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1. INTRODUCAO

O fenbmeno de cicatrizacdo € um evento que ocorre para a solugcao da
descontinuidade da pele, sendo didaticamente dividido nas fases inflamatéria, de
reparacdo e de maturacdo (MCNEES, 2006). Na fase de inflamacdo ocorre
fagocitose de sujidades e microrganismos, na fase de reparacdo ocorre a
formacéo do tecido de granulacdo, que enquanto na fase de maturacéo o tecido
de granulacédo é substituido por tecido epitelial imaturo. Para a formacdo deste
tecido € necessario haver uma proliferagcdo dos fibroblastos, que sintetizardo
coladgeno, responséavel pela resisténcia da cicatriz (WITTE & BARBUL, 1997).

A planta juca (Caesalpinia ferrea Mart exTul) € uma arvore leguminosa
(BRAGANCA 1996) encontrada em varias regides do Brasil, sendo utilizada a
casca, o fruto e a raiz com fins terapéuticos (OLIVEIRA et al., 2010), despertando
o0 interesse dessa planta para estudos biotecnolégicos e farmacoldgicos
(XIMENES, 2004).

Considerando que a cicatrizacao de feridas é um processo complexo e os
insucessos relacionados ao tratamento continuam sendo um problema clinico
importante ha um crescente interesse em produtos medicinais naturais que
auxiliem no processo de cicatrizagcdo, portanto objetivou-se quantificar e
caracterizar as fibras colagenas para classificacdo do colageno em tipo | e tipo llI
em feridas cutdneas abertas em ratos tratadas com Caesalpinia ferrea Mart exTul.

2. METODOLOGIA

Para realizacdo do experimento foram utilizados 15 ratos (Rattus
norvegicus albinus), da linhagem Wistar, fémeas, com 60 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da UFPel, mantidos em caixas especificas
conforme as condicdes de bem-estar animal. O trabalho foi aprovado pela
comissédo de ética e bem estar animal da UFPel, CEEA n° 8525.

Para realizacdo das feridas cutaneas, os animais foram submetidos ao
protocolo anestésico com atropina 5mg/kg por via subcutédnea e associacdo de
xilazina (10 mg/kg) e quetamina (100mg/kg) por via intramuscular. Apos a
anestesia foi realizada tricotomia com limpeza da pele com alcool etilico hidratado
70° e realizacdo de duas incisbes paralelas a coluna vertebral do animal com
punch namero 8.
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Os animais foram divididos em trés grupos aleatoriamente, sendo cada um
deles com 5 animais. O grupo controle recebeu o tratamento de 0,1 ml de
vaselina e grupo J20 e J50 p6 de Caesalpinia férrea Mart exTul (juca) diluidos em
veiculo vaselina nas concentragcbes de 20% e 50% respectivamente. Os
tratamentos eram realizados imediatamente apds a realizacdo das lesdes e em
intervalos de 24 horas durante todo o periodo experimental. Aos 21 dias de
experimento realizou-se a eutanasias dos animais (Resolucédo n° 1000 de 12 de
maio de 2012 do CFMV) para avaliacdo de colageno.

Para o estudo histoldgico das fibras colagenas, as 10 amostras de cada
grupo de tratamento, foram coletadas através de biopsia excisional da é&rea
cicatricial e acondicionadas em frascos contendo solucdo de formol a 10%. Os
tecidos foram inclusos em parafina e cortados com 5 Y de espessura e
submetidos a coloracéo por Picrosirius red e tricomio de Masson. Na coloracdo de
Picrosirius red foi utilizada microscopia polarizada para definir a presenca de
colageno tipo | e tipo lll, sendo as fibras de colageno tipo | identificadas em
vermelho intenso e fibras de colageno tipo Il identificadas com a coloragéo verde.
Na coloracdo de Masson, o colageno é observado pela coloracdo em azul, porém
ndo é possivel observar a diferenciagcdo entre os tipos de colagenos (I e 1ll). Para
caracterizacéo do tipo de colageno e sua quantificacdo nas amostras foi utilizado
o programa ImageJ®, sendo utilizado a ferramenta k-means clustering, que
permite a segmentacdo de cores (Red, Green e Blue — RGB) obtendo-se a média
de pixels de cada cor (Miot; Brianezi, 2010, BENEDETTI, 2013). Para avaliacao
dos dados utilizou-se teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, utilizando
programa Statistics 9.0

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Em relacdo ao colageno maduro (tipo |) observou-se que os grupos J20%,
J50% e controle apresentaram respectivamente a média de 21,2, 18,9 e 19,5 de
pixels de coloracdo vermelha, tendo todos os grupos a mesma quantidade de
colageno maduro, sem apresentar diferenca estatistica entre 0s grupos
(p=0,5643) (Fig. 1). Em relacdo ao colageno imaturo (tipo Ill) o grupo J20%

apresentou maior média de pixels de coloracédo verde (7,5) em relacdo aos grupos
J50% (5,2) e controle (4,9) com diferenca estatistica (p=0,0034).

25 a
20
15

10

(%]

150 J20 Controle

Figura 1- Quantificacdo das fibras de colageno
tipo | através da coloracéo de Picrosirius red.
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Figura 2 - Quantificacao das fibras de coldgeno
tipo 11l através da coloracdo de Picrosirius red.

O colageno do tipo | é a fibra colagena mais densa e mais abundante,
fornecendo uma alta resisténcia a pele (ROCHA, 2004). Esta resisténcia é dada
pela quantidade de colageno depositada e pela forma como as fibras estédo
organizadas (BALBINO et al., 2005). O colageno tipo Il esta presente em locais
que resiste a grandes pressdes e em lesGes recentes, que conforme o
amadurecimento do processo cicatricial esse tende a desaparecer (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004). Pelos resultados obtidos no estudo, os grupos tratados com
jucd apresentaram resultados similares ao grupo controle na estimulagdo e
producdo de colageno tipo I. Em relacdo ao colageno imaturo (tipo IIl), o grupo
J20% apresentou maior estimulacdo em relacdo aos demais grupos, sendo
importante esse tipo de colageno para permitir a reformulacdo do colageno em
tipo | e fornecer uma cicatriz mais resistente. Estudos fitoquimicos avaliando a
composicdo do juca (Oliveira et al., 2010) foi observado a presenca de taninos,
que possivelmente podem agir estimulando a mitose celular (SANCHEZ NETO et
al., 1993) aumentando a producéo de fibras colagenas.

4. CONCLUSOES

Conclui-se com o presente estudo que feridas tratadas com Caesalpinia
ferrea Mart exTul. a 20 e 50% apresentam resultados similares ao grupo controle
na caracterizacdo do colageno tipo | e com colageno tipo Il apresentam melhor
resultado na concentracao de 20%.
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