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Resumo

Introducio: H4 milénios o homem utiliza plantas
medicinais com a finalidade de acelerar o processo de
cicatrizacdo de feridas cutdneas. Apesar do uso
sistemdtico algumas plantas medicinais ainda ndo
receberam o devido respaldo cientifico através da
experimentagdo.

Objetivo: Estudar comparativamente, através de
metodologia histométrica, o potencial cicatrizante dos
extratos aquosos de Coronopus didymus e Calendula
officinalis.

Métodos: 15 ratos Wistar, machos, pesando
aproximadamente 250 g foram submetidos ao
resseccionamento de um fragmento cutaneo circular de
aproximadamente 1 cm de didmetro, até a exposi¢ao da
fascia muscular. Os animais foram divididos em dois
grupos. O grupo controle recebeu diariamente sobre o
ferimento uma gota de soro fisiolégico. O grupo
experimental foi redistribuido em 2 subgrupos. O
Subgrupo CD recebeu diariamente uma gota de extrato
aquoso de Coronopus didymus e no Subgrupo CO
aplicou-se diariamente uma gota de extrato aquoso de
Calendula officinalis. Decorridos sete dias de
experimento, os animais foram submetidos a eutandsia.
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A drea em cicatrizacdo foi removida e processada para
confeccdo de laminas histolégicas coradas com H. E.
Para a avaliagdo morfométrica utilizou-se uma ocular
histométrica dotada de um reticulo de 100 pontos e
empregou-se uma objetiva de 100x.

Resultados: A avaliacdo histométrica permitiu
observar que o grupo controle apresentou em média
14,51 fibroblastos e 64,63 fibras coldgenas por campo
observado; o Subgrupo Coronopus didymus apresentou
em média 19,06 fibroblastos e 70,95 fibras coldgenas e
o Subgrupo Calendula officinalis apresentou em média
17,89 fibroblastos e 68,54 fibras coldgenas.

Conclusdes: Os resultados obtidos neste estudo
permitem concluir que o extrato aquoso de Coronopus
didymus mostrou-se eficiente no processo cicatricial de
feridas cutaneas em ratos Wistar, uma vez que promoveu
um aumento, estatisticamente significante, do nimero
de fibroblastos e fibras coldgenas.

O extrato aquoso de Calendula officinalis, apesar de
proprocionar um maior nimero de fibras coldgenas e
fibroblastos que o grupo controle, nao apresentou
diferenca estatisticamente significante.

Descritores: 1. Coronopus dydymus;
2. Calendula officinalis;
3. Cicatrizagdo.

Abstract

Introduction: Herbal medicine has been used to
accelerate wound healing process for thousand years. In
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spite of the systematic use of medical plants, some of
them have not received an adequate scientific
investigation through experimentation.

Objective: Study comparatively, through
histometric methodology, the healing potential of
the aqueous extracts of Coronopus didymus and
Calendula officinalis.

Method: 15 male Wistar rats, weighing about 250
g were submitted to a resection of a circular skin
fragment of about 1 cm in diameter until exposing
the muscular fascia. The animals were divided in
three groups and during seven days group I received
a drop of physiologic serum over the wound daily,
group II received a drop of aqueous extract of
Coronopus didymus daily and group III received a
drop of aqueous extract of Calendula officinalis
daily. Passed the experimental period of seven days,
the rats were euthanized. The healing area was
removed and processed for the preparation of
histological slides colored with H. E. In order to
process the morphological evaluation, it was used
an histometric eyepiece of 100 points and a 100x
objective lens.

Results: It has been observed through histometrical
evaluation that Group I (control) presented an
average of 14,51 fibroblasts and 64,63 colagenous
fibers by field observed. Group two (Coronopus
didymus) presented an average of 19,06 fibroblasts
and 70,95 collagen fibers and Group III (Calendula
officinalis) presented an average of 17,89 fibroblasts
and 68,54 collagen fibers.

Conclusions: based on this investigation, it is
concluded that the aqueous extract of Coronopus
didymus showed efficiency in the process of
accelerating wound healing in Wistar rats, as it has
promoted a statistically significant increase in the
number of fibroblasts and collagen fibers.

The aqueous extract of Calendula officinalis has
also promoted an increase in fibroblasts and
collagen fibers compared to the control group but
it was not a statistically significant difference.

Keywords: 1. Coronopus dydymus;
2. Calendula officinalis;
3. Healing process.
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Introducao

A camada mais externa da pele é formada por tecido
epitelial, do tipo pavimentoso estratificado queratinizado,
que constitui a epiderme. Abaixo desta, encontramos um
tecido conjuntivo denominado derme. O tecido epitelial
apresenta uma grande coesdo entre suas células, mas é
sensivel a solugc@o de continuidade, que se ocorrer, é
precipitada por fatores agentes, expondo o tecido
conjuntivo subjacente. A cicatrizacdo da pele, ou seja, a
reparacdo dos tecidos lesados, pode se dar de duas
formas: espontaneamente ou por primeira inten¢do ou
entdo, quando a lesdo apresenta-se extensa e infectada,
com grande destrui¢do tecidual e os bordos ndo se
mantém coaptados também denominada segunda
intencdo.'Os dois mecanismos de cicatrizacdo seguem
0 mesmo processo, ocorrendo apenas diferencgas
quantitativas e nao qualitativas.? Logo ap6s o ferimento,
o sangue preenche a drea lesada, seguido da coagulacio,
desidratacdo e formacdo de crosta, protegendo a lesdo.
Com a liberacdo de mediadores quimicos por parte do
codgulo, desenvolve-se uma reacdo inflamatéria aguda.
Neutréfilos, seguido dos macréfagos e finalmente
mondcitos e linfécitos invadem a 4rea lesada,
respectivamente.’ Dentro de 3 a 5 dias, forma-se tecido
de granulagdo,” mediado por: fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) e PDGF e a citonina TNF4.> Os
capilares neoformados possuem grande permeabilidade,
favorecendo o aspecto edemaceado de tecido de
granulacdo.” Fibrobastos, capilares neoformados e
células inflamatdrias residuais, passam a constituir o
tecido de granulacdo. Miofibroblastos migram para a
lesdo ap6s dois ou trés dias, unem-se e, através de sua
capacidade contrdtil, promovem uma retracao da ferida,
que pode atingir de 50 a 70% do tamanho inicial.® Simdes
e col. e Sanchez Neto e col. afirmam que os fibroblastos
atingem seu maior nimero no 7°dia, ocorrendo um
decréscimo a partir de entdo.”® O aumento da densidade
de fibras coldgenas e suas retratacdes, por sinérese,
promovem a redugdo do didmetro de um certo niimero
de capilares, o endotélio desses vasos prolifera para a
luz causando sua obstrugdo, ocorre a diminuicdo do
fluxo sangiiineo, determinando uma redu¢io dos
constituintes do tecido de granulacdo.! Arteriolas e
vénulas surgem na 4rea lesada por diferenciacdo de
células mesenquimais em células musculares que
envolvem os capilares, passando a constituir a parede
desses novos vasos. Estas alteracdes fazem com que o
tecido de granulacdo mude sua estrutura, constituindo
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um tecido conjuntivo tipico.®

Ja nos primérdios da humanidade, o homem, ao
procurar nas plantas uma fonte de alimento, observou
que algumas delas promoviam efeitos terapéuticos.’
Muitas plantas ditas medicinais ndo possuem o respaldo
cientifico por ndo terem sido objeto de experimentacao.
Uma das plantas medicinais que ainda ¢é utilizada nos
dias de hoje € o mastruz, que tem como nome cientifico
Coronopus didymus. O Unico trabalho encontrado nas
bases Lilacs e Medline versando sobre a acdo de
Coronopus didymus no processo de cicatrizacdo foi
realizado por Prabhakar e col. que se utilizaram dessa
planta sob a forma oral."" Entretanto, ndo encontramos
na literatura, experimentos sobre o uso tépico.

Outro fitoterdpico freqiientemente pesquisado é a
Calendula officinalis, conhecida popularmente apenas
como caléndula. E anti-inflamatéria, cicatrizante,
analgésica, colerética e antitumoral, é usada sob as mais
variadas formas, tais como: infusdes, tintura, ungiiento,
utdépico, por via oral e através de uso homeopatico.*!%13

Levando em consideracdo os aspectos colocados,
julgou-se oportuna a realizagdo de estudo experimental
que pretende avaliar, morfometricamente, a possibilidade
de aceleracdo dos eventos das cicatrizacdes em feridas
cirdrgicas cutdneas realizadas em ratos, através da
utilizacdo das plantas medicinais Coronopus didymus e
Calendula officinalis.

Métodos

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados 15
ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) machos, com
idade média de 2 meses, pesando aproximadamente 250
g, fornecidos pelo biotério central da UNIVALI. Durante
as etapas experimentais, os animais foram mantidos no
Biotério de Recepg¢do, em gaiolas individuais, em
ambiente com controle de temperatura e ciclo noite/dia
bem definido, racdo prépria para a espécie e dgua “ad
libitum”.

Os animais foram distribuidos em dois grupos e um
deles, redistribuido em 2 subgrupos:

Grupo (I) controle com 5 ratos. Grupo (1I)
experimental dividido em subgrupo CD com 5 ratos e
subgrupo CO também com 5 ratos.

Ap06s anestesia com Kensol® 10 mg/kg e Vetanarcol®
25 mg/kg procedeu-se em todos os animais a epilacdo,
por arrancamento, de uma drea na regido dorso costal.
Em seguida demarcou-se, com auxilio de uma caneta
hidrocor, uma 4rea circular de 1 cm de didmetro.
Utilizando-se uma tesoura foi seccionado um fragmento
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cutdneo, correspondendo a drea demarcada, até a
exposicao da fascia muscular. (Figuras 1 e 2)

Em seguida ao procedimento cirtirgico cada animal
recebeu topicamente, uma gota das solucdes (soro
fisioldgico, extrato aquoso de Coronopus didymus e
extrato aquoso de Calendula officinalis), conforme o
grupo ao qual pertencia. A cada dia do experimento, que
durou sete dias, os animais receberam uma gota das
respectivas solucdes. (Figuras 3 e 4)

Decorrido os sete dias do experimento os animais
foram sacrificados, as dreas em processo de cicatriza¢ao
foram ressecadas e submetidas as técnicas habituais para
coloracdo em Hematoxilina-Eosina. Em cada lamina
foram fixados dois cortes histolégicos da mesma ferida
e para cada ferida foram confeccionadas cinco laminas.

Para a avaliac@o histolégica utilizou-se um
microscépio 6ptico marca Olympus® modelo CH 30,
adaptado com uma ocular histométrica Karl Zeiss Jena®
modelo GF — P 10x dotada de um reticulo de 100 pontos.
A objetiva empregada foi de 100x. Em cada ldmina foram
observados cinco campos, dois campos préximos &
regido de transi¢do ferida/pele normal, em lados opostos,
um campo central de fragmentos e mais dois campos da
regido de transicao ferida/pele normal, em lados opostos
do outro fragmento. Contou-se o nimero de fibroblastos,
fibras coldgenas e vasos sanguineos. Os elementos que
ndo compreendiam os trés itens anteriores eram
classificados como outros. Para auxiliar na contagem,
utilizou-se um contador eletronico de células sanguineas
marca KACIL® modelo CCS-01.

Figura 1 - Arruela metalica posicionada sobre a area

Figura 2 - Medida do didmetro cranio-caudal da
ferida.
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Resultados

Na andlise estatistica, utilizou-se a andlise de
varianga (ANOVA) e o teste de Tukey fixando em 0,05
ou 5% o nivel de rejei¢do da hipétese de nulidade, que
permitiu observar diferenca estatisticamente significante
somente entre as médias de fibroblastos e fibras
coldgenas do grupo controle e do grupo Coronopus
didymus, sendo as médias favordveis ao grupo
Coronopus didymus no processo de cicatrizacdo. (Figuras
5e06).

Figura 05 - Fotomicrografia do grupo Coronopus
didymus.

Figura 3 - Coronopus didymus

Observar crosta fibrino-leucocitaria (C), epitélio
neoformado (E), tecido de granulagéo (G), a pele normal
com epitélio pavimentoso  estratificado
queratinizado(Eq) e a derme (D). H.E. Objetiva de 4x.

Figura 06 - Fotomicrografia do grupo
Calendula officinalis.
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Tabela 1 — Contagem de fibroblastos, fibras
colagenas, vasos sanguineos e outros constituintes
do tecido conjuntivo no grupo controle.

Anitnal Fibtoblastos Fibras coldgenas  Vasos sanguinens  Cutros
1 14,56 60,12 7,28 18,04
2 12,717 60,14 3,93 23,16
3 17.05 73,72 1,0 743

4 16,00 64,12 1,63 18,20
5 12,14 65,08 2,36 20,40
Média 14,51 64,83 341 1745

Tabela 2 — Contagem de fibroblastos, fibras
colagenas, vasos sanguineos e outros constituintes
do tecido conjuntivo no grupo Coronopus didymus.

Animal Fibroblastos Fibras coldgenas  Vasos sanguineos  Outros
1 17,96 f9,12 T8 5,08
d 21,80 71,40 1,5 5,48
3 18,08 70,99 0,58 10,05
4 0,72 69,52 1,44 8,32
5 16,76 7372 200 152
Média 15,06 70,95 LH T2

Tabela 3 — Contagem de fibroblastos, fibras
colagenas, vasos sanguineos e outros constituintes
do tecido conjuntivo no grupo Calendula officinalis.

Animal Fibroblastos Fibras coldgenas  Vasos sanguwineos  Outros
| 20,38 67,88 3,00 8,24

7 16,28 65,60 2.16 15,96
3 18,52 71,34 1,41 8,23

4 17,79 70,92 0,51 10,78
5 16,00 66,44 0,72 16,84
Média 17,39 65,54 1,56 12,01

Grafico 1 — Percentagem de fibroblastos, fibras
colagenas, vasos sanguineos e outros constituintes
do tecido de granulacido no grupo controle e sub-
grupos Coronopus didymus e Calendula officinalis.
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Discussao

Algumas plantas medicinais intensamente utilizadas
de uma maneira empirica ao longo dos milénios passaram
a receber, atualmente, uma atencao cientifica.

Coronopus didymus, popularmente conhecido como
mastruz, € largamente utilizado como agente cicatrizante
para feridas cutineas e também nos casos de ulcera
gastrica quando ingerido com leite. Apesar do uso
rotineiro do mastruz, poucos trabalhos cientificos sao
encontrados na literatura e assim pareceu justificdvel um
experimento com essa planta medicinal. Escolheu-se
ainda a Calendula officinalis como um controle positivo,
uma vez que tem sido alvo de muitos estudos e é
facilmente encontrada em nosso meio. 7-1%-1216.17

Neste experimento o subgrupo Coronopus didymus
apresentou o maior nimero de fibroblastos e fibras
coldgenas. Houve diferenca estatistica em relacdo ao
grupo controle. Com relacdo ao subgrupo Calendula
officinalis apesar da diferenca numérica,
estatisticamente, pelo teste de Tukey , a diferenca ndo
foi observada. Portanto, podemos afirmar que o uso
tépico do extrato aquoso de Coronopus didymus é
eficiente no processo de cicatrizacdo de feridas cutineas
em ratos Wistar quando comparado com o grupo
controle.

A eficiéncia dos fitoterdpicos no processo de
cicatrizacdo estd relacionada, principalmente, aos
flavonéides,”'*!* Sugere-se, ainda, que taninos e
saponinas também participam dessa capacidade.” Os
resultados cicatrizantes obtidos com Coronopus didymus
provavelmente devem ser creditadas a essas substincias.

Os achados deste experimento vao de encontro as
conclusdes de Prabhakar e col. que obtiveram resultados
favordveis no processo de reparo com o uso via oral de
Coronopus didymus em soluc@o aquosa e etandlica na
dosagem de 200mg/kg. Entretanto, existem duas
diferencas bdasicas entre esses dois trabalhos. No
primeiro, a planta medicinal foi utilizada topicamente e
o resultado foi constatado mediante a contagem de
fibroblastos e fibras coldgenas. No experimento de
Prabakhar e col., a via de aplicacdo foi oral e os resultados
foram obtidos de forma indireta através da resisténcia a
tensdo. "

A freqiiéncia de aplicacdo do fitoterdpico também
ndo estd estandartizada na literatura. A aplicacdo com
periodos mais curtos poderia determinar resultados
diferentes, utilizando-se do uso via oral associado ao
uso tépico pode potencializar o seu efeito curativo.
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Conclusiao

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir
que o extrato aquoso de Coronopus didymus mostrou-
se eficiente no processo cicatricial de feridas cutaneas
em ratos Wistar, uma vez que promoveu um aumento,
estatisticamente significante, do nimero de fibroblastos
e fibras coldgenas. O extrato aquoso de Calendula
officinalis, apesar de proporcionar um maior nimero de
fibras coldgenas e fibroblastos que o grupo controle, ndo
apresentou diferenca estaticamente significante. Através
da experimentacdo e de uma avaliacdo histométrica,
torna-se possivel, porém, que essas plantas medicinais
recebam o devido respaldo cientifico.
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