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Resumo

Introdugao: A cicatrizagdo é uma cascata de eventos celulares que interagem
para que ocorra a reconstituicdo do tecido. Objetivo: Analisar a acdo do gel da
Bryophyllum calycinum Salisb, associado ao ultrassom pulsado, na cicatrizacao de
feridas. Métodos: Vinte ratos foram feridos, divididos em quatro grupos, tratados
e observados diariamente. O Grupol ndo recebeu nenhum tratamento; o 2 foi
tratado com ultrassom (modo pulsado 10%, frequéncia de 1 MHz, intensidade de
0,5 W/em?, método de acoplamento direto com movimentos oscilatérios numa
ERA de 1 cm?, durante dois minutos) + gel da B. calycinum Salisb a 2%; o 3, com
gel da B. calycinum Salisb a 2%; o 4, com ultrassom. Resultados: O Grupo 2 teve
maior reducdo das areas feridas, diminuigdo do coldgeno tipo III e aumento do
tipo I, quando comparado ao controle. Conclusdes: O gel da folha santa associado
ao ultrassom é capaz de acelerar o processo de cicatrizacao tecidual.

Descritores: Cicatrizagao; Plantas medicinais; Ultrassom.

Abstract

Introduction: Healing is a cascade of cellular events that interact to occur replen-
ish the tissue. Objective: To analyze the action of the Bryophyllum calycinum Salisb
gel associated with the pulsed ultrasound in wound healing. Methods: Twenty
rats were wounded and divided into four groups. After this, they were treated
and observed daily. Group 1 did not receive any treatment; Group 2 was treated
with ultrasound (10% pulsed mode, frequency of 1 MHz intensity of 0.5 W / cm?,
direct coupling method with an oscillatory motion was 1 cm? for two minutes) +
Gel B. calycinum Salisb 2%; Group 3, with B. calycinum Salisb gel 2%; and Group
4, with ultrasound. Results: Group 2 had a greater reduction in wound areas, a
decrease of type III collagen and an increase of the type I when compared to the
control group. Conclusions: The gel of the holy sheet associated with ultrasound
is able to accelerate the wound healing process.

Keys words: Medicinal herbs; Ultrasonics; Wound healing.
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Introducéo

O uso de plantas com efeitos medicinais
visando a tratamento, cura ou prevencao de do-
encas é uma das mais antigas formas de pratica
medicinal da humanidade. A utilizacdo destes
vegetais por meio de um conhecimento empiri-
co de alguns individuos simboliza, muitas ve-
zes, 0 Unico recurso terapéutico de varias comu-
nidades e grupos étnicos'?.

Bryophyllum calycinum Salisb é uma espé-
cie vegetal pertencente a familia Crassuldcea, e
conhecida vulgarmente por folha santa, santa
quitéria, folha da fortuna, pirarucu, coirama,
além de outras denominagdes. Dentre as véarias
plantas medicinais conhecidas ela se destaca de-
vido a seus efeitos curativos, observados pelos
usudrios, o que tornam pesquisas a seu respeito
de grande relevancia cientifica. Suas folhas sdo
usadas para tratamento de feridas, abscessos,
furinculos, tosse, dor de garganta, glaucoma,
além de serem empregadas como diuréticas, an-
ti-inflamatoérias e antiulcerogénicas®*.

A pele é um dos principais 6rgaos do ho-
mem, exercendo fung¢des sensoriais e de pro-
tecdo. A analise histologica desta estrutura
mostra a presenca de um tecido epitelial estrati-
ficado pavimentoso queratinizado na epiderme,
associado a fibras colagenas na derme ricamen-
te vascularizada. Lesdes cutdneas podem ser
ocasionadas por diversos fatores, desde agdes
de microrganismos, fatores fisicos, quimicos e,
até mesmo, por mecanismos genéticos. Nesses
casos, a tentativa de reverter a ferida envolve
varios tipos de tratamentos que podem ser me-
dicamentosos, homeopéticos e com utilizagao
de recursos eletroterapéuticos, todos visando
a cicatrizagao que é um processo bioldgico que
compreende uma série de mediadores quimicos
que recrutam células objetivando revitalizar os
tecidos lesionados®, uma vez que as citocinas e
espécies reativas de oxigénio (ERO) podem pro-
vocar efeitos nocivos sobre os tecidos da pele®.
Diante disso, tratar feridas diminui os danos
estéticos deixados por uma cicatrizagao mal su-

cedida, promovendo o bem-estar do paciente no
aspecto dermatofuncional”.

O mecanismo biolégico da cicatrizagao é
um dos fendmenos mais estudados atualmente,
pois é um evento que, quando ocorrem falhas,
deixa sequelas que podem levar, até mesmo, a
perda de membros e fungdes®. Em muitos es-
tudos, varios métodos tém sido explorados na
tentativa de reduzir o processo inflamatério
que antecede a cicatriza¢do e otimizar o remo-
delamento tecidual. Nessas tentativas, tem sido
bastante utilizada, em atividades experimentais,
a formacao de feridas cutdneas em ratos, poste-
riormente, tratadas com ultrassom pulsado ou
fonoforese, ou ainda, associando o ultrassom
pulsado com medicamentos topicos para promo-
ver uma melhor reabilitagdo dermatofuncional.

Assim, objetivou-se neste trabalho analisar
o efeito da utilizacao do gel fitoterapico a base
da planta Bryophyllum calycinum Salisb, conhe-
cida popularmente como folha santa, associada
as propriedades do ultrassom terapéutico, com o
intuito de promover uma aceleragdo do processo
de cicatrizacdo de feridas cutdneas, bem como
uma melhor qualidade ao tecido cicatricial.

Metodologia

Aspectos éticos

O experimento foi realizado no Laboratério
de Fisiologia da Faculdade Santo Agostinho
(FSA), Teresina, PI, Brasil. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
Integral Diferencial (FACID), pelo protocolo n°
018/13.

Obtencgéo e processamento da
planta

As folhas da Bryophyllum calycinum Salisb
foram coletadas na localidade Nova Laguna (25
km da capital Teresina), sempre retiradas do
mesmo endereco e por apenas um pesquisador,
em hordrio fixado. Em seguida, as amostras fo-
ram submetidas a secagem ao sol em tempera-



tura ambiente, durante duas semanas e, apds a
retirada de toda a umidade, elas passaram por
um processo de trituragdo, por meio de um tri-
turador industrial modelo JBM 30, capacidade
de 2 L, resultando em um pé de coloragado es-
verdeada.

Producéao do extrato alcodlico da
folha santa

O pé resultante da trituragao, aproximada-
mente 200 g, foi introduzido em um funil de de-
cantacdo com capacidade de 500 ml, logo ap¢s,
foi administrado 400 m1 de alcool etilico a 99,5%
e 0,5% de agua, em seguida, o funil foi agitado
por cerca de 10 segundos, misturando o soluto
ao solvente. A mistura permaneceu em decan-
tacdo por dez dias, transcorrido esse tempo, a
solucdo foi retirada do recipiente decantador e
filtrada, passando a ser armazenado em baldes
volumétricos por 24 horas.

Obtencgédo do extrato concentrado
da folha santa

O extrato alcodlico filtrado foi encaminha-
do ao Laboratério de Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade Santo Agostinho, sendo submetido
ao aparelho de rota-evaporador, em temperatu-
ra de 75 °C a 80 °C e rotacao de 120 a 140 rpm,
no intuito de retirar todo o solvente, resultando
em um soluto concentrado em forma de pasta,
que estava sujeita a remog¢ao da umidade rema-
nescente através da capela de exaustao de ga-
ses, durante 48 h, finalizando o processo com
um composto concentrado da folha santa. Esse
extrato foi misturado a um gel inerte a base de
agua na proporgao de 2 g de extrato para cada
100 g de gel. Esta concentragao foi determinada
conforme o resultado do teste para toxicidade
Allium cepa.

Selecdo, contencdo e anestesia dos
animais

Para a experimentagao animal, foram uti-
lizados 20 ratos da espécie Rattus norvegicus
variedade Wistar (200 a 250 g), sexo masculino,
com idade de 90 dias, provenientes do biotério
da Faculdade Santo Agostinho (FSA). A amostra
foi dividida em quatro grupos experimentais de
cinco animais em cada grupo, sendo acondicio-
nados aleatoriamente em caixas especificas para
ratos, mantidos desde o nascimento em um ciclo
claro-escuro de 12/12 horas, com alimentacao e
agua ad libitum.

Todos os animais receberam, por via
subcutanea, um pré-tratamento com atropina
(relaxante muscular), na dose de 0,04 ml para
cada 100 g de peso corpdéreo, aguardando-se
15 minutos para o procedimento anestésico’.
Subsequentemente, foram submetidos a anes-
tesia dissociativa com xilazina e quetamina na
proporgao de 1:1, na dose de 0,1 ml, para cada
100 g do peso do animal. Foi realizada uma tri-
cotomia na regiao dorsal 24 horas antes do pro-
cedimento cirtirgico. Apés a anestesia, selecio-
nou-se a regido média sagital no dorso dos ratos,
e efetuou-se a desinfeccdo da area.

Posterior a recuperacao anestésica, os ratos
foram transferidos para gaiolas, observados e
tratados diariamente até o término dos dez dias.

Divisdo dos grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro
grupos que continham cinco ratos escolhidos
mediante sorteio, sendo os roedores tratados
de acordo com as especificacdes de seu grupo,
a saber:

¢ Grupo 1: controle.

* Grupo 2: ultrassom pulsado (fonoforese) +
gel da Bryophyllum calycinum Salisb (folha
santa) a 2%.

e Grupo 3: gel da Bryophyllum calycinum
Salisb (folha santa) a 2%, uso tépico.

* Grupo 4: ultrassom pulsado.

No Grupo 1, foi produzida apenas a lesao
tecidual, ficando os ratos somente sob observa-
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¢do durante os dez dias de pesquisa, ou seja, nao
receberam qualquer tipo de tratamento, sendo
assim, o grupo controle.

No Grupo 2, os ratos sofreram lesao teci-
dual e foram tratados o gel da Bryophyllum caly-
cinum Salisb (folha santa) a 2%, associado ao
ultrassom modo pulsado 10%, frequéncia de 1
MHz, pulsatil a 10% com intensidade de 0,5 W/
cm® método de acoplamento direto com movi-
mentos oscilatérios numa area efetiva de radia-
cdo (ERA) de 1 cm® durante dois minutos. Esse
protocolo obedece a literatura; pois, para lesoes
superficiais com 4rea pequena, usa-se o proto-
colo acima''. O aparelho foi devidamente cali-
brado por empresa especializada, antes e apds o
tratamento proposto, com o intuito de verificar
se ndo tinha havido perda de intensidade du-
rante a terapia'?. Foi aplicado ultrassom nos ani-
mais desse grupo diariamente no decorrer dos
dez dias de tratamento.

No Grupo 3, os animais sofreram a lesdo
tecidual e receberam tratamento apenas com uso
do gel tépico da Bryophyllum calycinum Salisb
(folha santa) a 2%, aplicado diariamente durante
dez dias de tratamento.

No Grupo 4, os roedores foram submetidos
alesdo tecidual e receberam tratamento somente
com o ultrassom modo pulsado 10%, frequéncia
de 1 MHz, pulsatil a 10%, com intensidade de
0,5 W/cm® método de acoplamento direto com
movimentos oscilatérios numa ERA de 1 cm®
por dois minutos, diariamente, ao longo dos dez
dias da terapia.

Efetuou-se aplicagdo dos agentes de cada
grupo ap0s 24 horas do ato cirdrgico, uma vez
ao dia sempre no mesmo horério. Para tais apli-
cagOes, os ratos, por estarem em estado ativo,
tiveram de ser imobilizados manualmente por
um dos pesquisadores, enquanto outro pesqui-
sador executava a aplicacdo sempre da mesma
forma padronizada no primeiro dia de trata-
mento. Na aplicacao do gel da folha santa sobre
a ferida no dorso dos ratos (Grupo 3), utilizou-se
um frasco dosador feito de material pldstico e
uma espétula de madeira, de forma a preencher
toda a superficie da lesdo e suas extremidades.

Repetiu-se o referido processo para ministrar,
nos componentes do Grupo 2, o gel da folha
santa, quando esse era utilizado associado ao
ultrassom, em que o cabegote do aparelho era
movimentado de forma circular em volta da
ferida de maneira lenta e delicada. Esse modo
de manejo do cabegote do ultrassom, usado no
segundo grupo, também foi praticado nos ra-
tos tratados com o ultrassom pulsatil (Grupo
4). Nesse grupo, para uma melhor acoplagem e
diminuicdo da impedancia na transmissdo da
onda sonora, utilizou-se um gel inerte a base de
agua. Os trés grupos de intervencao foram tra-
tados e observados diariamente, sendo o contro-
le somente observado, até transcorrerem os dez
dias previstos para a experiéncia.

Registro das dreas das feridas

Para o registro das feridas, os ratos foram
contidos manualmente, uma vez que se encon-
travam em estado de alerta, exceto no dia 0 (ato
cirtrgico), no qual os animais foram fotografa-
dos ainda sob o efeito do anestésico. A conten-
cdo era feita sempre pelo mesmo pesquisador
durante todo o experimento, enquanto outro
pesquisador ficava responsavel pelas fotogra-
fias registradas por meio de uma camera com
captura de imagens, Fujifilm (Finepix L50), com
resolucdo de 12 megapixels. Todas as fotos foram
padronizadas com a mesma luminosidade e al-
tura, a cdmera foi fixada a 30 cm em relagao a fe-
rida no dorso do animal, utilizando um suporte
metalico para apoio da camera.

As feridas foram registradas no dia 0
(imediatamente ap6s o ato cirdrgico); no 8° dia
de pés-cirurgico e 11° dia pdés-cirtirgico, todas
as fotos foram registradas com um paquimetro
universal posicionado ao lado dos animais.

Para andlise da area de lesdo e verifica-
¢do do tecido cicatricial, usou-se o programa
Image-Pro-Plus (The Proven Solution), versao
4.5.0.29 for Windows 98/NT/200 de dominio
publico. Apés a coleta dos dados, foi utilizado
o programa Graph Pad Prism, versao 5.0, para
anélise estatistica da variagdo da 4rea da fe-



rida cutdnea e do colageno por drea de tecido
cicatricial, procedimento realizado para todos
os grupos estudados.

Preparo do tecido para
microscoépica

Apbs o periodo destinado ao tratamen-
to das feridas, procedeu-se a coleta do tecido
para andlise microscépica. Todos os animais
foram eutanasiados recebendo uma superdose
do anestésico tilpentol sédico 1 g, p6 estéril.
Para a coleta do tecido, utilizou-se um bisturi
e tesoura Iris, retirando o tecido cerca de um
centimetro além da borda da ferida, o mate-
rial coletado foi estocado em frascos que con-
tinham formol a 10% e encaminhado para his-
tologia. Cada amostra de tecido retirado foi,
entdo, corada por picrosirius, para anélise dos
colagenos tipo I e I1I.

Para identificagdo de colagenos maduro
(tipo I) e imaturo (tipo III), analisaram-se os cor-
tes histol6gicos por meio de microscopio éptico
Labomed TCM400 (Culver City, CA, USA), com
fonte de luz polarizada. As imagens foram cap-
tadas por uma camera e transmitidas a monitor
colorido, congeladas e digitalizadas por meio
de placas. Depois de digitalizadas, foram ana-
lisadas utilizando-se o programa Image-Pro-
Plus (The Proven Solution), versao 4.5.0.29 for
Windows 98/NT/200 de dominio ptblico.

Apés fazer uma mascara, usando o pro-
grama Image-Pro-Plus, as imagens foram ana-
lisadas, clicando na caixa count/size, depois
em count, entdao, tudo foi marcado em colorido,
vermelho e verde. Nesta mesma caixa, clicou-
se em view e, em seguida, em range statistic. Na
sequéncia, apareceu uma tabela com a por-
centagem em &rea, vermelho (tipo I, coldgeno
maduro) e verde (tipo III, colageno imaturo).
Estes dados, bem como os da anéalise da area,
foram avaliados quanto ao coeficiente de va-
riacdo, e a distribui¢do amostral usando-se
andlise de variancia (ANOVA), seguida do tes-
te Tukey, considerando o nivel de significancia
estatistica de 5% (p<0,05).

Resultados e discussdo

Neste trabalho, compararam-se trés moda-
lidades de tratamento diferentes para aceleragao
do reparo tecidual de feridas cutaneas produzi-
das cirurgicamente nos dorsos de ratos, sendo a
divisdo e caracteristicas de cada grupo expres-
sas detalhadamente na metodologia da pesqui-
sa. Os grupos foram avaliados de acordo com a
metodologia no momento do ato cirtirgico, no 8°
e no 11° dia pés-cirurgico (Figura 1).

Figura 1: Avaliagéo macroscopica da
cicatrizagéo das feridas. A — Dia 0, pos-
cirurgico imediato, G1, G2, G3, G4; B - 8°
dia pés-cirurgico, G1,G2, G3, G4; C - 11° dia
pos-cirurgico, G1,G2, G3, G4

No oitavo dia pés-cirirgico, a relacao da
diminuicdo da area da lesdo cirdrgica (dimi-
nuicdo da ferida = maior eficiéncia do reparo
tecidual), foi estatisticamente significativa com
P<0,05, no G2 ultrassom, em relagdo ao grupo
controle G1 e entre os grupos G3 e G4. O G3 e o
G4 néo apresentaram diferenca significativa em
relag¢do ao Gl e entre si.

Os resultados encontrados estdao de acordo
com os achados em outros estudos em que tam-
bém se obtiveram melhor cicatrizacdo tecidual
nos grupos nos quais o ultrassom era associado
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a um gel de propriedades também cicatriciais.
Uma pesquisa em se que analisou o efeito do US
associado com hidrocortisona 10%, no tratamen-
to de lesdes realizadas em tendoes de ratos, a
fonoforese influenciou positivamente o proces-
so de reparo desses tenddes, quando compara-
da com os tratamentos de US e hidrocortisona
isolados"*.

A realizacdao de um trabalho experimental
com aplicacdo do ultrassom associado ao dexa-
pantenol em feridas tegumentares produzidas
em ratos, também mostrou estimulo a reepite-
lizacdo da area lesada, com aumento do nime-
ro de fibroblastos, além de melhor organizacao
no tecido cicatricial aos sete dias de tratamento
numa anélise qualitativa'.

No 11° dia pés-cirdrgico, por meio de
andlise macroscopica nao se observou diferen-
ca estatisticamente significativa (P> 0,05) entre
os grupos estudados, apesar de os trés grupos
testados terem apresentado diminuigado das are-
as lesionadas em relagdo ao grupo controle G1,
sendo o G2 o que mostrou maior diminui¢ao da
drea em relagdo ao controle, quando comparado
ao G3 e ao G4 (Figura 2).

Os resultados encontrados no 11° dia pds-
cirirgico mostram que continuou havendo re-
ducdo da édrea lesada, apesar de essa diminuicao
nao ter sido tao significativa como se observou no
oitavo dia poés-cirurgico. Diante disso, pode-se
supor que, caso tivesse sido mantido o tratamen-

to por mais dias, esses achados poderiam ter sido
mais expressivos, tornando-se estatisticamente
significativos. Os grupos estudados mantiveram
0 mesmo padrao encontrado no oitavo dia pés-
cirdargico, com G2 portador de maior diminuigao
de area lesado seguido de G3 e G4.

Outro método de avaliar a regeneragao te-
cidual é pela mensuracdo das fibras colagenas
existentes nas bordas da ferida. O colageno é o
responsavel pela forga e integridade de todos os
tecidos, e a forga e a integridade do tecido de
reparagao residem no tipo e na quantidade de
fibras coldgenas'.

A avaliagdo microscopica para contagem
das proteinas de coldgeno tipo I e III do teci-
do tratado foi feita de acordo com o descrito na
metodologia deste estudo, demonstrando que
no 11° dia pos-cirtirgico, os grupos G2, G3 e G4
apresentaram diferenga estatistica altamente
significativa (P<0,001) para colageno tipo III em
comparagdo ao grupo controle G1, e o G2 apre-
sentou a menor porcentagem de colageno tipo
111, quando comparado ao G3 e ao G4 (Figura 3).

Na contagem das proteinas de coldgeno
tipo I, observou-se diferenca estatistica altamen-
te significativa (P<0,001) entre os grupos G2, G3
e G4 em relacao ao controle G1, e 0 G2 mostrou
a maior porcentagem de coldgeno tipo I em com-
paracdo ao G3 e ao G4 (Figura 4).

O aumento da quantidade de coldgenos do
tipo I sobre o tipo III em lesGes teciduais se mostra
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Figura 2: Area das feridas nos grupos estudados. A — dia 0 pés-operatério, B — 8° dia pos-
operatério e C — 11° dia pés-operatdério. Os valores mostrados representam a média + erro
padréo de média (EPM) dos experimentos realizados (n=5).", estatisticamente significativo,

p<0,005. Anova seguida de Tukey
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Figura 3: Imagens da pele, coloragéo picrosirius. Microscopia de luz polarizada microscoépio
optico Labomed TCM400. Aumento, 10x4. A — G1, Rato [; B - G2, Rato I; C — G3, Rato I; D — G4,

Rato I; *Coldgeno Tipo I; ** Coldgeno Tipo III
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Figura 4: Coldgeno tipo 1 (A) e tipo 3 (B) nos grupos estudados. Os valores mostrados
representam a média * erro padrdo de média (EPM) dos experimentos realizados (n=5)."*%,
estatisticamente significativo, p<0,001. Anova seguida de Tukey
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mais vantajoso, pois essas fibras tornam o tecido
mais denso e resistente. Mediante a presenga de
maior nimero de coldgenos do tipo I, as células
fagocitarias vao desaparecendo e o tecido de gra-
nulagdo passa a ser constituido por um tecido
conjuntivo progressivamente mais denso e menos
vascularizado, situados logo abaixo da epiderme
caracterizando uma regeneragao tecidual.

A eficiéncia do ultrassom no tratamento fi-
sioterdpico tem um efeito biolégico que depende
dos parametros empregados no aparelho®. Sao
esses parametros que aumentam a capacidade
de transporte por via cutanea de medicamentos
transdérmicos, facilitando a penetracdo destes
no uso tépico, pois o ultrassom altera a permea-
bilidade da membrana celular, promove também
o aumento do célcio idnico, funcionando como
um sinal intracelular para a resposta metabo6-
lica?. Todos esses fatores atuam na ativagdo de
fibroblastos, aumentando a sintese de colageno
bem como o ganho de forga tensil?’, melhorando,
assim, a eficiéncia no processo de cicatrizagao.

Consideracées finais

Este estudo experimental possibilitou a
andlise macroscépica e histologica da cicatri-
zagao de feridas cutdneas experimentais pro-
duzidas em ratos, quando utilizado o gel da
Bryophyllum calycinum Salisb a 2%, associados
ao ultrassom pulsatil para acelerar esse repa-
ro tecidual. Analisando os dados da pesquisa
verificou-se que foi positivo o uso desses dois
agentes para esse tratamento. Observou-se que
os resultados obtidos coincidem com outras pes-
quisas na literatura que também utilizaram o
ultrassom pulsatil em conjunto com um potente
fitoterdpico.

O trabalho demonstrou a possibilidade
do uso do gel da Bryophyllum calycinum Salisb
a 2% associada ao ultrassom pulsatil nas clini-
cas de fisioterapia como uma alternativa eficaz
de acelerar o processo de cicatrizagdo de feridas
cutaneas, diminuindo o tempo de tratamento e,
consequentemente, o sofrimento dos pacientes.

Contudo, algumas questdes podem ser le-
vantadas para melhor caracterizar a agao cicatri-
zante e também melhorar seu efeito, tais como:
“Qual a melhor concentracao do extrato?”; “Qual
a melhor dose?”; “Qual o melhor parametro do
ultrassom?”; “Qual o melhor tempo de tratamen-
to para se obter maior rapidez da cicatrizagdo?”.

Esta investigagao incentiva novas pesqui-
sas que, ao elucidarem os questionamentos ex-
postos, poderdo dar mais embasamento e credi-
bilidade cientifica ao que este e outros trabalhos

ja sinalizam sobre o tema aqui apresentado.
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