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“Quanto mais palpavel ¢ uma verdade, mais
tempo requer para conquistar o lugar a que
tem direito. Os obstaculos, que se colocam
em seu caminho, se devem a que essa
verdade desencadeia ao seu redor um
verdadeiro odio. Pois, ela anuncia uma
revolugdo, uma perturbacdo dos interesses

existentes e dos lugares conquistados.”

Samuel Hahnemann
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RESUMO

Uma das complicagdes do diabetes ¢ a dificuldade de cicatrizagao de feridas. Varios estudos
estdo sendo realizados no intuito de encontrar um medicamento capaz de otimizar a cicatriza¢ao
tendo ao mesmo tempo um baixo custo. A Calendula officinalis na matéria médica homeopatica
¢ citada como agente cicatrizante, porém nao ha na literatura trabalhos avaliando sua agdo sobre
feridas em pacientes diabéticos. A quitosana ¢ um biopolimero que apresenta potencial anti-
inflamatoério, antibacteriano e antioxidante e contribui no processo cicatricial. Objetivou-se com
este estudo avaliar e comparar o efeito da Calendula officinalis 6 CH e do Spray de Quitosana
na cicatrizagdo de feridas cutaneas em ratas diabéticas. Para isto, foram utilizadas ratas Wistar
divididas aleatoriamente em trés grupos (GC, GH e GQ). Os animais foram tratados de acordo
com o grupo a qual pertenciam: os do GC com solucao salina 0,9%, os do GH com Calendula
officinalis 6 CH e os do GQ com o Spray de Quitosana. Cada grupo foi subdividido em trés
subgrupos (n=6) correspondente aos periodos de avaliagdo microscopica (trés, sete e 14 dias).
As ratas foram induzidas ao diabetes por meio de aplicagdo intraperitoneal de Aloxana
(120mg/kg) e entdo anestesiadas para a realizacdo do punch de 9,0 mm na regido dorsal as
vertebras tordcicas. Foram realizadas avaliagdes macroscopicas € microscopicas.
Macroscopicamente os animais tratados com Calendula 6 CH e Spray de Quitosana tiveram
suas feridas cicatrizadas em um menor tempo quando comparados ao GC. Microscopicamente
foi possivel observar que a Calendula 6 CH foi capaz de promover maior recrutamento de
c¢lulas mononucleares, apresentar fibroplasia no estagio inicial de cicatrizacdo e promover
formagao de tecido conjuntivo denso espesso e organizado ao final de 14 dias, demonstrando
superioridade ao grupo Controle e ao grupo Quitosana. O Spray de Quitosana se mostrou eficaz
e superior na otimiza¢ao da cicatrizagao de feridas em relagdo ao GC.

Palavras — chave: Diabetes mellitus, Feridas cronicas, Homeopatia, Quitina
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ABSTRACT

One of the complications of diabetes is the difficulty of wound healing. Several studies are
being conducted in order to find a drug to optimize healing while taking a low cost. Calendula
officinalis in homeopathic materia medica is cited as a healing agent, but no studies in the
literature evaluating its effect on wounds in diabetic patients has been peeformed. Chitosan is
a biopolymer that has anti-inflammatory, antibacterial, and antioxidant potential and helps in
the healing process. The objective of this study was to evaluate and compare the effect of
Calendula officinalis 6 CH and Chitosan Spray on the healing of skin wounds in diabetic rats.
For this, we used 54 female rats randomly assigned into three groups (CG, GH, and GQ) 18
animals each satisfaction. The animals were treated according to the group to which they
belonged: the CG with 0.9% saline, the GH with Calendula officinalis 6 CH, and GQ with
Chitosan Spray. Each group was divided into three subgroups (n = 6) corresponding to periods
of microscopic evaluation (three, seven, and 14 days). The rats were diabetes- induced by
intraperitoneal application of Aloxana (120mg / kg) and then anesthetized for holding the punch
of 9.0 mm in the dorsal thoracic vertebrae. Macroscopic and microscopic evaluations were
performed. Macroscopically, animals treated with Calendula 6 CH and Chitosan Spray had their
wounds healed in a shorter time when compared to the CG. Microscopically, we observed that
the Calendula 6 CH was able to promote increased recruitment of mononuclear cells present in
fibroplasia in the initial healing stage and promote formation of thick dense connective tissue
and organized at the end of 14 days, demonstrating superiority to the control group and to the
Chitosan group. The Chitosan Spray was effective and superior in optimizing wound healing
compared to the control group.

Key words: Chitin, Chronic wounds, Diabetes mellitus, Homeopathy



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.INTRODUCAO

A pele, o maior 6rgdo do corpo, representa aproximadamente 16% do peso corporal
do ser humano', 24% do peso do céo filhote ¢ 12% do cdo adulto®. E a primeira barreira de
protecdo do organismo e se encontra exposta a agressdes que podem resultar na perda de sua
continuidade®. A ferida é o resultado da ruptura da integridade da pele, de mucosas ou 6rgio” e
a cicatrizagao ¢ um processo complexo que envolve fendmenos fisioldgicos e bioquimicos no
intuito de restaurar as estruturas celulares e camadas teciduais e de preservar suas fun¢des> °.
Ocorre uma sequéncia de eventos envolvendo as células de constitui¢do do tecido e a matriz
extracelular. Esses eventos podem ser descritos em fases sequenciais e interdependentes: fase
inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelamento’ ®. Existem fatores que podem
interferir negativamente nesse processo, como uma inadequada perfusio tecidual’®, presenca de
debris, sistema imunolédgico ineficiente, quimioterapia, idade e o diabetes!®.

O diabetes ¢ uma das doencas cronicas mais comuns em quase todos os paises, €
sua importancia ¢ numero de casos ¢ crescente devido a varios fatores, como o crescimento
populacional, o envelhecimento, a urbanizagio, aumento da obesidade e sedentarismo'! 2. As
complicagdes do diabetes envolvem isquemia, espessamento da membrana basal dos capilares,
alteracdo na sintese do colageno e na morfologia celular, diminuicdo da proliferacdo e
diferenciagdo anormal de queratindcitos, o que pode prejudicar o processo de cicatrizagdo!®. As
feridas de pacientes diabéticos ficam estagnadas na fase inflamatéria, com continuo influxo de
neutrofilos que liberam enzimas citotoxicas, radicais livres e mediadores inflamatorios, que
causam danos ao tecido'?.

Estudos envolvendo medicamentos alopaticos'> 16, fitoterapicos'’!? e

homeopaticos®® 2!

estdo sendo realizados no intuito de encontrar um tratamento que possa
otimizar o tempo de cicatrizacdo. A maioria dos farmacos utilizados atualmente sdo importados,
0 que representa um alto custo do tratamento'® >, A homeopatia surge como uma indicagio
eficaz®.

A homeopatia ¢ uma ciéncia que foi desenvolvida por Hahnemann no ano de 1796,
baseada em preceitos de Hipocrates e Paracelso?*. Passou a ser utilizada no mundo inteiro
rapidamente devido ao seu sucesso na cura de grandes epidemias®. A porcentagem de pessoas
que se tratam com homeopatia cresceu significativamente desde a década de 1980, isso ¢

demonstrado pelo aumento do numero de novos homeopatas, de pacientes tratados e de

medicamentos vendidos?>*. Na medicina veterinaria a homeopatia ¢ considerada uma



2

especialidade desde 1995, por meio da Resolucao n® 625/95 do Conselho Federal de Medicina
Veterindria e Zootecnia®®,

De acordo com Vijnovsky?’ varios medicamentos homeopdticos podem ser
utilizados no tratamento de feridas: Apis, Arnica, Caléndula, Echinacea, Hypericum, Lachesis,
Ledum, Phosphorus, Staphysagria e Sulphuric Acidum. Trabalhos com Arnica montana,
Calendula officinalis e Delphinium staphysagria demonstraram o efeito positivo da utilizagao

20, 21, 28-30  Franco e Pinto?®

de medicamentos homeopaticos na cicatrizagdo de feridas
compararam o uso de Arnica montana e Delphinium staphysagria com a utilizacao de Penicilina
e Rifamicina no pods-operatorio de cirurgias eletivas de histerectomia e orquiectomia, nas
espécies canina e felina, e concluiram que os homeoterapicos se mostraram mais eficientes por
promoverem uma otimizag¢ao do tempo de cicatrizagdo, além de maior facilidade de aplicagao
terapéutica, aceitabilidade pelo paciente e baixo custo.

A Caléndula officinalis ¢ uma planta herbacea anual que pertence a familia botanica
Asteraceae e possui cerca de 30-50 cm de altura. Foi cultivada por egipcios, gregos, hindus e
arabes.Vém sendo amplamente utilizada com finalidade medicinal, baseada durante muito
tempo em conhecimentos empiricos, mas hoje sua utilizacdo tornou-se embasada nos
conhecimentos cientificos®" 32. E muito utilizada como fitoterapico por sua agdo cicatrizante,
anti-inflamatéria, antibacteriana e tranquilizante '*'°. Como medicamento homeopatico possui
acdo positiva sobre a cicatrizagio de acordo com sua patogenesia®’, porém ndo foram
encontrados trabalhos na literatura avaliando a eficicia do medicamento homeopatico
Calendula officinalis 6 CH na cicatrizacdo de feridas em pacientes diabéticos.

A quitosana, um polissacarido linear obtido a partir da desacetilagdo parcial da
quitina, é considerada um biomaterial biocompativel e biodegradavel** **>. Como medicamento
alopatico ndo apresenta efeitos adversos ap6s aplicacdo nos tecidos e tem sido empregado na
medicina e na medicina veterindria'® 3% 37, Suas propriedades antimicrobianas, cicatrizantes,

hemostiticas e analgésicas ja foram relatadas’” 8

. A quitosana ¢ uma opg¢ao eficaz no

tratamento de feridas em ratas diabéticas, porém o seu grau de desacetilacao pode influenciar
oo 5 16

no processo de cicatrizagdo °.

A quitosana tem despertado o interesse de diversos pesquisadores que buscam obter
curativos que atuem no processo de cicatrizagdo de feridas cronicas ou de dificil tratamento,
como ¢ o caso de feridas em pacientes diabéticos. O medicamento homeopatico Calendula
officinalis 6 CH ja ¢ utilizado na pratica médica homeopata, porém faltam na literatura

cientifica trabalhos que comprovem a sua eficacia em feridas de dificil tratamento. Este trabalho

foi realizado com o objetivo de avaliar e comparar o potencial terapéutico da Calendula



officinalis 6 CH e do spray de quitosana na cicatriza¢ao de feridas em ratas diabéticas induzidas

experimentalmente.



2 . REVISAO BIBLIOGRAFICA

2 .1. Principios da homeopatia

A homeopatia ¢ uma ciéncia que foi elaborada pelo médico alemado Christian
Frederick Samuel Hahnemann no século XVIII, baseada em preceitos anteriores de Hipdcrates
e Paracelso®*. Hahnemann ao traduzir a matéria médica de Cullen, discordou da interpretacio
que o médico escocés dava a respeito do modo de acdo da China (Cinchona officinalis) no
tratamento das febres intermitentes. Administrou a China em si mesmo e observou o
desenvolvimento de sintomas semelhantes aos da malaria, que cessavam ao deixar de ingerir a
substancia. Foi entdo que o pesquisador instituiu um novo protocolo, onde as substancias seriam
experimentadas em individuos saudaveis, observando o desencadeamento dos sintomas gerados
por cada uma e catalogando as informagdes (sinais e sintomas psiquicos, emocionais ou fisicos).
Tudo o que era relatado sobre cada substancia foi publicado em livros denominados de Matérias
Médicas Homeopaticas. A partir dessa publicagdo surgiu a possibilidade de aplicacdo desse
conhecimento em pacientes que apresentassem os mesmos sintomas observados nas
experimentagdes (Principio da Similitude)* 4,

Quando desenvolvida, a homeopatia foi fundamentada em oito principios: no da
similitude (semelhante cura semelhante), na investigacdo dos efeitos das substincias em
individuos saudaveis, na utilizagdo do medicamento altamente diluido, na prescri¢ao de
medicamentos ajustados individualmente, na forca vital, na natureza como a for¢a de cura
verdadeira, na individualidade dos processos morbidos e nos miasmas>* %>,

Hahnemann demonstrou que doses extremamente baixas de determinadas
substancias potencializavam o efeito do medicamento, o que resultava em uma resposta clinica
melhor. Ele afirmava que a "forga vital" existente na substancia seria liberada pelo processo de
dilui¢do para o veiculo, que agora se comportaria como medicamento*’. Atualmente alguns
conceitos foram reformulados, um deles ¢ o da micro dose ou dose infinitesimal, pois com a
descoberta da constante de Avogadro-Loschmidt que estabeleceu que as moléculas ndo podem
ser infinitamente divididas, a ideia de dose infima se transformou, pois tornou-se evidente que
o soluto (a tintura mae) nio pode ser infinitamente diluido®.

Hipdcrates ja falava em cura por similares, a qual denominava reacdo homeostatica
curativa, que encontra embasamento cientifico no estudo do “efeito rebote” ou “reagdo
paradoxal” das drogas modernas. No entanto existe pouca divulgacdo pela farmacologia
moderna, pois entra em conflito com o modelo terapéutico vigente que utiliza principios

terapéuticos alopaticos*.



Apbs a sua criacdo, a homeopatia passou a ser utilizada no mundo inteiro
rapidamente, gragas ao seu sucesso na cura de trés grandes epidemias: tifo, colera e febre
escarlate?. No Brasil, a primeira farmacia homeopatica foi introduzida pelo médico francés
Benoit Mure em 1843. Mas somente em 1980 ap6s a resolugdo n°1000 do Conselho Federal de
Medicina a homeopatia foi reconhecida como especialidade médica. Na medicina veterinaria a
homeopatia passou a ser especialidade em 1995, por meio da Resolugdo n° 625/95 do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria e Zootecnia?®. Mas apesar do seu grande crescimento, 0s
homeopatas enfrentam um dilema, pois ndo possuem muitos fundamentos teéricos e tendem a
escolher entre a especulagdao metafisica ou a identificam como ciéncia natural, abstendo-se de
uma opinido definitiva até que se tenha condigdes, materiais e instrumentos experimentais

disponiveis®.

Davenas et al.*!

sugeriram a possivel existéncia do medicamento em substancias
ultradiluidas sob a forma de moléculas de “memoria”, que sdo capazes de induzir mudangas no
organismo como a propria substancia de origem. Por meio da fisica quantica ¢ possivel
comprovar que a conformagdo das moléculas de solvente ¢ alterada quando uma porgao de
soluto minima ¢ adicionada a uma solu¢ao que ¢ dinamizada. Com a dinamizag¢ao a informagao
existente no soluto diluido ¢ transferida para o solvente, justificando o efeito de um remédio
pouco concentrado. Dessa forma, a dinamizagao pode alterar pontes de hidrogénio, ligacdes
dipolo-dipolo além de forcas intermoleculares mais fracas, podendo formar grupos de
moléculas de solvente denominadas “clusters”*?. Outra hipotese foi proposta por Khuda-
Bukhsh*’, que os medicamentos homeopaticos atuam por meio da regulagio da expressdo
genética das células, desencadeando ativagdes ou inativagdes de genes relevantes para a cura
de doencas. Existem atualmente outros modelos que tentam explicar a cura pela homeopatia,
dentre eles estd 0 modelo biocibernético que sugere que a medicagdo homeopdtica promova
uma resposta de cura indireta no organismo. Dessa forma o medicamento atuaria ativando um
centro responsavel pela cura. Existem cinco potenciais centros: o sistema reticulo-endotelial, o
sistema nervoso central, supressao e ativagdo do codigo genético, a sensibilidade
bioeletromagnética mediada pela transmissao biofoton ou sinalizagdo de agua, e a reagdo de
adaptacio enddcrina ao stress®.

O interesse pela medicina veterinaria complementar por médicos veterinarios e
tutores de animais tem aumentado nos Ultimos anos, principalmente para os pacientes com
doengas crdnicas, cujos sinais clinicos ndo estao sendo aliviados por tratamentos convencionais.
Por isso ¢ importante para os médicos veterinarios se familiarizarem com a procura de

tratamentos complementares* 44,
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Apesar de ndo se saber ao certo como ocorre a cura pela homeopatia, diversas
enfermidades estdo sendo tratadas por profissionais que adotam essa especialidade. Estudos
mostram que alergias*’, fibromiomas*®, hiperatividade*’ e muitas doencas cronicas*® podem ser
tratadas com sucesso pela homeopatia. Além da sua crescente utilizacdo na cicatrizagdo de

feridas?®- 2130,

2 .2, Pele

A pele, o maior 6rgdo do corpo, correspondendo a aproximadamente 16% do
peso corporal do ser humano, 24% do peso do cio filhote e 12% do cdo adulto. E um envoltério
impermeavel que atua como barreira de protecdo entre o meio externo € interno, controla a
perda de agua, a movimentacdo de moléculas, atua na termorregulagdo corporal e filtra uma
faixa da radiagdo ultravioleta. E composta pela epiderme e pela derme. Abaixo da derme
localiza-se a hipoderme, uma camada de tecido conjuntivo frouxo que ndo ¢ considerada
componente da pele, mas € responsavel pela unido desta aos demais 6rgdos e funciona como

reservatorio de energia e isolante térmico® % 4% 39,

2 .2. 1. Epiderme

E a camada mais externa, avascular e tem origem no ectoderma. A sua arquitetura
¢ semelhante em todos os mamiferos, mas existem algumas diferencgas. A espessura, o tipo de
camada cdrnea e a presenga ou auséncia do estrato licido sdo influenciados pela densidade da
pelagem®'. A epiderme é constituida pelo epitélio estratificado escamoso queratinizado que
contém cinco estratos: basal, lticido, espinhoso, granuloso e coérneo (Figura 1)!°.

A camada basal, também conhecida por estrato germinativo, ¢ formada por células
tronco e células proliferativas dispostas em uma unica camada. E uma regido de constante
mitose, pois essas c€lulas sdo responsaveis pela constante reposi¢ao de células escamosas da
epiderme. As células troncoepidérmicas ndo diferenciadas apoiadas na membrana basal migram
para a superficie e durante essa migragdo ocorrem modificagdes bioquimicas e morfologicas

que resultardo na diferenciagio das células que irdo formar os estratos subsequentes? >!> 32,



i} Estrato
4] basal

FIGURA 1 - Corte histologico da epiderme
mostrando 0s cinco estratos:
corneo, Iucido, granuloso,
espinhoso ¢ basal.

Fonte: Adaptado de Gantwerker et
al.!

O estrato espinhoso estd logo acima do estrato basal e possui um niimero variavel
de camadas dependendo da regido do corpo®?. As células da camada espinhosa sdo células em
diferenciagdo, poligonais com nucleos vesiculosos e nucléolos pouco evidentes, possuem
desmossomos que sdo responsaveis pela manutencao da integridade da epiderme, conferindo
coesdo e resisténcia ao atrito. Durante o processamento histologico essas células se contraem
deixando pontes citoplasmaticas presas aos demossomos, conferindo um aspecto de espinho
que caracteriza o estrato® >,

A camada granulosa ¢ uma zona de transi¢do entre células vivas e células mortas
romboides ou pavimentosas que possuem granulos de cerato-hialina. O estrato granuloso nao
estd presente em todas as regides. Na pele das regides mandibular e temporal, do dorso da
cabeca, do ouvido externo e do plano nasal, o estrato granuloso ¢ fino ou ausente. Na regido
dos coxins o estrato granuloso é bem desenvolvido® °!.

O estrato lucido ¢ constituido por camadas de células anucleadas, pavimentosas e
translucidas. Essas células possuem granulos de uma substancia chamada eleidina. Ocorre em
ciles e gatos somente nas regides mais espessas da pele, como coxins e plano nasal’’.

O estrato corneo ¢ formado por varias camadas de células queratinizadas,
anucleadas e achatadas. A descamacgado gradual desse estrato ¢ equilibrada pela proliferacao de

células basais e sua principal fungio é o controle da perda transepidérmica de dgua®>'.



2 .2.2. Derme

A derme, camada mais interna da pele, ¢ vascularizada e composta por tecido
conjuntivo, nervos e anexos cutaneos, além de células inflamatorias como linfocitos, histiocitos
e mastocitos. Divide-se em derme papilar e derme reticular. A derme papilar ¢ delimitada
superiormente pela epiderme e inferiormente pela derme reticular e pelo plexo vascular. E
altamente irregular e contém as papilas dérmicas. A derme reticular repousa entre a derme

papilar e a hipoderme’!> %2,

2 .3. Cicatrizacao

A cicatrizag@o ¢ um fendmeno altamente complexo e dindmico de restauragdo de
estruturas celulares e camadas teciduais, no intuito de preservar suas fungdes®. Resulta da
interagao entre células, citocinas, matriz extracelular e fatores de crescimento ¢ se caracteriza
pelo desenvolvimento de uma sequéncia de eventos interdependentes que envolvem as células
de constitui¢dao do tecido e a matriz extracelular, concentrando-se especialmente nos tecidos
conjuntivos que formam a arquitetura da pele dos vertebrados 3.

Embora o tipo de ferimento, o tempo de evolugdo, o 6rgao ou tecido envolvido
interfiram, o processo de reparo ¢ basicamente o0 mesmo, ocorrendo em todo o organismo. Em
termos clinicos a cicatrizag¢do pode ser classificada em primeira, segunda e terceira intengao. A
cicatriza¢do por primeira inten¢do ocorre quando as bordas da ferida sdo deixadas unidas e
quase nao ha perda de tecido; a cicatrizagdo € rapida e a cicatriz € praticamente imperceptivel.
Quando ocorre perda de substancia significativa, a cicatrizacdo se processa mais lentamente
(cicatrizacao por segunda inten¢do), € necessaria a formacao do tecido de granulagdo, rico em
elementos vasculares e celulares, que preenchem o vazio resultante dos tecidos perdidos. Nesse
modelo as bordas da ferida permanecem separadas durante o processo de cicatrizacdo. Existe
ainda a cicatrizagdo por terceira intengdo que ocorre quando o ferimento estd evoluindo por
segunda intengdo e sutura-se a regido com o intuito de auxiliar no processo>>.

Existem classificagdes didaticas utilizadas para facilitar o entendimento do
processo de cicatriza¢do. Sao considerados trés estagios: fase inflamatoria, fase de proliferagao

e fase de remodelamento’ '°.

2 .3. 1. Fase inflamatoria
Na divisdo do processo de reparo cutaneo em fases, sdo considerados os aspectos

macroscopicos e histologicos predominantes. As caracteristicas assumidas pela lesdo, ao longo
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de sua evolugdo, resultam da sucessdo e sobreposicao de eventos, resultantes da ativagao celular
por mediadores quimicos®*.

A fase inflamatoria tem inicio logo ap6s o trauma, primeiramente como uma reagao
caracterizada por vasoconstricdo, devido as descargas adrenérgicas ¢ a agdo de mediadores
oriundos da degranulagio de mastocitos® . A ruptura ou fissura do endotélio ativa uma
sequéncia de eventos, que se inicia com a deposi¢do e recrutamento de plaquetas, formando um
coagulo. A formacgao do coagulo serve para aderir as bordas da ferida e auxiliar na constituigao
da matriz provisoéria, para que os fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos possam
ingressar na ferida® .

A adesao inicial das plaquetas a superficie lesada ocorre devido a presenca de
proteinas de adesdo. As principais sdo os receptores da glicoproteina IIb/Illa que possuem uma
distribuicdo restrita sendo encontradas apenas nas plaquetas e em outras células de linhagem
megacariocitica'® >*,

Apoés a adesdo, as plaquetas sdo ativadas por um grande nimero de substancias
agonistas presentes na matriz subendotelial e na corrente sanguinea, como o coldgeno e a
trombina gerada pelos processos de coagulagdo. O ADP liberado das hemadcias e granulos
densos das proprias plaquetas aumenta a agregacao plaquetaria e induz a exposicao do receptor
GP IIb/I11a ao fibrinogénio e fator de Von Willebrand. O acido araquidonico da membrana das
plaquetas em processo de agregacao ¢ convertido em TxA2 pelas enzimas ciclooxigenase e
tromboxane sintetase. O TxA2 tem efeito vasoconstritor além de induzir a exposi¢ao dos sitios
de ligagio da GP IIb/Illa ao fibrinogénio e fator de Von Willebrand®®. O 4cido hialurénico
interage com receptores de superficie celular, como o CD-44, o RHAMM (Receptor de acido
hialurénico Mediated Mobility) e com os Toll-like receptors TLR-4 e TLR-2. Essa interacdo
induz eventos importantes no reparo de feridas: modulacdo da inflamagdo, quimiotaxia, a
migragdo celular, secregdo de colageno e angiogénese®. Outros mediadores como a

noradrenalina e serotonina ativam diferentes cascatas de ativa¢io plaquetaria>®.

As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento, quimiocinas e também outras
proteinas como fibrinogénio, fibronectina e tromboplastina. A interacdo das proteinas dos
granulos plaquetdrios com as proteinas da matriz extracelular mais os corpos plaquetarios
agregados formam uma matriz provisoria, que se torna mais consistente a medida que a fibrina
se polimeriza pelas vias intrinseca ou extrinseca da coagula¢ao. Os fatores de crescimento TGF-

B e PDGF e os tromboxanos se difundem pela matriz provisoria formando um gradiente
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quimiotatico que orienta a migragdo de células que estdo envolvidas com resposta inflamatéria’
54

Ainda na fase inflamatoria, ocorre a migragdo de neutréfilos dos vasos sanguineos
para a ferida, mediada pelas selectinas expressadas do endotélio ativado. Ao sairem do vaso
sanguineo os polimorfonucleares migrardo em resposta a elementos do sistema complemento
(C3ae C5a), da degranulagdo das plaquetas, de produtos bacterianos e interleucina-8 produzida
por macrdfagos e fibroblastos!. Posteriormente, monocitos se infiltram na regiio em resposta a
estimulos semelhantes aos de neutrofilos, e se diferenciam em macrofagos que atuam na
eliminagdo de micro-organismos e de fragmentos teciduais, produzem e exportam eicosanodides,

citocinas, fatores de crescimento, fragdes do complemento, fatores de coagulacio e enzimas'
54,55

2 .3. 2. Fase proliferativa

A presenga local de macréfagos intensifica a migragdo e ativacdo de fibroblastos,
que sdo os principais componentes do tecido de granulacdo. O aumento do numero de
fibroblastos ativados para a produgd@o de colageno no local faz com que a matriz provisoéria seja
substituida por um tecido conjuntivo mais forte e eldstico. Em paralelo ocorre a angiogénese
devido a agdo direta de fatores de crescimento e a baixa tensdo de oxigénio no local da lesdo"
10,54

O tecido de granulagdo ¢ composto por macréfagos, fibroblastos e vasos
neoformados que estdo suportados por uma matriz frouxa de fibronectina, acido hialurénico e
colageno tipos I e II. E edematoso e os vasos sio extremamente exudativos e sangram com
facilidade™.

Nesta fase, a migragdo e proliferagdo de fibroblastos ocorre a partir das margens
livres da ferida e de células mesenquimais, estimulos pelo EGF e o PDGF. Por outro lado,
PDGF e TGF-B induzirdo a diferenciagdo dos fibroblastos em miofibroblastos, os quais
expressam o—actina, a—miosina ¢ desmina. Os miofibroblastos possuem capacidade de se
contrair e se expandir, movimentando-se pela ferida. Durante essa movimentagdo, ocorre
deposicao de fibronectina sobre o arcabougo de fibrina. Assim, comega a deposi¢do de coldgeno
na ferida que se liga a fibronectina. Este aos poucos substitui os proteoglicanos e a fibronectina

até se tornar o principal componente da cicatriz em formagio' >,
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2 .3. 3. Fase de remodelamento

Na fase de remodelamento, o leito da ferida est4 totalmente preenchido pelo tecido
de granulagdo, que vai sendo enriquecido com mais fibras de colageno e comeca a adquirir a
aparéncia de massa fibrotica caracteristica da cicatriz. Nesta etapa, surgem as primeiras fibras
de colageno tipo 1. O colageno tipo III, inicialmente mais abundante que o tipo I, vai sendo
degradado mais ativamente com o decorrer do tempo, enquanto que o tipo I vai tendo sua
producao aumentada pelos fibroblastos. Ocorre simultaneamente uma alteragao na organizagao
do colageno; as fibras paralelas dispostas aleatoriamente tornam-se entrelagcadas e organizadas
a0 longo das linhas de stress' " 1°,

Os eosinofilos aparecem nas ultimas fases da reparagdo e podem estar relacionados
aproducdo de fatores de crescimento. Os linfocitos, nesta fase, sdo efetores imunes e produtores
de fatores de crescimento>*,

A resolugdo completa de uma ferida, somente pode ser considerada apds concluida
a maturagdo e remodelagem da matriz extracelular. Esse processo pode ocorrer durante muitos
meses ou as vezes anos €, mesmo assim, uma cicatriz cutanea completamente madura possui
apenas 70% da resisténcia da pele normal®: -3,

Os fendmenos descritos acima se referem ao processo de cicatrizacao fisioldgica,
porém em algumas situacdes ocorre diminui¢do da resposta do organismo, como no diabetes
mellitus, na exposicdo excessiva a radiacdo, corticoterapia e desnutri¢do. Ocorre também uma
resposta excessiva do organismo nos casos de cicatriz queloidiana ou cicatriz hipertrofica. Para
que as fases da cicatrizagdo ocorram de forma adequada, deve existir um conjunto de condi¢des

que incluem boa perfusdo tecidual, auséncia de debris, sistema imunoldgico e fibroblastico

eficientes além de bom estado nutricional'> 7.

2 4. Diabetes mellitus

O diabetes ¢ uma doenca metabolica, caracterizada por uma hiperglicemia que
resulta de um defeito na secre¢do de insulina e/ou quando o organismo nao consegue utilizar a
insulina de uma forma eficaz. Quando ocorre uma deficiéncia de insulina, a capacidade dos
tecidos periféricos de utilizar a glicose ¢ amplamente prejudicada, o que provoca uma
hiperglicemia. O agucar ¢ entdo excretado na urina envolvendo também perda de adgua e de
eletrolitos, o que resulta em desidratacdo, hemoconcentragdo e reducao do volume de sangue
circulante. O metabolismo da gordura também ¢ afetado. No animal privado de insulina, a
utilizacdo da glicose ¢ deprimida sendo necessdria a mobilizacdo da gordura dos depositos

corporais a fim de fornecer energia para a func¢ao celular. O tecido adiposo ¢ catabolizado e os
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acidos graxos resultantes sdo oxidados no figado e posteriormente convertidos em corpos
cetdnicos, o que pode levar a acidose®®. A hiperglicemia cronica do diabetes estd associada a
danos a longo prazo, como a disfuncao de diferentes 6rgados, especialmente os olhos, rins,
nervos, coracio e vasos sanguineos>” .

Existem duas principais classificagdes para o diabetes: diabetes tipo 1, também
conhecido como diabetes mellitus dependente de insulina e o diabetes tipo 2, também
denominado diabetes mellitus ndo dependente de insulina. O diabetes tipo 1 representa
aproximadamente 10% de todos casos em humanos, sendo o diabetes tipo 2 a forma mais

comum da doenga, representando 90% de todos os casos®!. Praticamente todos os cdes com

diabetes mellitus sdo insulinodependentes, é muito raro o diabetes tipo 2 em cies®.

2 4. 1. Diabetes tipo 1

Essa forma de diabetes ocorre em humanos principalmente na adolescéncia e
juventude, porém em cdes a maioria dos casos acomete animais de meia-idade e mais velhos®.
Resulta da destruicdo das células B do pancreas com perda progressiva e eventualmente
completa da secre¢dio de insulina®.

Em tese, todos os cdes diabéticos apresentam diabetes tipo 1 no momento do
diagnostico, que ¢ caracterizado por hipoinsulinemia. A causa do diabetes em caes foi pouco
caracterizada, porém acredita-se que seja multifatorial. As principais causas sdo: predisposi¢ao
genética, infeccdo, medicamentos, obesidade, imunomediada e pancreatite®.

A sintomatologia clinica ¢ semelhante na maioria dos casos, podendo ocorrer
politria, polidipsia, polifagia e perda de peso>® ®*. A perda funcional das células P do pancreas
¢ irreversivel em caes, sendo indicada uma terapia insulinica por toda a vida para manter o

controle glicémico do estado diabético®.

2 4. 2. Diabetes tipo 2

E a forma mais comum do diabetes em seres humanos, o que representa mais de
90% de todos os casos®'. Nessa forma ocorre uma combinagio de resisténcia a a¢do da insulina
e uma resposta secretoria compensatoria de insulina inadequada. A maioria dos pacientes com
este tipo de diabetes ¢ obesa, a obesidade provoca certo grau de resisténcia a insulina. Os
doentes que ndo sdo obesos podem ter um aumento da percentagem de gordura corporal

distribuida predominantemente na regido abdominal. O risco de desenvolver essa forma de

diabetes aumenta também com a idade e falta de atividade fisica. Sabe-se que o diabetes esta
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associado também a predisposi¢cdo genética, no entanto isso ainda ndo esta completamente
estabelecido'? > %,

A diabetes tipo 2 frequentemente ndo ¢ diagnosticada por muitos anos, porque a
hiperglicemia se desenvolve gradualmente nao sendo suficiente para o paciente perceber os
sintomas classicos do diabetes. No entanto, tais pacientes tém alto risco de desenvolverem

complicagdes macrovasculares e microvasculares™.

2 4. 3. Diabetes x Cicatrizacao

O processo cicatricial € o esfor¢o dos tecidos para restaurar as estruturas celulares
e camadas teciduais, no intuito de preservar suas fungdes. Resulta da interagdo entre células,
citocinas, matriz extracelular e fatores de crescimento®. No paciente diabético vérios fatores
interferem na cicatrizagdo dificultando esse processo e tornando-o sujeito a complicagdes'®. O
diabetes pode levar a isquemia, espessamento da membrana basal dos capilares, alteracao na
sintese do colageno e na morfologia celular, diminui¢ao da proliferacao e diferenciacao anormal
dos queratindcitos, o que pode prejudicar o processo de cicatrizagio'?

Feridas e tlceras que nao cicatrizam apds doze semanas, sdo caracterizadas como
cronicas. As feridas dos pacientes diabéticos comegam de forma aguda, mas o processo de cura
¢ interrompido e a reparag¢do nao ocorre devido a hiperglicemia cronica, inflamacao, disfungao
macro e micro circulatdria, hipéxia e neuropatia autonoma e sensorial®. As feridas dos
diabéticos ficam estagnadas na fase inflamatoria, que € caracterizada pela expressdo e aumento
dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, tais como a IL-1, IL-6 e TNF-a%. Ocorre um continuo
influxo de neutréfilos que liberam enzimas citotoxicas, radicais livres e mediadores
inflamatorios, que causam danos ao tecido!*.

A hiperglicemia cronica promove alteracdes no endotélio vascular causando
microangiopatia diabética, os danos no endotélio levam a uma diminuigdo no fluxo sanguineo
com consequente diminui¢io na oxigenagio, o que dificulta o processo de cicatriza¢io®’. Pode
causar também a glicacdo nao-enzimatica de colageno e outras proteinas, os produtos finais
reduzem a solubilidade da matriz extracelular e promovem alteragcdes inflamatorias observadas
no diabetes®®.

Quando ocorre uma lesdo, as fibras nervosas periféricas da pele sao estimuladas
imediatamente e liberam vdarios neuropeptidios no microambiente da ferida, tais como
substancia P e neuropeptidio Y que influenciam mastocitos, células endoteliais, fibroblastos e

queratindcitos que sdo células envolvidas na angiogénese e vasoregulagdo. A expressao desses
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neuropeptidios foi encontrada de forma reduzida em pacientes com diabetes, o que pode alterar
0 processo cicatricial®.
2 .5. Quitosana

A quitosana ¢ um polissacarideo linear que tem uma estrutura muito semelhante a
da celulose. E o derivado mais estudado da quitina, que ¢ o segundo polissacarideo mais
abundante na natureza, encontrado no exoesqueleto de crustaceos, na parede celular de fungos,
em algas e moluscos®® 3%, E obtida a partir da desacetilagdo da quitina em um grau superior a
50% em solugdes basicas como hidroxido de sédio ou potassio’.

Esse polimero possui diversas bioatividades devido aos varios grupos amino
primarios na sua cadeia principal, por este motivo ¢ extensivamente utilizada para uso
biomédico, em farmacos e terapia génica, em indlstrias, no tratamento de agua, floculantes de
metais pesados e na alimentagdo®. Tem sido amplamente empregada na medicina e medicina
veterinaria devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade e por apresentar propriedades
antioxidante, antimicrobiana, angiogénica, hemostatica e cicatrizante®> 36 %% ¢ Pode ser
aplicada na forma de membranas, hidrogéis, adesivos, biossensores e veiculos de liberagdo
controlada de drogas’®.

Mayol et al.”!

avaliaram um gel esterilizado a base de quitosana na cicatrizagao de
queimaduras em ratos e observaram um decréscimo no tempo de cicatrizagdo, com a presenca
de neovascularizagdo, proliferacdo tecidual e reducdo da fase inflamatdria (redugao no nimero
de infiltrados de neutroéfilos e TNF-a)), confirmando o potencial de cicatrizacdo da quitosana. O
mesmo foi encontrado por Dias'®, que avaliando o potencial de cicatrizagio do gel de quitosana
a 2% em feridas cutaneas de ratas diabéticas, concluiu que esse polimero acelera a
reepitelizacdo e contragdo da ferida. No entanto, relata que o grau de desacetila¢do da quitosana

pode influenciar na cicatrizagao.

2 .6. Caléndula officinalis

A Calendula officinalis (Figura 2) pertence a familia Compositae (Astereacea),
possuindo cerca de 50 cm de altura. E conhecida popularmente como Caléndula, “malmequer”
e “maravilhas dos jardins”. Suas folhas sdo grossas e pilosas, as flores sdo amarelas e o fruto ¢
seco e do tipo aquénio. Apresenta como composi¢do quimica: calendulina, &dcido malico,
flavonoides, mucilagem, resinas, carotenoides, Oleo essencial, 4cido salicilico, tanino e

saponina triterpénica’?.
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FIGURA 2 - Imagem da Calendula officinalis.
Fonte: Wendt'®

Algumas propriedades medicinais foram atribuidas as flores da Calendula
officinalis: anti-inflamatdria, analgésica, antitumoral, bactericida, diurética, cicatrizante,
sedativa e imunomoduladora!® 3! 727* A atividade angiogénica da Caléndula foi estudada por
Patrick et al.”>. A acdo da Calendula officinalis sobre a membrana corioalantéide (MCA) de
ovos embrionados de galinhas foi avaliada e foi observado um aumento na microvascularizagao
da MCA em relagdo ao grupo controle. Parente et al.!” avaliaram o efeito do extrato etandlico
das flores da Calendula officinalis na cicatrizagdo de feridas cutdneas em ratos Wistar. Foi feita
avaliacdo morfométrica e histologica das feridas e observou-se uma otimiza¢ao do processo
cicatricial em ratos. Porém quando se trata da sua utilizacdo como medicamento homeopético,
existem poucos estudos mostrando sua eficécia.

Para a confec¢do do medicamento homeopatico sdo utilizadas as sumidades floridas da
Calendula officinalis. A tintura-mae € preparada por maceracao ou percolagdo e a partir dela
sdo feitas as diluigdes homeopaticas que podem seguir os seguintes métodos: Hahnemanniano,
Korsakoviano e de fluxo continuo. O medicamento homeopético Caléndula possui como
sinonimia os nomes: Caltha officinallis e Caltha vulgaris’®.

Campos et al.?! avaliaram a utiliza¢io da Caléndula officinalis 12 CH via oral e via
topica (pomada e tintura) em feridas traumadticas infectadas na pele de cdes e gatos. Nas
avaliagdes clinicas da ferida, independentemente da extensdo, profundidade e tempo da lesdo,
todas as feridas tiveram resposta efetiva ao tratamento com a Caléndula. Nas avalia¢des in vitro,
observou-se que a inibi¢do do crescimento de Streptococcus sp, Pseudomonas sp, Hafnia alvei,
Corynebacterium sp, Serrafia liquefaciens, Staphylococcus sp e Proteus sp. Os autores

concluiram que a Caléndula pode ser utilizada no tratamento de feridas infectadas.
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Pinto’”” avaliou o uso de Caléndula officinalis 6 CH, Arnica montana 3 CH e Silicea
30 CH no protocolo pds-operatério de mastectomia radical em cadelas e gatas. Observou que
os medicamentos mostraram-se eficazes em relagao a recuperagao cicatricial da ferida cirargica,
além de serem medicamentos de facil aceitacao pelos pacientes, de facil administracao e de

baixo custo de aquisicao.
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CAPITULO 2 - CALENDULA OFFICINALIS 6 CH E SPRAY DE
QUITOSANA NA CICATRIZACAO DE FERIDAS CUTANEAS EM
RATAS DIABETICAS

Resumo

A cicatrizagao ¢ um processo complexo que envolve fenomenos fisiologicos e bioquimicos.
Alguns fatores podem interferir negativamente nesse processo, como o diabetes. A homeopatia
surge como uma indicagdo que pode garantir a eficidcia e o baixo custo do tratamento.
Objetivou-se com este trabalho avaliar e comparar o efeito da Calendula officinalis 6 CH e do
Spray de Quitosana na cicatrizagdo de feridas cutdneas em ratas diabéticas. Foram utilizadas
ratas Wistar divididas aleatoriamente em trés grupos (Grupo Controle - GC, Grupo Quitosana
- GQ e Grupo Homeopatia - GH, n=6). Foram confeccionadas feridas cutaneas e os animais
foram tratados de acordo com o grupo ao qual pertenciam. Andlises macroscopicas €
microscopicas (trés, sete ¢ 14 dias) das feridas foram feitas. Macroscopicamente as feridas
tratadas com Calendula 6 CH e Spray de Quitosana cicatrizaram em um menor tempo quando
comparados ao GC. Microscopicamente foi possivel observar que a Calendula 6 CH foi capaz
de promover maior recrutamento de células mononucleares, apresentar fibroplasia no estagio
inicial de cicatrizagdo e promover formagdo de tecido conjuntivo denso espesso e organizado
ao final de 14 dias, demonstrando superioridade aos demais tratamentos. O Spray de Quitosana
se mostrou eficaz e superior na otimizagao da cicatriza¢ao de feridas em relacao ao GC.

Palavras-chave: Homeopatia, Diabetes, Ferida, Quitina.

CALENDULA OFFICINALIS 6 CH AND CHITOSAN SPRAY ON SKIN WOUND
HEALING IN DIABETIC RATS

Abstract

Wound healing is a complex process involving biochemical and physiological phenomena.
Some factors may negatively interfere in this process, such as diabetes. Homeopathy appears
as an indication that can ensure effectiveness and low cost of treatment. The objective of this
study was to evaluate and compare the effect of Calendula officinalis 6 CH and Chitosan Spray
on the healing of skin wounds in diabetic rats. random female Wistar rats were divided into
three groups (Control Group - CG, Chitosan Group - GQ and Homeopathy Group - GH). skin
wounds were made and the animals were treated according to the group to which they belonged.
Macroscopic and microscopic analyzes of the wounds were made. Macroscopically the wounds
treated with Calendula 6 CH and Chitosan Spray healed in less time when compared to the CG.
Microscopically was observed that the Calendula 6 CH was able to promote increased
recruitment of mononuclear cells present fibroplasia in the early stages of healing and promote
formation of thick dense connective tissue and organized at the end of 14 days, demonstrating
superiority to other treatments. The Spray Chitosan was effective and superior in optimizing
wound healing compared to the control group.

Keywords: Homeopathy, Diabetes, Wound, Chitin.
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Introducao

A cicatrizacdo corresponde a um fendmeno altamente complexo e dindmico de restauracao de
estruturas celulares e camadas teciduais, no intuito de preservar suas fungdes'. E caracterizada
pelo desenvolvimento de uma sequéncia de eventos interdependentes que envolvem as células
de constituicdo do tecido e a matriz extracelular® 3. Para que as etapas da cicatrizagdo ocorram
de forma adequada, deve existir um conjunto de condi¢des que incluem boa perfusio tecidual?,
auséncia de debris, sistema imunologico e fibroblastico eficientes além de bom estado
nutricional. Alguns fatores como a presenga de sujidades, diabetes mellitus, uso prolongado de
corticoides, infecgdes e radioterapia, podem influenciar negativamente o reparo cicatricial,
retardando esse processo™°.

O diabetes ¢ uma das doencgas cronicas mais comuns no mundo, € sua importancia € nimero de
casos é crescente devido ao aumento da obesidade e sedentarismo’. As complicagdes do
diabetes envolvem as interagdes entre os fibroblastos, células endoteliais, queratinocitos,
células inflamatérias, e a matriz extracelular. A interrup¢do dessas interagdes prejudica a
angiogénese e diminui a sintese de colageno. Além disso, ocorre alteracdo na proliferagdo de
fibroblastos e menor produgdo de fatores de crescimento retardando o reparo tecidual®. As
feridas diabéticas ficam estagnadas na fase inflamatdria, com continuo influxo de neutroéfilos
que liberam enzimas citotoxicas, radicais livres e mediadores inflamatorios, que causam danos
ao tecido” !°. As feridas dos pacientes diabéticos comegam de forma aguda, mas o processo de
cura ¢ projudicado e a reparacdo ndo ocorre devido a hiperglicemia cronica, inflamagao,
disfun¢io macro e micro circulatéria, hipoxia e neuropatia autdnoma e sensorial’.

Apesar de existir no mercado iniimeras opgdes de medicamentos para feridas cronicas, a
maioria dos produtos utilizados sdo importados, o que resulta em altos custos para o proprietario
devido ao tratamento ser prolongado, sendo assim vdrios estudos estdo sendo realizados na
tentativa de encontrar tratamentos eficazes e com menor custo'! 12,

A homeopatia aparece com destaque no mundo globalizado e surge como uma alternativa que
pode assegurar o baixo custo'®. E uma ciéncia que foi elaborada por Samuel Hahnemann no
século XVIII e se baseia em quatro nog¢des: no principio da similitude (semelhante cura
semelhante), na investigacao dos efeitos das substancias em individuos saudaveis, na utilizacao
do medicamento altamente diluido e na prescricdo de medicamentos ajustados
individualmente'*. Atualmente, a homeopatia ¢ considerada um ramo da medicina e da

medicina veterinaria, além de poder ser utilizada no tratamento de pestes agricolas em
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plantacdes'® !°. Apesar de a homeopatia ja ser bastante utilizada tanto em humanos como em
animais, e de existir varios trabalhos que comprovam a sua eficicia em certos tratamentos ha
poucos estudos mostrando sua eficicia na cicatrizagdo de feridas'®!7.

A Calendula officinalis ¢ uma planta herbacea anual que pertence a familia botanica Asteraceae,
possui cerca de 30-50 cm de altura, vém sendo amplamente utilizada com finalidade medicinal,
baseada durante muito tempo em conhecimentos empiricos, mas hoje sua utiliza¢ao tornou-se
embasada nos conhecimentos cientificos. E muito usada como fitoterapico por sua acio
cicatrizante, anti-inflamatéria, antibacteriana e tranquilizante'® 1°. Também ¢é utilizada na
homeopatia e possui agio positiva sobre a cicatrizagdo?’, porém nio h4 na literatura trabalhos
avaliando a eficacia do medicamento homeopatico Caléndula 6 CH na cicatrizag¢do de feridas
em pacientes diabéticos.

A quitosana, um polissacarido linear obtido a partir da desacetilacdo parcial da quitina, ¢
considerada um biomaterial biocompativel e biodegradavel?" 22, E um medicamento alopatico
e por ndo apresentar efeitos adversos tem sido amplamente empregado na medicina e na

medicina veterinaria®> %%,

Diversos autores relatam suas propriedades antimicrobianas,
cicatrizantes, hemostaticas e analgésicas'>?* 2326 Desta forma a quitosana é uma opgao eficaz
no tratamento de feridas em pacientes diabéticos'?.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar e comparar o potencial terapéutico da

Caléndula 6 CH e do Spray de Quitosana em feridas cutineas de ratas diabéticas.

Material e Métodos

Todas as etapas do experimento foram realizadas de acordo com as recomendagdes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio e apds a aprovagdo do Comité de
Etica da Universidade Federal de Goias, sob protocolo n® 124/14.

A Caléndula 6 CH foi manipulada e fornecida pela Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Goids. O spray de Quitosana foi fornecido pelo laboratério Medovent GmbH®
(Heinz, Alemanha). O experimento foi conduzido na unidade de experimentagdo em roedores
e lagomorfos da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ-
UFQG). Foram utilizadas 54 ratas Wistar, adultas, pesando entre 180-200g. As ratas foram
dividas aleatoriamente em trés grupos: Grupo Homeopatia (GH), Grupo Quitosana (GQ) e
Grupo Controle (GC). Cada grupo com 18 animais foi subdividido em trés subgrupos contendo
seis animais cada, de acordo com o tempo experimental para a analise microscopica da ferida

(trés, sete e 14 dias pos-operatdrio). Os animais do GC receberam sobre as feridas somente
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solugdo fisiologica, as do GH receberam duas gotas de Caléndula 6 CH em solucio de dgua
destilada e as do GQ receberam uma borrifada do Spray de Quitosana. Os animais do GH
receberam também quatro gotas de Caléndula 6 CH diluidas em sua agua para consumo, 0s
grupos GC e GQ receberam somente agua.

Para inducdo do diabetes, os animais ficaram de jejum alimentar por 12h e posteriormente
receberam uma unica dose de Aloxana (120 mg/kg) diluida em solucdo fisioldgica por via
intraperitoneal. Apds, permaneceram em jejum por mais quatro horas. 72h depois da aplicagao
de Aloxana foi realizada a dosagem glicémica de cada rata por meio do kit comercial Contour
TS (Bayer®). Foram considerados diabéticos os animais com glicemia maior que 300 mg/dL.
A dosagem do nivel glicémico foi realizada semanalmente até o fim do experimento a fim de
verificar a permanéncia do estado diabético.

O procedimento cirtirgico foi realizado na sala de técnica operatéria da EVZ-UFG. Apos a
confirmagdo do diabetes, os animais foram submetidos a confec¢ao das feridas cutaneas. Foi
realizada a tricotomia ¢ antissepsia da regido dorsal as vertebras toracicas e entdo foram feitas
feridas com o auxilio de um punch para bidpsia de 9 mm. Foi retirada a pele e tecido subcutaneo,
ficando a fascia muscular exposta. O protocolo anestésico utilizado na indugao foi cetamina (80
mg/kg), midazolam (3 mg/kg) e cloridrato de tramadol (2 mg/kg) via intraperitoneal, para
manuteng¢ao foi utilizado isoflurano. Ap6s o procedimento os animais receberam cloridrato de
tramadol (2 mg/kg) por via oral durante trés dias a fim de garantir analgesia. Os curativos foram
realizados a cada 24 horas, ndo sendo necessaria sedagdo para a conten¢do dos animais.

A 4rea da ferida foi fotografada a cada 48 horas e posteriormente foi determinada e analisada
por meio do software Image J®.

Ao final do periodo de tratamento estabelecido para cada subgrupo (trés, sete e 14 dias) os
animais foram submetidos a eutanasia por overdose de isoflurano no setor de Patologia da EVZ-
UFG. A érea da ferida cirtirgica foi dissecada e colocada em recipiente contendo formol a 10%.
Com as amostras foram confeccionadas laminas histologicas que receberam coloragdao de
hematoxilina eosina. Foram avaliados os seguintes parametros: células mononucleares,
polimorfonucleares, fibroplasia, tecido fibrovascular frouxo e denso, reepitelizagdo, crosta,
fibrose e neovascularizagdo. Para a crosta foi atribuida a classificagdo presente ou ausente, para
a reepitelizagdo foram considerados: ausente, parcial e total. Para a neovascularizagdao foi
considerada a média do numero de vasos encontrada em cada grupo. Para os demais parametros
foram admitidos quatro escores: 0 (ausente), 1 (discreto, 1 a 25% do campo), 2 (moderado, 26

a 50% do campo) e 3 (acentuado, 51 a 100% do campo).
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Os dados quantitativos referentes a redugdo da area das feridas foram analisados por Analise de
Variancia (ANOVA). Sendo a ANOVA significativa, foi realizado o teste Scott-Knott para duas
médias. Para os dados referentes a avaliagao microscopica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis.

Para todos os testes foi considerado nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Resultados

A 4rea das feridas foi obtida pelo software Image J® e foi calculada a porcentagem de redugio
da ferida nos dois, seis e 14 dias pos-operatorio. Ao avaliar a evolugdo da contracdo da area da
ferida no decorrer de 14 dias pode-se observar que nos 10 primeiros dias a redu¢do no GQ
ocorre de forma mais acentuada (Figura 1). Observamos também que do quarto ao décimo dia
a contracdo da ferida no GH comporta-se de forma mais lenta que nos demais grupos voltando

a acelerar ap6s o décimo dia. Aos 12 dias os grupos GQ e GH se igualam.
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FIGURA 1 - Grafico representativo da evolucdo da reducdo de feridas cutineas em ratas

Wistar diabéticas tratadas com solucao salina 0,9% (GC), Spray de Quitosana
(GQ) e Calendula 6 CH (GH) no periodo de 14 dias.

Aos dois e seis dias ndo foram encontradas diferencas estatisticas na contracao das feridas entre
os trés tratamentos pela ANOVA (p>0,05). No dia 14 pds-operatério o GH e o GQ tiveram uma
reducdo da ferida significativamente maior que a do GC (Tabela 1). Nao houve diferenca

estatistica entre os grupos GH e GQ (Figura 2).
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TABELA 1- Porcentagem de contracdo da ferida em ratas Wistar diabéticas tratadas com solugdo salina
0,9% (GC), Spray de Quitosana (GQ) e Calendula 6 CH (GH), 14 dias p6s-operatorio

Grupo Média = Desvio padrio
GC 94,29 + 4,85
GQ 99,95+0,102
GH 100+0%

a e b indicam diferenga estatistica entre os grupos. Nivel de significancia de 5% (p<0,05).

GH

. .. -

FIGURA 2 - Acompanhamento macroscopico da contragdo de feridas
em ratas diabéticas aos dois, seis ¢ 14 dias de pos-
operatério. GC — Grupo Controle, GQ — Grupo
Quitosana ¢ GH — Grupo Homeopatia.

As laminas histologicas foram analisadas de acordo com o periodo pos-operatdrio (trés, sete e
14 dias) e os dados foram tabulados divididos em parametros relacionados a derme (superficial
e profunda) e epiderme.

Considerando os parametros relacionados a epiderme, aos trés dias foi possivel observar
presenga de crosta e auséncia de reepitelizagdo em todos os grupos (Tabela 2). No sétimo dia
somente o GH apresentou reepitelizagao total, enquanto que os GQ e GC apresentaram somente
reepitelizagdo parcial (Figura 3). Nesse mesmo periodo o GH foi o unico a apresentar auséncia
de crosta. Aos 14 dias de pés-operatdrio ndo houve diferenca entre os grupos, todos tiveram

reepitelizacdo total e auséncia de crosta.
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TABELA 2- Escores de lesdes microscopicas observadas na epiderme de ratas Wistar diabéticas
tratados com solugdo salina 0,9% (GC), spray de quitosana (GQ) e Calendula 6 CH (GH)

Grupos/ Reepitelizacao total Reepitelizacao parcial Crosta
Tempo
GC/3d A A P
GQ/3d A A P
GH/3d A A P
GC/7d A P P
GQ/7d A P P
GH/7d P’ A’ A’
GC/14d P A A
GQ/14d P A A
GH/14d P A A

Escores: A=ausente; P= presente. * indica diferenga estatistica entre os grupos, na mesma coluna.
Nivel de significancia de 5% (p<0,05).

14 dias :

FIGURA 3 - Fotomicrografias (20X) da epiderme de feridas cutaneas de ratas diabéticas.

-

Reepitelizacdo ausente (seta preta) no terceiro dia pds-operatdrio nos animais do GC
— Grupo Controle, GQ — Grupo Quitosana ¢ GH — Grupo Homeopatia. Reepitelizagido
parcial (seta preta) nos animais do GC e GQ no sétimo dia pods-operatorio.
Reepitelizacdo total (seta preta) nos animais do GH no sétimo dia pds-operatorio.
Reepitelizacdo total (seta preta) no 14° dia pds-operatorio nos animais do GC, GQ e
GH.
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Na derme foram observados os seguintes parametros: células mononucleares,
polimorfonucleares, fibroplasia, tecido fibrovascular frouxo e denso, fibrose e
neovascularizagao. No terceiro dia pds-operatério foi observada presenca acentuada de
polimorfonucleares na derme superficial em todos os grupos, porém na derme profunda essas
células se encontravam de forma discreta nos GQ ¢ GH, diferenciando estatisticamente do GC
(Tabela 3). As células mononucleares foram encontradas de forma discreta nos GQ e GH ¢
ausentes no GC, na derme superficial. Na derme profunda o GH apresentou células
mononucleares, fibroplasia e tecido fibrovascular frouxo de forma acentuada diferenciando dos
demais tratamentos. Nesse periodo ndo foi encontrada presenga de tecido fibrovascular denso
e fibrose em todos os grupos. Nao foi encontrada diferenga estatistica na contagem de vasos em

nenhum dia de pds-operatorio.

TABELA 3- Escores de lesdes microscopicas observadas na derme superficial ¢ profunda de ratas
Wistar diabéticas tratados com solucao salina 0,9% (GC), spray de quitosana (GQ) e
Calendula 6 CH (GH), trés dias pos-operatorio

~ PMN MN FIBROP TFVF TFVD FIBROSE NV

GRUPOS REGIAO

GC Superficial 3 0° 0 0 0 0 9,68
Profunda 28 1° 1 1¢ 0 0

GQ Superficial 3 1 0 0 0 0 6,92
Profunda 1° 2¢ 1 1° 0 0

GH Superficial 3 1° 1 1° 0 0 10,08
Profunda 1° 3¢ 3b 34 0 0

PMN: células polimorfonucleares; MN: células mononucleares; FIBROP: fibroplasia; TFVF: tecido
fibrovascular frouxo; TFVD: tecido fibrovascular denso; NV: neovascularizagdo (média de vasos
presentes). Escores: O=ausente; 1= discreto; 2=moderado; 3= acentuado. Numeros seguidos por letras
diferentes na mesma coluna sao estatisticamente diferentes (p<0,05).

Aos sete dias foi observada presenga de polimorfonucleares de forma moderada a acentuada na
derme superficial e discreta na derme profunda de todos os grupos (Tabela 4). As células
mononucleares foram encontradas de forma acentuada na derme superficial de todos os
tratamentos, porém na derme profunda somente os GQ e GH tiveram essas células de forma
acentuada enquanto o GC apresentou de forma moderada. A fibroplasia e o tecido fibrovascular
frouxo foram encontrados de forma mais acentuada nos GQ ¢ GH que no CG tanto na derme

superficial como na derme profunda.
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TABELA 4- Escores de lesdes microscopicas observadas na derme superficial e profunda de ratas
Wistar diabéticas tratados com solucdo salina 0,9% (GC), spray de quitosana (GQ) e
Calendula 6 CH (GH), sete dias pds-operatorio

o PMN MN FIBROP TFVF TFVD FIBROSE NV
GRUPOS REGIAO
GC Variou de 2 a .
Superficial ~ (50%) a 3 (50%) 3 2 2 0 0 14,48
Profunda 1 28 2¢ 2¢ 0 0
GQ Superficial 3 3 3b 3b 1 0 15.84
Profunda 1 3b 34 34 1 0
GH Variou de 2 b b
Superficial  (50%)a3 (50%) ° @ ° 3 1 0 22,64
Profunda 1 3b 3d 3d 1 0

PMN: células polimorfonucleares; MN: células mononucleares; FIBROP: fibroplasia; TFVF: tecido
fibrovascular frouxo; TFVD: tecido fibrovascular denso; NV: neovascularizagdo (média de vasos
presentes). Escores: O=ausente; 1= discreto; 2=moderado; 3= acentuado. Numeros seguidos por letras
diferentes na mesma coluna sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).

No 14° dia pos-operatorio nao foi encontrada presenga de polimorfonucleares na derme em
todos os tratamentos. As células mononucleares foram encontradas de forma discreta na derme
superficial em todos os grupos e de forma moderada na derme profunda somente no GQ. A
fibroplasia no GC foi maior tanto na derme superficial quanto na profunda em relacdo aos
demais grupos que a apresentaram de forma discreta, diferenciando estatisticamente. O GH
apresentou de forma moderada a discreta presenca de tecido fibrovascular denso na derme
superficial e profunda, e foi o unico tratamento a ter fibrose de forma acentuada, diferenciando

estatisticamente dos demais grupos.

TABELA 5- Escores de lesdes microscopicas observadas na derme superficial e profunda de ratas
Wistar diabéticas tratados com solugdo salina 0,9% (GC), spray de quitosana (GQ) e
calendula 6 CH (GH), 14 dias p6s-operatorio

i PMN MN FIBROP TFVF TFVD FIBROSE NV

GRUPOS REGIAO

GC Superficial 0 1 28 0 33 0? 13,92
Profunda 0 1? 28 0 3¢ 0°¢

GQ Superficial 0 1 1° 0 32 12 15,12
Profunda 0 2b 1° 0 2ed 0°

GH Superficial 0 1 1° 0 2b 3b 14,88
Profunda 0 12 1° 0 14 3d

PMN: células polimorfonucleares. MN: células mononucleares; FIBROP: fibroplasia; TFVF: tecido
fibrovascular frouxo; TFVD: tecido fibrovascular denso; NV: neovascularizagdo (média de vasos
presentes). Escores: O=ausente; 1= discreto; 2=moderado; 3= acentuado. Numeros seguidos por letras
diferentes na mesma coluna sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Discussao

1'27

O protocolo de indugo ao diabetes foi 0 mesmo utilizado por Duarte et al.?” e Dias'?, utilizando

1.28, Varios autores

Aloxana (120 mg/kg) e esta de acordo com as orientagdes de Radenkovi¢ et a
encontraram problemas na utilizagdo da Aloxana, como resisténcia e reversao da inducao e
obito de animais'?. Porém neste estudo somente um animal foi resistente a inducao, tendo que
ser substituido e ndo houve nenhum o6bito durante a pesquisa, portanto o protocolo se mostrou
eficiente.

Nao houve necessidade de prote¢ao da area da ferida, pois os animais foram acondicionados
em gaiolas contendo duas ratas separadas por divisoria transparente, evitando que um animal
entrasse em contato com a ferida do outro.

Pouco se sabe sobre como os medicamentos homeopaticos atuam no organismo. Existem
poucos estudos utilizando a Caléndula na forma homeopdtica para a cicatrizagdo de feridas.
Vannier e Poirier? citam esse medicamento para uso externo e interno em todas as feridas
traumaticas e afirmam que sua utilizagio otimiza a cicatrizagdo. Vijnovsky?® afirma que ela
deve ser utilizada simultaneamente de forma interna e externa e a indica para qualquer tipo de
ferida. Pinto®® utilizou a Caléndula de forma topica na ferida cirtrgica de ovariohisterectomia
em cadelas e relatou que o medicamento foi eficaz e de baixo custo. Porém ndo foram
encontrados na literatura trabalhos avaliando microscopicamente a acdo da Calendula
officinalis 6 CH em feridas cutaneas de dificil cicatrizagdo. Neste trabalho utilizamos a
Calendula officinalis na poténcia cH6 em solucdo de dgua destilada, manipulada de acordo com
as normas da Farmacopéia Brasileira®'. A quitosana ja possui efeito cicatrizante comprovado
cientificamente. Sabe-se que ela atua em todas as fases da cicatrizagdo, ativando macrofagos,
fibroblastos, polimorfonucleares e angiogénese. Por isso a sua escolha para comparar com o
medicamento homeopatico.

No acompanhamento macroscopico da evolugcdo da cicatrizacdo foi possivel observar a
superioridade dos tratamentos quitosana e homeopatia em relagdo ao grupo controle ao final de
14 dias, pois 100% dos animais tratados com homeopatia € 99,95% dos animais que receberam
spray de quitosana ja tinham suas feridas completamente cicatrizadas enquanto mais de 5% dos
animais do CG ainda apresentavam area de ferida ndo cicatrizada. Nao houve diferenca
estatistica entre o GQ e o GH. A capacidade da quitosana em otimizar a cicatrizagdo de feridas

em pacientes diabéticos ja havia sido demonstrada anteriormente na forma de gel, filmes,



32

membranas e esponjas, porém ndo foram encontrados trabalhos na literatura que a utilizassem
na forma de spray.

Microscopicamente observou-se que nao houve diferenca estatistica na neovascularizagao entre
os grupos, apesar de os tratamentos homeopatia e quitosana terem apresentado maior
quantidade de vasos que o grupo controle. Dias'? obteve resultado semelhante avaliando um
gel de quitosana a 2%. Tal fato esté relacionado a dificuldade da macro e micro vascularizagdo
e diminuicdo de neovasos no leito da ferida em pacientes diabéticos'? 2.

Os animais tratados com a homeopatia apresentaram reepitelizacao total da epiderme com
apenas sete dias o que demonstra um avango na cicatrizagdo em comparacao aos demais grupos

12,33 encontraram resultados

que apresentaram reepitelizagdo parcial. Alguns autores
semelhantes para a quitosana nesse mesmo periodo, porém nesses trabalhos a quitosana havia
se mostrado superior ao grupo controle, o que ndo foi observado neste trabalho. No GH foi
obeservado também na derme profunda logo no terceiro dia de pods-operatdrio, células
mononucleares, fibroplasia e tecido fibrovascular frouxo de forma acentuada diferenciando dos
demais tratamentos indicando que este grupo estava em fase mais adiantada da cicatrizagdo. As
células mononucleares como macréfagos e linfocitos aparecem na ferida em aproximadamente
48 horas apo6s a lesdo e comegam a limpar os detritos e bactérias e ficam até a conclusdo do
estagio inflamatorio, além disso a presenca local de macrofagos intensifica a migracao e
ativacdo de fibroblastos que sdo os principais componentes do tecido de granulagio® **. Para

Rodero e Khosrotehrani®’

os macrofagos parecem ter papéis diferentes em cada fase da
cicatrizacdo, adaptando a sua producdo de citocinas e sendo assim uma peca chave em feridas
cronicas, por isso ha a necessidade de caracterizar ainda mais esta populagao.

No terceiro dia o GQ apresentou células polimorfonucleares de forma acentuada e fibroplasia
ausente na derme superficial. Gopal et al.*® avaliando a quitosana em feridas cutineas em ratos
encontraram resultados semelhantes. Animais tratados com quitosana mostraram grande
infiltracao de células inflamatorias e pouca deposicao de fibroblastos.

Aos sete dias pds-operatério os grupos Q e H apresentaram fibroplasia e presenca de tecido
fibrovascular frouxo de forma acentuada diferenciando do grupo controle que apresentou de
forma moderada, o que demonstra novamente superioridade dos tratamentos homeopatia e
quitosana sobre o GC, pois os fibroblastos sdo os principais componentes do tecido de
granulagio, e responsaveis pela producdo de colageno®*. Gopal et al.’® também encontraram
grande reagdo inflamatdria e proliferacdo de fibroblastos nesse mesmo periodo em feridas

cutaneas de ratos tratados com quitosana.
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No 14° dia pds-operatorio apenas o GH apresentou fibrose na derme profunda e superficial
enquanto o GC nao teve presenca de fibrose € 0 GQ teve presenca discreta apenas na derme
superficial. O GH foi o tnico a apresentar fibroblastos fusiformes e tecido conjuntivo denso
espesso e organizado demonstrando ter favorecido a cicatrizagao das feridas e foi superior aos

demais tratamentos.

Conclusoes

Pode-se concluir que a Calendula officinalis 6 CH foi capaz de promover o recrutamento de
células polimorfonucleares e mononucleares, apresentar fibroplasia no estdgio inicial de
cicatrizag¢do e promover formagao de tecido conjuntivo denso espesso e organizado ao final de
14 dias, demonstrando superioridade ao grupo Controle e ao grupo Quitosana. O spray de
quitosana se mostrou eficaz e superior na otimizagao da cicatrizagdo de feridas em relagdo ao

grupo controle.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

A homeopatia foi desenvolvida por Hahnemann no século XVIII, mas até hoje
pouco se sabe sobre como ela atua no organismo. Na Medicina Veterinaria ainda ¢ pouco
utilizada e uma das consideragdes feitas pelos clinicos ¢ a falta de literatura cientifica que
comprove sua eficacia.

Neste trabalho a Calendula officinalis 6 CH se mostrou eficaz na cicatrizacao de
feridas em ratas diabéticas. Os resultados aqui apresentados abrem perspectiva para novas
avaliagdes. E necessario avaliar mais detalhadamente as populagdes de células envolvidas na
resposta gerada pelo medicamento homeopatico. E importante lembrar também que a Calendula
officinalis pode ser manipulada e prescrita em vdrias outras poténcias (3 CH, 12 CH, 30 CH,
100 CH, etc.) e que deve entdo ser avaliada se ha diferenca na cicatrizagdo para cada poténcia
e qual seria a mais adequada.

A quitosana ja tem efeito cicatrizante comprovado, mas seu uso em forma de spray
¢ pouco relatado. Neste estudo a quitosana se mostrou eficaz na cicatrizagao de feridas cronicas,
corroborando com a literatura.

O custo do tratamento de feridas cronicas pode ser bastante elevado devido ao uso
de farmacos importados e também por se tratar de um tratamento muitas vezes prolongado. O
medicamento homeopatico aparece como uma importante alternativa, pelo facil acesso, pois
pode ser manipulado em qualquer farmécia de manipulagdo homeopética, desde que tenha sido
prescrito e também pelo baixo custo.

Sao necessarios novos estudos avaliando o medicamento homeopatico Caléndula

na cicatrizagao de feridas.



