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RESUMO

A pele é o maior 6rgdo do nosso corpo e serve como uma barreira contra agressées
externas. Ela é estruturalmente organizada em duas camadas: epiderme e derme,
respectivamente de fora para dentro. Cicatrizagdo € um processo fisioldgico
dindmico e complexo que representa a resposta do organismo frente a lesdes. Esse
processo € dividido em quatro fases que se complementam e se sobrepdem
espacial e temporalmente: hemostase, inflamatéria, proliferativa e de remodelacéo.
Os complexos naturais altamente diluidos compreendem uma combinagéo de varios
compostos diferentes tidos como Uteis para determinados sintomas ou doenca. A
utilizacdo de altas diluicbes de compostos naturais vem crescendo, fazendo
necessarios estudos que comprovem sua eficacia e seguranca. Dessa forma, o
presente trabalho tem como objetivo verificar os efeitos do complexo natural
altamente diluido denominado M1, administrado topicamente em forma de gel, sobre
0 processo de cicatrizagdo da pele em camundongos utilizando dois modelos, o de
incisdo suturada com fio absorvivel ou ndo absorvivel e o de excisdo da pele. No
primeiro modelo, foi feita uma inciséo longitudinal no dorso de camundongos, a qual
foi suturada com fio absorvivel ou ndo absorvivel. Os animais foram tratados
topicamente com gel de carbopol contendo 10% de M1 ou néo (controle), por 3 dias
consecutivos. A pele do local da incisdo foi coletada e processada para histologia
com coloracéo tricromico de Gomori a fim de verificar a reepitelializacdo e migracao
do tecido conjuntivo. No modelo de excisédo, foram induzidas duas feridas circulares
no dorso dos camundongos, as quais foram tratadas topicamente com gel contendo
M1 ou nao, por 10 dias consecutivos e medidas nos dias 0, 3, 7 e 10 a fim de obter a
curva de fechamento das feridas. No modelo de incisdo, os animais suturados com
fio absorvivel e tratados por 3 dias com M1 ndo mostraram diferencas no nimero de
cortes histolégicos que apresentaram epiderme fechada, nem nas areas de
epiderme e tecido conjuntivo. Ja os animais suturados com fio ndo absorvivel e
tratados com M1 mostraram maior nimero de cortes com epiderme fechada quando
comparados aos controles, porém ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas na quantificacdo das areas de epiderme e tecido conjuntivo. O
fechamento da ferida e a qualidade da cicatrizacao variaram consideravelmente de
acordo com a forma que os pontos eram feitos, dificultando as analises desse
modelo. Quando utilizamos o modelo de excisdo da pele ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos controle e M1 ao longo de
10 dias no que diz respeito a velocidade de fechamento da ferida. Concluimos,
portanto, que o tratamento topico com M1 na forma de gel ndo alterou
significativamente o fechamento da epiderme e do tecido conjuntivo subjacente no
modelo de incisdo e sutura da pele, sendo que a metodologia empregada nesse
modelo nédo foi a ideal para o estudo do processo de cicatrizacdo da pele em
camundongos. E também o tratamento com M1 n&o alterou significativamente a
velocidade de fechamento da ferida no modelo de exciséo da pele.

Palavras-chave: pele, cicatrizacdo, complexo natural altamente diluido.



ABSTRACT

Skin is the body largest organ and serves as a barrier against external damage. It is
structurally organized in two layers: epidermis, and dermis, respectively from outside
to inside. Wound healing is a dynamic and complex physiological process that
represents the organism response to injuries. This process is divided into four
phases that complement and overlap spatially and temporally: hemostasis,
inflammatory, proliferative, and remodeling. Natural complexes highly diluted
comprise a combination of several different compounds regarded as useful for
certain symptoms or disease. The use of natural compounds in high dilutions is
growing, so more studies are needed to confirm its efficacy and safety. Thus, this
study aims to determine the effects of a highly diluted natural complex called M1
administered topically in a gel formulation on mice skin wound healing process using
two models: skin incision followed by suture with absorbable or non-absorbable
thread and skin excision. In the first model a longitudinal incision was made on mice
dorsum and sutured with absorbable or non-absorbable threads. Animals were
treated topically with carbopol gel containing 10% M1 or not (control) for 3
consecutive days. The skin incision site was collected and processed for histology
with Gomori's trichrome staining to verify reepithelialization and connective tissue
migration. Two circular wounds were induced on the backs of mice in the excision
model, and treated topically with gel containing M1 or not for 10 consecutive days.
Wounds were measured on days 0, 3, 7 and 10 to obtain the wounds closing curve.
In the incision model the animals sutured with absorbable thread and treated for 3
days with M1 showed no differences in the number of histological sections that
showed completely closed epidermis or in the areas of connective tissue and
epidermis. Animals sutured with non-absorbable thread and treated with M1 showed
enhanced amount of histological sections with closed epidermis when compared to
controls, but no statistically significant differences in the quantification of epidermis
and connective tissue areas. Wound closure and quality varied considerably
according to the way the sutures were made then complicating the analysis of this
model. When using the skin excision model no statistically significant differences
were detected between control and M1 group over 10 days regarded to wound
closure rate. We therefore conclude that topical treatment with M1 gel did not
significantly alter the closure of epidermis and the underlying connective tissue using
the skin incision and suture model, as well as the methodology used in this model
was not ideal for the study of skin wound healing process in mice. And also, M1
treatment did not significantly alter the rate of wound closure in the skin excision
model.

Key words: skin, wound healing, highly diluted natural complex.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

ESTRUTURA DA PELE

A pele € um 6rgdo complexo que cobre toda a superficie do nosso corpo,
constituindo aproximadamente 15% do peso corporal total, sendo sem duvida o
nosso maior 6rgdo. Ela exerce diversas fungdes vitais ao organismo. A principal é
servir como barreira protetora contra agressoes fisicas como perda excessiva de
agua. Além disso age como barreira quimica e biolégica contra infeccbes por
patégenos por exemplo (KANITAKIS, 2002). Ela € também um dos 6rgdos mais
facilmente atingidos por lesdes, uma vez que constitui a primeira interface entre o
corpo e 0 ambiente externo, encontrando-se sob constante agressao por parte de
patdgenos, traumas e radiacdo UV, assim como também é local comum para
aparecimento de tumores (MACLEOD; HAVRAN, 2011). A espessura dessa barreira
protetora varia consideravelmente de acordo com o local do corpo no qual se
encontra (COMBADIERE; LIARD, 2011).

A pele é estruturalmente organizada em duas camadas sobrepostas:
epiderme e derme, de fora para dentro, respectivamente. A epiderme é um epitélio
estratificado que se renova continuamente, sendo constituida em sua maioria (cerca
de 80% de todas as células epidérmicas) por queratinécitos. Esses originam-se de
células tronco localizadas na camada mais profunda da epiderme e migram até a
superficie da pele enquanto passam por transformacdes morfologicas e bioquimicas.
Os queratinGcitos morrem por processo apoptético altamente especializado e séo
eliminados por descamacdo. Fazem parte também das células epidérmicas os
melandcitos, células com funcdo imunoldgica e células nervosas. A epiderme néo é
vascularizada, isto €, ndo contém vasos sanguineos nem linfaticos e esta conectada
a derme por membrana basal sintetizada pelos queratinécitos da epiderme e pelos
fibroblastos da derme, a qual é composta por colageno tipo IV, glicoproteinas
estruturais e proteoglicanos. Essa camada tem funcdo adesiva para a epiderme e
serve também como suporte para a migragdo dos queratindcitos durante o processo
de cicatrizacdo. Abaixo se encontra a derme, que € um tecido conectivo de suporte
elastico e compressivel. Essa camada da pele possui varios tipos celulares, como

fibroblastos (responsaveis pela sintese dos componentes da matriz extracelular) e



células imunoldgicas; vasos sanguineos e linfaticos, terminagfes nervosas; fibras de
coldgeno dos tipos | e lll organizadas frouxamente em feixes, as quais conferem
resisténcia mecanica a pele; finas fibras elasticas responsaveis pela elasticidade do
tecido; e ainda substancia fundamental formada por macromoléculas (glicoproteinas
e proteoglicanos) que preenchem o espago entre 0s outros componentes da derme.

Abaixo da pele, encontra-se a hipoderme, que é formada por tecido
conjuntivo, podendo apresentar quantidade variavel de tecido adiposo. Tem papel
importante na termorregulacdo, estoque de nutrientes e protecdo mecanica. O
principal componente celular dessa camada sdo os adipdcitos, células redondas
com citoplasma rico em &cidos graxos que comprimem o nucleo celular proximo a
membrana plasmatica (revisado por COMBADIERE; LIARD, 2011; KANITAKIS,
2002).

A pele apresenta ainda alguns apéndices, que resultam de interagOes entre
a derme e a epiderme como, por exemplo, as glandulas sebaceas e sudoriparas
(invaginacdes) e os pelos e unhas (saliéncias) (WIDELITZ et al., 1997).

O PROCESSO DE CICATRIZACAO DA PELE

O que chamamos de cicatrizacdo € um processo fisioldgico dinamico e
complexo que representa a resposta do organismo frente a lesées (AMADEU et al.,
2008).

O processo de cicatrizacdo da pele é geralmente organizado em quatro
fases que se complementam e muitas vezes se sobrepdem umas as outras em
varios aspectos (WILGUS, 2008):

1°) Hemostase é a fase inicial da cicatrizacdo, tendo inicio segundos ou
minutos apds a injuria. Danos aos vasos sanguineos provocam hemorragia no local,
expondo plaquetas, as quais liberam dos seus granulos grandes quantidades de
fatores de crescimento, mediadores da cascata de coagulagdo e outras citocinas. A
ativacdo da cascata de coagulacdo induz a formacdo de tampao de fibrina,
oferecendo matriz extracelular provisoria para migracéo celular e deposi¢céao de nova
matriz (SANTORO; GAUDINO, 2005; TSIROGIANNI et al., 2006).

Os diversos fatores liberados pelas plaguetas, como os fatores de

crescimento vascular endotelial (VEGF), derivado de plaquetas (PDGF) e os
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semelhantes a insulina (IGFs); iniciam o reparo do tecido recrutando células do
sistema imunoldgico e promovendo sua diferenciacdo e ativacdo (GREENHALGH,
1998; AMADEU et al., 2008; MACLEOD; HAVRAN, 2011).

Ao final dessa fase, a histamina liberada pelos mastocitos provoca a
dilatacdo dos vasos sanguineos, tornando-0s porosos, o que favorece a passagem
de células inflamatérias através de suas paredes de forma a atingirem o local da
leséo, iniciando a proxima fase do processo (DELAVARY et al., 2011).

2°) A fase inflamatoria tem papel central na cicatrizacdo, ndo apenas por
eliminar organismos invasores, mas também participando ativamente nos processos
de reparo do tecido (TSIROGIANNI et al., 2006). Esse processo inflamatorio tem
inicio logo apds o surgimento de uma lesédo e cessa com a completa cicatrizagdo da
mesma (NISHIO et al., 2009). As células inflamatorias, como neutréfilos, macréfagos
e linfocitos apresentam influxo mais abundante nos estagios iniciais (Figura 1),

guando as prioridades sdo a hemostase e a limpeza do local, evitando infeccdes.

Neutréfilos
S~ Macréfagos

LY
.

Linfocitos wae-

Numero relativo de células
L .

Y ;
) 2 4 & 8 10 12 14
Dias apds a indugéo da ferida

Figura 1. Esquema do aparecimento de diferentes células no local da ferida. Neutréfilos e
macréfagos predominam na fase inflamatéria, os linfocitos aparecem logo depois, enquanto
fibroblastos predominam durante a fase proliferativa. Fonte: adaptado de (WITTE; BARBUL, 1997).

Os neutrofilos sédo os primeiros a chegar ao local da injaria e logo séo
seguidos pelos macréfagos, os quais sdo atraidos pelos produtos da apoptose dos
primeiros. Essas células fagociticas desempenham o importante papel de eliminar
nao sO bactérias, mas também os restos celulares da ferida. Os patdgenos sao
reconhecidos por receptores de superficie presentes nas células fagociticas e,
depois de internalizados, sdo expostos a espécies reativas derivadas do oxigénio e

enzimas lisossomais. Ja os macrofagos chegam ao local aproximadamente 48h



apos o aparecimento da lesdo e permanecem até a conclusdo da fase inflamatéria
(GANTWERKER; HOM, 2012). Eventualmente, linfocitos T e outras células do
sistema imunoldgico adaptativo podem estar envolvidos em estagios mais tardios no
combate a patdgenos especificos.

A presenca das células inflamatdrias no local da lesédo € de fundamental
importancia no combate aos patdgenos, porém a persisténcia dessa fase pode levar
a uma ferida croénica.

3°) As moléculas sinalizadoras liberadas pelas células inflamatdrias atraem
fibroblastos e miofibroblastos para o local da ferida, iniciando a fase proliferativa ou
formacdo do tecido de granulacdo e a deposicdo de colageno e
glicosaminoglicanos. E nessa altura que a derme comeca a ganhar volume
(DELAVARY et al., 2011). Os fibroblastos séo as células responséaveis pela sintese
de todas as moléculas fibrilares da derme e também dos constituintes da substancia
fundamental (KANITAKIS, 2002).

Novos vasos sanguineos sdo criados para suprir com nutrientes, oxigénio e
novas células a area em regeneracdo. Comeca também a sintese de matriz
extracelular de forma a reconstruir o tecido danificado. Os miofibroblastos gerados
nessa fase, principalmente a partir de fibroblastos, contém filamentos contrateis
intracelulares, exercendo a forca mecanica necessaria para o fechamento da ferida
(AMADEU et al., 2008).

A chegada de queratinécitos nas margens da ferida, seguido da sua
proliferacdo, estimulada por fatores de crescimento e também pela auséncia de
células na vizinhanca ou margem da ferida, em dire¢do ao centro da lesédo promove
a reepitelializacao, isolando a ferida do contato com o meio externo. Quando este
processo ocorre rapidamente, a restauracdo das funcfes da pele também é rapida,
ocorrendo consequentemente uma reducdo da morbidade e mortalidade do paciente
(EPSTEIN, 1999; AMADEU et al., 2008).

4°) Apos reepitelializacdo completa tem inicio a fase de remodelacéo, que é
guando a matriz provisoria de colageno tipo lll é degradada por metaloproteases e
substituida por colageno tipo | e as células participantes das fases anteriores sofrem
apoptose. Portanto, o tecido de granulacédo € substituido por uma cicatriz (AMADEU
et al., 2008). Essa fase tem inicio alguns dias ap0s o surgimento da lesdo e pode

levar mais de dois anos para ser concluida (SCHREML et al., 2010).



O sucesso dessa ultima fase envolve um balango delicado, uma vez que a
sintese de colageno continua, porém também se acentua a producdo de
colagenase, de forma a estabelecer um equilibrio entre a sintese e a degradacéao
desta proteina (GANTWERKER; HOM, 2012). Com o tempo o tecido no local da
les&o torna-se menos celular e vascular e mais fibroso.

Para que o processo de cicatrizagdo da pele decorra normalmente as fases
descritas anteriormente devem ser rigorosamente coordenadas, espacial e
temporalmente (AMADEU et al., 2008).

FC (S ool s — e’ ‘ P e
Fase inflamatoria Fase proliferativa Fase de remodelagao

Figura 2. Representacdo esquematica das fases do processo de cicatrizagao. (A) Infiltrac@o
de neutréfilos no local da lesdo. (B) Fechamento do epitélio devido a proliferagdo dos
queratinécitos. (C) Desparecimento dos fibroblastos e capilares formados nas fases anteriores.
Fonte: adaptado de (BOATENG et al., 2008).

COMPOSTOS E COMPLEXOS NATURAIS ALTAMENTE DILUIDOS

A homeopatia nasceu no ano de 1796, criada pelo médico aleméo Christian
Friedrich Samuel Hahnemann. A ciéncia homeopatica é baseada em conceitos
bastante sélidos, como a “Lei da Semelhancga”, “A Experimentagcdo no homem Sao”,
“O Uso de Doses Minimas ou Infinitesimais” e “O Uso do Medicamento Unico”. A
diluicdo e a dinamizacéo das solugcdes foram estabelecidas por Hahnemann com o
intuito de diminuir a toxicidade das substancias utilizadas e liberar a forca
medicamentosa latente das mesmas (“Farmacopeia Homeopatica Brasileira,” 2011).

Contrariamente ao que acontece com medicamentos alopaticos, a
homeopatia vem sendo comercializada e utilizada ha mais de duzentos anos, sem
que haja estudos cientificos prévios a respeito da eficacia e seguranca desses
produtos. O fato de se tratar de compostos altamente diluidos ndo assegura a
seguranca e auséncia de efeitos colaterais durante o uso. Desta forma, destaca-se a

importancia de estudar de forma séria e controlada os efeitos dos compostos e



complexos naturais altamente diluidos utilizando o método cientifico em diferentes
modelos bioldgicos, como animais e cultura de células, por exemplo, afim de obter
bases para a consolidacdo da homeopatia ho ambito cientifico.

O nosso grupo de pesquisa utiliza a denominacdo “altamente diluido” para
as solucdes previamente chamadas de “homeopéticas”. Esse termo foi estabelecido
pelo Grupo Internacional de Pesquisa em Infinitesimal (GIRI) e a partir de ent&o foi
padronizado para os pesquisadores membros dessa comunidade (WAISSE, 2012).
Portanto, denominamos “composto natural altamente diluido” as solugdes
compostas por apenas um composto (por exemplo, Atropa belladdonna CH200) e
“‘complexo natural altamente diluido” as solu¢des constituidas por uma mistura de
varios compostos, ndo necessariamente na mesma poténcia. Alguns complexos
naturais altamente diluidos vém sendo testados pelo nosso grupo ha alguns anos,
dentre eles o que denominamos M1, que é objeto de estudo deste trabalho.

Dentro da linha de pesquisa em células inflamatérias e neoplasicas tém sido
desenvolvidos varios projetos com a finalidade de avaliar a atividade e os possiveis
mecanismos de acdo dos compostos e complexo naturais altamente diluidos como
modificadores da resposta bioldgica. Atualmente a atencdo de cientistas e da
industria farmacéutica mundial estd dirigida a novas formas de terapias
imunomoduladoras, as quais séo dirigidas a células especificas ou as citocinas que
contribuem para a resposta imunolégica e ficaram conhecidas como “modificadores
da resposta bioldgica”.

A eficacia de altas diluicbes de substancias biologicamente ativas na
modificacdo da resposta imunolégica tem sido avaliada através de diferentes
abordagens tedricas e experimentais. Estudos anteriores do Laboratério de Células
Inflamatorias e Neoplasicas mostraram efeito ativador do tratamento in vitro com
complexos naturais altamente diluidos sobre células da linhagem monocitica, que
inclui monocitos e macrofagos, os quais quando tratados apresentam maior
espraiamento, estimulacdo do sistema endocitico/fagocitico, producdo elevada de
IFN-y e IL-4, espécies reativas derivadas do oxigénio e oxido nitrico, e sdo capazes
de estimular a proliferacéo de linfécitos (LOPES et al., 2006; OLIVEIRA, DE et al.,
2006; BURBANO et al., 2009).

De Oliveira et al. (2011) mostraram diminuicdo da producéo de IFN-y e TNF-
a por macréfagos estimulados in vitro por lipopolissacarideo (LPS) e tratados com

M1, o mesmo complexo natural altamente diluido utilizado no presente trabalho.
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Viram ainda que o tratamento in vivo com M1 aumentou a producéo de 6xido nitrico,
assim como diminuiu a de anion superoxido e peroxido de hidrogénio por parte dos
macréfagos peritoneais. O tratamento in vivo foi também capaz de aumentar a
quantidade de mondcitos/macréfagos, linfécitos B e granulécitos na medula 0ssea,
assim como mondcitos e linfécitos B nos linfonodos. Esses dados mostram acéo
geral do M1 no sistema imunoldgico, melhorando a imunidade celular e humoral, o
que propicia protecdo ao organismo contra infeccbes, e ao mesmo tempo a
modulacdo da resposta inflamatéria, uma vez que o M1 foi capaz de reduzir a
producdo de citocinas inflamatérias quando simulada uma infec¢cdo, sem
citotoxicidade para os macrofagos (OLIVEIRA, DE et al., 2011).

Os complexos naturais altamente diluidos compreendem uma combinacéo
de véarios compostos diferentes tidos como Uteis para determinados sintomas ou
doencga. Observacdes clinicas confirmam o sucesso desse tratamento que aparenta
permitir que o proprio organismo responda positivamente a diversas condicdes
patolégicas. Compostos preparados seguindo técnicas homeopaticas sdo usados
rotineiramente para tratamentos desde resfriados, febres, acne e lesbes cutaneas,
até enfermidades mais complexas, como infec¢des por patdégenos e neoplasias. A
capacidade desses complexos naturais altamente diluidos de modular a ativacdo
dos macrofagos, a producdo de espécies reativas derivadas do oxigénio e a
liberacdo de citocinas, que sdo mediadores centrais do sistema imunoldgico e da
homeostase, nos levou a ideia de que pudessem promover alteracées no processo
de cicatrizacdo da pele, uma vez que esses processos estdo intimamente
relacionados.

Desta forma, pela primeira vez estudando o processo de cicatrizagao,
resultados obtidos previamente a partir de outro projeto do nosso grupo de pesquisa
serviram como base e justificativa para o estudo proposto no presente trabalho.
Observou-se apos incisdo suturada na pele dorsal dos camundongos e tratamento
intraperitonelmente com 3 plL/g de um determinado complexo natural altamente
diluido por até 5 dias, que ja no dia seguinte a cirurgia as incisées dos animais
tratados apresentavam visualmente maior grau de cicatrizacdo. No terceiro dia, 0
local da lesdo apresentou maior epitelializacdo, infiltracdo de neutrofilos e
reorganizagdo do tecido conjuntivo, com aumento da quantidade de fibroblastos,
guando comparado aos animais nao tratados. Apds 5 dias, o aspecto externo

demonstrava o fechamento total da incisdo apenas nos animais tratados,
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apresentando histologicamente menor quantidade de fibroblastos na pele, menor
neovascularizacdo, reducdo da inflamacdo e hipercelularidade, permitindo
cicatrizacdo adequada (DIETER, 2005).

A utilizacdo de compostos naturais no tratamento de feridas agudas e
cronicas vem crescendo, ndo somente por parte da populacdo em geral, mas
também por profissionais da saude. Essas terapias ditas complementares, como as
altas diluicbes de compostos naturais, apresentam evidéncias de eficacia
(OBERBAUM et al., 1992, 1997; PREETHI; KUTTAN, 2011), melhora do bem-estar
do paciente (BRINKHAUS et al., 2006) e seguranca, porém faltam mais estudos
cientificos realizados de maneira controlada que confirmem esse potencial, podendo
entdo ser estabelecidas como terapia complementar ou mesmo padrdo, uma vez
gue apresentam baixo custo, sdo bastante acessiveis e raramente sado relatados
eventos de hipersensibilidade ou efeitos colaterais (LEACH, 2004; RAINA et al.,
2008).
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos do complexo natural altamente diluido M1, administrado
topicamente em forma de gel, sobre o processo de cicatrizacdo da pele em
camundongos utilizando dois modelos, o de incisdo suturada com fio absorvivel ou

nao absorvivel e o de excisdo da pele.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar comparativamente cortes histologicos da pele de camundongos
controles e tratados apoOs incisdo e sutura com fio absorvivel e néo
absorvivel, verificando o fechamento da ferida através da reepitelializacéo e
migracao do tecido conjuntivo apés coloracdo com Tricrdmico de Gomori;

e Comparar a velocidade de fechamento da ferida apds a excisdo de porcdes
circulares de pele em camundongos controles e tratados através de medicdes

da area aberta da ferida ao longo de dez dias.
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3. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no &mbito do Laboratério de Células Inflamatorias e
Neoplasicas, situado no Departamento de Biologia Celular, no Setor de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal do Parana — UFPR.

PREPARACAO DO COMPLEXO M1

A preparacao de solucdes altamente diluidas geralmente parte de um extrato
integral, também chamado de tintura-mae (TM), ou de diluicbes decimais (dH, sendo
que o “d” significa decimal e o “H” Hahnemanniana) de um composto. As tinturas
iniciais passam entdo por diluicbes decimais seriadas em agua destilada, isto €, 1
parte da tintura para 9 de 4gua destilada (v/v), seguida de outra diluicdo de 1 parte
da solucdo obtida anteriormente para 9 partes de agua destilada, e assim
sucessivamente até que se obtenha o produto final desejado, cuja denominacéo
sera seguida de um numero mais dH (poténcia), onde o ndimero corresponde a
quantas diluicbes decimais foram feitas. As diluicdes podem também ser de ordem
centesimal, neste caso 1 parte da tintura para 99 de agua destilada, e o nimero final
€ entdo seguido de cH. Entre cada diluicdo a solucdo é agitada vigorosamente por
100 batidas fortes contra um aparato macio, processo este denominado
sucussao/dinamizacéo (OLIVEIRA, DE et al., 2011).

Os complexos naturais altamente diluidos também seguem as técnicas de
preparacdo Hahnnemannianas utilizadas para os compostos, de acordo com as
normas de manipulacdo da Farmacopeia Homeopética Brasileira (“Farmacopeia
Homeopatica Brasileira,” 2011), com diluicbes sucessivas intercaladas por
sucussdo/dinamizacgdo. As tinturas-mée sdo adquiridas de agéncias autorizadas e
licenciadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de modo a
assegurar a qualidade e a composicao fisico-quimica dos produtos. Os geéis
utilizados nesse trabalho foram manipulados e obtidos da Farméacia de Manipulacao

Homeoterapica de Curitiba (http://www.homeoterapica.com.br/).

No presente trabalho foi utilizado um complexo natural altamente diluido
denominado M1, que contém 15 compostos de origem vegetal, animal e mineral, e

cuja composicao esta descrita na Tabela 1. O gel utilizado como veiculo de diluigao


http://www.homeoterapica.com.br/
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€ composto por base cosmética aniénica de carbopol (VIA FARMA, Fab. CASA
SIENA, Lote: 28383) a qual foi adicionado 10% (m/m) do complexo natural altamente
diluido M1 ja na sua diluicdo final apds sucussao. O gel utilizado como veiculo foi

usado como controle do tratamento.

Tabela 1. COMPOSICAO DO COMPLEXO NATURAL ALTAMENTE DILUIDO M1.

ORIGEM DOS COMPONENTES MATRIZ | CONCENTRAGCAO FINAL
COMPONENTES
POTENCIA VIV (%)
Vegetal Aconitum napellus ™ 20 dH 0.1x10"
Mineral Arsenicum album 6 dH 18 dH 0.1x10™
Vegetal Asa foetida ™ 20 dH 0.1x10™"
Animal Calcarea carbonica 8 dH 16 dH 0.1x10™
Vegetal Chelidonium majus ™ 20 dH 0.1x10™"
Vegetal Cinnamon ™ 20 dH 0.1x10™"
Vegetal Conium maculatum 5 dH 17 dH 0.1x10™
Vegetal Echinacea purpurea ™ 20 dH 0.1x10™"
Vegetal Gelsemium sempervirens ™ 20 dH 0.1x10™"
Vegetal Ipecacuanha 5 dH 13 dH 0.1x10™
Mineral Phosphorus 12 dH 20 dH 0.1x10™"
Vegetal Rhus toxicodendron 6 dH 17 dH 0.1x10™
Mineral Silicea 12 dH 20 dH 0.1x10"
Mineral Sulphur 12 dH 24 dH 0.1x10%
Vegetal Thuja occidentalis 6 dH 19 dH 0.1x10™

Os componentes de origem vegetal encontram-se destacados em verde, animal em
vermelho e os de origem mineral em azul. TM = tintura made (Adaptado de DE OLIVEIRA et
al., 2011).

ANIMAIS

A manipulacdo dos animais foi realizada apés treinamento pessoal através
de curso especifico. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Biologicas da

Universidade Federal do Parana. Os certificados encontram-se em anexo.
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Foram usados camundongos albinos suicos, da espécie Mus musculus,
machos, com idade aproximada de 2 meses, obtidos do Biotério do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da UFPR. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, no
biotério, durante o periodo experimental com &gua e racdo ad libitum e ciclo claro-

escuro de 12 h.

O protocolo experimental deste trabalho foi dividido em duas partes, que
representam dois modelos diferentes utilizados para o estudo do fechamento da
ferida durante o processo de cicatrizagcéo da pele, conforme esquematizado a seguir

(Figura 3) e explicado na sequéncia.

| PARTE 2
.0 DA PELE MODELO DE E:

Sutura com fio Tratam
ndo absorvivel

Figura 3. Esquema do protocolo experimental.

PARTE 1 - MODELO DE INCISAO E SUTURA DA PELE

Os animais foram pesados no dia do experimento e posteriormente
anestesiados intraperitonealmente com 67-100 mg/kg de cloridrato de cetamina
(VETNIL) e 13-20 mg/kg de cloridrato de xilazina (SYNTEC) diluidos em soro
fisiolégico estéril. Apds terem adormecido, 0s animais tiveram as costas depiladas
manualmente (arrancando os pelos) e entdo limpas com etanol 70%, fazendo a
assepsia da regido.

Com bisturi namero 15 foi feito um corte de aproximadamente 1 cm de

comprimento abrangendo toda a espessura da pele (epiderme, derme e hipoderme).
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A inciséo foi suturada com 3 pontos (1 né e dois sobre nos) utilizando fio de sutura
absorvivel 5-0 (ETHICON, Johnson & Johnson) (Figura 4) ou fio de seda trancada
nao absorvivel 4-0 (ETHICON, Johnson & Johnson), a fim de comparar a resposta
inflamatoria, uma vez que € esperada uma maior inflamacéo quando utilizado o fio
de sutura absorvivel. Os animais se recuperaram da anestesia em gaiolas
individuais com agua e racdo ad libitum e sob ambiente aquecido a
aproximadamente 22°C por ar condicionado quente para que mantivessem a

temperatura corporea.

Figura 4. Modelo de inciséo e sutura da pele. Imagem representativa de um camundongo ap6s
incisdo e sutura da pele com fio absorvivel.

Os animais apos a cirurgia foram divididos nos seguintes grupos: “sham” (sem
tratamento); “controle” (tratado com o gel utilizado como veiculo para diluicdo do
complexo natural altamente diluido M1); e “M1” (tratado com gel contendo M1). As
lesbes foram tratadas ou ndo logo apdés a cirurgia com aproximadamente 180
mg/cm? de veiculo ou M1 por 3 dias consecutivos. O tratamento foi repetido a cada

24 h por 3 dias consecutivos.

E importante ressaltar que os grupos foram divididos randomicamente e os
tratamentos foram feitos de maneira controlada e cega, uma vez que os produtos
utilizados foram codificados por pessoas nao relacionadas ao estudo. Isso vale
também para a parte 2 deste trabalho.

Apo6s o periodo experimental de 3 dias os animais foram anestesiados da
mesma forma descrita para o dia da cirurgia e mortos por deslocamento cervical. A
pele no local da incisdo foi umedecida com agua destilada para facilitar a retirada
dos pontos, esses foram entdo cortados com tesoura e retirados delicadamente para
nao danificar o tecido. Parte do fio absorvivel ficou aderido ao tecido, nesses casos

foi cortada apenas a parte externa dos pontos. Foi recortado um retangulo de pele
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contendo o local da lesé@o, o qual foi esticado sobre papel filtro umedecido com agua
destilada para que permanecesse plano ao longo do processamento histologico,
pois no modelo de incisdo o fechamento da ferida foi avaliado através dos cortes

histoldgicos.

PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

A pele extraida no ultimo dia de cada experimento foi processada de acordo
com protocolo de rotina para coloracao histologica. Resumidamente, a pele passou
por processos de fixacdo em Bouin (na propor¢cao de aproximadamente 10 vezes o
volume de fixador em relacédo ao tecido), desidratacdo em bateria de concentracéo
crescente de etanol, inclusdo em parafina, cortes de 3um de espessura em
microtomo (American Optical) e coloracdo com solu¢cdo de Gomori por 1 h. Os

protocolos detalhados encontram-se em anexo.

PARTE 2 - MODELO DE EXCISAO DA PELE

Os animais foram anestesiados da mesma forma descrita na parte 1 desse
trabalho. Apds adormecidos, os animais foram posicionados sobre uma bolsa
térmica de gel aquecida, tiveram as costas tricotomizadas com maquina de barbear
e o restante dos pelos foi removido com creme depilatério (VEET). A assepsia do
local foi feita com etanol 70%. Foram entéo feitas duas feridas circulares de 6 mm de
diametro, com distancia de aproximadamente 2 cm uma da outra (Figura 5).
Escolhemos fazer duas feridas por animal com o objetivo de aumentar a quantidade
de amostra e reduzir os erros estatisticos ao final dos experimentos. Os animais se
recuperaram da anestesia sob lampada incandescente para que mantivessem a
temperatura corporal. Posteriormente, foram alojados em gaiolas individuais com

agua e ragao ad libitum.
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Figura 5. Modelo de excisdo da pele. Imagem representativa de um camundongo apds exciséo de
duas porc¢des circulares da pele com 6mm de didmetro.

ApOs a cirurgia, os animais foram divididos nos grupos experimentais sham,
controle e M1, como descrito anteriormente. As lesdes foram tratadas, ou nao, logo
apos a cirurgia sendo repetido a cada 24 h com aproximadamente 180 mg/ferida de
veiculo ou M1, com auxilio de hastes flexiveis plasticas com algoddo na ponta
(Cotonete, Johnson & Johnson) para ndo machucar os animais, durante 10 dias

consecutivos. O mesmo tratamento era aplicado as duas feridas de cada animal.

Ao longo do periodo experimental (até dez dias) a area aberta de cada ferida
foi medida em triplicata circulando as bordas da ferida com caneta de retroprojetor
sobre folha de acetato (Figura 6) nos dias 0, 3, 7 e 10 ap0s inducdo das feridas, a

fim de se obter a curva de fechamento da ferida.

Figura 6. Delimitagdo da area da excisdo. Imagem representativa da metodologia utilizada para
medir a area aberta de cada ferida no modelo de excisao da pele.
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As feridas foram também fotografadas no primeiro e ultimo dia do periodo
experimental a fim de ilustrar o fechamento. Para isso, foi posicionado sobre a pele
do animal um aparato de papel com um recorte quadrado e entdo fotografada a
regido contendo a ferida. Dessa forma, foi possivel recortar porcdes de mesmo
tamanho das imagens, possibilitando a comparagao do tamanho das feridas (Figura
7).

Figura 7. Fotografia da area aberta da ferida. Imagem representativa da metodologia utilizada para
fotografar a area aberta de cada ferida no modelo de excisdo da pele. A regido demarcada pela linha
tracejada vermelha foi recortada das fotografias para montar uma prancha comparativa.

Apos o periodo experimental de 10 dias os animais foram anestesiados da
mesma forma descrita para o dia da cirurgia e mortos por deslocamento cervical
apos a medicao e fotografia de cada ferida.

OBS: a casca das feridas ndo foi removida, porém se destacou sozinha em alguns

animais apoés 10 dias de experimento.

ANALISES DE IMAGENS

Area da epiderme e do tecido conjuntivo — modelo de incisdo na pele

As laminas foram observadas e as imagens obtidas no microscopio
motorizado Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE) equipado com um digitalizador
automatico VSlide (Metasystems, Altlussheim, DE), utilizando a objetiva de 20 vezes.
Posteriormente, foram obtidas fotografias de cada corte histolégico no aumento
digital de 30 vezes com o local da incisédo centralizado.

Utilizando o programa ImageJ, foi medida a area da epiderme e do tecido
conjuntivo subjacente em cada um dos 3 cortes de pele de cada animal corados com
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Tricrémico de Gomori, com raio de 1,17 mm a partir do centro da lesdo (Figura 8),
representando 3 locais diferentes da extensdo da incisédo, como esquematizado no

anexo 1.
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Figura 8. Andlise da pele através de software ImageJ. Imagem representativa esquematizando a
andlise feita nas imagens de cortes histolégicos do modelo de incisdo da pele corados com
Tricrdmico de Gomori. A seta central aponta a regido corada em roxo e circulada por linha amarela
fina, a qual representa a epiderme. As setas laterais pontilhadas apontam as regifes coradas em
verde e circuladas por linha pontilhada amarela, que representam o tecido conjuntivo. Areas
descontinuas de epiderme e tecido conjuntivo foram somadas a fim de obter a area total de cada
tecido no mesmo corte. Glandulas e foliculos pilosos (regides coradas em roxo dentro dos limites do
tecido conjuntivo) foram considerados parte do tecido conjuntivo. Aumento digital = 30 x, escala = 200
pm.

Determinacao da area aberta das feridas — modelo de excisdo da pele

As folhas de acetato contendo as medi¢des das feridas foram digitalizadas em
impressora HP Deskjet F300 Series no formato JPEG com resolucéo de 600 DPI, na
presenca de uma régua utilizada como escala. Utilizando o programa ImageJ, foi
determinada a area aberta de cada ferida circulando-as manualmente.
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ANALISE ESTATISTICA

Cada grupo de tratamento consistiu de 4-9 repeticbes/animais. Para o0s
experimentos de incisdo e sutura, foi feita a média dos dados obtidos dos cortes de
cada animal e posteriormente a média de cada grupo de tratamento. Todos 0s
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia ANOVA. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (média £ EPM) sendo considerados
estatisticamente significativos os valores comparados com nivel de significancia de
p=<0,05.

No caso do modelo de excisdo, foi calculada a média das 3 medidas de cada
ferida nos dias 0, 3, 7 e 10. A éarea aberta de cada ferida foi determinada
relativamente a area aberta inicial (dia 0) da mesma utilizando a seguinte férmula:
Porcentagem do tamanho da ferida inicial = (tamanho da ferida no dia “x” em mm? X
100 / tamanho da ferida no dia “0” em mm?). Posteriormente, foi calculada a média
para as duas feridas de cada animal e entdo feita uma média para cada grupo de
tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste t. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (média £ EPM) sendo considerados
estatisticamente significativos os valores comparados com nivel de significancia de
p=<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fechamento da epiderme o mais rapido possivel apdés uma lesdo é muito
importante, pois a pele precisa ser reparada para que possa manter sua funcéo e
assegurar a sobrevida do individuo (CARTER et al., 2003; DELAVARY et al., 2011).
Isso se da pela chegada de queratindcitos na ferida, seguida de sua proliferacdo em
direcdo ao centro da lesdo, isolando-a do ambiente externo e prevenindo a
dessecacdo do tecido e infecgcdo por organismos patogénicos. Enquanto isso, a
restauracdo do tecido conjuntivo se da pela diferenciacdo de miofibroblastos, os
quais, com seus filamentos contrateis tem a capacidade de aproximar as margens
da ferida, refazendo o tecido subjacente a epiderme (AMADEU et al., 2008).

Pensando nisso, nesse trabalho fomos investigar os possiveis efeitos de um
complexo natural altamente diluido (M1), conhecido por ativar o sistema imunitario,
na cicatrizacdo da pele de camundongos. Dois modelos foram utilizados, e os

resultados sédo descritos a seguir.

PARTE 1 - MODELO DE INCISAO SUTURADA

Primeiramente, utilizamos o modelo de incisdo da pele seguida de sutura, a
fim de avaliar se o complexo natural altamente diluido M1 apresentava efeitos sobre
0 processo de cicatrizacdo da pele, uma vez que esse modelo ja havia sido
empregado em um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa (DIETER, 2005).

Macroscopicamente, n&o foi verificada diferenga evidente na aparéncia
externa das lesbes quando comparados os diferentes grupos apos 3 dias de
tratamento, e também quando comparados os diferentes fios de sutura. Foi
observada uma grande diferenca entre os animais, uma vez que o fechamento da
ferida e a qualidade da cicatrizagao variaram de acordo com a forma que os pontos
eram feitos. Isto €, apesar de as suturas terem sido realizadas pela mesma pessoa
em todos os animais, o fato de alguns pontos ficarem pouco mais apertados ou
pouco mais frouxos do que outros fez com que houvesse sobreposi¢cdo das margens
da pele em alguns locais ou aproximacao insuficiente das mesmas, promovendo
muitas vezes cicatrizacao diferenciada em pontos distintos de uma mesma inciséo, o

que refletiu para o conjunto dos animais, dificultando as analises.
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A fim de determinar o fechamento das feridas, os cortes histologicos da pele
corados com Tricromico de Gomori, que cora diferencialmente a derme da epiderme
(azul esverdeado e roxo, respectivamente), foram observados no aumento de 30

vezes com o local da incisdo centralizado (Figura 9).

Fio absorvivel Fio nao absorvivel
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Figura 9. Analise histolégica da pele apés incisdo e sutura. Prancha comparativa das imagens de
cortes histolégicos da pele de camundongos corados com tricrdmico de Gomori apés incisao e sutura
com fio absorvivel ou ndo absorvivel e tratamento com gel (veiculo ou M1) ou nédo (sham) por 3 dias
consecutivos. As imagens foram feitas com o local da inciséo centralizado. As regibes coradas em
roxo representam a epiderme e as regibes coradas em verde azulado representam o tecido
conjuntivo. Aumento digital = 30 x, escala = 200 um.

A regido da pele contendo a incisao foi dividida em trés partes durante o

processamento histologico a fim de obter cortes que compreendessem diferentes
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locais da mesma leséo (vide protocolo em anexo). Os cortes histolégicos feitos em
diferentes locais da mesma incisdo apresentaram diferentes padrdes de fechamento
da lesao, dificultando a avaliacdo apenas visual dos cortes, portanto foi calculada a
porcentagem dos cortes de cada grupo de tratamento que apresentou fechamento
completo da epiderme (Tabela 2).

Tabela 2. COMPARAGCAO DA PORCENTAGEM DE CORTES HISTOLOGICOS QUE

APRESENTARAM EPIDERME COMPLETAMENTE FECHADA NOS DIFERENTES GRUPOS DE
TRATAMENTO E TIPOS DE SUTURA.

Porcentagem dos cortes analisados que apresentaram a epiderme
completamente fechada (hiumero de cortes analisados)

Fio absorvivel Fio n&o absorvivel
sham 58,33 (12) 20 (5)
controle 61,54 (13) 42,86 (7)
M1 64,28 (14) 100 (5)

Os cortes com epiderme fechada para os animais suturados com fio
absorvivel mostraram-se relativamente homogéneos entre os grupos de tratamento.
Porém, para os suturados com fio ndo absorvivel obteve-se um aumento de
aproximadamente 2,14 x no controle com relacdo ao sham, e de 2,33 x quando
comparamos M1 com controle, mostrando um indicio de efeito ndo sé do gel, como
também do tratamento com M1 sobre a cicatrizacdo nesse modelo. No entanto, vale
lembrar que o numero de cortes avaliados desse ultimo grupo foi em média a
metade do que do grupo “fio absorvivel”.

ApOGs este panorama inicial, decidimos quantificar o montante de tecido de
regeneracao produzido apds 3 dias de tratamento em cada corte histolégico, o que
foi feito através da medida das areas de epiderme e tecido conjuntivo (derme)
utilizando o programa ImageJ. Ao contrario do que indicava o resultado inicial da
quantificacdo dos cortes com epiderme fechada, nédo foi observada diferenca
estatistica entre os grupos controle e M1 no que diz respeito a area da epiderme e
do tecido conjuntivo nos cortes histolégicos para ambos os fios de sutura utilizados
(Figura 10).
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Figura 10. Medidas da pele apds os ensaios de incisdo e sutura. Medidas de &area da epiderme
(A) e do tecido conjuntivo (B) em cortes histolégicos de pele apés incisdo e sutura com fio absorvivel
(1) e ndo absorvivel (2) e tratamento de 3 dias com complexo natural altamente diluido. As medidas
das areas de epiderme e tecido conjuntivo em mm? foram obtidas utilizando o programa ImageJ.

Patil et al. (2012) utilizaram o modelo de incisdo suturada da pele para o
estudo dos efeitos de extrato alcodlico de Daucus carota na cicatriza¢do da pele em
ratos. Para tal, fizeram duas incis6es longitudinais na pele paralelamente a coluna
vertebral com 6 cm de comprimento cada, ambas suturadas com 3 pontos utilizando
fio ndo absorvivel. Nesse trabalho, os autores ndo mencionaram problemas na
analise histoldgica devidos a ndo uniformidade dos pontos de sutura (PATIL et al.,
2012).

Em 2011, Thakur et al. publicaram uma revisdo bastante detalhada sobre as
metodologias utilizadas atualmente para o estudo da cicatrizagdo da pele,
mostrando que 28% dos trabalhos publicados nessa area utilizam o modelo de
incisdo suturada da pele, onde em geral séo feitas duas incisdes paralelas a coluna

vertebral de 4 a 6 cm de comprimento no dorso dos camundongos, as quais sao
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posteriormente suturadas com intervalos de 0,5 a 1 cm entre os pontos (THAKUR et
al., 2011). A distancia sugerida entre os pontos € maior do que a que nos utilizamos
no presente trabalho, sendo uma possivel razdo da nao uniformidade vista na
histologia, uma vez que se os pontos forem feitos com maior distancia uns dos
outros é possivel selecionar para a histologia apenas as regiées mais distantes do
local da sutura, evitando visualizar as irregularidades observadas histologicamente
em locais muito préximos a sutura.

Muitos trabalhos utilizam o modelo de incisdo na pele a fim de verificar a
resisténcia da ferida a tracdo e ndo propriamente avaliar o fechamento da ferida
(FIKRU et al., 2012; GUVENC et al., 2012; ARUNACHALAM; PARIMELAZHAGAN,
2013). Mekonnen et al. (2013), por exemplo, utilizaram o modelo de inciséo e sutura
para testar a resisténcia da ferida a tensdo apos 9 dias de tratamentos, enquanto
que o fechamento da ferida foi analisado através do modelo de excisdao da pele, o
qual foi empregado da mesma maneira como no nosso trabalho. Portanto, verificar a
resisténcia da ferida apos incisdo e tratamento com M1 é algo a se considerar em
experimentos futuros, uma vez que esta diretamente relacionada a quantidade e
qualidade da producado de fibras colagenas durante o processo de fechamento da
ferida, permitindo que as margens da lesdo permanecam unidas apés o término da
cicatrizacdo (MEKONNEN et al., 2013).

Assim, ap6s a realizacdo desse modelo de estudo verificamos que a
metodologia empregada néo foi a ideal para estudos de efeitos de tratamentos sobre
o fechamento de feridas, uma vez que as incisbes cicatrizam de forma muito
diferente de acordo com a proximidade que as duas margens da ferida encontram-
se apd6s a amarracdo com 0s pontos, mostrando grande diferenca entre os cortes
apos processamento histolégico e dificultando a analise de fechamento da ferida.

Dessa forma, decidimos utilizar outro modelo, o de excisdo da pele, que é
utilizado em 49% dos trabalhos relacionados a cicatrizacdo da pele (THAKUR et al.,
2011). Nesse sao feitas feridas circulares na pele do dorso dos animais, sendo
possivel acompanhar com maior precisao a taxa de fechamento das feridas ao longo

do tempo através da medicao direta do tamanho de cada ferida.
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PARTE 2 - MODELO DE EXCISAO DA PELE

Nesse segundo modelo, o mais utilizado para o estudo de cicatrizacao da
pele, foram feitas duas feridas circulares no dorso dos camundongos, com
aproximadamente 6 mm de didmetro, cujo fechamento foi acompanhado através da
medida do tamanho de cada ferida ao longo do periodo experimental, até 10 dias, e
comparacao com o tamanho inicial, no dia O.

N&o foram observadas visualmente diferencas no tamanho das feridas (Figura
11). E também néo foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos controle e M1 ao longo do periodo de avaliagdo no que diz respeito a

velocidade de fechamento da ferida (Figura 12).

controle

Figura 11. Ferida aberta ap0s exciséo da pele. Prancha comparativa da area aberta das feridas
apos excisdo de por¢des circulares de 6 mm de didmetro da pele. As feridas foram tratadas com M1
ou veiculo (controle) por 10 dias consecutivos. As imagens apresentam a mesma escala.
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Figura 12. Fechamento da ferida ap6s excisdo da pele. As feridas foram tratadas com M1 ou
veiculo (controle) por 10 dias consecutivos, medidas nos dias 3, 7 e 10 e posteriormente comparadas
a sua medida inicial, no dia 0.

A cicatrizagao depende primeiramente da habilidade de reparo do tecido, e
complementarmente ao tipo e gravidade da lesdo. Quando ocorre uma leséo aberta
o tecido fica obviamente mais exposto ao contato com o ambiente externo e
consequentemente a possiveis atagues por microrganismos patogénicos do que em
lesbes ndo abertas (PATIL et al.,, 2012). Esse contato com microrganismos
desencadeia uma resposta inflamatéria com producdo de moléculas oxidantes
capazes de causar danos celulares, o que pode tornar lento o processo de
cicatrizacdo no modelo de excisdo da pele, apesar de néo terem sido observados
sinais evidentes de infeccdo nas feridas ao longo do periodo experimental. O
desencadeamento de resposta inflamatoria aguda também ocorre quando
suturamos uma incisdo com fio absorvivel, uma vez que o organismo precisa digeri-
lo. No nosso estudo verificamos que o M1 mostrou efeito benéfico sobre o processo
de cicatrizacao apenas no modelo de incisao suturada com fio ndo absorvivel, onde
ndo é esperado processo de inflamacdo aguda. Dessa forma, podemos supor que
aparentemente, o complexo M1 ndo apresenta efeito anti-inflamatério durante a
cicatrizagdo da pele e que seu efeito, quando da sutura com fio ndo absorvivel, se
deu por outra via como a estimulacdo da proliferacdo dos queratindcitos da

epiderme, por exemplo.

Estudos mostram que a manutencédo da umidade na ferida aberta mantem as

células viaveis, permitindo a liberacdo de fatores de crescimento e modulando sua
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proliferacéo. Além disto, a hidratacdo da superficie permite absor¢cdo mais rapida de
medicac¢bes aplicadas topicamente e favorece reacdes enziméticas dependentes de
agua, como no caso das reacdes de debridamento, isto €, da remocao do tecido
desvitalizado presente na ferida (FIELD; KERSTEIN, 1994).

Neste trabalho n6s optamos por utilizar uma base cosmética na forma de gel
como veiculo de diluicdo do complexo natural altamente diluido M1, como o objetivo
de manter a humidade sobre a ferida por certo tempo, a fim de promover a completa
absorcdo do M1 pelo tecido. A difusdo de solugdes aquosas (no caso, o M1) de
formulacdes a base de gel para o tecido ocorre através da fase aquosa, oferecendo
boa difuséo e liberacdo da solucdo para o tecido alvo (MALIPEDDI et al., 2006). De
fato o gel de Carbopol é capaz de aumentar o tempo de exposicdo e
consequentemente a disponibilidade da solugdo aquosa do complexo M1 no tecido,
uma vez que é um carbdmero, isto €, um polimero hidrossoluvel na forma de gel,
gue possui grupos carboxil que se ligam aos oligossacarideos presentes nas
membranas celulares, tornando-o bastante adesivo (GONJARI et al., 2010). Porém,
devido a essa caracteristica adesiva, o gel de carbopol pode formar um fino filme
gelatinoso sobre a ferida, o que pode atrapalhar a migracdo celular durante o

fechamento da ferida.

Dessa forma, como néo foram obtidos resultados significativamente positivos
da aplicacdo do complexo M1 administrado topicamente na forma de gel sobre
feridas em cicatrizacdo, futuramente utilizaremos base cosmética de creme como
veiculo para diluicdo do complexo M1, a fim de obter completa absorcdo tanto do
complexo quanto do veiculo. As analises histologicas serao feitas a partir de material
coletado das feridas do modelo de excisdo, uma vez que a cicatrizacdo se da de
forma homogénea em toda a borda de uma ferida circular, fazendo necessaria a

observacdo de apenas uma pequena porgéo de cada ferida.

Estudos mostram que o oxido nitrico tem efeito antimicrobial e estimulante da
cicatrizacdo (NEIDRAUER et al., 2013) através da estimulacdo da proliferacdo de
queratinécitos (SPALLOTTA et al., 2013). O TNF-a pode ter efeitos inibitérios do
reparo tecidual, diminuicdo da producgéo de colageno in vivo e in vitro (RAPALA,
1996). Animais knockout para IFN-y mostraram fechamento da ferida e formacéo de

tecido de granulacdo mais rapido, aumento da angiogénese e deposicdo acelerada
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de colageno quando comparados a animais selvagens (ISHIDA et al., 2004). Dessa
forma, apesar de ndo terem sido obtidos resultados positivos até agora a respeito
dos efeitos do M1 sobre a cicatrizacdo da pele, prosseguiremos com 0s estudos,
uma vez que sabemos da sua acdo como modulador da resposta imunoldgica,
elevando a liberacdo de o6xido nitrico e modulando a produgdo de citocinas
inflamatérias (TNF-a e IFN-y) pelos macréfagos. Futuramente, serdo também
realizados testes in vitro a fim de verificar possiveis efeitos do M1 diretamente sobre

células da pele, como fibroblastos e queratindcitos, por exemplo.
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5. CONCLUSOES

e O tratamento com o complexo natural altamente diluido (M1) na forma de gel
nao alterou significativamente o fechamento da epiderme e do tecido conjuntivo
subjacente no modelo de inciséo e sutura da pele.

¢ A metodologia empregada no modelo de incisdo e sutura néo foi a ideal para o
estudo do processo de cicatrizagao da pele em camundongos.

e O tratamento com o complexo natural altamente diluido (M1) na forma de gel
nao alterou significativamente a velocidade de fechamento da ferida no modelo

de exciséo da pele.



32
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMADEU, T. P.; PH, D.; SEABRA, A. B.; OLIVEIRA, M. G. DE. Nitric Oxide Donor
Improves Healing if Applied on Inflammatory and Proliferative Phase.
Journal of Surgical Research, v. 93, p. 84 —93, 2008.

ARUNACHALAM, K.; PARIMELAZHAGAN, T. Anti-inflammatory, wound healing and
in-vivo antioxidant properties of the leaves of Ficus amplissima Smith.
Journal of ethnopharmacology, v. 145, n. 1, p. 139-145, 2013. Elsevier.
Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23123798>.

BOATENG, J. S.; MATTHEWS, K. H.; STEVENS, H. N. E.; ECCLESTON, G. M.
Wound Healing Dressings and Drug Delivery Systems: A Review. Journal
of pharmaceutical sciences, v. 97, n. 8, p. 2892—-2923, 2008.

BRINKHAUS, B.; WILKENS, J. M.; LUDTKE, R.; et al. Homeopathic arnica therapy in
patients receiving knee surgery: results of three randomised double-blind
trials. Complementary therapies in medicine, v. 14, n. 4, p. 237-246,
2006. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17105693>. .

BURBANO, R. R.; LEAL, M. F.; COSTA, J. B. DA; et al. Lymphocyte proliferation
stimulated by activated human macrophages treated with Canova.
Homeopathy, v. 98, n. 1, p. 45-48, 2009. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19135959>.

CARTER, C. A; JOLLY, D. G.; WORDEN, C. E.; HENDREN, D. G.; KANE, C. J. .
Platelet-rich plasma gel promotes differentiation and regeneration during
equine wound healing. Experimental and Molecular Pathology, v. 74, n. 3,
p. 244-255, 2003. Disponivel em:

<http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0014480003000170>.

COMBADIERE, B.; LIARD, C. Transcutaneous and intradermal vaccination. Human
Vaccines, v. 7, n. 8, p. 811-827, 2011.

DIETER, M. F. Acdo do medicamento CANOVA na cicatrizacdo do dorso de
camundongos apo0s incisdo e sutura: avaliagdo macro e microscopica.
2005. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e Molecular) -
Departamento de Biologia Celular, Setor de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal do Parand, Curitiba. 2005.

EPSTEIN, F. H. Cutaneous wound healing. The New England Journal of Medicine,
V. 2, p. 738-746, 1999.

Farmacopeia Homeopatica Brasileira. ., v. 3% edicéo, 2011.

FIELD, C. K.; KERSTEIN, M. D. Overview of wound healing in a moist environment.
The american journal of surgery, v. 167, n. 1, p. 2—6, 1994.



33

FIKRU, A.; MAKONNEN, E.; EGUALE, T.; DEBELLA, A.; ABIE MEKONNEN, G.
Evaluation of in vivo wound healing activity of methanol extract of
Achyranthes aspera L. Journal of ethnopharmacology, v. 143, n. 2, p.
469-474, 2012. Elsevier. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22771316>.

GANTWERKER, E. A.; HOM, D. B. Skin: Histology and Physiology of Wound
Healing. Clinics in Plastic Surgery, v. 39, p. 85-97, 2012. Elsevier Inc.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.cps.2011.09.005>. .

GONJARI, I. D.; KARMARKAR, A B.; KHADE, T. S.; HOSMANI, A H.; NAVALE, R.
B. Use of factorial design in formulation and evaluation of ophthalmic gels of
gatifloxacin: Comparison of different mucoadhesive polymers. Drug
discoveries & therapeutics, v. 4, n. 6, p. 423-434, 2010. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22491308>. .

GREENHALGH, D. G. The role of apoptosis in wound healing. The International
Journal of Biochemistry & Cell Biology, v. 30, p. 1019-1030, 1998.

GUVENC, A.; KUPELI AKKOL, E.; SUNTAR, |.; et al. Biological activities of
Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf extracts and isolation of the active
compounds. Journal of ethnopharmacology, v. 144, n. 3, p. 726-734,
2012. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23107822>.

ISHIDA, Y.; KONDO, T.; TAKAYASU, T.; IWAKURA, Y.; MUKAIDA, N. The essential
involvement of cross-talk between IFN-gamma and TGF-beta in the skin
wound-healing process. The Journal of immunology, v. 172, p. 1848-1855,
2004. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14734769>. .

KANITAKIS, J. Anatomy, histology and immunohistochemistry of normal human skin.
European journal of dermatology, v. 12, n. 4, p. 390-401, 2002. Disponivel
em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12095893>. .

LEACH, M. J. A critical review of natural therapies in wound management. Ostomy
wound management, v. 50, n. 2, p. 36-40, 42, 44-6 passim, 2004.
Disponivel em: <http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/15129611>. .

LOPES, L.; GODOY, L. M. F.; OLIVEIRA, C. C. DE; et al. Phagocytosis,
endosomal/lysosomal system and other cellularaspects of macrophage
activation by Canova medication. Micron (Oxford, England : 1993), v. 37, n.
3, p. 277-287, 2006. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16364649>.

MACLEOD, A. S.; HAVRAN, W. L. Functions of skin-resident yd T cells. Cellular and
molecular life sciences, v. 68, p. 2399-408, 2011. Disponivel em:
<http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3123394&tool=p
mcentrez&rendertype=abstract>.

MAHDAVIAN DELAVARY, B.; VEER, W. M. VAN DER; EGMOND, M. VAN;
NIESSEN, F. B.; BEELEN, R. H. J. Macrophages in skin injury and repair.



34

Immunobiology, v. 216, n. 7, p. 753—-762, 2011. Elsevier GmbH. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.imbi0.2011.01.001>. .

MALIPEDDI, V. R.; DUA, K.; SARA, U. V. S.; MALIPEDDI, H.; AGRAWAL, A.
Comparative evaluation of transdermal formulations of norfloxacin with silver
sulfadiazine cream, USP, for burn wound healing property. Journal of burns
and wounds, v. 5~ p. 26-31, 2006. Disponivel  em:
<http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1687144&tool=p
mcentrez&rendertype=abstract>. .

MEKONNEN, A.; SIDAMO, T.; ASRES, K.; ENGIDAWORK, E. In vivo wound healing
activity and phytochemical screening of the crude extract and various
fractions of Kalanchoe petitiana A. Rich (Crassulaceae) leaves in mice.
Journal of ethnopharmacology, v. 145, n. 2, p. 638-646, 2013. Elsevier.
Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23228912>.

NEIDRAUER, M.; UK, E.; BHATTACHARYA, A.; et al. Antimicrobial Efficacy and
Wound Healing Property of a Topical Ointment Containing Nitric Oxide-
Loaded Zeolite . J Med Microbol., v. November, 2013.

NISHIO, N.; ITO, S.; SUZUKI, H.; ISOBE, K. Antibodies to wounded tissue enhance
cutaneous wound healing. Immunology, v. 128, n. 3, p. 369-80, 2009.
Disponivel em:
<http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2770685&tool=p
mcentrez&rendertype=abstract>.

OBERBAUM, M.; MARKOVITS, R.; WEISMAN, Z.; KALINKEVITS, A.; BENTWICH,
Z. Wound healing by homeopathic silica dilutions in mice. Harefuah, v. 123,
n. 3-4, p. 79-82, 156, 1992. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1325402>. .

OBERBAUM, M.; WEISMAN, Z.; KALINKOVICH, A.; BENTWICH, Z. Healing Chronic
Wounds Performed on Mouse Ears Using Silica (Si02) as a Homeopathic
Remedy. Signals and Images, p. 191-199, 1997.

OLIVEIRA, C. C. DE; ABUD, A. P. R.; OLIVEIRA, S. M. DE; et al. Developments on
drug discovery and on new therapeutics: highly diluted tinctures act as
biological response modifiers. BMC complementary and alternative
medicine, V. 11, p. 101, 2011. Disponivel em:
<http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3222609&tool=p
mcentrez&rendertype=abstract>. .

OLIVEIRA, C. C. DE; OLIVEIRA, S. M. DE; GODOY, L. M. F.; GABARDO, J;
BUCHI, D. D. F. Canova, a Brazilian medical formulation, alters oxidative
metabolism of mice macrophages. The Journal of infection, v. 52, n. 6, p.
420-32, 2006. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16386798>.

PATIL, M. V. K.; KANDHARE, A. D.; BHISE, S. D. Pharmacological evaluation of
ethanolic extract of Daucus carota Linn root formulated cream on wound



35

healing using excision and incision wound model. Asian Pacific Journal of
Tropical Biomedicine, p. S646-S655, 2012. Asian Pacific Tropical
Biomedical Magazine. Disponivel em:
<http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2221169112602901>.

PREETHI, K. C.; KUTTAN, R. Wound healing activity of flower extract of Calendula
offlcinalis. Journal of Basic and Clinical Physiology and Pharmacology,
V. 20, n. 1, p. 73-80, 2011. Disponivel em:
<http://www.degruyter.com/view/j/jocpp.2009.20.1/jbcpp.2009.20.1.73/|bcpp.
2009.20.1.73.xml>.

RAINA, R.; PARWEZ, S.; VERMA, P. K.; PANKAJ, N. K. Medicinal Plants and their
Role in Wound Healing. Online Veterinary Journal, v. 3, n. 1, 2008.

RAPALA, K. The effect of tumor necrosis factor-alpha on wound healing. An
experimental study. Annales chirurgiae et gynaecologiae.
Supplementum, v. 211, p. 1-53, 1996. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8790842>. .

SANTORO, M. M.; GAUDINO, G. Cellular and molecular facets of keratinocyte
reepithelization during wound healing. Experimental cell research, v. 304,
n. 1, p. 274-86, 2005. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/15707592>.

SCHREML, S.; SZEIMIES, R.-M.; PRANTL, L.; LANDTHALER, M.; BABILAS, P.
Wound healing in the 21st century. Journal of the American Academy of
Dermatology, v. 63, n. 5, p. 866-81, 2010. Elsevier Inc. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20576319>.

SPALLOTTA, F.; CENCIONI, C.; STRAINO, S.; et al. A nitric oxide-dependent cross-
talk between class | and Il histone deacetylases accelerates skin repair. J
Biol Chem., v. 288, n. 16, p. 11004-11012, 2013.

THAKUR, R.; JAIN, N.; PATHAK, R.; SANDHU, S. S. Practices in wound healing
studies of plants. Evidence-based complementary and alternative
medicine, V. 2011, p. 17, 2011. Disponivel em:
<http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3118986&tool=p
mcentrez&rendertype=abstract>.

TSIROGIANNI, A. K.; MOUTSOPOULOS, N. M.; MOUTSOPOULOS, H. M. Wound
healing: immunological aspects. Injury, v. 37 Suppl 1, p. 5-12, 2006.
Disponivel em: <http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/16616753>.

WAISSE, S. The science of high dilutions in historical context. Homeopathy, v. 101,
p. 129-137, 2012.

WIDELITZ, R. B.; JIANG, T. X.; NOVEEN, A.; et al. Molecular histology in skin
appendage morphogenesis. Microscopy research and technique, v. 38, p.
452-465, 1997. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9297695>. .



36

WILGUS, T. A. Immune cells in the healing skin wound: Influential players at each
stage of repair. Pharmacological Research, v. 58, p. 112-116, 2008.

WITTE, M. B.; BARBUL, A. General principles of wound healing. Surgical clinics of
North  America, v. 77, p. 509-528, 1997. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9194878>. .



37

7. ANEXOS

ANEXO 1- PROTOCOLOS PARA PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DA PELE

Fixacao, desidratacao e inclusao:

e O tecido foi fixado em Bouin* juntamente com o papel filtro por 24 h;

e Foram feitos 2 banhos por dia em alcool 70% (com 4 ml de hidréxido de
amonia para cada 1 L de alcool 70%) até que o material ficasse claro;

e Banhos sucessivos de 90 min cada em alcool 70, 80, 90 e 95%;

e 4 banhos de 1 h cada em &lcool 100%;

e A pele de cada animal foi cortada em 3 pedagos menores (Figura 1);

e Banho em etanol + xilol (1:1);

e Banho em xilol 200% por 30 minutos;

e Banho em xilol 100% por 20 minutos;

e Banho em xilol 200% por 10 minutos;

e Os fragmentos de pele foram mergulhados em parafina histolégica filtrada a
60°C dentro de suportes de metal, em estufa, por 3 h e depois colocados na
posicao correta para formar os blocos;

e Os suportes foram colocados para esfriar no congelador por 10 min e
posteriormente desenformados.

*Solugcdo mae: 3 partes de solucdo saturada de acido picrico para 1 parte de

formol. No momento do uso, prepara-se uma solucdo com 20 partes de solucdo

mae + 1 parte de acido acético glacial.

i

Figura 1. Esquema representativo da segmentacdo da pele recolhida no local da lesdo do
modelo de incisdo e sutura e o posicionamento dos cortes na lamina. A pele de cada animal foi
cortada em 3 pedacos menores ap0s a desidratacdo em bateria de concentracédo crescente de alcool
afim de permitir a visualizacdo de diferentes regies do tecido lesionado.
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Foram feitos cortes de 3 um de espessura em microtomo, os quais foram

dispostos em laminas de vidro;

Aquecimento a 70°C em estufa por 15 min para secatr;

Coloracao de Tricromico de Gomori:

3 Banhos de xilol por 3 min;

3 banhos de etanol por 3 min;

Agua corrente 2 min;

Hematoxilina de harris 1 min;

Lavagem com agua corrente 2 min;
Banho com solucéo 0,001% de hidroxido de amoénia;
Lavagem com agua corrente 2 min;
Lavagem com &gua deionizada 5 banhos;
Solucdo de Gomori** 1 h;

4 banhos de etanol por 1 min;

3 banhos de xilol por 1 min;

Montagem com entelan e laminula.

**(0,6 g de Cromotrope 2R; 0,3 g de Fast Green; 1 mL de &cido acético; 0,8 g de

acido fosfotungstico; 100 mL de agua destilada.
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ANEXO 2 — CERTIFICADO DE CONCLUSAO DO CURSO DE MANIPULACAO ANIMAL
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ANEXO 3 — CERTIFICADO DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO
CEUA/UFPR
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