia

Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, soldigdies de biotério convencional.

Os animais foram distribuidos por sorteio em t@sgeupos de acordo com o
periodo de observacédo (3, 7 e 15 dias de pés dpedatcom quatro animais em cada

subgrupo.
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4.3 Métodos

4.3.1 Fotografias

As fotografias foram registradas com uma maquit@gfafica digital Sony DSC
W5, 5,1 megapixels e utilizou-se flash para todas,anesmo diante de luz artificial
(lampadas fluorescentes 6400K, intensidade de X Il fotos foram tiradas a uma

distancia de cinquenta centimetros com lente deapam angulos variados.

4.3.2 Técnica operatoria

Os ratos foram, depois de pesados, pré-medicamiussalfato de atropina, na
dose de 0,44mg/100g por via subcutdnea, apos amelkie com solucdo final de
Cloridrato de Xilazina 2% (Rompun, Bayer Animal Hiepe Cloridrato de Ketamina
10% (Dopalen, Agribrands Brasil Itda.) diluidosragZml e 10mg/ml de solugéo salina
(Alcon, Alcon Labs. do Brasil ltda.-8ml/0,9%) respigamente. Houve administracdo de
uma dose Unica de 0,2ml para cada 100g de pesorabngpor via intraperitoneal,

suficiente para abolir a dor e realizar o procedimem tempo habil.

Apbés anestesia, os ratos foram posicionados embdecventral horizontal em
mesa apropriada e realizada tricotomia em regidsatcom lamina. Seguida de anti-

sepsia com alcool etilico 70%.
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Para demarcacao da pele a ser retirada, utilieamaseta hidrografica de cor azul
marinho e apés com uso de tesoura cirargica forarisados trés fragmentos cutaneos
de dois centimetros de diametro, no centro da épédada, até a exposicdo da fascia
muscular dorsal. A hemostasia foi realizada porpessao digital, utilizando-se gaze

esterilizada.

Figura 1 —Foto confecgéo das lesdes cutaneas
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Figura 2 —Foto das lesGes cutaneas

4.3.3 Tratamentos instituidos

As coberturas foram aplicadas sobre as trés led&&sm as lesdes foram

denominadas C1, C2 e C3 (seguindo o sentido cmidal, respectivamente) onde:

- C1 recebeu gaze de algoddo embebida com Acid@xo&rEssenciais
(VDeclair, Neve LTDA, Brasil) a base de 6leo deagsol, composto por acido linoleico,

acido caprico, vitamina A, vitamina E .

- C2 recebeu gaze de algoddo embebida em soludéwm 9%, pois

representou o grupo controle.

- C3 recebeu gaze de algodado embebida em solucpapdéna a 2% (Papaina
6.000 Ul/mg, Wall-Indl, Brasil). Para obtencdo destlucdo diluiu-se um grama de po

de papaina em cinquenta mililitros de agua Bickesil
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As coberturas foram ocluidas com gaze de algodém sdixadas a pele com

cobertura adesiva estéril (IV fix, 3M do Brasil).

Os animais foram mantidos em suas gaiolas e seasivas trocados a cada
vinte e quatro horas. Por ocasido da troca dodiwosa as lesdes foram medidas e

fotografadas.

Figura 3 —Foto da mensuracao das lesées com paquimetro

4.3.4 obtencao de amostras das feridas

A coleta de amostras das feridas, no primeiro@rtg realizada no terceiro dia

apos a realizacao das lesoes.

Os animais foram posicionados em decubito venarastesiados com solucao
final de Cloridrato de Xilazina 2% (Rompun, Bayenidal Health) e Cloridrato de

Ketamina 10% (Dopalen, Agribrands Brasil Itda.)uitibs a 2mg/ml e 10mg/ml de
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solugdo salina (Alcon, Alcon Labs. do Brasil It@ad) 0,9ml administrados
respectivamente. Houve administracdo de uma ddsa de 0,2ml para cada 100g de
peso corporal por via intraperitoneal, suficientarap abolir a dor e realizar o
procedimento em tempo habil. Foi feita biopsiasiwrial da ferida, por excisdo da area
total da leséo e apods eutanasia do animal biopstado injecdo de 0,2 ml de quetamina
no pericardio. As amostras de feridas foram colasaein frascos de formol a 10%,

identificados e armazenados.

Este processo repetiu-se no sétimo dia apés reatizdas feridas, no segundo

grupo e no décimo quinto dia, no terceiro grupo.

4.3.5 Preparo histologico e imunohistoquimico

Os fragmentos biopsiados nos terceiro, sétimo endeguinto dia foram fixados
em formol a 10% e encaminhados para o processanmstimdgico convencional
constando de desidratacdo com alcool, diafanizagéilol e inclusdo em parafina. Os
blocos foram cortados em micrétomo rotativo comterde cinco micrébmetros de
espessura e submetidos a coloracdo com HematogilE@sina (HE), Picrosirius (para
visualizacdo e quantificacdo do colageno sob ldarizada) e imunohistoquimica para
guantificacdo da expressdo de FGFr (Growth Fdittarblast), permitindo a avaliacédo

da quantidade de colageno.
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Para confeccao, as laminas foram incubadas enadssiblogica por uma hora,
seguido de desparafinizacdo em Xilol (duas tro@gidco minutos) alcool absoluto

(cinco trocas de dois minutos).

Para a confecgédo do HE utilizou-se Hematoxilinatraor um minuto, e Eosina,
por quatro minutos, seguido de desidratacdo emoldladarificagdo em Xilol e

montagem das laminas em meio sintético (Balsanatada).

Para preparo do Picrosirius, apos desparafinizaga@minas foram incubadas
por uma hora em Solucdo de picrosirius, lavadasd#niemente em agua corrente,
incubadas por dois minutos em Solucéo Light greB#Ppara coloragdo do contraste e
secas em estufa histolégica, até completa seca@ypas, foram montadas em meio

sintético (Balsamo do Canada).

Para realizacdo da imunohistoquimica, apdés despaesfao utilizou-se a
técnica de imunoperoxidase. Foi realizada recuperagtigénica em tampao Tris/Edta
pH 9,0 por quarenta minutos, seguidos de trés &msde cinco minutos com solucéo
tampdo PBS. Apos, fez-se o bloqueio de Peroxidas#ddena utilizando-se Agua
Oxigenada 3% diluida em metanol e incubado pottatriminutos em temperatura
ambiente. Seguido disso, foram realizadas trégémsde cinco minutos com Solugéo

tampéo PBS.

Para o bloqueio de ligacdes inespecificas e reddigdmmckground (coloracdo de
fundo), utilizou-se leite em pd desnatado a 5% eiuc¢do tampdo PBS por trinta

minutos, seguidos de trés lavagens de cinco mimawsSolucdo tampéo PBS.
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O anti-corpo Anti-FGF (Goot polyclonal Igg, SantauZ Biotechnology, SC
1884 ) foi diluido 1:200 Ul e incubado overnighb@. Como anti-corpo secundario
utilizou-se Rabbit (anti-goat Igg HRP Conjugateyitiogen, Carls bad, CA) diluido
1:200 e incubado por uma hora em temperatura amebiseguido de trés lavagens de

cinco minutos com Solugédo tampéo PBS.

A reacdo imunohistoquimica foi revelada com cromége DAB
(Diaminobenzidina, Dako, Carpinteria, USA) por deinutos e lavados em agua
destilada. Foi contracorado com hematoxilina tamsum minuto, incubado por trinta
segundos em solucdo de Hidroxido de Amobnia 0,5%ada em agua corrente,

desidratado em alcool etilico e Xilol e montadoragio sintético (Balsamo do Canada).

4.3.6 Andlise das imagens

Foi utilizado microscopio Zeiss Axioskop 40 comidatplaneofluar e aumento
de 400X, acoplado a sistema de captura de imagamlse Image Pro Plus 6.0 (Media
Cybernetics, Silver Springs, MD, EUA). As contagdoseam realizadas por método
planimétrico (Gundersen, HJ et al.), sendo os tado$ expressos em area de fibrose
(quantificacao de colageno por coloracdo de pidusssob luz polarizada e proliferacédo
tecidual (FGFR por reacdo imunoistoquimica por émwtros quadrados e a intensidade

de coloracao por densidade optica integrada.
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Foi realizada também a contagem das reac¢fes imgtaghimicas por técnica de
analise de imagem digital (sistema Image Pro PlOs Eledia Cybernetics, EUA),

permitindo a avaliacdo estatistica dos resultadosngtodos paramétricos.

4.3.7 Programas utilizados

Excel- utilizado para digitacdo dos dados

SPSS 12.0 — Programa utilizado para realizar dssaga

4.3.8 Testes Estatisticos Aplicados

Andlise de variancia com medidas repetidas. Foisidenado significativamente

estatistico um valor de p<0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo macroscoépica das feridas cutaneas

Durante o experimento, as feridas cutdneas de tmxlasimais ndo apresentaram
sinais de infeccdo. Os exames macroscopicos e réfiwgs diarios demonstraram
reducdo do dimensionamento da area lesada, n&oo sendontrado diferenca
significativa entre os tratamentos estabelecidos. féridas apresentaram bordas
arredondadas e bem definidas durante o tratamentoia foram expostos, diferindo o
grupo controle somente na presenca maior de crosfa¢e se identifica nas figuras das
lesBes do sétimo e décimo quinto dia. Também femtiicado aderéncia da gaze no
leito da ferida no grupo AGE ocasionando traumdeeddo cicatricial presente a cada

troca de curativos.
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Dias AGE Controle Papaina
(soro fisioldgico)

15

Figura 4 —Foto da evolucéo das lesdes
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5.2 Avaliagao histolégica

Figura 5- Microscopia da pele de um dos animais no tercdmodd tratamento com
soro fisioldgico. A amostra apresenta-se com tediloeparo, recoberta por
crosta. Coloragdo HE e aumento de 50x. (seta adida crosta)

Figura 6 - Microscopia da pele de um dos animais no tercdmadd tratamento com
soro fisiolégico. A amostra apresenta-se com ingooet infiltrado
inflamatorio, edema associado e presenca de cr@xtoracdo HE e
aumento de 50x. (seta verde indica infiltrado m#é&orio; seta preta indica
edema).
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Figura 7- Microscopia da pele de um dos animais no sétimaléittatamento com soro
fisiolégico. A amostra apresenta-se com reducdediEma e recoberta por
crosta. Coloracdo HE e aumento de 50x. (seta adida crosta).

Figura 8- Microscopia da pele de um dos animais no sétiimalé tratamento com soro
fisiolégico. A amostra apresenta-se com edema.r@gdo HE e aumento de
50x. (seta preta indica edema)
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Figura 9 - Microscopia da pele de um dos animais no décimotgudia de tratamento
com soro fisiolégico. A amostra apresenta-se coasgica de crostas e
epitelizagdo. Coloragdo HE e aumento de 100x. (setea indica
epitelizagéo).

Figura 10- Microscopia da pele de um dos animais no terceaadd tratamento com
AGE. A amostra apresenta-se com importante indittriaflamatério, edema
associado e presenca de crosta. Coloracdo HE enaune 50x. (seta azul
indica crosta; a seta verde indica infiltrado infe6rio)
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Figura 11 - Microscopia da pele de um dos animais no sétimaldi&ratamento com
AGE. A amostra apresenta-se com importante indittranflamatorio,
edema associado, presenca de crosta e angiogébelseacdo HE e
aumento de 50x. (seta branca indica angiogénetsepssta indica edema;
seta azul indica crosta; seta verde indica inféiliranflamatorio).

Figura 12 - Microscopia da pele de um dos animais no décimotguiia de tratamento
com AGE. A amostra apresenta-se com crosta e iepigéb. Coloragédo HE
e aumento de 100x. (seta roxa indica epitelizacao).
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Figura 13 - Microscopia da pele de um dos animais no tercaaald tratamento com
Papaina. A amostra apresenta-se com infiltradoandtério, edema

intenso associado e angiogénese. Coloracdo HE endoirde 50x. (seta
preta indica infiltrado inflamatério).

Figura 14 - Microscopia da pele de um dos animais no sétimaldi&ratamento com

Papaina. A amostra apresenta-se com crosta e éngiggy Coloracédo HE
e aumento de 50x. (seta azul indica crosta).
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Figura 15 - Microscopia da pele de um dos animais no sétimaldi&ratamento com
Papaina. A amostra apresenta-se com infiltradanrdtorio, angiogénese,
edema associado e epitelizacdo. Coloracdo HE erdande 50x (seta
branca indica angiogénese; seta preta indica edema)

Figura 16 - Microscopia da pele de um dos animais no décimotgulia de tratamento
com Papaina. A amostra apresenta-se com evidetetzgggdo. Coloracao
HE e aumento de 50x. (seta roxa indica epitelizagcéo
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Figura 17 - Microscopia da pele de um dos animais no terceaald tratamento com
AGE. Picrosirius 50x. (seta preta indica a expiesigdfibras coldgenas por
unidade de area).

Figura 18 - Microscopia da pele de um dos animais no décimotgulia de tratamento
com AGE. Picrosirius 50x. (seta preta indica a esgfio de fibras
coldgenas por unidade de area).
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Observa-se nas figuras 17 e 18 um visivel aumeasofibras colagenas, o que ird se
comprovar no gréafico abaixo:

Quantificacédo de colageno por unidade de area / AGE

85.000
84.500
84.000 -
83.500 -
83.000 -
82.500 -
82.000 -
81.500 -

Colageno

3 7 15
Tempo (Dias)

Figura 19 —Quantificacdo de colageno por unidade de areal AG

Figura 20 - Microscopia da pele de um dos animais no tercaaald tratamento com
soro fisiolégico. Picrosirius 50x. (seta preta @ada expressdo de fibras
coldgenas por unidade de area).
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Figura 21 - Microscopia da pele de um dos animais no décimotgulia de tratamento
com soro fisiolégico. Picrosirius 50x.

Observa-se nas figuras 20 e 21 um decréscimo dadadibras colagenas sob luz
polarizada.

Quantificacdo de Colageno por unidade de area/Con trole

86.000
84.000 -
82.000 -
80.000 - @ Controle (Soro Fisiolégico)
78.000 -
76.000 -
74.000 -

Colageno

3 7 15
Tempo (Dias)

Figura 22 —Quantificacdo de Colageno por unidade de areatr@en
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Figura 23 - Microscopia da pele de um dos animais no terceaald tratamento com
papaina 2%. Picrosirius. Aumento de 50x.

Figura 24 - Microscopia da pele de um dos animais no sétimaldi&ratamento com
papaina 2% Picrosirius. Aumento de 50x.
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Figura 25 - Microscopia da pele de um dos animais no décimotgulia de tratamento
com papaina 2%. Picrosirius. Aumento de 50x.

Quantificacdo de Colageno por unidade de area/Pap aina

88.000
86.000
84.000
82.000 -

80.000 .

@ Colageno
78.000 g
76.000 -
74.000

72.000
70.000

Colageno

3 7 15
Tempo (Dias)

Figura 26 —Quantificacdo de Colageno por unidade de arepdiRa

Na tabela acima observa-se um decréscimo de fdmlagenas na fase inflamatoria(7
dias) e um aumento na fase de maturacao(15 dias).
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Colageno

88.000
86.000 [ |
84.000
82.000
80.000
78.000
76.000
74.000
72.000
70.000

Valores (colageno)

3 7 15
Tempo (dias)

‘EIAGE B Controle (Soro Fisiologico) O Papaina ‘

Figura 27 - Quantificacdo de Colageno por unidade de éarea itiaagdo dos trés
tratamentos

Tabela 1- —Quantificacdo de Colageno por unidade de areailimgfio dos trés

tratamentos
COLAGENO
Tempo (i Desvio 95% Intervalo de Configuragdo
Tratamento (dias) Media Padréo Minimo Maximo
84.403 3.364 76.794 92.013
AGE 3 82.570 7.127 66.449 98.692
84.545 2.417 79.077 90.012
85.371 3.364 77.761 92.981
Controle 7 82.286 7.127 66.164 98.408
78.424 2.417 72.956 83.891
86.624 3.364 79.014 94.233
Papaina 15 75.614 7.127 59.492 91.736
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5.3 Avaliacdo Imunoistoquimica

Figura 28 - Imunoistoquimica com marcador FGFr da pele de us alimais no
terceiro dia de tratamento com AGE (seta vermealidaa citoplasma do
fibroblasto).

Figura 29 - Imunoistoquimica com marcador FGFr da pele de @® @himais no
sétimo dia de tratamento com AGE (seta vermelh&ancdtoplasma do
fibroblasto).
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Figura 30 - Imunoistoquimica com marcador FGFr da pele de us alimais no
décimo quinto dia de tratamento com AGE (seta viranendica
citoplasma do fibroblasto).

Figura 31 - Imunoistoquimica com marcador FGFr da pele de us alimais no
terceiro dia de tratamento com Soro Fisiologicda(seermelha indica
expressao do citoplasma do fibroblasto por unididérea).
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Figura 32 - Imunoistoquimica com marcador FGFr da pele de us alimais no
sétimo dia de tratamento com Soro Fisiolégico (setanelha indica
expressado de citoplasma do fibroblasto por unide@ea).

Figura 33 - Imunoistoquimica com marcador FGFr da pele de us alimais no
décimo quinto dia de tratamento com Soro Fisiolddiseta vermelha
indica expressao de citoplasma do fibroblasto patade de area).
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Figura 34 - Imunoistoquimica com marcador FGFr da pele de us alimais no
terceiro dia de tratamento com Papaina (seta vearietlica expresséo
de citoplasma do fibroblasto por unidade de area).

Figura 35 - Imunoistoquimica com marcador FGFr da pele de us alimais no
sétimo dia de tratamento com Papaina (seta verrralia expressdo de
citoplasma do fibroblasto por unidade de area).
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Figura 36 - Imunoistoquimica com marcador FGFr da pele de us alimais no
décimo quinto dia de tratamento com Papaina (seteelha indica
expressdo de citoplasma do fibroblasto por unidadé&rea).

Fibroblastos

4.000
3.500
3.000
2.500
2.000
1.500

Valor (Fibroblasto)

1.000

500

3 7 15
Tempo (dias)

m AGE m Controle (Soro Fisiol6gico) [0 Papaina

Figura 37- Quantificacao de fibroblasto por unidade de &reautilizacdo dos trés
tratamentos
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Tabela 2 -Quantificacdo de fibroblasto por unidade de areatitiaacao dos trés
tratamentos

FIBROBLASTOS

Tratamento Tempo Média Desvio 95% Intervalo de Configuragéo
(dias) Padrao Minimo Maximo

2.607 0.497 1.484 3.371

AGE 3 0.901 0.718 -0.722 2.525
3.393 0.680 1.854 4.932

1.737 0.497 0.613 2.860

Controle 7 2.752 0.718 1.128 4.375
1.437 0.680 -0.102 2.975

2.211 0.497 1.087 3.334

Papaina 15 2.905 0.718 1.281 4.528
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6 DISCUSSAO

Qualquer perda de continuidade das partes molespocssem comprometimento
das funcbes locais, seja recente ou ndo, com igeglio imediata ou crbnica, € uma

ferida e o corpo inicia sua reparacéo imediatamends o dand.

A cicatrizacdo constitui fendmeno quimico, fisicdieldgico, possuidora de
varias fases que se superpdem e se relacionamroeaipente, constituindo um

processo harménico, Gnico e contintfo.

Das fases de cicatrizacdo destaca-se a de fibimplatada quarenta e oito horas
apos a execucdo da lesdo, caracterizada pela indadébroblastos que se multiplicam,

proliferam e passam a secretar as proteinas cdsticas do tecido em reparaco.

O fibroblasto produz a substancia fundamental amowicopolissacarideos

envolvidos com a produgédo e orientacdo das filwEgenas bem como o tamanho.

Este estudo se propbs a comparar o uso de papa#i@Eena cicatrizacdo de

feridas, tendo como base do estudo a proliferagdithbblastos, sendo estes as células
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responsaveis pela formacdo de colageno e da nettiacelular presente no tecido

conjuntivo.

A opcéo em se usar o soro fisioldgico (C2) comarobe do processo cicatricial
foi para ter-se um grupo sem qualquer interferémzdicamentosa. O rato foi 0 modelo

experimental mais conveniente, devido ao seu tamarécil disponibilidade.

Skottner e col$® em modelo experimental, estudando a cicatrizagaferidas,

observaram que em ratos normais a cicatrizacaormspletava com dezesseis dias.

Com relacdo a avaliacdo histoldgica e imunoistoguenfioram observados no
terceiro dia de processo cicatricial grande irddt inflamatério associado a edema
importante na aplicacdo dos tratamentos propoBt@senca de crosta evidenciada no
uso de AGE e soro fisiologico. Com o uso do prodedpaina 2% encontramos uma

maior quantificacdo de colageno conforme grafico 3.

Sétimo dia: foi observado no local da lesédo redutdicedema, angiogénese,
presenca de crosta e discreta epitelizacdo apaegskntuma queda na concentracdo de
colageno, o que desfavoreceu a agéo dos trés gatasn sendo que o tratamento com
papaina 2% apresentou menor concentracdo de colagsta fase. Consequientemente
observou-se um aumento na expressao de fibroblesto®os tratamentos papaina 2% e
soro fisioldgico, sendo identificado o pico maximesta fase. Verificando entdo que o
tratamento com papaina 2% apresentou maior coagéotde fibroblastos, diferindo do
tratamento com AGE onde evidenciou-se um decrésémpmortante dos mesmos.

Acredita-se que esse achado esteja relacionadierss@aderéncia da gaze de algodao
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com AGE no leito da lesdo, pois durante o procetsdrocas diarias de curativos
observou-se retiradas da crosta e inimeros traemagecido viavel, prejudicando o

processo de reparacéo tecidual.,

Estes resultados coincidem com os achados de Wetd“ao qual, em relacdo
aos fibroblastos, a analise estatistica (ANOVA) tnoas para os tratamentos com soro
fisiolégico e papaina, que os valores sofreramréir i terceiro dia um aumento, com
pico no sétimo dia de pds-operatério. A partir d&ie um decréscimo significativo no
décimo quarto dia. Logo ao sétimo dia, ele atimgimaximo em quantidade e ap0s esse
periodo de reparacdo tecidual a ferida foi preelacipior fibras colagenas quando o

numero de fibroblastos concomitantemente diminuiu.

Conforme Alvares? citado por Netd? foi encontrado resultados semelhantes a

essa relacdo inversamente proporcional entre fisstis e fibras colagenas.

Décimo quinto dia: Foi observado nesta fase queregoum aumento da
epitelizacdo e conseqientemente de fibras colageoafrme apresentado no grafico
4, e beneficiando os tratamentos com AGE e papfh@ que pode ser comparado a
avaliagdo macroscopica no quadro de fotos da figypesenca da fase de maturacao).
No grupo controle podemos observar a presencaodéace reducdo da concentragédo de
coladgeno em relacdo aos outros tratamentos, painecgmte com a fase anterior, pois o
seu pico foi no terceiro dia e a partir dai apreserum decréscimo continuo. Com
relacdo ao fibroblasto, ainda no grupo controlseolamos que os valores sofreram um
decréscimo apresentando pico maximo no sétimo datando a cair no décimo quinto

dia. Comparando aos outros produtos, também apoesema concentracdo menor, o
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gue acaba contrariando a relacdo inversamente noiopal entre fibroblastos e

colageno.

Analisando os graficos 4 e 5, com relagédo entn@pgocéo de fibras colagenas e
fibroblastos, observamos nos tratamentos com ssioddigico e AGE que os resultados
encontrados, ndo coincidem com o0s achados presergediteratura ja citados

anteriormente.

Conforme Magalhaes et'lem estudo semelhante realizado em ratos, utilizand
AGE, foi observado que este composto ndo aceldediorma significativa o processo
de reparacao tecidual por segunda intencdo quammdpazado com soro fisioldgico e
sulfato de Neomicina. Concordando com estes achalesijo et al’ comprovou
microscopicamente em estudo experimental em ratesog tratamentos com Agarol e
Triglicerideos de cadeia média(produto constituidee AGE) nédo influenciaram o
processo cicatricial no terceiro e décimo quarta de pdés operatério e ainda
demonstrou uma diminuicdo da neo vascularizacampaoado aos grupos soro e
Agarol (composto de 6leo mineral, fenolftaleinagaréagar), levando a acreditar que o
mesmo retardou o processo de cicatrizacdo. Sent® @snstatacdo bastante
contraditéria no que diz respeito ao conceito diier deste produto, uma vez que o
mesmo € indicado com o objetivo de acelerar a mitetular, estimular a angiogénese e
ser quimiotatico para as células envolvidas em tgmcesso de reparo tecidual. Entdo
fazemos a pergunta: sera que em estudos em hunestasresposta tem sido

significativamente satisfatoria? Deixa-se em abedte questionamento jA que em
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modelos experimentais ndo encontramos diferencéastistisamente significativas

guando comparados com outros produtos.

Seguindo esta linha de raciocinio iremos agora, dzase nas pesquisas
existentes, discutir a acdo da papaina encontnadaosso estudo. Temos a papaina
como uma enzima bastante estudada e utilizada destwidante quimict*°?%??%y
seja um potente efeito sulfidrico que garante ué a&fetiva quando utilizada em
material desvitalizado ou necrético, porém pou@msas estudos que visam comprovar
seu efeito estimulador da cicatrizagdo, tanto nagioge inflamatério quanto
proliferativo>?® Entéo surge o questionamento, sendo esta enziplamente utilizada
com propoésito desbridante e apresentando respgigt@ficativas, devera ela ser usada
em tecidos sadios, sem a presenca de necrose@ & tpabalho de Flindf,citado por
Monetta?® fez referéncia da existéncia de uma antiprotedmsem@tica e alfa- um-
antitripsina, identificando que a existéncia desthstancia no tecido sadio justifica a
acdo da papaina nos tecidos que ndo possuem ¢gt@tanse, tais como no tecido

necrosado e nos microorganismos.

Para uma melhor compreensdo dos resultados olgidososso estudo, houve
uma busca nos sites de pesquisa, tais como SCIBMEDLINE, LILACS, sobre
pesquisas comparativas entre papaina e AGE, paaupéssemos enriquecer nossa

discussao, porém nenhum resultado foi encontrado.

Quando avaliado estatisticamente pelo método paraméAnalise de Variancia
com medidas repetidas, tendo como teste de esflEium p<0,05, temos na presente

pesquisa que nao houve diferenca significativaeea tratamentos utilizados. Este
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resultado pode estar relacionado ao tamanho dat@npsis conforme Freiman efal
citado por Paé8 em uma revisdo de setenta e um artigos com rdesltaem
significancia estatistica, concluiram que mais de guséncia de significancia, havia
incapacidade em detectar diferencas. Esta incagei@ o baixo poder que esta
diretamente relacionado com o tamanho da amosé&steDnodo, mostra-se importante

gue seja dado continuidade a esta pesquisa.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos verificamos queodupp AGE, durante o
periodo de sete dias ndo favoreceu a expressabordeldstos, o que pode ser explicado
pela intensa aderéncia da gaze de algodédo no daittesdo, assim prejudicando o

material histolégico analisado por imunoistoquimica

Nesta mesma fase, em relagdo ao colageno obsernmos tratamento com
papaina 2% apresentou seu menor pico quando cotopa@ana outros tratamentos, o que
pode ser atribuido a seu efeito potencialmentédsidd, realizando assim um desgaste

nas fibras colagenas.

Conforme o método estatistico utilizado, ANOVA camedidas repetidas,
constatou-se ndo haver diferenca significativaeems tratamentos propostos nesta
pesquisa, ndo podendo ser indicado com segurartalgsi trés tratamentos apresenta

melhor eficacia.
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Anexo 1 -
Within-Subjects Factors Between-Subjects Factors
Dependent Value Label N
Measure Tempo Variable trat 1 AGE 4
Colageno 1 t3diasc Controle
2 t7diasc (soro 4
3 t15diasc fisiolégico)
Fibroblasto 1 t3diasf 3 Papaina 4
2 t7diasf
3 tl5diasf
Mauchly's Test of Sphericith
Epsilc-na
Approx. Greenhous
Wiithin Subjects Effect Measure hauchly'sW | Chi-Square df Sig. e-Geizzer | Huynh-Feldt | Lowerbound
Tampo Colageno icr 2.439 2 285 7az 1.000 Ralali]
Fibroblaszto 224 g8 2 257 s 1.000 &00

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the othonormalized transformed dependent variables is proportional to ar
m atriz.

3. May be used to adjust the degrees of freedom forthe aweraged tests of significance. Comected tests are displayed in the Tests of
ithin-Subjects Effects table.
b

Design: Intercept+irat
ithin Subjects Design: Tempo

Fultivarizte Testd

Noncent. Obzenred
Effect Walue F Hypuothesis df Errar df Sig. Farameter Fomef
Behueen Intercept Pillai'z Trace oog [z1zzz11P 2,000 2.000 000 | 4246422 1.000
Subjects Wilks' Lambda ooz |2123.2110 2,000 2.000 000 | 4245422 1.000
Hotelling's Trace §30808 |z21z3.211” Z.000 5.000 000 | 92496422 1.000
Roy's Largest Root | 530803 |2123.2110 2,000 2.000 000 | 42496422 1.000
trat Fillai'z Trace A9 A06 4000 18.000 720 1985 A
Wilks' Lambda 808 Aaab 4,000 16,000 T2 1785 A28
Hotelling's Trace 228 300 4000 14,000 B806 1.508 AME
Roy's Largest Root ATE B03F 2,000 0.000 478 1,608 A7
WWithin Subjects Tempo Pillai's Trace 281 Sa70 .000 5.000 =t 2349 114
Wilks Lambda 719 &a70 4,000 §.000 =0 2249 419
Hatelling's Trace 291 5g70 4,000 §.000 ==R) 2249 A9
Roy's Largest Root 201 sg7l 4,000 5.000 B54 2,399 119
Tempo ™ trat  Pillai's Trace 15 ard 2.000 14,000 483 7791 289
Wilks' Lambda 243 1 nEz? 2.000 12,000 447 2402 205
Hotelling's Trace 1797 1.092 2,000 10,000 ] 8736 278
Roy's Largest Root 1645 z87E" 4 000 7.000 06 11612 431

a. Computed using alpha = .05
b. Exact statistic
. The statistic iz an upperbound on F that vields a lower bound on the significance lewvel,

d.
Cesign: Intercept+trat
Wifithin Subjects Design: Tempo
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Tests of Between-Subjects Effects
Transformed Variable: Average
Type lll Sum Noncent. Observed
Source Measure of Squares df Mean Square F Sig. Parameter Power®
Intercept  Colageno 244680.283 1 244680.283 | 2970.265 .000 2970.265 1.000
Fibroblasto 190.125 1 190.125 96.518 .000 96.518 1.000
trat Colageno 37.082 2 18.541 .225 .803 .450 .075
Fibroblasto 2.486 2 1.243 .631 .554 1.262 125
Error Colageno 741.389 9 82.377
Fibroblasto 17.729 9 1.970

a. Computed using alpha = .05
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Anexo 2 —Banco de Dados

BANCO DE DADOS - Pesquisa comparativa entre Pgpaina e AGE

Variaveis Coladgeno-Picrosirius Fibroblastos-FGFr

Tempo | Grupo AGE Controle Papaina AGE Controle Rapai na
0,371050
1° Rato 83,767782| 91,462633| 93,702609| 1,580179| 2,2699895 8
2,678743
3dias |2° Rato 93,270501 | 79,341129 84,0028 | 3,2098395| 1,8206953 5
3° Rato 88,990895| 86,15562 85,17867| 3,0444648| 0,4215986| 2,568432
3,225014
4° Rato 71,583815| 84,524132| 83,610198| 2,5944785| 2,4352493 7
0,135556
1° Rato 84,243873| 74,463361| 93,298232| 0,0789781| 4,4836916 7
0,112482
7 dias |.2°Rato 83,578701| 86,06334| 80,292397| 0,4839333 2,15104 9
2,599906
3° Rato 83,739049 | 83,198705| 40,582143| 0,442349| 0,7623378 3
2,898768
4° Rato 78,719741| 85,417528| 88,282652| 2,5999063| 3,6094169 6
2,745375
1° Rato 90,28733| 82,35758| 84,425365| 2,400446| 4,290084 3
2,427805
15 dias |22 Rato 80,020853| 76,34104| 81,172548| 3,7482947| 1,7851563 3
4,500069
3° Rato 76,208259 | 76,835376| 83,392005| 2,4650782| 4,0638116 7
1,289864
4° Rato 91,662234 | 78,160187| 79,576788| 4,9581168| 1,4792912 4




Anexos

62

Anexo 3 —Oficio de aprovacdo do Comité de Etica

Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio 0296/07-CEP Porto Alegre, 29 de margo de 2007

Senhor{a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS,
apreciou seu protocolo de pesquisa registro CEP 07/03433. intitulado: “Comparando
os efeitos da utilizacdo da papaina e do AGE em lesBes cutineas: Estudo
experimental em ratos da linhagem Wistar”,

Sua investigagdo estd autorizada a partir da
presente data

Relatorios parciais e final da pesquisa devem ser
encaminhados a este CEP.

Praf Dr. : eﬂ%}ﬂim

COORDENAD@R DO CEP-PUCRS

limo(a) Sr(a) f
Dr(a) Jefferson Luis Braga da Silva —
N/Universidade

Campus Central
P{JCRS Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000
FonefFax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs. br
www.puers, br/propa/cep
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Anexo 4 —Comprovante do envio do artigo original

Web Mail PUCRS

20085311@pop3.pucrs.br
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Data:
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166 de 166

<sgp@ravistadaamrigs.org.br>
<graziela. hax@pucrs.br>

Sat, 20 Jun 2009 22:27:36 -0300
Artigo Submetido SGP/ AMRIGS

Mensagem do SGP da Revista da AMRIGS

R evis ta, da Revista da AMRIGS

Associaclio Médica do Rip Grande du Sul

Ay, Ipiranga, 5311
AMRIGS CER 30610.001 - Pt Are - Ko s

Fone: (51) 3014-2016 - Email;
uniamrigs2@vidasolidaria.org.br

Porto Alegre, sabado, 20 de junho de 2009

Ilmo(a) Sr.{a)
Prof(a), Dr(a) Graziela Hax

Referente ao codigo de fluxo: 435
Classificacso: Artigo Original

Informamos que recebemos o manuscrite Comparando os efeitos da utilizacdo da papaina e do
AGE em lesdes cutdneas:estudo experimetal em ratos da linhagem Wistar seré enviado
para apreciagdo dos revisores para possivel publicagdo/participagio na(o) Revista da AMRIGS. Por favor, para
qualquer comunicacao futura sobre o referido manuscrito cite o nimero de referéncia apresentado acima.

Obrigado por submeter seu trabathe afo) Revista da AMRIGS,

Atenciosamente,

Renato Borges Fagundes
Editor
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Anexo 5 —Artigo original enviado a revista AMRIGS

Comparando os efeitos da utilizacdo da Papaina e dd5E em lesdes cutaneas:

Estudo experimental®

Jefferson Braga SilVaGraziela Ha% Janete de Souza Urbanéttaline Custodi,
Vinicius Duval da Silv} Patricia Sesterhefm

Resumo: A cicatrizagdo envolve muitos eventos e situagésgjindo conhecimento
basico de diversas areas, portanto uma atuacaaisuiftlinar se faz necesséria para
uma boa evolucao da leséo. Esta pesquisa trata-se aéstudo experimental tendo por
finalidade comparar os efeitos da papaina 2%, AG&e fisiologico quando utilizados
em lesGes cutdneas com dimensionamento de 2 cnibihettb e espessura total no
dorso de ratos da linhagem EPM-I Wistar. Utilizeut? ratos machos divididos em trés
grupos: C1 (grupo AGE), C2 (grupo controle) e Q310 papaina), todos submetidos a
trocas diarias de curativos. Com base nos resudltabdbdos verificamos que o produto
AGE, durante o periodo de sete dias ndo favoreaexpeessao de fibroblastos, o que
pode ser explicado pela aderéncia da gaze de agondaleito da lesédo, assim
prejudicando o material histolégico analisado. Bestesma fase, em relacdo ao
coldgeno, observamos que o tratamento com pap&napesentou seu menor pico
guando comparado aos outros tratamentos, o que gadatribuido a seu efeito
sulfidrico, realizando assim um desgaste nas fib@d&genas. Conforme o método
estatistico utilizado, ANOVA com medidas repetidamstatou-se ndo haver diferenca
significativa entre os tratamentos propostos. DESORES: modelo experimental,
cicatrizacdo; papaina; AGE; colageno; fibroblastos

Abstract: The healing involves many events and situationguireng basic knowledge
of different fields. Thus, multidisciplinary actides needed for the lesion to heal well.
Tissue repair occurs in two ways: by the regenamatif functional activity of the tissue
or by healing This research is an experimental study aiming atpaning the effects of
2% papain, AGE and saline solution when used cutar skin lesions 2cm in diameter,
with full thickness on the dorsum of EPM-I Wistats. Twelve male rats were used,

! Estudo realizado no laboratério de habilidadesicaédia Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul

“Professor do P6s graduagdo em Ciéncias da saRtenticia Universidade catélica do Rio Grande do
sul

% Mestranda do Pés graduac&o em ciéncias da satde

* Professora da graduagéo em enfermagem da Pantifitversidade catélica do Rio Grande do Sul

® Enfermeira da unidade de internacéo do Hospitall$&as da Pontificia Universidade catélica do Rio
Grande do Sul

® Professor do Pés graduacéo em Ciéncias da saltentificia Universidade catdlica do Rio Grande do
sul

" Biéloga e doutoranda do Pés graduacgéo em ciédaiaatde da Pontificia Universidade catélica do Rio
Grande do sul
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divided into three groups: C1 (AGE group), C2 fcoihgroup) and C3 (papain group),
all of them submitted to daily dressing changesrafleaning with bidistilled water
solution. Based on the results obtained, we foinad the product AGE, during the
seven-day period, did not favor fibroblast expmssiwhich can be explained by the
intense adherence of cotton gauze to the lesion ted impairing the histological
material analyzed by immunohistochemistry. Durifge tsame phase, as regards
collagen, we observed that treatment with 2% papeas at its lowest peak when
compared to the other treatments, which can béuaitdd to its potentially sulfidric
effect, thus wearing down the collagen fibers. Adong to the statistical method used,
ANOVA, it was found that there was no significaitfetence between the treatments
proposed in this research.
KEY WORDS: Experimental model; healing; Wistar ratsllagen; fibroblasts
Introducéo: O tratamento de feridas variou durante séculas @@bjetivo de melhores
resultados cicatriciais em menor tempo possiveh @Ena revisdo de literatura |,
Andrade(1992) descreve que ja na pré-histéria s@gentes como extratos de plantas,
agua, neve, gelo, frutas e lama eram aplicadose sabrferidas. Na Mesopotamia, elas
eram lavadas com agua ou leite e o curativo el@Zada com mel ou resina. La de
carneiro, folhas, cascas eram utilizadas para gbarttira. Os egipcios concluiram que
as feridas fechadas cicatrizavam mais rapido, gswr utilizavam tiras de pano para sua
cobertura. A introducdo das armas de fogo nas ameuropéias no século 14 levou ao
surgimento de um novo tipo de ferida de cura miisildO avanco da quimica levou a
descoberta de compostos de cloro e iodo que foti#imados para a limpeza do material
e da pele nos séculos18 €.19
A cicatrizacdo envolve muitos eventos e situacégmindo conhecimento basico de
diversas areas, portanto uma atuacdo multidiseiple faz necesséaria para uma boa
evolucédo da lesdo. O reparo do tecido se da atdevdsas formas: pela regeneracao da
atividade funcional do tecido ou pela cicatriz&¢éo

O tratamento e 0 uso de curativos em uma variedadiesdes apresenta grande
desafio para os profissionais envolvidos. A seledaocurativo é complexa, e as
decisdes frequentemente precisam ser modificadasaldas nas condi¢cfes das lesdes.

Segundo Rogenski, 1998 existe Atualmente em todoedomugrande tendéncia
para 0 aproveitamento de recursos naturais naétatiep, por apresentarem vantagens
econOmicas, serem eficientes e apresentarem petsitss nocivos a saude. A papaina
e 0 AGE sdo uma dessas alternativas naturais esgédo utilizados com grande éxito
em varias instituicbes hospitalares para o tratéongos mais diversos tipos de feridas.

A papaina € uma enzima derivada do veg&atica papaya que tem a
propriedade de decompor substancias protéicas. Cefeito terapéutico apresenta
caracteristicas bactericida/bacteriostatico, ddimatério, debridante quimico e
bioestimulante promovendo alinhamento das fibrddgemas evitando a formacéo de
queléides.

Acidos graxos essenciais(AGE) s#o lipidios insasaicos em acido linoléico .
Apresentam poder quimiotatico para leucdcitos, preem proliferacdo e mitose celular
e tem acdo estimulante para desbridamento autolitic

Através deste conhecimento e por utilizar estes plaidutos na pratica diaria do
tratamento de lesGes cutaneas de pacientes intsrmadHSL — PUCRS foi que surgiu
por parte da autora o interesse em comparar acificke cada um desses produtos
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guando utilizados em lesbes semelhantes, realizadagorso de ratos da linhagem
Wistar EPM — 1 com peso e idade iguais, para qds apconclusdo do experimento
possamos indicar com seguranca qual produto apsesesihor resultado cicatricial
guando utilizado em lesdes com caracteristicas |lbantes aquelas aplicadas nos
animais deste estudo.

Métodos: Para o desenvolvimento deste trabalho foram ufitiga 12 ratos
heterogénicos da linhagem EPM-I Wistar criados atitas, sob condi¢cdes do biotério
convencional, na Coordenagdo de Producdo e Expwag@ Animal (CPEA) do
Centro de Desenvolvimento Cientifico e TecnolodiC®CT) da Fundacéo Estadual de
Producéo e Pesquisa em Saude (FEPPS) do Rio Giargid.

Todos animais utilizados foram machos entre 8 selflanas de idade. Antes e
durante a fase experimental, estes animais recab@&@mo alimentacdo racao
balanceada padréo para roedores, agua ad libituforaen mantidos em gaiolas
individuais, devidamente identificadas com fotopeoi de 12 horas claro e 12 horas
escuro (06:00/18:00), no laboratério de Cirurgia p&imental da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, soldigd@ies de biotério convencional.

Os animais foram distribuidos por sorteio em ti@sgeupos de acordo com o
periodo de observacdo( 3, 7 e 15 dias de pds opedatcom quatro animais em cada
subgrupo.

Fotografias-

As fotografias foram registradas com uma maquit@gfafica digital Sony DSC
W5, 5,1 megapixels e utilizou-se flash para todas,anesmo diante de luz artificial
(lampadas fluorescentes 6400K, intensidade de X W fotos foram tiradas a uma
distancia de 50 centimetros com lente de macr@regulos variados.

Técnica operatoria-

Os ratos foram, depois de pesados, pré-medicamtussalfato de atropina, na
dose de 0,44mg/100g por via subcutdnea, apos amelkie com solucdo final de
Cloridrato de Xilazina 2% (Rompun, Bayer Animal Hiepe Cloridrato de Ketamina
10% (Dopalen, Agribrands Brasil Itda.) diluidosragZml e 10mg/ml de solugéo salina
(Alcon, Alcon Labs. Do Brasil Itda.-8ml/0,9) respgamente. Houve administracdo de
uma dose Unica de 0,2ml para cada 100g de pesorabnpor via intraperitoneal,
suficiente para abolir a dor e realizar o procedimem tempo habil.

Apoés anestesia, os ratos foram posicionados emmbdecventral horizontal em
mesa apropriada e realizada tricotomia em regidsatcom lamina. Seguida de anti-
sepsia com alcool etilico 70%.

Para demarcacao da pele a ser retirada, utilieamaseta hidrografica de cor azul
marinho e apds com uso de tesoura cirirgica foransados trés fragmentos cutaneos
de dois centimetros de diametro, no centro da épédada, até a exposicdo da fascia
muscular dorsal. A hemostasia foi realizada porpressao digital, utilizando-se gaze
esterilizada.

Tratamentos instituidos-

As coberturas foram aplicadas sobre as trés led&&sm as lesdes foram
denominadas C1, C2 e C3 (seguindo o sentido cmidal, respectivamente) onde:

- C1 recebeu gaze de algoddo embebida com Acidexo&rEssenciais(
VDeclair, Neve LTDA, Brasil) a base de Oleo deagsol, composto por acido
linoleico, acido céprico, vitamina A, vitamina E .
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- C2 recebeu gaze de algoddo embebida em soludéwm 9%, pois
representou o grupo controle.

- C3 recebeu gaze de algoddo embebida em solucpapdéna a 2%(Papaina
6.000 Ul/mg, Wall-Indl, Brasil). Para obtencao destlucdo diluiu-se um grama de po
de papaina em cinquenta mililitros de agua Bickesil

Os animais foram mantidos em suas gaiolas e seasvos trocados a cada 24
horas. Por ocasido da troca dos curativos, asddsiem medidas e fotografadas.

Obtencao de amostras das feridas-

A coleta de amostras das feridas, no primeiro@rég realizada no terceiro dia
apos a realizacao das lesoes.

Os animais foram posicionados em decubito venteaigstesiados com solucéo
final de Cloridrato de Xilazina 2% (Rompun, Bayenifal Health) e Cloridrato de
Ketamina 10% (Dopalen, Agribrands Brasil Itda.)utios a 2mg/ml e 10mg/ml de
solugdo salina (Alcon, Alcon Labs. Do Brasil It@aM/0,9) respectivamente. Houve
administracdo de uma dose uUnica de 0,2ml para t@@g de peso corporal por via
intraperitoneal, suficiente para abolir a dor dizaa o procedimento em tempo habil.
Foi feita bidpsia incisional da ferida, por excishoarea total da lesdo e ap0s eutanasia
do animal biopsiado, com injecdo de 0,2 ml de queta no pericardio.

Este processo repetiu-se no sétimo dia apds aeabzdas feridas, no segundo
grupo e no décimo quinto dia, no terceiro grupo.

Preparo histolégico e imunohistoquimico-

Os fragmentos biopsiados nos terceiro, sétimaembéquinto dia foram fixados
em formol a 10% e encaminhados para o processantmstimidégico convencional
constando de desidratacdo com alcool, diafanizegéilol e inclusdo em parafina. Os
blocos foram cortados em micrétomo rotativo comesde 5 microbmetros de espessura
e submetidos a coloracdo com Hematoxilina e Eo§idE ), Picrosirius ( para
visualizacdo e quantificacdo do colageno sob luarizada ) e imunohistoquimica para
guantificacdo da expressdo de FGFr ( Growth Fdittablast), permitindo a avaliagdo
da quantidade de colageno.

Andlise das imagens-

Foi utilizado microscépio Zeiss Axioskop 40 com iéatplaneofluar e aumento de
400X, acoplado a sistema de captura de imagem Iseamdage Pro Plus 6.0 (Media
Cybernetics, Silver Springs, MD, EUA). As contagdosgam realizadas por meétodo
planimétrico ( Gundersen, HJ et al.), sendo oslteeas expressos em area de fibrose
(quantificacao de colageno por coloracdo de pidusssob luz polarizada e proliferacédo
tecidual (FGFR por reacao imunoistoquimica por émetros quadrados e a intensidade
de coloracao por densidade Optica integrada.

Foi realizada também a contagem das reacdes ingiaqhimicas por técnica de analise
de imagem digital ( sistema Image Pro Plus 6.0,iM&gbernetics, EUA), permitindo a
avaliacdo estatistica dos resultados por métodasngdricos.

Testes Estatisticos Aplicados-

Andlise de variancia com medidas repetidas . Faisiderado significativamente
estatistico um valor de p<0.05.

ResultadosAvaliacdo macroscopica das feridas cutaneas:

Durante o experimento, as feridas cutédneas de wglasimais ndo apresentaram
sinais de infeccdo. Os exames macroscopicos e réftogs diarios demonstraram
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reducdo do dimensionamento da area lesada, n&oo sendontrado diferenca
significativa entre os tratamentos estabelecidos.

Dias AGE Controle Papaina
(soro fisiologico)
3
7
15

Figura 3
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Figura 4: Imunoistoquimica com marcador FGFr da pe¢ de um dos animais no
sétimo dia de tratamento com AGE (seta vermelha inda citoplasma do
fibroblasto)

Figura 5:Microscopia da pele de um dos animais ncédmo dia de tratamento com
papaina 2%.Picrosirius. Aumento de 50x.

Figura 6: Microscopia da pele de um dos animais ngétimo dia de tratamento com
Papaina. A amostra apresenta-se com infiltrado itdmatorio, angiogénese, edema
associado e epitelizacdo. Coloracdo HE e aumento @&®x(seta branca indica
angiogénese ; seta preta indica edema).
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Figura 7:Microscopia da pele de um dos animais ncédmo dia de tratamento com
AGE. A amostra apresenta-se com importante infiltado inflamatério, edema
associado, presenca de crosta e angiogénese. CalaaHE e aumento de 50x.( seta
branca indica angiogénese; seta preta indica edemagta azul indica crosta; seta
verde indica infiltrado inflamatorio)

Gréfico 1 — Quantificacdo de Colageno por unidadeelarea
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Grafico 2:Quantificacao de fibroblasto por unidadede area
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Discussédo:Com relacdo a avaliacdo histologica e imunoistoga foram observados
no terceiro dia de processo cicatricial granddtiafio inflamatério associado a edema
importante na aplicacdo dos tratamentos propoBt@senca de crosta evidenciada no
uso de AGE e soro fisiologico. Com o uso do produdpaina 2% encontramos uma
maior quantificacdo de colageno conforme grafico 3.

Sétimo dia: foi observado no local da lesédo reduithiedema, angiogénese, presenca e
crosta e discreta epitelizacdo apresentando unm@aquee concentracdo de colageno, o
gue desfavoreceu a acao dos trés tratamentos, gerdo tratamento com papaina 2%
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apresentou a menor concentracdo de colageno restaGonseqientemente observou-
se um aumento na expressao de fibroblastos comatanentos papaina 2% e soro
fisiologico, sendo identificado o pico maximo nestse.Verificando entdo que o
tratamento com papaina 2% apresentou maior coagéotde fibroblastos, diferindo do
tratamento com AGE onde evidenciou-se um decrésémpmmortante dos mesmos.
Acredita-se que esse achado esteja relacionadier@ssénaderéncia da gaze de algodao
com AGE no leito da lesdo, pois durante o procelsdrocas diarias de curativos
observou-se retiradas da crosta e inimeros traemagecido viavel, prejudicando o
processo de reparacao tecidual. Estes resultadosdmm com os achados de Sanches
Neto et al (1993), no qual em relacédo aos fibrabtasa andlise estatistica (ANOVA),
mostrou, para os tratamentos com soro fisiologipapgaina, que os valores sofreram a
partir do terceiro dia um aumento, com pico nonsetilia de pds-operatorio. A partir de
entdo um decréscimo significativo no décimo qudid Logo ao sétimo dia, ele atingiu
0 maximo em quantidade e apdés esse periodo dea¢dpartecidual a ferida foi
preenchida por fibras coldgenas quando o numerfibdgblastos concomitantemente
diminuiu. Conforme Alvares (1972) citado por SargciNeto (1993), foi encontrado
resultados semelhantes a essa relacdo inversam@mercional entre fibroblastos e
fibras coldgenas. No décimo quinto dia foi obseovaesta fase que ocorreu um
aumento da epitelizacdo e consequentemente de fibtagenas conforme apresentado
no grafico 4 e beneficiando os tratamentos com AGRapaina 2% e que pode ser
comparado a avaliagdo macroscépica no quadro de det figura 3 (presenca da fase de
maturacédo). No grupo controle podemos observareaepga de crosta e reducdo da
concentracdo de coldgeno em relacao aos outragngatos, principalmente com a fase
anterior, pois o seu pico foi no terceiro dia eaatip dai apresentou um decréscimo
continuo. Com relacdo ao fibroblasto, ainda no grepntrole, observamos que o0s
valores sofreram um decréscimo apresentando piggmmédno sétimo dia e voltando a
cair no décimo quinto dia. Comparando aos outrosiyips também apresentou uma
concentragcdo menor, 0 que acaba contrariandogicelaversamente proporcional entre
fibroblastos e colageno. Analisando os gréaficos54 @m relacdo entre a proporcao de
fibras colagenas e fibroblastos, observamos ntementos com soro fisiologico e AGE
gue os resultados encontrados, ndo coincidem caamshalos presentes na literatura ja
citados anteriormente. Conforme Magalhdes et aD§2p em estudo semelhante
realizado em ratos, utilizando AGE foi observade gste composto ndo acelerou de
forma significativa o processo de reparacdo tetigham segunda intencdo quando
comparado com soro fisiologico e sulfato de NeamaiciConcordando com estes
achados, ARAUJO et al(1999) comprovou microscopéamem estudo experimental
em ratos que os tratamentos com Agarol e Trigliees de cadeia média(produto
constituinte do AGE) néo influenciaram o procesgmtdcial no terceiro e décimo
guarto dia de pds operatério e ainda demonstroudimiauicdo da neo vasculariza¢ao
comparado aos grupos soro e Agarol(composto de rdleeral, fenolftaleina e agar-
agar), levando a acreditar que o mesmo retardaoeegso de cicatrizagdo. Sendo esta
constatacdo bastante contraditéria no que diz itespe conceito literario deste produto,
uma vez que o mesmo € indicado com o objetivo die@r a mitose celular, estimular
a angiogénese e ser quimiotatico para as célulasivisias em todo o processo de
reparo tecidual. Entdo fazemos a pergunta, seraequesstudos em humanos esta
resposta tém sido significativamente satisfatoriBeixa-se em aberto este




Anexos 72

guestionamento ja que em modelos experimentais erdontramos diferencas
estatisticamente significativas quando comparados autros produtos. Seguindo esta
linha de raciocinio iremos agora, com base nasumss)existentes, discutir a acdo da
papaina encontrada em nosso estudo. Temos a pamaima uma enzima bastante
estudada e utilizada como desbridante  quimico(®tR78;  Udod,
1981;Wiseman,1980;Masini,1986;Hebda, 2001) ou wejgotente efeito sulfidrico que
garante sua acéo efetiva quando utilizada em rahtisvitalizado ou necrotico, porém
poucos sdo o0s estudos que visam comprovar sea efitnulador da cicatrizagao, tanto
no periodo inflamatoério quanto proliferativo(Rogers998; Monetta, 1987). Entéo
surge 0 questionamento, sendo esta enzima ampkmgiizada com propdésito
desbridante e apresentando respostas significatieagra ela ser usada em tecidos
sadios, sem a presenca de necrose? Ja que ndaoratmlFlindt(1978), citado por
Monetta(1987), fez referéncia da existéncia de antgprotease plasmatica e alfa- um-
antitripsina, identificando que a existéncia desthstancia no tecido sadio justifica a
acdo da papaina nos tecidos que ndo possuem égt@tanse, tais como no tecido
necrosado e nos microorganismos. Para uma melhgreensao dos resultados obtidos
em nosso estudo, houve uma busca nos sites deigmsgais como SCIELO,
MEDLINE, LILACS, sobre pesquisas comparativas emgapaina e AGE, para que
pudéssemos enriquecer nossa discussdo, porém nergsuttado foi encontrado.
Quando avaliado estatisticamente pelo método parnaméAnalise de Variancia com
medidas repetidas, tendo como teste de esfericidatg<0,05, temos na presente
pesquisa que nao houve diferenca significativaeent tratamentos utilizados. Este
resultado pode estar relacionado ao tamanho dat@ng®is conforme Freiman et
al(1978) citado por Paes(1998) em uma revisao derfigos com resultados sem
significancia estatistica, concluiram que mais de quséncia de significAncia, havia
incapacidade em detectar diferencas. Esta incagdeid@ o baixo poder que esta
diretamente relacionado com o tamanho da amosasteDnodo mostra-se importante
gue seja dado continuidade a esta pesquisa.

Conclusdo Com base nos resultados obtidos verificamos queduo AGE, durante o
periodo de sete dias ndo favoreceu a expressébrdbldstos. Nesta mesma fase, em
relacdo ao colageno observamos que o tratamentopegmaina 2% apresentou seu
menor pico quando comparado aos outros tratame@tw¥orme o método estatistico
utilizado, ANOVA com medidas repetidas, constateu-sdo haver diferenca
significativa entre os tratamentos propostos nessguisa.
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